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Introduction générale

La détection de molécules toxiques pour I’Homme et son environnement est d’une
importance cruciale et fait partie des préoccupations majeures de la société actuelle. Les
résidus de pesticide tels que I’atrazine ainsi que la mélamine font notamment partie de ces
molécules dangereuses pour la sant¢ humaine.

L’atrazine dont les propriétés ont été découvertes dans les années 1960 a été un
herbicide largement utilisé pendant des décennies pour I’agriculture au niveau mondial. Elle
est désormais interdite d’utilisation par I’Union Européenne depuis 2001 en raison de sa
toxicité'. La mélamine a quant & elle été introduite dans de nombreux produits alimentaires
mais peut induire a fortes doses des pathologies du rein pouvant aller jusqu’a la mort chez les
nourrissons et les enfants™”.

Ces deux molécules sont principalement dosées par la spectrométrie de masse, la
chromatographie et 1’électrochimie qui nécessitent des appareillages lourds et coliteux qui ne
sont utilisables qu’en laboratoire. Peu d’exemples de détection de molécules neutres par
fluorescence ont été reportés dans la littérature. Les méthodes fluorimétriques offrent pourtant
de nombreux avantages tels que la sensibilité, la sélectivité et un faible colt. La variation de
la fluorescence en fonction de la concentration en analyte conduit a une détection quantitative
de ce dernier. Pour ce faire, il est nécessaire de concevoir et de développer de nouvelles
sondes moléculaires fluorescentes en fonction de I’analyte a détecter.

De méme, la détection des amines biogéniques représente un intérét sociétal. Ces
derniéres proviennent de la décarboxylation des acides aminés, de 1’amination ou de la
transamination d’aldéhydes ou de cétones. Elles sont aussi produites par des bactéries durant
la décarboxylation des acides aminés dans les cellules. La détection des amines biogéniques
permet ainsi d’évaluer la contamination microbiologique d’un aliment et la dégradation
potentielle d’un aliment. Des taux €élevés en amines biogéniques peuvent se retrouver dans les
produits alimentaires et causer des nausées, des maux de tétes et des modifications de la
tension artérielle. Elles sont dosées par chromatographie en phase liquide ou en phase gaz, par

¢lectrochromatographie capillaire et par spectroscopie UV-visible. Quelques exemples de

! Directive 2000/60/CE du Parlement européen et du Conseil du 23 octobre 2000.

2 J. R. Ingelfinger, N. Engl. J. Med., 2008, 26, 2745-2748.

3> N. Guan, Q. F. Fan, J. Ding, Y. M. Zhao, J. Q. Lu, Y. Ai, G. B. Xu, S. N. Zhu, C. Yao, L. N. Jiang, J. Miao, H. Zhang, D.
Zhao, X. Y. Liuand Y. Yao, N. Engl. J. Med., 2009, 360, 1067-1074.
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Introduction générale

détection par fluorescence ont déja été décrits dans la littérature™ mais la nécessité de
développer de nouveaux récepteurs fluorescents efficaces est bien réelle.

De nombreuses sondes fluorescentes capables de détecter des métaux lourds ont été
développées au laboratoire PPSM. Cependant, la détection de molécules neutres par
fluorescence représente un défi supplémentaire en raison de la nature plus faible de
I’interaction, comparée a celle entre espéces chargées. Malgré cette difficulté, les sondes
moléculaires doivent non seulement présenter une forte affinité avec 1’analyte mais cette
interaction doit aussi induire des modifications des effets photophysiques suffisamment

importantes pour permettre la détection de ce dernier par fluorescence.

Cette thése a porté sur la conception, la synthése organique et les études
photophysiques de sondes moléculaires fluorescentes pour la détection d’atrazine, de

mélamine et d’amines biogéniques.

Le manuscrit de cette thése est composé des trois chapitres suivants :

» le Chapitre 1 rappelle les principaux concepts théoriques de photophysique auxquels
nous ferons appel dans ce manuscrit. Nous présenterons également les analytes cibles
ainsi que les méthodes de détection existantes. Nous discuterons ensuite des
récepteurs fluorescents que nous avons envisagés de développer pour la détection des

divers analytes cibles.

» le Chapitre 2 traitera de la détection de I’atrazine, de ses produits de dégradation et
des dérivés de la mélamine. Des fluorophores a transfert de charge capables
d’interagir par liaisons hydrogene ont été congus afin que I’interaction avec 1’analyte
module le transfert de charge intramoléculaire et conduise ainsi a sa détection. Nous
aborderons la conception, la synthése et la modélisation moléculaire des sondes
fluorescentes synthétisées en ce sens avant d’évaluer la capacité des sondes a détecter
les analytes choisis. Des sondes dérivées de la molécule de maléimide, de

naphthalimide et de 1’acide barbiturique seront ainsi successivement présentées.

4N. L. Strutt, R. S. Forgan, J. M. Spruell, Y. Y. Botros, J. F. Stoddart, J. Am. Chem. Soc. 2011, 70, 5668-5671.
5 H. Bakirci, W. M. Nau, Adv. Funct. Mater. 2006, 16, 237-242.
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» le Chapitre 3 se concentrera sur la détection des amines aliphatiques. Un
calix[6]aréne fonctionnalisé par des fluorophores a été¢ synthétisé dans ce but.
L’encapsulation de 1’amine invitée dans la cavité de ce macrocycle doit modifier la
fluorescence des sondes greffées sur le calixaréne. La synthése des sondes
fluorescentes (composé modele et calix[6]arene) sera développée puis la complexation
et la détection des amines par le calix[6]aréne seront décrites. Enfin, les études RMN

de ces sondes permettant de confirmer les résultats obtenus seront détaillées.
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Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

I) Absorption de lumicre et fluorescence. Sondes fluorescentes.
1.1) Absorption UV-visible

1.1.1) Niveaux d’énergie d 'une molécule

Les orbitales moléculaires HO (pour Haute Occupée) et BV (pour Basse Vacante) sont
les orbitales les plus importantes a prendre en compte lors des phénoménes d’absorption et de
fluorescence. L’orbitale HO est I’orbitale occupée la plus haute en énergie tandis que
I’orbitale BV est I’orbitale inoccupée la plus basse en énergie. Une transition électronique
consiste & promouvoir un électron d’une orbitale d’une molécule a I’état fondamental vers une

orbitale inoccupée en absorbant un photon. La molécule est dite alors a 1’état excité.

LUMO

\j

HOMO

Fo
Fdt

Figure 1- 1 : Principe de I’excitation

Quand I’absorption d’un photon permet le passage d’un électron de ’orbitale © vers
’orbitale antiliante ©*, il s’agit alors d’une transition - «*. La transition ¢ - 6* qui consiste a
promouvoir un ¢lectron ¢ nécessite une énergie beaucoup plus élevée et ne sera pas traitée
dans ce manuscrit. Les transitions n — * sont caractérisées par la promotion d’un électron
d’un doublet non liant appartenant a un hétéroatome vers 1’orbitale antiliante 7*.

Les énergies des transitions électroniques sont classées généralement dans cet ordre :

n—-n*<ug-n*<n-o*<oc-m*<o-o*
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Deux régles de sélection régissent les transitions entre les niveaux d’énergie d’une molécule :

(1) les niveaux ont la méme multiplicité de spin. Malgré cela, la probabilité de transition
entre un état singulet et un état triplet n’est pas rigoureusement nulle a cause du
couplage spin-orbite

(2) les transitions entre états électroniques possédant la méme symétrie sont interdites.
Cependant, celles-ci sont rendues possibles grace au couplage entre les niveaux

¢lectroniques et les niveaux vibrationnels (appelé couplage vibronique).

1.1.2) Absorption de la lumiere
La capacité des molécules de soluté a absorber la lumicre dans une solution a une

longueur d’onde A est définie par 1’absorbance A (L) qui suit la loi de Beer-Lambert :
0

I
A(Q) = logIi = ¢Dlc
ji

Equation 1- 1

ou I et I, représentent respectivement l’intensité de lumiére incidente et de la lumiére
transmise, ¢ le coefficient d’absorption molaire, 1 la longueur du trajet optique et c la

concentration en especes absorbantes.

Si plusieurs molécules absorbantes sont présentes en solution, 1’absorbance totale a
une longueur d’onde sera la somme des absorbances de chaque molécule a cette longueur
d’onde. Il existe ainsi une relation linéaire entre 1’absorbance et la concentration de I’espéce
absorbante. L’absorption d’un photon UV ou visible induit des transitions @ - ©* ou n — w*.
Comme les transitions n — ©* sont en général interdites par symétrie, les coefficients
d’absorption molaire prennent dans ce cas des valeurs assez faibles (¢ = 10°-10° L.mol™.cm™).
Les valeurs de & sont beaucoup plus hautes pour les transitions permises m - w*

(e~ 10*10°L.mol".cm™).

L’absorption d’un photon peut se faire seulement si 1’énergie de ce dernier est au
moins aussi élevée que la différence d’énergie entre 1’état fondamental Sy et 1’état excité S; de
la molécule'. Selon le principe de Franck-Condon, les noyaux restent immobiles pendant la
transition électronique. L’état atteint est appelé état Franck-Condon. La figure 1-2 schématise

les courbes de potentiels des niveaux électroniques d’une molécule en fonction de la distance
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des noyaux. La transition la plus probable a lieu a la verticale dans le diagramme de Morse
c’est-a-dire a distance internucléaire fixe. Si la géométrie de 1’état excité est proche de 1’état
fondamental, la transition la plus probable sera la transition Sy, v =0 — S;, v = 0. Cette
transition est la plus faible en énergie. Si les géométries de Sy et S; sont différentes, la
transition se produit entre les états So, v =0 et S;, v # 0. Des transitions vers d’autres niveaux
vibrationnels de I’état S, sont aussi possibles mais avec des intensités moindres. La molécule
peut aussi passer dans un état S,, n > 1 par absorption d’un photon. Le spectre d’absorption

refléte donc la somme de toutes les composantes de chaque transition électronique.

S, et S, possedent S, et S, possédent des
la méme géométrie : géométries différentes :
la transition (0,0) est la plus probable la transition (0,#) est la plus probable

\
Sy

‘|

| ""d/ﬂk#* JIA

.
A— A -
(Energy «——) (Energy «—-)

Figure 1- 2 : Absorption de la lumiére conduisant a la transition S — S;. 4 gauche : les deux états ont des géométries
similaires facilitant la transition (0,0), a droite : ’excitation induit un changement de géométrie facilitant la transition

(0,n). Figure adaptée de la référence 2.

1.2) Emission de fluorescence
1.2.1) Processus de désexcitation
Les principaux processus qui suivent I’absorption d’un photon par une molécule sont
rassemblés dans le diagramme de Perrin-Jablonski® (voir figure 1-3) a savoir : la conversion
interne, la fluorescence, le croisement inter-systéme, la phosphorescence. L’absorption est

trés rapide (= 107> s) par rapport aux autres processus.
p p pp p
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Figure 1- 3 : Diagramme de Perrin-Jablonski. Figure issue de la référence 1.

> Conversion interne

La conversion interne est une désexcitation non radiative entre deux états
¢lectroniques de méme multiplicité de spin. Le recouvrement entre les niveaux vibrationnels
de Sy et de S, est plus important qu’entre ceux de S; et Sy. La conversion interne est ainsi plus
favorable de S, vers S; que de S; vers Sy. C’est une transition non radiative se produisant sur

une échelle de temps de 10" 4 10™'° secondes.
> Fluorescence

L’émission d’un photon lors de la relaxation S; — Sy correspond a la fluorescence.
Dans de rares exceptions, la fluorescence est émise depuis 1’état S, ce qui correspond alors a
la relaxation S, — S. La relaxation vibrationnelle se produisant a 1’état excité entraine une
perte d’énergie. Le spectre de fluorescence est situé a des longueurs d’onde plus élevées que
le spectre d’absorption. La molécule fluorescente est alors caractérisée par le temps qu’elle
met a se relaxer. Il s’agit de la durée de vie de fluorescence comprise la plupart du temps

entre 107" et 107 secondes.
» Croisement inter-systéme

Le croisement inter-systéme est une voie de désexcitation non radiative de I’état

singulet S; vers 1’état triplet T). S’il est assez rapide (107-107 s), il est alors compétitif des
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autres processus de désexcitation depuis 1’état S; tels que la fluorescence et la conversion
interne. La probabilité de croisement inter-systtme dépend des états singulet et triplet
impliqués. Elle augmente notamment en présence d’atomes lourds (Br, L,...) pour lesquels le

couplage spin-orbite est favorisé.

> Phosphorescence

La transition radiative a partir de 1’état triplet T, — Sy est appelée phosphorescence.
Elle s’observe plutdt a basse température plusieurs secondes (voire quelques minutes) apres
I’excitation si la durée de vie de 1’¢état triplet est assez longue. Pour une solution a température
ambiante, la désexcitation non radiative depuis 1’état T, prédomine sur la phosphorescence en
raison de la lenteur du processus due au caractere interdit de la transition T; — Sy. Le spectre
de phosphorescence est situé a des longueurs d’onde plus grandes car le plus bas état

vibrationnel de T, est inférieur en énergie a celui de S;.

1.2.2) Grandeurs caractéristiques

Le spectre d’émission de fluorescence est obtenu aprés avoir excité le fluorophore a
une longueur d’onde ou il absorbe. Le déplacement de Stokes représente la différence entre la
longueur d’onde maximale d’absorption et la longueur d’onde maximale d’émission. Il est
noté AV = v, - Vf (avec v le nombre d’onde) et renseigne sur la réorganisation de la molécule
lors du passage a 1’état excité. Si le déplacement de Stokes augmente avec la polarité¢ du
solvant, cela signifie que le moment dipolaire du fluorophore est plus élevé a 1’état excité qu’a
I’état fondamental.

Un autre parametre crucial pour la caractérisation d’ une molécule fluorescence est son
rendement quantique @ qui permet d’établir 1’efficacité de la fluorescence émise. Il est défini

comme le nombre de photons émis divisé par le nombre de photons absorbés :

Nombre de photons émis

~ Nombre de photons absorbés

Equation 1- 2

Comme nous I’avons vu précédemment, la fluorescence correspond a la transition
S; — Sp accompagnée de I’émission d’un photon. Une partie des molécules fluorescentes M

présentes en solution diluée (de concentration [M] en mol.L™) se retrouvent a 1’état excité S, a
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la suite d’une courte impulsion lumineuse et seront alors notées M* par la suite. Celles-ci
retournent ensuite a 1’état fondamental Sy par des processus radiatifs ou non radiatifs que nous
avons détaillés auparavant.

ISC
S1 ~ N\ NNNP rd

€
—
—

S \4 \ 4

(o]

Figure 1- 4 : Processus de relaxation de I’état S1 et leurs constantes de vitesse

I1s sont caractérisés par les différentes constantes de vitesse qui suivent :
k; = constante de vitesse de la fluorescence
k;.,. = constante de vitesse de la désexcitation non radiative de 1’état singulet
k;.. = constante de vitesse pour le croisement inter-systéme
k;. = constante de vitesse pour la conversion interne
kI = constante de vitesse de la phosphorescence

kT, = constante de vitesse de la désexcitation non radiative de 1’état triplet

La désexcitation de la molécule fluorescente excitée M* répond a la cinétique suivante :
—d[M*]

S = G+ M)

Equation 1-3

La constante de vitesse des voies de désexcitation non radiative k;, a partir de ’état S; est
définie par I’équation suivante :

Equation 1- 4

L’intégration de 1’équation différentielle donne I’évolution au cours du temps de la

concentration d’especes a 1’état excité :

[M°] = [M*]oexp (- %)

10
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Equation 1-5

avec Tg, la durée de vie de I’état excité S; définie tel que :
1

kS 4 kS,

Equation 1- 6

Ts

L’intensité de fluorescence ir correspond a la quantit¢ de photons émis selon la réaction

suivante :
M* — M + photon

Elle est proportionnelle a tout instant t a la concentration de molécules excitées M* :
t
ir = kI[M*] = ki[M*]oexp(— T_)
s
Equation 1-7

Le rendement quantique de fluorescence peut alors s’écrire de la fagon suivante :
k7
=S S
ky + ki,

Equation 1- 8

O =15 k7
Les constantes de vitesse radiative et non radiative peuvent ainsi étre déterminées a

I’aide des relations suivantes :

o2
Ts

Equation 1- 9

1

k% = — (1 - ¢F)
Ts
Equation 1- 10

Lorsque plusieurs états émissifs sont présents, les déclins de fluorescence sont multi-

exponentiels et I’intensité de fluorescence ip est déterminée par la relation suivante :

t
ir = ) aexp(--)
- L

l

Equation 1- 11

avec a; la constante pré-exponentielle relative a I’état émissifi et 7; son temps de vie.

11
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La fraction «; permet de déterminer la contribution en pourcentage des différentes durées de
vie :

a;
OCl- ==
X

Equation 1- 12

x 100

1.2.3) Solvatochromisme
La différence d’énergie entre 1’état fondamental et I’état excité dépend des interactions
entre le solvant et le fluorophore. En effet, I’état fondamental et 1’état excité de la molécule
fluorescente seront plus ou moins stabilisés par les interactions avec les molécules de solvant
qui I’entourent. Cette différence d’énergie (en cm™) dépend de I’indice de réfraction, de la
constante di¢lectrique du solvant et surtout de 1’exaltation du moment dipolaire a I’état excité

suivant le modéle de Lippert-Mataga suivant™”.

Vg —Vr = 1( e —ug)?a=3Af + constante

Equation 1- 13

ou h est la constante de Planck, c la célérité¢ de la lumiére, a le rayon de la cavité dite cavité
d’Onsager ou se trouve le soluté, v, le nombre d’ondes d’absorption, v¢le nombre d’ondes
d’émission et Af la polarisabilité orientationnelle définie telle que :

e—1 n?-1

2¢+1 2n2+1

Equation 1- 14

Af =f(e) —f(n?) =

Selon ce modele, seule la réorientation des molécules de solvant est responsable
d’importants déplacements de Stokes et la redistribution des électrons se produit de fagon
instantanée. On considere également que I’état fondamental et excité sont tous deux stabilisés
par ce processus. Un solvant polaire aura la possibilité de stabiliser 1’état excité, induisant un
déplacement spectral de I’émission de fluorescence vers le rouge.

Les valeurs de déplacement de Stokes d’une sonde fluorescente dans les différents
solvants peuvent étre tracées en fonction de la polarisabilité orientationnelle Af. Une relation
linéaire entre ces deux parameétres est alors obtenue si le fluorophore est essentiellement
sensible a la polarité du solvant. Si la relation n’est pas linéaire, il doit exister des interactions
spécifiques entre la sonde fluorescente et le solvant. Comme 1’indique 1’équation de Lippert-

Mataga, la pente est directement reliée a Ap/a’ et renseigne ainsi sur I’exaltation du moment

12
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dipolaire a 1’état excité. Les valeurs de Af pour les différents solvants mentionnés dans ce

manuscrit sont regroupées dans le tableau 1-1 suivant.

Tableau 1- 1 : Valeurs des coefficients de polarisabilité Af des solvants utilisés dans ce manuscrit.

Af
Méthylcyclohexane 0,00
Toluéne 0,013
Dioxane 0,021
Chloroforme 0,149

Tétrahydrofurane 0,210
Dichlorométhane 0,219
Dichloroéthane 0,223
Diméthylsulfoxyde 0,265
Diméthylformamide 0,275

Butyronitrile 0,278
Ethanol 0,290
Acétonitrile 0,306
Méthanol 0,309

1.3) Utilisation de la fluorescence pour sonder des molécules

Le développement de sondes pour la détection de molécules neutres est un défi tres
complexe a relever en raison de la nature relativement faible des interactions dipdle-dipdle ou
dipole-dipdle induit mises en jeu. La complexation hote-invité basée sur leur affinité est un
¢lément clé dans la conception de capteurs car cela conditionne la sensibilité de la détection.
La sélectivité vis-a-vis de la molécule neutre et la transduction du signal sont deux autres
paramétres importants. En raison de la difficulté de la détection, peu d’exemples sont publiés
dans la littérature (contrairement a la détection d’ions); les publications existantes font appel a
la spectrométrie de masse ou la spectroscopie RMN pour un grand nombre d’entre elles. Dans
ce manuscrit, nous examinerons les systémes de détection qui utilisent la fluorescence pour

reconnaitre les analytes neutres.

I1 faut préciser qu'une sonde fluorescente est trés sensible a son environnement et aux

différentes interactions spécifiques qu’elle peut avoir avec les molécules voisines. Notre

13
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objectif est de détecter des molécules neutres telles que ’atrazine, les dérivés de mélamine et
les amines aliphatiques. Le concept des sondes que nous souhaitons concevoir est le suivant

(voir figure 1-5) :

* e systetme possede une entité de reconnaissance qui lui permet de capter

I’analyte et se doit d’étre sélectif et sensible

® [’interaction avec l’analyte induit des effets photophysiques entralnant une
modification de la fluorescence, ce qui permet alors la détection de 1’analyte
Interaction

Entité de avec l'analyte
reconnaissance

Fluorophore Fluorophore

Figure 1- 5 : Concept des sondes fluorescentes envisagées pour la détection de molécules neutres.

Diverses entités de reconnaissance ont été¢ développées pour la mise au point des
capteurs fluorescents comme les cages hydrophobes, les complexes de coordination et les
chemodosimetres. Les deux premicres interagissent avec la cible de fagon non covalente alors
que les chemodosimétres font appel a des liaisons covalentes. Ces différents systemes ainsi

que les effets photophysiques associés sont présentés ci-dessous.

1.3.1) Entités de reconnaissance

» Cages hydrophobes

Parmi les entités de reconnaissance, nous pouvons distinguer les cages hydrophobes,
composés organiques contraints par leur structure a posséder une cavité de dimension
suffisante pour loger d’autres molécules. Cette dénomination rassemble entre autres les

, . . . . 5,6 . a7 . \ 8
récepteurs macrocycliques suivants : les cyclodextrines™, cucurbituriles’, calixarénes®, et
. \ 910 17 .- . , . \ .. Ny ey \
pillararénes™ ~, décrits ci-dessous. Ces molécules appartiennent a la chimie hote-invité et a la

11,12

.. , . , . 13
chimie supramoléculaire dont les précurseurs sont Jean-Marie Lehn “, Donald Cram ~ et

Charles Pedersen'”. Elles font preuve d’une affinité et d’une sélectivité trés intéressantes.

14
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Deux principes sont essentiels a prendre en compte pour la conception d’un systeme
hoéte-invité :
» la préorganisation (elle régit la force de la liaison entre les deux molécules)

» la complémentarité (elle permet la reconnaissance structurelle).

HO

Figure 1- 6 : Structure générale d’une cyclodextrine, d’un cucurbiturile, d’un calixaréne (avec R = p-tert-butyle) et

d’un pillararéne.

La reconnaissance moléculaire impose une surface de contact suffisante entre le récepteur
et ’analyte afin de permettre la formation de multiples interactions non covalentes comme les
interactions hydrophobes et les interactions de van der Waals. Plusieurs sites de liaisons
notamment des sites de liaisons hydrogeéne sont par ailleurs nécessaires afin de structurer le
complexe hote-invité et renforcer la sélectivité. C’est pourquoi, pour aboutir a des récepteurs
capables de reconnaitre spécifiquement des molécules et améliorer la sélectivité, une étape de

fonctionnalisation de la cage par des groupements fonctionnels adéquats est nécessaire.

La fonctionnalisation de ces macrocycles par divers fluorophores permet d’accéder a une
large variété de récepteurs fluorescents pouvant accueillir et détecter des molécules invitées

dans leur cavité.

Cyclodextrine Calix[n]aréne Cucurbit[n]urile

Figure 1- 7 : Représentation des complexes d’inclusion pour les hotes macrocycliques principaux (les zones de densité

de charge négative sont indiquées en rouge). Figure adaptée de la référence'.

Cyclodextrines
Antoine Villiers'® a isolé pour la premiére en fois en 1891 les cyclodextrines, appelées

aussi dextrines de Schardinger ou cycloamyloses. Deux produits ayant des propriétés physico-
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chimiques proches de la cellulose sont alors découverts : I’a- et la f-cyclodextrine. Puis, en
1903, Franz Schardinger'’"'® isole le premier microorganisme (Bacillus macerans) qui
dégrade 1’amidon en cyclodextrine. Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques
constitués généralement de 6 & 12 motifs de D-glucose de conformation *C; reliés entre eux
par des liaisons o(1-4). Trois cyclodextrines sont majoritairement étudiées : les a -, B- et y-
cyclodextrines qui comportent respectivement 6, 7 et 8 unités glucosidiques (la contrainte
stérique impose d’avoir 6 unités glucoses au minimum). Les groupements hydroxyles rendent
la surface hydrophile tandis que la cavit¢ peut accueillir une molécule hydrophobe.
Aujourd’hui les cyclodextrines glycosyltransférases sont utilisées pour produire différents
types de cyclodextrine. Les procédés de purification permettent de les obtenir trés pures

(> 99 %) sur une grande échelle.

Dimensions (nm)

a b c d e

aCD (1.37]0.57(0.45|1.32|0.78

BCD |1.563(0.78(0.61|1.49|0.78

yCD (1.69]0.95|0.77|1.61(0.78

Figure 1- 8 : Structure des a-, B-, and y- cyclodextrines. (A) Représentation schématique tridimensionnelle d’une
molécule de cyclodextrine et (B) dimensions physiques pour les a-CD (n = 6), B-CD (r =7), et y-CD (n = 8). Figure
issue de la référence 6.

Cucurbituriles

En 1905, la condensation de la molécule de glycourile et de la molécule de
formaldéhyde dans une solution concentrée d’HCI est reportée et aboutit a des polymeéres
. , N 19 eqqe , .
insolubles appelés polymeéres de Behrend ~. Willian Mock en 1981 ¢lucida la structure
macrocyclique de la molécule et I’appela cucurbiturile en référence a la famille des

cucurbitacées®. Les cucurbit[n]uriles (ou CB[r]) sont constitués d’un nombre n d’unités
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Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

glycouriles liées entre elles via des ponts méthylénes et sont solubles dans I’eau. Les CB[6]
ont largement été développés dans les années 1980 et 1990 alors que les années 2000 ont vu
apparaitre les CB[5], CB[7] et CBJ[8]. Les cucurbituriles sont généralement moins solubles

dans I’eau que les cyclodextrines.
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Figure 1- 9 : Structure d’un CB[6] modélisé vu de coté et de dessus. Figure issue de la référence 7.

Ces derniers ont la capacité notamment de capter des molécules neutres. Par exemple,
le cucurbit[7]urile encapsule le fluorophore a transfert de charge DMABN (4-(diméthyl-
amino)benzonitrile) ce qui modifie ses propriétés photophysiques ' . Les effets
photophysiques d’une encapsulation d’un fluorophore dans une cyclodextrine ou un
calixaréne ont ét¢ attribués au caractére plus hydrophobe de la cavité ou aux contraintes
géométriques qu’elle impose. Pour les cucurbituriles, les effets sont certes dus a la plus faible
polarité a I’intérieur du cucurbiturile ainsi qu’aux contraintes stériques mais les interactions

charge-dipdle jouent un réle supplémentaire non négligeable.

4 0 N)f\ /
N\N ) (O ‘) NCON\

Cucurbit[7]urile DMABN

Figure 1- 10 : Structure de I’héte cucurbit[7]urile et de I’invité DM ABN.

Calixarénes

En 1975, les calixarénes ont vu le jour 4 la suite des travaux de David Gutsche® et sont
appelés ainsi en raison de la ressemblance de forme avec un calice. Ils sont composés de
groupements phénols (entre 4 et 20) liés entre eux par des ponts méthylénes —CH,. Ils sont
formés a la suite d’une condensation entre une molécule de phénol et une molécule de
formaldéhyde en milieu basique. L’un de leurs avantages est que la cavité hydrophobe peut

étre facilement fonctionnalisée ; la fonctionnalisation par des groupements coordinants lui
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permet de complexer différents métaux tels que le cuivre, le zinc et le palladium. Cela
rigidifie la structure du calixaréne qui devient alors un récepteur moléculaire de choix pour
encapsuler des invités ioniques ou organiques. Les calix[n]arénes contiennent un nombre n
d’unités phénoliques ; les plus couramment étudiés dans la littérature les calix[4]arénes et

calix[6]arénes. Le calix[4]aréne présente quatre conformations différentes, comme indiqué

dans la figure 1-11 ci-dessous.

Calix[4]arene Calix[6]arene
ISIA
OR OR OR RO OR ORO ORO OR

Cone

1,3-alternée 1,2-alternée

Figure 1- 11 : A gauche : Calice, a droite: différentes conformations du calix[4]aréne et structure du calix[6]aréne.

Figure adaptée de la référence”.

Pillararénes
Les pillar[n]arénes sont des macrocycles relativement récents et se composent d’unités
hydroquinones (entre 5 et 7) liées par des ponts méthylénes™. Cette dénomination a été
inventée par Tomoki Ogoshi en 2008>. Une des stratégies de synthése est la condensation des
molécules de 1,4-dialkoxybenzene et de paraformaldéhyde en présence d’un acide de Lewis.
Les pillararénes possédent de multiples avantages par rapport aux différents macrocyles
mentionnés auparavant:
* comme ils sont plus rigides et symétriques que les calixarénes, I’interaction avec les
molécules invitées est de fait plus sélective
* la fonctionnalisation des unités aromatiques est plus facile que pour les cucurbituriles
ce qui permet plus aisément d’adapter la structure en fonction de I’invité
* la solubilité est grande dans les solvants organiques contrairement aux cucurbituriles

et cyclodextrines solubles dans 1’eau. De plus, les cavités sont de tailles similaires.
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Figure 1- 12 : Structures des cristaux des pillararenes P5 (a, b) et P6 (¢, d) et géométrie optimisée de P7 (e, f) (sans les

atomes d’hydrogéne). Figure issue de la référence 24.

» Complexes de coordination

Les complexes de coordination luminescents peuvent étre utilisés comme capteurs.
Ces derniers posseédent leurs propres niveaux discrets d’énergie. Seront traités dans ce

manuscrit quelques exemples de complexes de coordination de lanthanides.

Les lanthanides™ représentent 1’ensemble des éléments dont les numéros atomiques
sont compris entre 57 (Lanthane) et 71 (Lutécium). IIs sont également regroupés sous le terme
de terres rares. Les propriétés physiques de ces éléments dépendent de leur configuration
électronique et plus particuliérement de la couche 4f qui se remplit au fur et a mesure de la
série. Les orbitales 4f ne participent pas a la création de liaisons. Ainsi les lanthanides ne
peuvent-ils pas former de liaisons ©. Pour la grande majorité des complexes de coordination,

la structure des lanthanides améne a un degré d’oxydation +3.

Les orbitales 4f confeérent aux lanthanides des propriétés de luminescence

intéressantes®’. Comme les transitions sont interdites, les coefficients d’extinction molaire
. . P . -1 -1 . , .

sont relativement faibles et inférieurs & 10 L.mol .cm™ tandis que les durées de vie sont

plutot longues, entre quelques nanosecondes et quelques millisecondes. Les déplacements de
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Stokes ou anti-Stokes sont élevés et les bandes d’émission sont étroites ce qui augmente la
sensibilit¢ de détection de sondes luminescentes pour les divers analytes. Pour exalter

I’émission des lanthanides, il est possible d’utiliser des antennes qui transférent leur énergie a

antenne
Q
Ln(III)) Ln(ll) @
Q

Type | Type ll Type llI Type IV

ces derniers.

ligand chélatant

Figure 1- 13 : Structure schématique des 4 types de complexes de lanthanides luminescents. Figure adaptée de la

référence 27.

Quatre types de complexes de lanthanides luminescents sont a différencier :

- type I : le chromophore est li¢ au ligand chélatant ’ion lanthanide et sert d’antenne. La
luminescence varie en fonction du transfert d’énergie entre I’antenne et 1’analyte.

- type Il : ’antenne est directement incluse dans le ligand chélatant. La luminescence
est modulée par I’interaction entre le ligand et I’analyte via cette antenne.

- type Il : I’antenne n’est ici pas liée au ligand chélatant et coordine directement 1’ion
lanthanide.

- type IV : contrairement aux autres types de complexes, celui-ci est insaturé et possede
un site de coordination occupé par des molécules de solvants. Ces derniéres sont

remplacées par I’analyte ce qui entraine un changement de la luminescence.

La figure 1-14 présente la structure de quelques complexes de lanthanides.
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5 Ln=Yb*
NN 6 Ln=Nd
| | P

7 N\ 7 \
2

Figure 1- 14 : Exemples de structures des complexes de lanthanides pour la détection des nucléobases (1-3) et des

acides nucléiques (4-6). Figure issue de la référence 27.

> Chemodosimétres

Les entités de reconnaissance étudiées précédemment telles que les molécules
macrocycliques complexent 1’analyte neutre via des liaisons non covalentes. Cependant,
certaines sondes forment des liaisons covalentes avec [’analyte et sont appelées
chemodosimetres. La réaction est dans certains cas réversible. La réaction chimique modifie
le spectre d’absorption ou d’émission de fluorescence de la sonde. Des capteurs de plus en
plus sensibles et sélectifs ont été développés™. Le principe de la détection est schématisé ci —
dessous :

Interaction
. vec I’anal
Fonction avec l'analyte

réactive i
\ — SYstéme conjugué . > | —| Systéme conjugué l

Figure 1- 15 : Principe de reconnaissance de I’analyte neutre a I’aide d’un chemodosimétre.

Les chemodosimétres portent des groupements réactifs comme des amines
nucléophiles. C’est le cas du fluorophore développé par Juyoung Yoon> en 2016 qui réagit
avec la molécule de phosgéne. Il s’agit d’un dérivé de la molécule de pyronine Y

fonctionnalis¢ par une o-phénylénediamine appelé PY-OYD (voir figure 1-16).
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HoN
PET j@
HN
CLIC
e

PY-OPD

Figure 1- 16 : Structure du chemodosimétre pour la détection de phosgene.

Le fluorophore est impliqué dans une réaction de cyclisation spécifique au phosgene
qui modifie son degré de conjugaison. Il en résulte un changement de I’émission de
fluorescence qui signale la présence de phosgene. La réponse différe avec les autres gaz
neurotoxiques car ils ne peuvent pas subir la méme réaction de cyclisation. Les effets

photophysiques de ce chemodosimétre seront développés dans la sous-partie suivante.

1.3.2) Effets photophysiques

Comme nous I’avons vu précédemment, la fluorescence est une technique tres
puissante pour sonder I’environnement. Elle est ainsi efficace pour détecter la présence d’un
analyte. Une partie des processus intra- ou intermoléculaires pouvant entrer en jeu sont listés

dans cette partie :

» Transfert d’électron photoinduit (ou PET en anglais pour Photoinduced electron

transfer) :

Si les potentiels d’oxydoréduction du fluorophore et de I’analyte le permettent, une oxydation
ou une réduction du fluorophore se produit a 1’état excité, ce qui éteint généralement la
fluorescence. L’équation de Rehm-Weller permet d’accéder a la valeur de la variation

d’enthalpie libre standard AG? :

AG® = F[E°(D**/D) — E°(A/A™™) — AEoo (D)] — AHsory — W [0x]
Equation 1- 15

AG® = F[E°(D**/D) — E°(A/A*") — AEyo(A)] — AHgpp — W [Red]

Equation 1- 16
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avec F la constante de Faraday (9,65.104 C.mol'l), E°(D°*/D) le potentiel standard
d’oxydation du donneur, E°(4/A°") le potentiel standard de réduction de I’accepteur,
AEyo(D) I’énergie de 1’état excité fluorescent du donneur, AE,(A) I’énergie de 1’état excité
fluorescent de I’accepteur, AH,,;,, ’enthalpie de solvatation et w I’énergie coulombienne de

la paire d’ion formée.

w7 O\ BV
v - BV BV
v
Iy > 4
HO - A HO - A
! HO ! - HO
‘v 7
Donneur Accepteur Donneur Accepteur
D* A D* A
Transfert d’électron oxydatif
BV . | BV
BV - BV
v v
. /\ - > R
HO - A HO . A
nY . HO ' . HO
L 4
Donneur Accepteur Donneur Accepteur
D A¥ D* A

Transfert d’électron réductif
Figure 1- 17 : En haut : Processus de transfert d’électron oxydatif, en bas : processus de transfert d’électron réductif.

Quand AG° prend une valeur négative, le processus de transfert d’électron photoinduit
est alors possible. La figure ci-dessus rend compte des transferts d’électron pouvant avoir lieu
au niveau des orbitales HO et BV (voir figure 1-17). Lorsque le fluorophore excité donne un
électron, le transfert est dit oxydatif. Lorsque celui-ci accepte un électron, le transfert est dit

réductif.

Présenté plus haut dans le manuscrit®”’, le chemodosimétre PY-OYD dérivé de la
pyronine Y est un bon moyen d’utiliser le transfert d’électron photoinduit pour détecter des
molécules neutres a savoir la molécule de phosgeéne dans le chloroforme. La figure 1-18

suivante montre les effets sur la fluorescence de la sonde des deux composés.
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Figure 1- 18 : En haut : réaction du chemodosimétre avec le phosgéne, en bas : spectres d’émission de fluorescence (a)
et d’absorption (b) du fluorophore PY-OPD dans le chloroforme (10 pM) aprés ajouts successifs de triphosgéne (0-2
€q.) enregistrés aprés 2 min. (A) photographie du fluorophore PY-OPD seul et (B) de ’adduit PY-OPD-phosgéne.

Fluorescence visualisée apreés irradiation a 365 nm. Figure adaptée de la référence 29.

Le fluorophore seul n’est pas fluorescent en raison d’un transfert d’électron du
groupement o-phénylénediamine a 1’état excité. En présence de phosgene, une réaction de
cyclisation se produit aboutissant a un composé plus conjugué émettant dans le rouge a
593 nm (pour des raisons pratiques, les études ont été faites avec la molécule de triphosgeéne
qui génere le phosgene in situ). La limite de détection du triphosgéne est de 20 nM, ce qui en
fait un détecteur relativement sensible par rapport & ce qui a déja été reporté dans la
littérature. La détection peut se faire a 1’ceil nu car la solution passe du jaune au violet (580
nm). Les différents effets sur I’absorption et la fluorescence sont dus au fait qu’a la suite de la
cyclisation le fluorophore porte désormais un groupement urée, ce qui empéche la réaction de

transfert d’électron et diminue la différence d’énergie entre les orbitales HO et BV.

Par ailleurs, Heinz Langhals a étudié en 2000 la détection d’aldéhydes et de cétones
par un substrat fluorogénique dérivé de la molécule de péryléne comportant un groupement
amine réactif’’. Le ligand fluorogénique 7 est intégré dans des fines couches composées de
PVC plastifié qui sont ensuite exposées a des échantillons aqueux d’aldéhydes aliphatiques ou

de cétones.
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Figure 1- 19 : Réaction chimique entre le ligand fluorogénique 7 et une molécule d’aldéhyde ou de cétone. Figure

adaptée de la référence 30.

Le caractére nucléophile de I’amine est utilisé¢ pour réagir avec les analytes et induire
leur détection. Cette réaction est réversible. L’intensité de fluorescence du chemodosimeétre
dépend de la concentration en aldéhyde et la réponse est complétement réversible ce qui fait

de ce ligand un capteur potentiel trés intéressant.
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Figure 1- 20 : Réversibilité du signal du capteur aprés exposition a des solutions aqueuses de propionaldéhyde avec
pH = 2,5, hexe =485 nm, A, =532 nm. a : solution tampon ; b : 6,9 mM ; ¢ : 27,5 mM et d : 68,7 mM de

propionaldéhyde, Figure issue de la référence 30.

Ce ligand n’est pas fluorescent en raison d’un transfert d’¢lectron photoinduit. En
effet, le doublet d’¢lectrons de 1’atome d’azote éteint la fluorescence. La réaction chimique
avec des aldéhydes et cétones induit une augmentation de la fluorescence car le transfert
d’¢électrons depuis I’hémiaminal nouvellement formé est moins efficace. Il s’ensuit alors une

augmentation de la fluorescence.
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Figure 1- 21 : Spectres d’émission de fluorescence de la fine couche composée de PVC plastifié et de la sonde 7 en

contact avec des solutions tampon de propionaldéhyde a pH= 2,5. Figure issue de la référence 30.

La figure 1-21 ci-dessus représente les effets sur la fluorescence du propionaldéhyde
(R; = -CH,CHj3 et R, = H) dans une solution tampon de pH = 2,5. La limite de détection pour
le propionaldéhyde est de 0,08 mM, soit la deuxi¢éme réponse la plus sensible apres le
butyraldéhyde. La sélectivité de la détection est déterminée par la lipophilie de 1’aldéhyde car
plus I’aldéhyde est lipophile, plus il sera efficacement extrait dans la matrice de polymére. La
réponse est moins importante avec les cétones car elles sont moins réactives en raison de leur

encombrement stérique plus grand.

Un autre exemple remarquable de capteur utilisant le transfert d’électron photoinduit
est celui des polyméres fluorescents 8-11 développés par Timothy Swager’' en 1998. Ils se
sont révélés trés performants pour détecter la molécule de TNT (2,4,6-trinitrotoluene). Il
s’agit d’un matériau polymere de type phényléneéthynyléne dont la conjugaison du systéme ©

s’étend sur toute la longueur de la chaine comme le montre la figure 1-22.

Il présente également des motifs cruciformes de type pentiptycéne qui espacent les
chaines conjuguées et permettent d’augmenter la porosité du matériau polymere. L’inhibition
de fluorescence répond a un mécanisme de transfert d’électron photoinduit qui repose sur des
interactions électrostatiques entre un groupement donneur et un groupement accepteur. Le
polymere est le donneur d’électrons tandis que la molécule de TNT appauvrie en électrons
agit comme accepteur d’électrons. C’est un transfert d’électron oxydatif. La structure
tridimensionnelle est rigide ce qui empéche les empilements n -m et ainsi la formation

d’excimeéres.
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cavities

pentiptycene group  conjugated polymer backbone

Figure 1- 22 : Structure des polyméres 8-11. Figure issue de la référence 31.

Le matériau est mis sous forme de film mince et exposé a des vapeurs de TNT. Le
polymeére 8 émet a 460 nm apres une excitation a 400 nm. L’extinction de la fluorescence est
de 50 £ 5 % apres 30 secondes et atteint 70 = 5 % apres une minute (voir figure 1-23 ci-

dessous). La limite de détection est de I’ordre de 10 ppb.
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Figure 1- 23 : Intensité de fluorescence en fonction du temps du polymére 8 dans un film de 25 A aprés exposition a

des vapeurs de TNT (a température ambiante) au bout de 0, 10, 30, 60, 120, 180, 300, et 600 s (de haut en bas).

Encart : extinction de fluorescence (en %) en fonction du temps. Figure issue de la référence 31.
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Enfin, des nanoparticules de silice luminescentes auxquelles ont ét¢ greffées des
chloroalkoxytétrazines ont permis la détection d’amines a I’aide du phénoméne de transfert

d’électron photoinduit’. La structure des nanoparticules 12 est indiquée sur la figure 1-24

N N Cl
o OH H N
S‘\/\/NTO\/\/\O/ N

HO

suivante.

o

12

Figure 1- 24 : Structure des nanoparticules modifiées par des tétrazines. Figure issue de la référence 32.

Les propriétés spectroscopiques des nanoparticules en suspension dans ’acétonitrile
ont été¢ étudiées. La fluorescence est émise autour de 560 nm. La fluorescence des
nanoparticules est éteinte en raison d’un transfert d’électron photoinduit entre les tétrazines et

la triéthylamine (voir figure 1-25). La constante de Stern-Volmer Ksy est de 245 mol ™' L.

Fluorescence intensity (a.u)

1 T T T
500 520 540 560 580 600 620
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Figure 1- 25 : Spectres d’émission des nanoparticules 12 a une concentration de 0,29 mM en présence d’une
concentration croissante de la triéthylamine (0 — 1,6 mM) dans ’acétonitrile, A.,. = 340 nm. Figure issue de la

référence 32.

» Transfert de charge photoinduit (ou PCT en anglais pour Photoinduced charge

transfer):

Aprées ’excitation du fluorophore, le transfert de charge se produit entre le groupement
donneur d’électrons et le groupement accepteur d’électrons de ce dernier. Ce transfert confére

au fluorophore ses propriétés photophysiques.

Par ailleurs, I’interaction de la sonde avec 1’analyte est susceptible de modifier les
niveaux d’énergie du fluorophore et dans le méme temps le transfert de charge
intramoléculaire. Cette interaction peut conduire a une diminution du transfert de charge

intramoléculaire qui provoquerait un déplacement hypsochrome du spectre d’émission, ou a
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une augmentation du transfert de charge responsable alors du déplacement bathochrome de la

bande d’émission de fluorescence (voir figure 1-26). La détection de 1’analyte est alors

possible.

diminution du
transfert de charge

augmentation du
transfert de charge

Ol

BV

BV BV

HO

HO HO

Fluorophore A* Fluorophore A* + Analyte Fluorophore A* Fluorophore A* + Analyte

Diminution du transfert de charge
intramoléculaire

Augmentation du transfert de charge
intramoléculaire

Figure 1- 26 : A gauche : Diminution du transfert de charge intramoléculaire, a droite : augmentation du transfert de

charge intramoléculaire.

Le calix[4]aréne 13 caractérisé par un transfert de charge intramoléculaire a été reporté

par Chen-Yong Su >’

en 2014. Ce dernier porte quatre groupements bithiophene-
cyanoacryliques. Le transfert de charge a lieu depuis les groupements n-butyloxy
¢lectrodonneurs vers les groupements cyanoacryliques électroaccepteurs. La modulation du
transfert de charge permet la détection des acides aminés. Ce macrocycle est capable de
reconnaitre sélectivement les acides aminés acides (acide aspartique et acide glutamique) car

ces derniers éteignent la fluorescence.

o o] o]
(o]
HO HO WOH
NH, OH NH,
Asp Glu

Figure 1- 27 : Structure du calixaréne 13 pour la détection des acides aminés.
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Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

Des complexes de steechiométrie 1 : 1 se forment en solution aqueuse en présence de
ces acides aminés qui ne rentrent pas dans la cavité du calixaréne mais interagissent via les
groupements cyanoacryliques. Le calixaréne présente une bande d’absorption a 400 nm
attribuée a la transition n-n* avec un caractere transfert de charge. Les acides aminés Asp et
Glu entrainent une diminution de la bande d’absorption a 500 nm, une augmentation de la
bande a 400 nm accompagnée d’un léger décalage vers le bleu et un point isobestique

traduisant la formation d’un complexe.
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Figure 1- 28 : A gauche : spectres d’absorption du calixaréne 13 a une concentration de 5 pM en présence de ’acide

aminé Asp dans un tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH =7,8), [Asp] =0,02 M, dea a u : 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,

70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 et 200 éq , a droite : spectres d’émission du calixaréne a une
concentration de 5 pM en présence de I’acide aminé Asp dans un tampon phosphate de sodium (0,1 M, pH =7,8),

[Asp] =0.02 M, Ay =400 nm,deaa h :0,1,2,3,4,5,7 et 10 éq. Figure adaptée de la référence 33.

Concernant la fluorescence, 1’ajout des acides aminés Asp et Glu entraine une
diminution de la bande d’émission a 566 nm avec un léger décalage vers le rouge de 10 nm
(voir figure 1-28). Pour 10 équivalents de ces acides aminés, 87 % et 89 % d’extinction de la
fluorescence sont observées pour Asp et Glu, respectivement. Les constantes d’association
pour les complexes 1 : 1 ont été évaluées a 7,87 x 10* M et 1,36 x 10° M™' pour Asp et Glu.
La liaison hydrogeéne avec les groupements cyanoacryliques électroaccepteurs et les acides
aminés module le transfert de charge photoinduit. L’interaction se fait via un groupement
NH; et deux groupements COOH. L’état excité est dans ce cas plus stabilisé par les acides
aminés Asp et Glu que 1’état fondamental ce qui conduit a un décalage vers le rouge de
I’émission. L’extinction de la fluorescence a été attribuée a un transfert de charge du

calixaréne vers les acides aminés Asp et Glu.
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Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

Pour sa part, Tashin Chow’* a mis a profit en 2002 un dérivé de la molécule de 1,8-
naphthyridine fonctionnalisé de part et d’autre par des pyrroles via un lien alcyne pour la
détection sélective du glucopyranoside. Il a ainsi construit la molécule appelée BPN (2,7-
bis(1-pyrrol-2-yl)ethynyl-1,8-naphthyridine) qui présente un motif Donneur—n—Accepteur—

Accepteur—n—Donneur de liaisons hydrogeéne complémentaire au monosaccharide.

CBH 1 7 . .
BPN Complexe BPN-glucopyranoside
Ayps =410 nm Aaps = 435 nm
Aem= 475 nm Aem= 535 nm

Figure 1- 29 : Structure du complexe BPN-glucopyranoside. Figure adaptée de la référence 34.

Le fluorophore a transfert de charge adopte, en I’absence d’analyte, une conformation
légérement « twistée » et émet a 475 nm dans le dichlorométhane. En présence de la molécule
de glucopyranoside, quatre liaisons hydrogeéne se forment avec le fluorophore ce qui rigidifie
la structure de ce dernier, aplanit les groupements pyrrole et naphthyridine et augmente le
transfert de charge.

La bande d’absorption & 410 nm correspondant a la molécule de BPN seule décroit
tandis qu’une nouvelle bande apparait vers 435 nm. De plus, la bande d’émission de
fluorescence de BPN seul diminue et une nouvelle bande plus intense a 535 nm apparait (voir
figure 1-30). Ces deux émissions de fluorescence proviennent de deux états fondamentaux
différents a savoir le BPN libre et le complexe BPN-glucopyranoside. La limite de détection
est faible, de I’ordre de 100 pM.
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Figure 1- 30 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde BPN dans le dichlorométhane aprés ajouts de I’octyl

glucopyranoside ([Sonde] = 12 pM, Aexc = 430 nm). Encart : graphe de Stern-Volmer. Figure issue de la référence 34.
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» Formation d’exciméres ou d’exciplexes :

Des fluorophores peuvent former des dimeres a 1’état excité appelés excimeres E. C’est le
résultat de collisions entre deux mémes monomeéres, un a 1’état excité, noté M* et ’autre a
I’état fondamental, not¢ M. Si les molécules sont différentes, il s’agit d’exciplexes. Ces
collisions sont permises par la diffusion et des concentrations en fluorophore suffisamment
¢levées sont nécessaires pour qu’elles soient rendues possibles. La température et la viscosité

du solvant influent également sur le nombre de collisions.

W+ =|@)]

Bande Bande
d’émission du d’émission de

monomeére I’excimére

Figure 1- 31 : Formation d’un excimére et spectres d’émission de fluorescence du monomeére et de ’excimére. Figure

adaptée de la référence 1.

Comme 1’énergie d’excitation est délocalisée sur deux monomeres, la formation d’un
dimére a D’état excité stabilise I’état radiatif. La bande d’émission de fluorescence de
I’excimeére se retrouve ainsi a des longueurs d’onde plus élevées que le monomére, comme le
montre la figure 1-31 ci-dessus. Les excimeres ont plus de chance de se former a partir de
monomeres qui ont une longue durée de vie a 1’état excité. Les systemes de détection basés
sur 1’équilibre monomere-excimére requieérent ainsi la présence de deux fluorophores
relativement flexibles et capables de se mouvoir dans I’espace. En effet, la formation
d’excimeres nécessite un contact étroit entre les orbitales m des deux fluorophores.
L’interaction de I’'un d’entre eux avec l’analyte est susceptible de perturber 1’équilibre

N C . N ’ . 35
monomeére-excimeére et de conduire a sa détection™.

Parmi les nombreux calixarénes reportés dans la littérature, le dipyrénylcalix[4]aréne
14 congu en 2010 mérite une attention particuliére car il se caractérise par la formation

. , , .. . 36 A N , .
d’excimeres et détecte des composés trinitroaromatiques™ . Grace a 1’éther couronne qui
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Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

verrouille la structure, le calixaréne en conformation 1,3-alternée comporte deux groupements
pyrenes 1’un en face de I’autre (voir figure 1-32). Ces derniers se caractérisent par une forte
interaction -t qui est a I’origine de la formation d’excimeres. L’émission de fluorescence

peut alors étre modulée quand 1’analyte interagit avec les pyrénes.

Figure 1- 32 : Structure du dipyrényl[4]aréne 14 pour la détection des trinitroaromatiques.

I1 posseéde une bande d’émission de fluorescence localisée a 375 nm pour le monomere
et a 470 nm pour D’excimére dans 1’acétonitrile apres irradiation a 343 nm. Ces deux
émissions sont éteintes en présence de TNT (2,4,6-trinitrotoluene) comme le montre la figure

1-33 ci-dessous.
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Figure 1- 33 : Extinction de la fluorescence et changements de couleur observables a I’ceil nu pour la sonde 14 (20 pM)
dans ’acétonitrile aprés ajouts successifs de TNT (de haut en bas et de gauche a droite dans I’encart : 0, 1, 5, 10, 30,

50, 100, 300 éq.), Aexc = 343 nm. Figure adaptée de la référence 36.

Ceci a été attribué a la formation d’un complexe a transfert de charge entre la
molécule de pyréne qui joue le réle de donneur d’électron et le composé nitroaromatique. La
forte interaction entre les électrons m de la molécule de pyréne et du composé nitroaromatique

désactive 1’état excité singulet de la sonde. La densité électronique est en effet transférée du
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groupement pyréne vers 1’analyte. Le compos¢é aromatique agit comme un inhibiteur de la
fluorescence. La limite de détection dans 1’acétonitrile est en dessous de 1,1 ppb. D’autres
composés aromatiques ont été testés et les plus électrodéficients induisent la plus grande
extinction de la fluorescence.

Une y-cyclodextrine 15 a par ailleurs été tres efficace pour détecter la présence de
bornéol & pH neutre’~*. Ce macrocycle hydrosoluble a été fonctionnalisé par une molécule de

pyréne comme I’indique la figure 1-34 suivante.

Figure 1- 34 : Structure de la y-cyclodextrine 15 fonctionnalisée par un pyréne et des différentes associations
possibles : (A) complexe hote-invité 1 : 2 (B) complexe héte-invité 2 : 2 (C) complexation intramoléculaire du pyréne
(D) dimeére (issu de la dimérisation de C). Figure issue de la référence 38.

En I’absence de I’analyte, il se forme un dimére de cyclodextrine (D). Deux pyrénes
situés chacun dans sa propre cavité de cyclodextrine interagissent alors via leurs orbitales 7 ce
qui conduit a I’émission de fluorescence de I’excimere a 470 nm dans une solution aqueuse
contenant 10 % de DMSO. Deux bandes correspondant au monomeére sont également visibles
a 378 nm et 396 nm aprés excitation a 355 nm. Par contre, en présence du bornéol, celui-ci
rentre dans la cavité ce qui dissocie le dimere. Cela conduit a une diminution de la
fluorescence de l'excimére et a une augmentation de la fluorescence du monomere.
La concentration de la sonde est alors de 28,5 uM et le bornéol est décelé a partir d’une

concentration de 3,33 x10™ M.
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Figure 1- 35 : Spectres d’émission de fluorescence de la y-CD (28,5 nM) dans une solution aqueuse de DMSO (10 %) a
différentes concentrations de /-bornéol (1: 0 M; 2 : 3,33 x10™* M; 3:6,67 x10 M;4:1,33 x107 M;5:2 x107 M;6:
3,33 x10° M). Figure adaptée de la référence 37.

» Transfert d’énergie

C’est un cas particulier ou deux molécules fluorescentes sont a proximité immédiate. Le
transfert d’énergie est un processus par lequel 1’énergie d’un fluorophore donneur a 1’état
excité est transmise a un fluorophore accepteur. Il faut ainsi que le spectre d’émission du
donneur recouvre le spectre d’absorption de ’accepteur. Pour des distances entre 10 et 80 A,
le mécanisme de transfert d’énergie prédominant est celui de type Forster (ou FRET en

anglais pour Forster resonance energy transfer) ou trois facteurs influent sur son efficacité :

* la distance entre les deux fluorophores (si elle est plus faible que le rayon de Forster,
le transfert d’énergie est plus efficace) ; elle varie en 1/r° dans ce modéle
* [orientation relative des deux fluorophores

* le recouvrement spectral (plus il est important, plus le transfert sera optimal)

BV —l— BV
— BV

—l~ BV
 —
% HO —I— HO
Fluorophore  Fluorophore Fluorophore  Fluorophore
A* B A B*

Transfert d’énergie

Figure 1- 36 :Transfert d’énergie de type Forster
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Le rayon de Forster correspond a la distance pour laquelle ’efficacité du transfert

d’énergie est de 50 %. L’expression suivante permet de le déterminer :

(o)

J Ip (D)ea (D) A*dA

0

~9000(In10)K2 D
7 128m5N,n*

Equation 1- 17

avec k2 le facteur d’orientation, ®9 le rendement quantique de fluorescence du donneur en
I’absence de I’accepteur, N, le nombre d’Avogadro, n I’indice de réfraction du milieu, I, (1)
I’intensité de fluorescence normalisée du donneur et €, le coefficient d’extinction molaire de
I’accepteur.

Quand I'une des deux entités est un complexe de coordination luminescent et non un
fluorophore, il s’agit du phénoméne de transfert d’énergie par résonance de luminescence
(LRET). Ce phénoméne est aussi efficace pour mettre au point des systémes de détection de

molécules neutres.

En ce sens, Yi Lu’” a reporté en 2012 le complexe de terbium 16 de type I pour la
détection de la molécule d’adénosine dont la structure est présentée ci-dessous. Le systeme
comprend trois brins d’acides nucléiques : un brin avec le complexe de lanthanide au niveau
de I’extrémité 5°, un deuxiéme avec le fluorophore BHQ-1 au niveau de ’extrémité 3’ et un

aptameére (un court fragment) qui permet de relier les deux.

o z
—_— #m
Vo M H H

“,@ vAg [ ~—coo

v 1@5 N-cHcoo TH
Tb-DTPA (N/—“’O o

16 L :j

o

d
—_lb \
h

C, r
v -
——
OCH.

A
Yo BHQ-1
Adenosine
Aptamer strand 5-ACTCATCTGTGAAGAGAACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT
Tb strand -TCACAGATGAGT
Q strand 5'-CCCAGGTTCTCT-BHQ-1

Figure 1- 37 : Principe de reconnaissance de I’adénosine par le complexe de terbium 16 par un mécanisme de LRET.

Figure issue de la référence 27.

En I’absence de I’adénosine dans une solution tampon HEPES, les brins s’hybrident ce
qui rapproche le fluorophore du complexe de terbium. Le fluorophore éteint dans cette
configuration la luminescence du complexe par un mécanisme de LRET. Par contre lorsque

I’adénosine est présente, I’aptamére adopte une structure différente pour se lier a 1’adénosine.

36



Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

La luminescence du complexe est alors exaltée a 545 nm apres excitation a 344 nm. La limite

de détection de 1’adénosine est de 60 pM.
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Figure 1- 38 : (a) Spectres d’émission du capteur 16 apreés ajouts de concentration croissante d’adénosine dans la
solution tampon HEPES (A, = 344 nm), (b) intensité de I’émission du capteur a 545 nm en fonction de la
concentration en adénosine. Encart : sélectivité du capteur pour ’adénosine par rapport aux autres nucléosides a une

concentration de 5 mM. Figure issue de la référence 39.

Le transfert d’énergie peut aussi directement impliquer I’analyte. C’est le cas du
complexe de terbium 17 dont la luminescence est relativement faible*’. 11 a été associé & une
B-cyclodextrine pour la détection d’un hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP). L’ion
terbium coordine I’acide diéthyléne triamine pentaacétique (DTPA) greffé sur une

cyclodextrine (voir figure 1-39).

Figure 1- 39 : Structure du complexe de Terbium 17. Figure issue de la référence 40.

Quand I’hydrocarbure rentre dans la cavité de la B-cyclodextrine, celui-ci transfére son
énergie a I’ion terbium. La luminescence de I’ion Tb*>" est mesurée en solution aqueuse a 544
nm apres excitation a 275 nm pour la molécule de naphthaléne et a 278 nm pour la molécule
de 1,2,4,5-tétraméthylbenzene (voir figure 1-40 ci-dessous). La détection se fait pour des

concentrations en hydrocarbures de I’ordre de 1 x 10 M.
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Figure 1- 40 : Intensité relative de I’émission de luminescence 4 544 nm d’une solution aqueuse du complexe de
terbium 17 (2,5 x 10™ M) en fonction de la concentration en naphthaléne (O) et en 1,2,4,5- tétraméthylbenzene (C1)

apres excitation a 275 nm et 278 nm respectivement. Figure issue de la référence 40.

» Changement d’environnement apreés la complexation

L’eau peut étre responsable de la diminution de la fluorescence en favorisant les
processus de désexcitation non radiatifs. En utilisant cette propriété, une cage hydrophobe
peut servir de capteur fluorescent de molécules neutres. En effet, en 1’absence d’analyte dans

la cavité, elle prémunit le fluorophore contre les effets déléteres de 1’eau sur la fluorescence.

C’est la stratégie utilisée par David Reinhoudt®' en 1998. Il a associ¢ unef -
cyclodextrine a un calix[4]aréne. Les oligosaccharides de la cyclodextrine solubilisent la
sonde en solution aqueuse. Le calix[4]aréne a été fonctionnalisé par un fluorophore a savoir la
2-naphthylamine. Ce systtme a ¢ét¢é congu pour la détection de stéroides dont
I’éthynylnortestostérone et de terpénes par fluorescence. La structure de ce composé 18 est

présentée ci-dessous.

18

Figure 1- 41 : A gauche : Structure de la sonde fluorescente 18, a droite : structure de ’éthynylnortestostérone.

38



Chapitre 1 : Détection de molécules neutres par fluorescence

Le principe de détection repose sur le fait que la cavité peut accueillir soit la molécule
neutre, soit le fluorophore attaché de fagon covalente au systéme. La sensibilité du capteur
provient alors du fait que seules certaines molécules sont capables de déloger le fluorophore
inclus dans la cavité. La sélectivit¢ de la détection quant a elle trouve son origine dans
I’adéquation de la taille de I’hdte a celle de I’invité. Bien que la cyclodextrine soit vouée a
accueillir la molécule invitée, le calixaréne permet d’améliorer la complexation et
d’augmenter la constante d’association en offrant des interactions hydrophobes
supplémentaires avec les stéroides.

La bande d’émission de la sonde fluorescente est alors située a 408 nm soit un
déplacement hypsochrome de 10 nm par rapport au fluorophore seul. Cela implique que
I’environnement autour du fluorophore attaché au calix[4]aréne est moins polaire. Cette
observation permet d’établir que le fluorophore est « protégé » des molécules d’eau et qu’il

est localis¢ dans la cavité de la cyclodextrine avec qui il a une grande affinité.
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Figure 1- 42 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde f cyclodextrine-calix[4]aréne 18 en solution aqueuse
apres ajouts de I’éthynyl-nortestostérone ([Sonde| = 1,45 pM, Aexc = 350 nm, Aem = 408 nm). Figure issue de la

référence 41.

La figure 1-42 ci-dessus montre I’évolution de la fluorescence de la sonde (1,45 uM) a
408 nm en présence de la molécule d’éthynyl-nortestostérone (de 20 uM a 100 uM), un
membre de la famille des stéroides. Comme le maximum d’absorption n’évolue pas, cette
diminution de fluorescence est uniquement due aux molécules d’eau qui éteignent la
fluorescence par des voies de désexcitation non radiative. La molécule de stéroide a donc
délogé hors de la cavité le fluorophore 2-aminonaphthyl qui se retrouve de fait plus exposé
aux molécules d’eau. Il se forme un complexe de stoechiométrie 1: 1 dont la constante
d’association est K = 10300 + 1100 M. La sonde est dix fois plus sensible aux stéroides

qu’elle ne I’est pour les terpénes.
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1.4) Fluorescence a I’état solide. AIE(E)
Les molécules fluorescentes ont principalement ét¢ ¢tudiées en solution tres diluée car
en solution concentrée, la formation d’excimeres et d’exciplexes éteint la fluorescence en

. .. y 42
raison de collisions entre ces molécules™ .

Cependant, certaines molécules ont présenté des propriétés photophysiques tres
intéressantes a 1’état solide. En I’absence de solvant, les molécules se retrouvent beaucoup
plus proches les unes des autres. Usuellement les molécules fluorescentes planes telles que le
péryléne sont donc enclines a s’agréger via des interactions - © entre les unités aromatiques
ce qui conduit a I’extinction de leur fluorescence a 1’état solide. En revanche, les molécules
émissives non planes voient leur fluorescence augmentée car la formation d’agrégats restreint
la possibilité de rotation intramoléculaire®. Lorsque le fluorophore est plus émissif a I’état
solide qu’en solution, c’est le phénoméne d’Exaltation de I’Emission Induite par Agrégation
(ou en anglais Aggregation Induced Enhanced Emission (AIEE)). Ce dernier désigne
¢galement un rendement quantique plus ¢levé a la suite de 1’agrégation moléculaire.
Lorsqu’une molécule non émissive le devient apreés la formation d’agrégats, il s’agit du
phénoméne d’Emission Induite par Agrégation (ou en anglais AIE pour Aggregation-induced

emission).
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Figure 1- 43 : Structure du silole 19 caractérisé par le phénomeéne d’AIE et ses deux conformations associées.

Ayant émergé en 2001, ce concept d’AIE a été mis en évidence entre autres pour des
composés siloles* ; la structure de I'un d’entre eux est présentée ci-dessus®. Ce dérivé 19
existe sous une conformation « twistée » en solution dans des bons solvants et sous une
conformation coplanaire apres ’agrégation. Celle-ci augmente ’efficacité de 1’émission de
deux ordres de grandeur (soit 333 fois). Pour la structure coplanaire, la conjugaison est plus
forte entre ’unité centrale et les unités phényles périphériques, ce qui conduit & des bandes

d’absorption et d’émission de fluorescence plus intenses et décalées vers le rouge.
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IT) Analytes cibles et méthodes de détection existantes

2.1) L’atrazine: un pesticide tres efficace mais dangereux pour I’Homme et
I’environnement

2.1.1) Propriétés herbicides

Figure 1- 44 : Structure de ’atrazine

Les propriétés de ’atrazine (dont la dénomination [UPAC est 2-chloro-4-éthylamino-
6-isopropylamino-1,3,5-triazine) ont ét¢ découvertes dans les années 1960. C’est un herbicide
systémique de la famille des triazines principalement utilisé pour maitriser les mauvaises
herbes graminoides et a feuilles larges dans les cultures de mais et de sorgho. L'atrazine agit
en bloquant le transfert d’électrons dans le photosystéme II au niveau du polypeptide DI

46

(plastoquinone B) lors de la photosynthése des végétaux™. La structure cristalline du

photosystéme II est présentée ci-dessous”’
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Figure 1- 45 : Structure du photosystéme Il avec ses sous-unités protéiques et ses cofacteurs (protéine D1 indiquée par

la fleche rose). Figure issue de la référence 47.

Le PSII est le siege de 1’oxydation de 1’eau et de la réduction des molécules de
plastoquinone et catalyse la réaction suivante:
2H,0 + 2PQ + 4H* > 0, + 2PQH, + 4H*

Equation 1- 18
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L’atrazine entraine une modification du potentiel d’oxydoréduction de la
plastoquinone B, ce qui rend thermodynamiquement défavorable le transfert d’électrons de Q-

(premier accepteur d’électrons du photosystéme II) vers la plastoquinone B.

2.1.2) Biodégradation de l’atrazine et contamination de |’environnement

En 2001, I’Union Européenne a interdit 1’utilisation de [’atrazine, pesticide
extrémement répandu dans le monde. A cette date, la France était le pays européen qui
recourait le plus a I’atrazine pour ’agriculture (environ 3,4 kg/hectare). En 2011, il était
encore utilisé dans plus de 70 pays dont les Etats-Unis, le Brésil, I’ Argentine, le Mexique et la
Chine™. Une fois répandue dans les sols, I’atrazine subit des transformations chimiques qui la
dégradent en d’autres composés appelés métabolites. Ces métabolites constituent
potentiellement des molécules toxiques pour I’'Homme et ’environnement. La toxicité de

I’atrazine et de ses dérivés est aujourd’hui encore controversée.
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Figure 1- 46 : Principaux métabolites de I’atrazine. Figure adaptée de la référence®.

En France, huit herbicides ont été détectés entre 2001 et 2003 plus de 50 fois dans les
eaux mises en distribution a une concentration supérieure a 0,1 pg/L (limite de qualité) : la
déséthylatrazine, 1’atrazine, la déisopropylatrazine, la simazine, la terbuthylazine, le diuron, la
déséthylterbuthylazine et le métolachlore™. Les plus forts taux de dépassement sont pour la
déséthylatrazine (17,5 %) et pour I’atrazine (6,8 %). La Bretagne est une région

particulierement touchée en raison de sa forte activité agricole. Des traces d’atrazine ont été
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détectées dans les eaux de surface et dans les nappes phréatiques qui constituent des sources
d’eau potable. En 2006, la concentration maximale mesurée dans les eaux de surface était de
0,38 pg/L pour l’atrazine et de 0,37 pg/L pour I’hydroxyatrazine; dans les nappes
phréatiques, elle était de 0,14 pg/L pour I’atrazine, 0,38 pug/L pour I’hydroxyatrazine et 0,32
ug/L pour la désethylatrazine™.

L’Union Européenne a établi un cadre communautaire pour la protection et la gestion
de ’eau (Directive Cadre sur I’Eau ou DCE)’'. Les Etats membres doivent identifier et
analyser les eaux européennes et adopter des plans de gestion et des programmes de mesures
adaptés. L objectif initial était d’atteindre un « bon état » écologique et chimique de toutes les

eaux communautaires en 2015.

2.1.3) Effets sur la santé

La directive 2000/60/CE a class¢ I’atrazine parmi les « substances dangereuses
prioritaires ». Cette nocivité se manifeste apres inhalation ou contact dermique. Les risques
d'effets graves apparaissent en cas d'exposition prolongée ou par ingestion. L’atrazine est par
ailleurs soupconnée d’étre a l’origine de certains cancers comme celui du sein ou de la
prostatesz.

Parmi les études réalisées sur D’atrazine, nous pouvons citer 1’étude PELAGIE
(Perturbateurs Endocriniens : Ftude Longitudinale sur les Anomalies de la Grossesse,
I’Infertilité¢ et ’Enfance). L’ objectif était de répondre aux préoccupations de santé¢ dues a la
présence de composés toxiques dans I’environnement®. Environ 3500 méres et leurs enfants
ont été suivis en Bretagne depuis 2002 car 1’atrazine était fortement suspectée d’avoir des
effets néfastes sur la santé de I’enfant. L’étude s’intéresse notamment aux femmes enceintes.

De 2002 a 2006, des tests ont été effectués en Bretagne dans des échantillons d’urines
de 579 femmes enceintes pour évaluer la concentration de douze molécules de la famille des
triazines dont 1’atrazine, ses trois produits de désalkylation présents dans les eaux de boissons
(déséthylatrazine, désisopropylatrazine, 2-chlorodiaminoatrazine) et ses cinq produits
hydroxylés principalement formés dans les plantes (hydroxyatrazine, hydroxysimazine,
hydroxydéséthylatrazine, hydroxydésisopropylatrazine, amméline). Seulement 6 % des
¢chantillons contenait des traces d’atrazine et 8 % des traces de simazine mais leurs
métabolites désalkylés et hydroxylés ont été trouvés respectivement dans 20 % et 40 % des

¢chantillons. I a par ailleurs été prouvé que les femmes présentant des traces urinaires
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d’atrazine ou d’un de ses dérivés avaient 50 % de risque supplémentaire d’avoir un enfant de
faible poids a la naissance et 70 % de risque supplémentaire d’avoir un enfant avec un petit
périmetre cranien. Ces résultats démontrent ainsi toute I’importance de détecter 1’atrazine

dans 1’environnement.

2.1.4) Méthodes actuelles de détection

Quatre techniques de détection de I’atrazine sont présentées ci-dessous :
» Meéthode chromatographique

Les trois calix[4]arénes 20, 21,22 portant des phosphonates ont été developpés pour
complexer ’atrazine dans 1’eau™. La complexation est analysée par HPLC en phase inverse.
La constante d’association du complexe hote-invité¢ 1: 1 a été évaluée entre 2513 et 6785
M. Elle a été calculée a partir du facteur de capacité de 1’atrazine (qui représente le rapport
molaire entre la quantité de soluté dans la phase stationnaire et dans la phase mobile) et la
concentration en calixaréne dans la phase mobile (de 1’ordre de 10* M). La complexation se
fait grace a des interactions hydrophobes, électrostatiques et des interactions entre les
systémes m. La cavité hydrophobe, comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédent,
accueille les molécules apolaires telles que 1’atrazine qui a plus d’affinité pour la cage que

pour le milieu aqueux.

- { (HO),OP f <

IR IR

Figure 1- 47 : Structure des calix|4]arénes fonctionnalisés par des phosphonates.

La constante d’association a ¢té calculée de la fagon suivante :

1 1 + K x [Calixarene]
K oky o kg

Equation 1- 19
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avec les facteurs de capacité k' et ky de 1’atrazine en absence et en présence du calixaréne en

phase mobile, respectivement.

Atrazine

22
20
18
16
14
12
10 + \ ‘ )

1/k' x 10°

[CA]lx 10" M

Figure 1- 48 :Tracé de 1/k’ en fonction de la concentration de calixarénes 20(®), 21(A), 22(49) pour P’atrazine. Figure

issue de la référence 53.

» Méthode conductimétrique

Un immunocapteur conductimétrique a permis de détecter des traces d’atrazine dans
des solutions tampon PBS**. La limite de détection est de 0,034 pg.L”', ce qui est bien en
dessous de la quantité maximale autorisée par I’Union Européenne de 50 pg.kg" pour des
traces d’atrazine dans les denrées alimentaires. L’étude est basée sur la compétition
immunochimique entre I’antigene 2d-BSA et I’atrazine (qui est aussi un antigéne) pour un
anticorps spécifique (Abl ici). L’antigéne compétitif est immobilisé de fagon covalente sur la
surface des ¢électrodes via les groupements amines des lysines ou des arginines de I’antigéne
et les groupements époxy de la surface du capteur. Apres la premiére réaction, la quantité de
Abl capturé par I’atrazine est éliminée. Puis, le signal conductimétrique est amplifié par
I’ajout d’un second anticorps (Ab2) sur lequel est attaché des nanoparticules d’or. La
concentration d’Ab2 et ainsi de nanoparticules d’or est directement reliée a la concentration

d’atrazine.
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Figure 1- 49 : Principe de 'immunocapteur conductimétrique. En haut : Analyse compétitive, en bas : étape

d’incubation de ’anticorps Ab2. Figure issue de la référence 54.

» Méthode électrochimique

De nouveaux matériaux ont été¢ développés tels que les polymeres a empreinte
moléculaire (ou en anglais MIP pour Molecular Imprinted Polymer) pour mimer les
mécanismes de reconnaissance existant dans la nature ™. La technique d’impression
moléculaire consiste généralement a préparer des polyméres qui reconnaissent s¢lectivement
I’analyte. Des monomeéres fonctionnels se réarrangent en présence de la molécule cible dans
un solvant porogene. Aprés copolymérisation du mélange avec un agent réticulant, 1’analyte
et le solvant sont extraits du polymeére réticulé nouvellement formé. Ainsi la matrice polymere
présente-elle une préorganisation de sa structure pour accueillir sélectivement 1’analyte. En
plus de la sélectivité, la capacité d’absorption de 1’analyte est un parameétre important pour les
MIPs.

I1 est de plus possible d’utiliser ces MIP pour des capteurs électrochimiques capables
de détecter 1’atrazine™. Ces derniers sont alors appelés polyméres conducteurs a empreinte

moléculaire (ou en anglais MICP pour Molecular Imprinted Conducting Polymer).
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Figure 1- 50 : Représentation schématique de la copolymérisation a partir des liaisons hydrogéne entre ’atrazine

(notée ATZ) et I’acide-2-thiophéne acétique (noté AAT). Figure issue de la référence 56.

En 2009, les MICP conjugués 23 ont été synthétisés a partir de deux monomeres (la
molécule d’acide-2-thiophéne acétique et la molécule de 3,4-éthylenedioxythiophéne) sur une
¢lectrode de platine en présence d’atrazine. L’association se fait par liaisons hydrogéne dans
le dichlorométhane contenant 1’électrolyte TBATFMS (0,1 mol.L™"). Le MICP ainsi mis au
point est trés sélectif de I’atrazine par rapport a d’autres triazines telles que la simazine. La
détection se fait en analysant le voltamogramme cyclique du polymére qui est modifié apres
interaction avec I’atrazine. En effet, le courant mesuré augmente de fagon significative en
présence d’atrazine et des pics correspondant a la réduction de 1’atrazine ont été observés

(voir figure 1-51). La limite de détection est de 10”7 mol.L™".
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Figure 1- 51 : Voltammogrammes cycliques de ’atrazine (vs électrode de platine) dans le dichlorométhane contenant
I’électrolyte TBATFMS (0,1 mol.L™") en présence de concentrations croissantes d’atrazine : (a) 0 mol L7, (b) 107
mol.L ™", (¢) 5,7x10° mol.L ™" and (d) 10> mol.L™! (vitesse de scans : 25SmV.s ", électrode travail : électrode platine,

contre-électrode : fil d’acier inoxydable). Figure issue de la référence 56.
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> Fluorescence

Le MIP 24 a été congu a partir de nanoparticules de silice pour lequel I’interaction

avec ’atrazine est détectée par fluorescence” .
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Figure 1- 52 : Représentation schématique du MIP 24 pour la détection de ’atrazine. Figure issue de la référence 57.

Une protoporphyrine de zinc y joue le role a la fois de fluorophore et de monomere et
forme un complexe avec 1’atrazine au moment de la polymérisation. Un deuxiéme monomeére,
I’acide méthacrylique, interagit par liaison hydrogeéne. Une fois le MIP formé, la liaison avec
’atrazine entraine une diminution de la fluorescence de la porphyrine a 573 nm. La limite de

détection dans le DMSO est de 1,8 mM.
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Figure 1- 53 : (A) Spectres de fluorescence du MIP 24 en présence de concentrations croissantes en atrazine dans le
DMSO, (B) graphe de Stern—Volmer (C1) MIP en présence d’atrazine (O) analogue du MIP préparé sans ’atrazine,

(A) fluorophore seul ZnPP avec ’atrazine. Figure issue de la référence 57.
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La spectrométrie de masse est ¢galement tres utilisée encore aujourd’hui pour détecter
des traces d’atrazine. Cependant toutes les méthodes qui utilisent la chromatographie ou la
spectrométrie de masse requieérent du personnel qualifié, des colts élevés et du temps, d’ou
I’importance de développer de nouvelles techniques de détection comme la fluorescence.
Celle-ci posséde en effet plusieurs avantages tels que la sensibilité, la sélectivité, un faible
cout et une facilit¢ d’utilisation. Elle offre ainsi de belles perspectives pour construire de

nouveaux capteurs fluorescents performants.

2.2) Utilisation de la mélamine dans I’industrie chimique et agroalimentaire

2.2.1) Utilisation de la mélamine dans l’industrie chimique

La mélamine (dont la dénomination ITUPAC est 1,3,5-triazine-2,4,6-triamine) a été
principalement utilisée dans la production de résines appelées « mélamine-formaldéhyde »
qui composent notamment des matieres plastiques, des adhésifs, des colles, des détergents et
des peintures™®. 11 s’agit d’un cycle constitué de trois atomes d’azote qui porte trois amines —
NHo,.

La production de résine mélamine-formaldéhyde est généralement réalisée en faisant
réagir la mélamine avec la molécule de formaldéhyde en solution aqueuse pour donner des

dérivés méthylolés

Ces derniers forment un réseau tridimensionnel réticulé apres
condensation. La réaction de condensation se fait entre deux groupes méthylols ou entre un
groupe méthylol et un groupe amine (-NH,) pour former un pont méthyléne. Ces réactions
sont notamment contrdlées par la température et le pH. La résine présente de nombreux

atouts : dureté, rigidité, résistance a la chaleur et a la lumiére, isolation électrique, etc.

o} o}
NH, Jiy NH, Jy NH,
H™H H™H
1 N&N N‘)§N N|)§N
| - - )
HQNJ\NJ\NHg HZNJ\N HAOH HZNJ\N Nk/\OH
25 26 OH
NH, NH,
pH>9 NH*N Nl)*N
NH . P
e Sl SV MU W
2) NN
P 27
HQNJ\NJ\NAOH o
H pH=7-8 NH, NH,
25 -HCHO N)§N N)QN
| s | ~
HZN*NJ\NAHJ\NJ\NH2
28

Figure 1- 54 : Synthése de la résine mélamine-formaldéhyde. Figure adaptée de la référence 59.
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2.2.2) Synthese de derivés alkylés de la mélamine
De nombreux dérivés alkylés de la mélamine peuvent étre synthétisés via des

substitutions nucléophiles aromatiques a partir de chlorotriazines. Il est en effet possible de

. : . 60,61
substituer les trois chlores du chlorure cyanurique™” .
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Figure 1- 55 : Réactivité chimiosélective du chlorure cyanurique. Figure adaptée de la référence 62.

Celui-ci est peu coliteux et fait preuve d’une chimiosélectivité intéressante avec les
amines®” : la premiére substitution se produit 4 0 °C, la deuxiéme aux alentours de 25 °C et la
derniére a environ 70 °C.

Les diverses transformations chimiques du chlorure cyanurique conduisent alors a des
composés appelés triaminotriazines. Ces molécules peuvent former des dendrimeres,
macromolécules constituées de monomeres associés selon un processus arborescent. Un des
domaines d’application des dendrimeéres est la médecine : ils peuvent servir de systémes
d’administration lent et contr6lé de substances actives de médicament. En effet, il est possible

d’emprisonner des substances actives dans leurs cavités.

- . b 2
KEY N 3Ny N
O &% 0
- - g TFA
BOCHN
@3—1@@ X Cr-Cl
0 BOCHN™ He
HO a1 4) NHS-PEG-2kDa {
1 -
C Paclitaxel—L—y _<N
N~
Cl Cl

Figure 1- 56 : Structure du dendrimére hydrosoluble 32 délivrant le paclitaxel. Figure issue de la référence 62.

Le paclitaxel (ou taxol) est une molécule utilisée en chimiothérapie et a été introduit
par ’intermédiaire d’une dichlorotriazine dans le dendrimére polyaminé 32. Le groupement
polyéthyléneglycol (PEG) rend le dendrimére hydrosoluble. Le dendrimere final posséde

entre 13 et 16 molécules de paclitaxel.

2.2.3) Scandale alimentaire et effets sur la santé
La mélamine a par ailleurs été retrouvée dans le lait, les produits spécifiques pour

nourrissons et également pour les animaux. Elle se caractérise par une faible toxicité aigiie par
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voie orale. Cependant, elle peut induire a fortes doses des pathologies du rein pouvant aller
jusqu’a la mort chez les nourrissons et les enfants. Cette molécule qui contient beaucoup
d’atomes d’azote (66 % de sa masse) a été ajoutée dans ces aliments pour augmenter
artificiellement le taux de protéines.

La premiére contamination du lait par la mélamine a été reportée en Chine en
septembre 2008 avant que cela ne devienne un probléme de sant¢ majeur au niveau

1% Un grand nombre de décés d’animaux domestiques dans le monde ont été

mondia
attribués a la mélamine. Les autorités chinoises ont déclaré qu’environ 300 000 enfants ont
ingéré un produit contenant de la mélamine et au moins six d’entre eux en sont morts.

La mélamine peut étre hydrolysée in vitro en acide cyanurique qui se complexe
ensuite avec la molécule de mélamine, ce qui engendre des calculs rénaux et diverses

pathologies™. L’OMS a décrété que le taux résiduel de mélamine ne pouvait excéder

1,0 mg.kg™" pour le lait et 2,5 mg.kg™ pour les produits 4 base de lait.

2.2.4) Méthodes actuelles de détection

La figure 1-57 récapitule les divers éléments auxquels il a été possible de faire appel
pour construire un capteur de la mélamine tels que des nanoparticules d’or ou d’argent, le
graphéne et des anticorps. Cette partie présente quelques exemples de méthodes de détection

colorimétrique, électrochimique et fluorimétrique utilisées de nos jours.
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Figure 1- 57 : Eléments utilisés pour la reconnaissance et la transduction du signal pour la fabrication de capteurs de

mélamine. Figure issue de la référence 58.

> Détecteur colorimétrique
Tout d’abord, Lehui Lu a développé en 2009 le détecteur colorimétrique 33 de la

mélamine® en modifiant des nanoparticules d’or par des ligands.
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Figure 1- 58 : (A) Reconnaissance par liaisons hydrogéne entre la mélamine et le dérivé d’acide cyanurique, (B)

détection colorimétrique de la mélamine utilisant les nanoparticules d’or modifiées. Figure issue de la référence 65.

Le ligand choisi est I’acide cyanurique. Il a été fonctionnalisé par un thiol pour former la
molécule de MTT (1-(2-mercaptoethyl)-1,3,5-triazinane-2,4,6-trione). Il interagit dans I’eau
avec la mélamine a 1’aide de trois liaisons hydrogéne ce qui entraine l’agrégation des
nanoparticules d’or et modifie la couleur des nanoparticules d’or du rouge (519 nm) au bleu

(700 nm). La limite de détection est de 2,5 ppb et la détection visuelle est permise apres une
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Figure 1- 59 : A) Changement de couleur du capteur 33 : (1) sans aucun ajout; (2) ajout de ’extrait de lait; (3) ajout
de I’extrait contenant 1 ppm (concentration finale : 8 ppb); (4) ajout de I’extrait contenant 2,5 ppm (concentration
finale : 20 ppb); (5) ajout de I’extrait contenant S ppm (concentration finale : 40 ppb); B) spectres correspondants.

Figure issue de la référence 65.
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» Capteur électrochimique

Par ailleurs, un capteur électrochimique congu en 2009 par Yujian He permet la détection
de la mélamine dans des produits contenant du 1ait®®. L’ion ferricyanure est utilis¢ comme

sonde.
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Figure 1- 60 : Représentation schématique du principe de reconnaissance. Figure issue de la référence 66.

Des oligonucléotides fonctionnalisés par un groupement 6-mercaptohexyle s’auto-
assemblent sur la surface des €lectrodes d’or a la suite d’une interaction covalente entre 1’or et

I’atome de soufre des oligonucléotides.
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Figure 1- 61 : A) Voltammogrammes a impulsion différentielle de K;Fe(CN)g (1,0 mM) dans un mélange de mélamine
apH=7,0, tampon PBS, la concentration en mélamine est respectivement : (a) 3,9x1078 M, (b) 9,8x107% M, ()
1,6x1077 M, (d) 3,3x1077 M, (e) 1,7x10°° M, (f) 3,3x10"° M. B) relation linéaire entre le pic de réduction et la
concentration en mélamine. Figure issue de la référence 66.

La mélamine interagit ensuite avec ces oligonucléotides via des liaisons hydrogene et des
interactions ¢lectrostatiques. Comme le montre la figure 1-61, cette interaction conduit a une
augmentation du courant de pic de l'ion ferricyanure. La limite de détection est de

9,6 x 1077 M.
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> Sonde fluorescente

»  Figure 1- 62 : Mécanisme du FRET entre les nanoparticules d’or et les fluorophores pour la détection de la

mélamine. Figure issue de la référence 58.

Enfin, une sonde fluorescente a été construite a partir de nanoparticules d’or et de la
fluorescéine pour la détection de la mélamine par Song Lin®” en 2011. La fluorescence de la

fluorescéine est éteinte par les nanoparticules d’or par un transfert d’énergie (figure 1-62).
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Figure 1- 63 : Spectres de fluorescence : (a) Fluorescéine (3,2 x 107 mol.L'l), (b) Fluorescéine (3,2 x 107 mol.L'l) et
mélamine (1,3x10°° mol.L™), (c) Fluorescéine (3,2 x 107 mol.L'l) et nanoparticules d’or (2,6 nmol.L'l), (d) Mélange de
Fluorescéine (3,2 x 107 mol.L'l) et nanoparticules d’or (2,6 nmol.L™") et mélamine (1,3x10°° mol.L™). Figure issue de la

référence 67.

La fluorescéine s’adsorbe a la surface des nanoparticules. L’incubation de la mélamine
avec les nanoparticules d’or dans un tampon phosphate PBS avant I’ajout de fluorescéine
permet de retrouver I’émission de fluorescence de celle-ci a 513 nm. En effet, une
compétition a lieu entre la mélamine et la fluorescéine pour s’adsorber a la surface des
nanoparticules. Il y a alors moins de fluorescéine adsorbée ce qui entraine une augmentation
de la fluorescence (voir figure 1-63). La détection nécessite ainsi quinze minutes et la limite

de détection est de ’ordre du nanomolaire.
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2.3) Détection des amines aliphatiques
2.3.1) Importance des amines dans les milieux biologiques
Les amines biogéniques sont impliquées dans de nombreuses activités
biologiques telles que D’activité cérébrale, la régulation de la température corporelle, la
régulation du pH de I’estomac, les sécrétions gastriques, la réponse immunitaire, la croissance
cellulaire et la différenciation cellulaire®®.

Elles ont ainsi des roles biologiques bien définis et la dérégulation de leurs
concentrations peut causer des troubles séveres. Les amines biogéniques proviennent de la
décarboxylation des acides aminés, de I’amination ou de la transamination d’aldéhydes ou de
cétones®. Ce sont des composés naturels pouvant étre également produits par des bactéries
durant la décarboxylation des acides aminés dans les cellules. Il est ainsi possible d’en trouver
dans les produits alimentaires contenant des protéines ou des acides aminés. La quantité des
amines formées dépend de 1’aliment et du microorganisme présent. C’est ainsi un moyen
d’évaluer la contamination microbiologique d’un aliment et la dégradation potentielle d’un
aliment. Des taux élevés en amines biogéniques peuvent se retrouver dans les produits
alimentaires et causer des nausées, des maux de tétes et des modifications de la tension
artérielle”. Les boissons fermentées, viandes, poissons et produits laitiers sont les produits
qui en contiennent le plus. Les principales amines biogéniques rencontrées sont : 1’histamine,
la tyramine, la putrescine et la cadaverine’'. De plus, des concentrations élevées en
polyamines telles que la spermidine, la putrescine ou la spermine ont été mesurées dans les

tissus prolifératifs’>.
Comme le montre la figure 1-64 suivante, les amines biogéniques sont de structures

différentes (aliphatiques, aromatiques, hétérocycliques) et peuvent comporter plusieurs

groupements amines.
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Figure 1- 64 : Structure de quelques amines biogéniques.

2.3.2) Méthodes actuelles de détection
Actuellement les amines sont dosées par différentes techniques de chromatographie’
comme la chromatographie en phase liquide (HPLC), en phase gaz (CPV) et

et la

I’¢lectrochromatographie capillaire ainsi que par la spectroscopie UV-visible
fluorescence. Il est également possible d’utiliser des aptameres d’ADN. Quelques exemples

sont décrits ci-dessous.
> Détection a I’aide d’aptaméres

Un aptamére d’ADN publi¢ dans la littérature en 2009 peut se lier a la petite molécule
d’éthanolamine et de détecter ainsi des molécules contenant un groupement éthylamine ou
méthylamine’. Les aptaméres sont des ligands constitués d’acides nucléiques capables de se
lier a des molécules « cibles » par de multiples interactions : interaction m- m, interactions de
van der Waals, interactions électrostatiques ou complémentarité de forme. Leur structure
tridimensionnelle dépend de leur séquence primaire.

L’éthanolamine a ét¢ immobilisée sur des billes magnétiques et incubée en solution
aqueuse avec des aptameres sur lesquels a été greffé la fluorescéine. Une autre molécule
organique « cible » a été introduite pour entrer en compétition avec I’éthanolamine pour se
lier a I’aptamére. Apres différentes étapes de traitement et de lavage, la fluorescence des

aptameres restés liés aux billes magnétiques est analysée. L’affinité des aptameres pour
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I’éthanolamine a ainsi pu étre déterminée. Les constantes de dissociation sont de 1’ordre du
nanomolaire avec 1’éthanolamine.

Les deux aptameéres dont la structure est présentée ci-dessous sont capables de se lier a
I’¢éthanolamine libre, a d’autres molécules organiques parmi lesquelles la diéthanolamine et le

4-amino-1-butanol et a quelques acides aminés comme la lysine.

EA#14.3 EA#9.4 1\ }

Sequences:

EA#14.3
ATACCAGCTTATTCAATTTGAGGCGGGTGGGTGGGTTGAATACGCTGATTACCCCATCGGAGAACGTTAAGGCGCTTCAGATAGTAAGTGCAATCT

EA#9.4
ATACCAGCTTATTCAATTGCTGCGAGGTGGGTGGGTGGGAGCAATTGATCCTCGCTTAGCTTCTACGGTGGGCTATCTAGATAGTAAGTGCAATCT

Figure 1- 65 : Séquences et structures secondaires énergétiquement favorables des aptameéres se liant a I’éthanolamine
EA#14.3 and EA#9.4. La séquence consensus est indiquée en gras. Les paires d’amorce (nucléotides 1-18 and 79-96)

sont surlignées en gris et la séquence consensus marquée par des cercles.

Le groupement hydroxyle n’est pas nécessaire pour I’interaction avec 1’aptameére mais
la présence d’un groupement amine associé¢ a une courte chaine carbonée est quant a elle
requise. De plus, les aptaméres sont spécifiques des groupements éthylamine et méthylamine.
Toutefois, il est impossible de faire la différence entre des molécules possédant ces
groupements.

Afin d’obtenir des informations sur la concentration des amines recherchées, il est
¢galement possible de recourir a un chemodosimétre ou a un récepteur macrocyclique

spécifique.
» Chemodosimeétre

Le chemodosimetre 34 a en effet été report¢ en 2004 pour la détection de
catécholamines comme la dopamine dans des conditions physiologiques’®. La structure est

reportée ci-dessous. Il s’agit d’un dérivé de la coumarine sur lequel a été greffé un acide
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boronique. Il réagit avec la dopamine et forme un ion iminium d’une part et un ester
boronique d’autre part. La formation d’une liaison hydrogeéne intramoléculaire entraine une

réponse colorimétrique avec une bonne sélectivité pour les catécholamines.

B(OH), HO
X No
Et,N (0] o]
Et,N
34

Figure 1- 66 : Détection de la dopamine par le chemodosimétre. Figure issue de la référence 76.

Le chemodosimétre permet la détection colorimétrique de la dopamine et de la
norépinephrine tandis que 1’épinephrine n’induit pas un changement de couleur (car elle
n’interagit pas avec 1’aldéhyde). Les autres amines testées comme la tyramine ont une affinité
trois fois moins grande que les catécholamines. La constante d’association avec la dopamine a
été évaluée a 3400 M. La fluorescence de la coumarine diminue a 505 nm en présence de la

dopamine en raison d’un transfert d’électron photoinduit de la part du catéchol.
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Figure 1- 67 : Spectres de fluorescence du capteur 34 en présence de dopamine (A= 484 nm). Encart : fit obtenu.

Figure issue de la référence 76.

> Dérivatisation suivie de HPLC

Par ailleurs, une nouvelle méthode basée sur la HPLC suivie d’une détection par
fluorescence a été appliquée a la détection de huit amines biogéniques (histamine,
méthylamine, tyramine, ¢éthylamine, propylamine, tryptamine, 2-phényléthylamine,

isoamylamine) et deux diamines biogéniques (putrescine, cadavérine)’.

CN
CHO  R-NH, _
o~ LI
cho  ON
Figure 1- 68 : Réaction de dérivatisation.
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En raison de I’absence d’unité chromophorique sur ces amines, une étape de
dérivatisation est nécessaire pour avoir une bonne sensibilité. Il s’agit d’engager 1’analyte
dans une réaction chimique et d’analyser les sous-produits plus facilement identifiables par
chromatographie. Le chemodosimétre NDA (naphthaléne-2,3-dicarboxaldéhyde) est connu
pour réagir rapidement avec les amines primaires en présence de 1’ion cyanure CN™ pour
former les dérivés fluorescents du 1-cyanobenz[f]isoindole. La réaction est réalisée en
solution aqueuse. Les adduits sont injectés dans ’appareil sans traitement préalable. Les
amines sont solubilisées dans des mélanges d’acétonitrile, de méthanol, d’acétone et d’eau. La
quantification est réalisée en analysant la fluorescence a 494 nm (Aexe = 424 nm). Les limites
de détection sont entre 0,002 et 0,4 ng.

a b

0.1

Fluorescence (FUFS)
8
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Figure 1- 69 : Chromatogrammes (a) blanc (pas d’amines ajoutées) (b) mélange amines-(1-cyanobenz|f]isoindole) ;
Pics : 1 Histamine, 2 Méthylamine, 3 Tyramine, 4 Ethylamine, 5 Propylamine, 6 Tryptamine, 7 2-phényléthylamine, 8
Isoamyline, 13 Putrescine, 14 Cadavérine, 15 standard interne (HEP, 250 pg Lfl). INDA]=1,34 mmol.Lfl,
[KCN] = 1,34 mmol.L", tampon borate 0,1 mmol.L™, pH = 9,0; temps de réaction : 30 min. Figure issue de la

référence 77.

» Cage moléculaire
Les cages moléculaires peuvent encapsuler des amines et permettre elles aussi leur

détection. Le pillar[5]aréne 35 fonctionnalisé par un pyrene a été publié en 2011 et forme un

. 8
complexe avec des polyamines’™.
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Figure 1- 70 : Structure du pillar[S]aréne 35.

En effet, 1’émission de fluorescence du pillar[5]aréne dans un mélange
acétonitrile/eau diminue a 395 nm en présence de la molécule de 1,5-diaminopentane. Cette
diminution est due a un transfert d’électron photoinduit de I’amine. Elle est plus forte pour les
polyamines testées que pour les monoamines car I’amine s’oriente alors soit vers le pyréne
soit de I’autre coté. Celle-ci ne peut éteindre la fluorescence que dans la premiere orientation.

La constante d’association avec le 1,5-diaminopentane est de 2,12 (+ 0,10) x 10° M.
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Figure 1- 71 : Spectres d’émission de fluorescence du pillar[5]aréne 35 (57.2 pM, 1:1 MeCN/H,0, Aeye = 355 nm, Aoy, =

395 nm) en fonction du nombre d’équivalents de 1,5-diaminopentane. Figure issue de la référence 78.

Une deuxiéme stratégie utilisant aussi la fluorescence a également été mise au point.
L’analyte déplace un fluorophore inclus au départ dans la cavit¢ d’une cage moléculaire.
L’émission du fluorophore est alors régénérée ce qui permet de détecter 1’analyte. Afin de
pouvoir définir la concentration en analyte, il est indispensable d’avoir une sensibilité et

sélectivité suffisante de la cage. Le fluorophore doit également posséder un rendement
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quantique élevé et I’interaction de l’analyte avec la cage doit étre forte et induire une

modification de la fluorescence suffisamment importante.

R

Fluorescence
restaurée

Figure 1- 72 : Détection de ’analyte par déplacement du fluorophore. Figure adaptée de la référence”.

Werner Nau a utilisé cette méthode en 2006 pour la détection de I’acétylcholine™. La
cage moléculaire CX4 est un p-sulfonatocalix[4]arene qui forme un complexe d’inclusion
avec un azoalkane fluorescent (le 2,3-diazabicyclo[2.2.2]oct-2-¢ne). 90 % de la fluorescence
de DBO est éteinte lorsqu’il est inclus dans la cavité du calixaréne hydrosoluble. L’extinction
de la fluorescence aprés 1’encapsulation de DBO a été attribuée a 1’abstraction de 1’atome
d’hydrogene des groupements phénols du calixaréne et a la possible formation d’exciplexes
avec les groupements aryles.

N HO,s HOsS  SOgH SOgH

| /
OH OHOH HO
Figure 1- 73 : Structure de la molécule de DBO et du p-sulfonatocalix[4]arene CX4.

La présence de I’acétylcholine expulse DBO hors de la cavité ce qui rétablit sa
fluorescence vers 430 nm (Aexe = 365 nm). La constante d’association est de 1’ordre de

1,8 x10* M dans I’eau a pD =2,4.
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Figure 1- 74 : Spectres de fluorescence de DBO (1,0 mM) en présence de 1,6 mM de CX4 a pD = 2,4 aprés ajouts
successifs de I’acétylcholine. Encart : augmentation de ’intensité relative de fluorescence a concentrations égales en

DBO et CX4 a pD =2,4 et pD + 7,4 et fit obtenu. Figure issue de la référence 80.
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Dans le cadre de ce projet, nous souhaitons détecter les amines biogéniques telles que
I’éthanolamine et la tyramine. Nous chercherons également a détecter I’heptylamine et la
propylamine ce qui nous permettra d’évaluer I’influence de la longueur de la chaine de

I’amine aliphatique sur la fluorescence du calix[6]arene.

IIT) Récepteurs fluorescents envisages
3.1) « Fluorophores a liaisons hydrogene »

Le motif imide s’est révélé efficace pour créer des réseaux et des assemblages
supramoléculaires par liaisons hydrogene. 11 est présent dans la molécule de péryléne bisimide
qui est capable de former des structures mésoscopiques avec un dérivé alkylé de la mélamine
dans le méthylcyclohexane®'. Cette superstructure, décrite en 1999, repose sur de multiples
interactions orthogonales : interaction ©-mt, liaison hydrogéne et interaction entre les chaines
alkyles, comme en témoigne la figure 1-75 ci-dessous. La mélamine synthétisée possede deux
groupements dodécylamines. Le péryléne (bis)imide 36 peut interagir avec deux mélamines et

les deux sites de liaisons du péryléne bisimide sont indépendants.

Péryléne bisimide
+
Dérivé de mélamine

R
RZ ‘ lT Liaisons hydrogéne

R
Interaction -t lT /

Interaction
entre les
chaines alkyles

Formation d’une
superstructure

Figure 1- 75 : Concept de superstructure organisée de maniére hiérarchique et basée sur les forces intermoléculaires

orthogonales. Figure adaptée de la référence 81.

Les études d’absorption UV-visible confirment que les liaisons hydrogene ne suffisent
pas a expliquer la formation de la superstructure et que d’autres interactions entrent en jeu. En
effet, les spectres d’absorption sont modifiés apres l’interaction et les études de dilution
mettent en évidence 1’existence des interactions m-m. A des concentrations de 1’ordre de
10°mol.L™"a 10 mol.L™, un phénoméne d’agrégation renforce le processus d’association et

aboutit a la formation d’une superstructure. Apres évaporation du méthylcyclohexane, il est
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possible d’observer les structures mésoscopiques en forme de brins (dont le diamétre est entre

20 et 300 nm) par microscopie €lectronique.

Les naphthalénes bisimides conduisent aussi a des assemblages supramoléculaires
avec des dérivés de mélamine®, confortant 1’idée que la fonction imide permet de mettre en
place un systéme de trois liaisons hydrogeéne efficace. Cette fois-ci la mélamine porte un
groupement bis(éthylhexyl)amine et le chromophore 37 ne posséde qu'un site de liaison
possible avec la mélamine. L’association par liaisons hydrogéne s’effectue dans le

méthylcyclohexane.
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Figure 1- 76 : A gauche : Formation d’un complexe 1 : 1 entre les dérivés de napthaléne bisimide 37 et de mélamine, a
droite : modification du spectre d’absorption UV-Visible et du spectre de fluorescence du dérivé de naphthaléne
bisimide 37 (hdte) aprés ajouts de mélamine (invité) dans le méthylcyclohexane ([Hote] =5 x 10 M). Figure adaptée
de la référence 82.

Cette interaction ne modifie pas beaucoup les propriétés optiques du naphthaléne
bisimide. La bande d’absorption a 607 nm subit un déplacement bathochrome de 4 nm apres
ajout de la mélamine tandis que la bande entre 320 nm et 370 nm est un peu plus intense (voir
figure 1-76). Concernant la fluorescence, un déplacement bathochrome de 4 nm est ¢galement
observé pour la bande a 627 nm et une faible diminution de 1’intensité de fluorescence. La

_ , -1
constante d’association dans le méthylcyclohexane est de 12400 = 3900 L.mol" (selon le
o, . -1
dosage fluorimétrique) alors qu’elle est seulement de 130 + 20 L.mol™ dans le chloroforme

deutéré (selon I’étude RMN).

Enfin, le groupement imide du dérivé d’acide barbiturique 38 a également prouvé sa

s . . , . . : 83
capacité a interagir avec la mélamine en formant des assemblages supramoléculaires™ . Pour
cela, le dérivé d’acide barbiturique a ¢été fonctionnalisé par un groupement

tétraphényléthyléne (voir figure 1-77).
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Figure 1- 77 : Structure du dérivé de I’acide barbiturique 38.

Les études ont été réalisées dans le DMSO en raison de la tres faible solubilité de la
mélamine dans les solvants un peu plus usuels tels que I’acétonitrile. Une solution contenant
le fluorophore et la mélamine a été préparée dans un mélange DMSO/éthanol (1 : 1, v : v) et
une goutte a été déposée sur une surface de silicium afin de permettre 1’évaporation lente des
solvants a température ambiante. En présence de 10 équivalents de mélamine, des nanotubes
d’une longueur d’environ 30 pm et de 50 nm de diamétre apparaissent. Avec 25 équivalents,

I’épaisseur des nanobatonnets est plus grande (voir figure 1-78).

Figure 1- 78 : Images SEM des micro- et nanoagrégats formés aprés I’évaporation lente de la solution du dérivé
d’acide barbiturique 38 (10 mM) dans un mélange DMSO/éthanol (1 : 1, v :v) a température ambiante en présence (A

et B) de 10 équivalents de mélamine et (C et D) de 25 équivalents de mélamine. Figure issue de la référence 83.

Ainsi, le groupement imide semble prometteur pour s’associer par liaisons hydrogene
avec les analytes et conduire a leur détection. Cependant, une interrogation demeure sur
I’influence que peut avoir D’interaction de I’analyte par liaisons hydrogéne sur la
photophysique des sondes fluorescentes. C’est pourquoi, en plus de la fonction imide, les
sondes doivent posséder certaines propriétés photophysiques afin que I’interaction avec les

analytes module leur fluorescence.
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De plus, certaines sondes solvatochromes dont la fluorescence est modifiée par la
formation de liaisons hydrogéne™ ont attiré notre attention et ont été décrites en 2014. Il
s’agit du fluorophore MADAT, dérivé de la triazine qui détecte des especes donneuses de
liaison hydrogene : le 6-(3-amino- phenyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine.
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Figure 1- 79 : Ajouts de la thymine 1 a la sonde MADAT [0,12 mM] dans le dichlorométhane, A, = 330 nm.

L’émission de la sonde MADAT ne change pas dans les solvants aprotiques quelle
que soit la polarité, ce qui indique 1’absence probable de stabilisation significative de la part
du solvant ou que la séparation des charges est tres faible a 1’état excité. Par contre, I’émission
est fortement décalée vers le rouge dans les solvants protiques. Ce comportement de la sonde
dans les solvants protiques a été attribué a des interactions par liaisons hydrogéne avec les
groupements amines ou 1’atome d’azote du cycle triazine. En jouant le role d’accepteur de
liaisons hydrogéne, le cycle triazine est responsable des décalages spectraux de la bande
d’émission. Cette sonde est capable de détecter la présence d’un dérivé de la thymine
(thymine 1) dans le dichlorométhane. En effet, cette molécule induit une diminution de la
fluorescence et un déplacement bathochrome de la bande d’émission en raison de la formation

de trois liaisons hydrogene (voir figure 1-79).

Ainsi, les fluorophores se doivent de posséder un groupement imide afin de mettre en
place un systétme de trois liaisons hydrogéne avec I’analyte. Il faut ensuite que cette
interaction modifie la fluorescence des sondes. C’est alors que les fluorophores possédant des
propriétés de solvatochromisme ont attiré notre attention. En effet, certaines sont sensibles a
la formation de liaisons hydrogéne, ce qui offre de belles perspectives pour la détection de

molécules neutres.
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» Cibles envisagées

Notre choix s’est porté sur des fluorophores a transfert de charge susceptibles de
former des liaisons hydrogéne avec I’atrazine ou les dérivés de mélamine. Cette interaction
est I’élément clé de la détection. La structure du fluorophore est donc primordiale et doit étre

suffisamment spécifique des analytes.

Atrazine Mélamine
...H
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Figure 1- 80 : Interactions potentielles de la sonde avec les analytes (atrazine et mélamine).

L’atrazine possede un groupement ¢thylamine et un groupement propylamine
donneurs de liaison hydrogéne tandis que la mélamine donne des liaisons hydrogene via ses
groupements amines. Ces analytes sont ainsi caractérisés par un motif donneur-accepteur-
donneur de liaisons hydrogéne en prenant en compte I’atome d’azote appartenant au cycle.
C’est pourquoi le groupement imide a été choisi comme unité de reconnaissance de ses
analytes. Les deux fonctions carbonyles et I’atome d’azote constituent en effet un motif
accepteur-donneur-accepteur de liaisons hydrogéne complémentaire a celui des analytes. De
plus, il offre plusieurs avantages :

* les trois liaisons hydrogene créent une association forte et directionnelle

* la fonction imide est trés répandue dans les molécules chromophoriques

Les sondes doivent répondre a plusieurs criteres : elles se doivent d’étre des molécules
a fort transfert de charge, présenter un fort rendement quantique ou une forte exaltation de la
fluorescence en présence des analytes. En effet, les fluorophores comportant un fort caractere
push-pull a I’état excité ont été employés en tant que sondes locales de polarité et sont donc
potentiellement sensibles a la formation de liaisons hydrogene. Des fluorophores dérivés de la
quinoxaline capables de sonder localement la polarit¢ dans les cellules vivantes ont été

r s 85 - . r
reportés dans la littérature™ ainsi que des sondes fluorescentes possédant des groupements
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hydroxystyryle ou cyanopyranyle congues pour la détection de protéines via des interactions
non covalentes™. Elles constituent donc des sondes potentielles pour les analytes que nous
souhaitons détecter via ce type d’interaction. Des déplacements bathochromes relativement
¢levés sont observés pour leur spectre d’émission dans les solvants capables de donner des

liaisons hydrogéne.

Ces molécules a transfert de charge intramoléculaire sont caractérisées par la présence
d’un groupement donneur d’électrons (NH,, NMe,, CH30) conjugué via un systéme m a un
groupement attracteur d’électrons (C=0, CN). Elles sont trés sensibles aux divers
changements pouvant apparaitre dans leur environnement proche, comme le changement de

polarité ou la présence de liaisons hydrogene.

0 H 0
cl 0
NJ§N
TC + )\NJ'\N/)\N/\ — TC
H H
Atrazine

Figure 1- 81: Concept de détection de molécules neutres a I’aide de sonde fluorescente a transfert de charge (TC =

Transfert de charge).

La figure 1-81 ci-dessus présente le concept que nous souhaitons appliquer pour la
détection de molécules neutres par fluorescence. Un systéme a trois liaisons hydrogene est
ainsi susceptible de se former entre I’analyte et la sonde a transfert de charge. Cette
interaction devrait conduire a des modifications des propriétés photophysiques de la sonde
impliquée (notamment au niveau du transfert de charge) ce qui permettrait sa détection. La
limite de détection visée est de ’ordre du micromolaire, ce qui correspond notamment a la

limite de qualité de 0,1 pg/L pour les herbicides contenus dans les eaux de boissons".

3.2) Utilisation de calix[6]aréne et de calix[4]aréne
Une des stratégies qu’il est possible de mettre en place pour la détection de molécules
neutres est de combiner I'utilisation d’un complexe de coordination avec celle d’une cage
hydrophobe, ici un calixaréne. En effet, des groupements coordinants contenant des atomes

d’azote ou d’oxygene peuvent étre greffés au petit col du macrocycle, c’est a dire au niveau
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des fonctions phénols. La plateforme complexante ainsi formée peut coordiner différents
métaux tels que le cuivre, le zinc, le plomb, etc. ce qui fige le calixaréne en conformation

cone. Cette conformation est la plus apte a recevoir des molécules.

La détection d’amines a 1’aide d’un calix[6]aréne est possible en formant des
complexes de coordination®”. Ce calix[6]aréne 39 porte trois groupements imidazoles au petit

N . 2+ r r .
col trés affins de I’ion Zn“" ; sa structure est présentée ci-dessous.

Ao O

/Nt ”\t’:) . e NjN\
NG

Figure 1- 82 : Structure du calix[6]aréne 39.

En I’absence de molécule invitée, la cavité contient une molécule de solvant a savoir
I’acétonitrile. Trois autres groupements coordinants ont été greffés au grand col : il s’agit d’un
cycle triazole li¢ a une diméthylamine par un groupement méthyleéne.

2+

+3 Cu'(S),"

N N]\N Qk N

+2 cu'(s),’
g = Tris imidazole O =MeCN (=S) = n-alkylamine ( =PPh,
site (C7,C18)

Figure 1- 83 : Récepteur polynucléaire encapsulant des alkylamines. Figure issue de la référence 87.

L’ion Cu’, une fois ajouté dans le milieu, complexe les atomes d’azote des trois
groupements au niveau du grand col. Ce mode de coordination est modifi¢ aprés que
I’heptylamine ou 1’octadécylamine est ajoutée ce qui montre la modulabilité du systéme. En
effet, ’amine a longue chaine rentre dans la cavité ce qui empéche le cuivre de complexer les
trois groupements. Le calixaréne devient alors un complexe hétéropolynucléaire avec un
atome de zinc au petit col, trois atomes de cuivre au grand col et une amine au sein de la

cavité. Il est a noter que le zinc forme une liaison de coordination avec 1’amine encapsulée.
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Ces différents événements ont été suivis par spectroscopie RMN en analysant les
déplacements chimiques des protons du calixaréne. Les unités phényles constituent en effet
un cone de blindage. L’analyse approfondie des signaux permet ainsi de mettre en évidence la
position des différents groupements par rapport a la cavité et de prouver 1’encapsulation d’une
molécule invitée (ses signaux sont alors déplacés vers les champs forts).

De plus, une forte sélectivité envers un invité polyfonctionnalisé tel qu’une triamine peut
étre atteinte a 1’aide d’un calix[6]aréne comportant plusieurs points d’attache™. Le systéme
est en effet tres sélectif grace a la liaison de coordination avec le zinc mais aussi en raison des
interactions CH-m a D’intérieur de la cavité et des liaisons hydrogéne aux deux cols du

calixaréne.

! Zn(H,0)e?*

HoN H,

4NH,

(Znoy

Figure 1- 84 : Encapsulation des molécules invitées. Figure issue de la référence 88.

» Cibles envisagées

La fluorescence permet de faciliter la détection et de mettre au point un capteur sensible et
sélectif. Pour ce faire, des fluorophores peuvent étre introduits au grand col. Apres dé-tert-
butylation des calixarénes commerciaux, de nombreux groupements peuvent en effet étre
ajoutés au grand col via des réactions de substitution électrophile aromatique comme la
nitration. Les divers exemples de calixarénes publiés dans la littérature nous éclairent sur la
manicre de concevoir un capteur fluorescent de molécules neutres telles que les amines.
Effectivement, 1’ajout de groupement coordinant au petit col s’est avéré particulicrement
efficace pour construire une unité complexante et former ainsi un récepteur. Il est a noter que
les ligands azotés forment de solides liaisons de coordination avec le zinc. La molécule

invitée peut étre également impliquée dans une liaison de coordination ce qui favorise son
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encapsulation. Le calix[6]aréne a montré qu’il est capable d’encapsuler des amines mais la
détection par spectroscopiec RMN se fait difficilement. Il serait ainsi particuliérement
intéressant d’associer la remarquable aptitude du calixaréne a loger des molécules dans sa
cavité avec les nombreux avantages qu’offre la fluorescence. Nous pouvons ainsi envisager

de nous servir du grand col pour y greffer des fluorophores.

N
N N

Figure 1- 85 : Structure du calix[6]aréne envisagé pour la détection des amines (les groupements imidazoles sont

représentés en bleu et les fluorophores en rouge).

C’est pourquoi un nouveau calix[6]aréne a ét¢ développé dans le cadre de cette thése.
Ce dernier est fonctionnalisé au petit col par trois groupements imidazoles pour former un
complexe de coordination avec 1’ion zinc et au grand col par trois fluorophores quinoléines
afin de détecter 1’encapsulation des amines. La structure du calix[6]aréne ciblé est présentée
dans la figure 1-85 tandis que la figure 1-86 ci-dessous présente la stratégie que nous
souhaitons appliquer pour la détection des amines aliphatiques. L’encapsulation de ces

derniéres devrait induire des modifications de la fluorescence.

Figure 1- 86 : Détection d’une amine aliphatique par fluorescence.

Par ailleurs, les molécules d’atrazine et de mélamine étant plutot apolaires, elles sont tout
a fait prédisposées a rentrer dans la cavité hydrophobe d’un calixaréne. Bien que la principale
stratégie que nous souhaitons mettre en place pour leur détection soit d’utiliser des
fluorophores a transfert de charge (voir chapitre 2) il est tout a fait envisageable de tirer

profit de la cavité d’un calixaréne pour leur détection. En effet, de multiples interactions telles
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que des interactions hydrophobes et interactions de van der Waals facilitent I’encapsulation de
petites molécules aromatiques, comme le montre I’exemple décrit plus haut (voir 1.3.2) Effets
photophysiques) du dipyrénylcalix[4]aréne 14 qui capte des trinitroaromatiques®®. Nous
pouvons également envisager de fonctionnaliser le grand col par deux fluorophores dont la
fluorescence serait modifiée aprés encapsulation des analytes. Enfin, nous avons vu que la
formation de complexe de coordination permettait de structurer le calixaréne. Cependant, il
est également possible de rigidifier le systeme en greffant un éther couronne au petit col. Pour
la détection de I’atrazine et des dérivés de mélamine, cette deuxiéme méthode parait tout a fait
appropriée. La figure 1-87 présente les structures envisagées pour la détection de 1’atrazine,
ses produits de dégradation et les dérivés de la mélamine. Un éther couronne est greffé au

petit col alors que deux sondes naphthalimides ont été ajoutées au grand col.

Figure 1- 87 : Structure des calix[4]arénes envisagés pour la détection des triazines.
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Chapitre 2 : Conception et syntheése de sondes fluorescentes pour

la détection de I’atrazine et des dérivés de la mélamine

I) Conception, synthése des sondes fluorescentes et modélisation moléculaire
1.1) Conception et syntheses des sondes
Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, notre objectif est de synthétiser
des fluorophores a transfert de charge comportant un motif imide. La figure 2-1 rappelle la
stratégie adoptée a savoir la modulation du transfert de charge aprés ’interaction par liaisons
hydrogene avec les analytes. Nous avons choisi de développer des fluorophores a partir de la

molécule de maléimide, de naphthalimide et d’acide barbiturique.

H
O_N_O
Cl
N)§N
TC *+ )\NJ'\NAN/\ — I TC
H H
Atrazine

Figure 2- 1 : Concept de détection de molécules neutres a ’aide de sonde fluorescente a transfert de charge (TC =

Transfert de charge).

1.1.1) Conception et synthese du dérivée MaleOMe
La molécule de maléimide nous a servi de synthon pour la conception de la premicre
sonde. Elle est constituée d’un cycle a cinq chainons qui comporte un imide insaturé. Il est
possible de fonctionnaliser ce maléimide par des groupements aryles. Il s’avére que les
maléimides substitués par deux groupements aryles ont des propriétés photophysiques

intéressantes telles que des rendements quantiques et des déplacements de Stokes élevés'.

Figure 2- 2 : Structure de la molécule de maléimide.

De plus, la fonctionnalisation de la double liaison du maléimide par deux groupements
donneurs influe grandement sur la fluorescence de la sonde”. En effet, elle induit un décalage
vers le rouge de I’émission de fluorescence et conduit a des composés tres €émissifs a 1’état

solide. Il alors notamment possible de faire varier la couleur d’émission du vert (Amax = 527
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nm) a I’orange (Amax = 609 nm) en fonction de la nature des substituants et de ’agencement a

I’état solide.
CHs

No irradiation

40

Figure 2- 3 : Photographies des trois formes polymorphes a;—a; du dérivé de maléimide 40 sous irradiation UV a 365

nm. Figure adaptée de la référence 2.

Le dérivé de maléimide 41 substitué par deux groupements thiophénes a montré
également des propriétés de fluorescence intéressantes a 1’état solide’. La longueur d’onde
d’émission de fluorescence et le rendement quantique sont notamment dépendants de la
structure que ce dérivé adopte a I’état solide.

La cible choisie est une molécule de maléimide substituée par des groupements méthoxy,
renommeée dans ce manuscrit MaleOMe, car selon la littérature, cette molécule possede des
propriétés photophysiques conformes a ce que nous attendons d’une sonde fluorescente

capable de détecter des molécules neutres.

2T

O @)

o Q

MeO OMe

Figure 2- 4 : Structure de la molécule cible : le 3,4-bis(4-methoxyphenyl)maléimide (MaleOMe).

Il existe plusieurs voies de synthése possibles pour obtenir cette sonde fluorescente. En
2014, Marcelo Henrique Gehlen' a utilisé 1’acide fumarique comme substrat de la réaction de
Heck-Matsuda pour obtenir le composé monoarylé 44 avec de bons rendements. Ce dernier
est ensuite engagé dans une deuxieme réaction d’arylation. Il aurait fallu une troisi¢éme étape
de substitution nucléophile par de ’ammoniaque aqueux pour accéder a la sonde MaleOMe ;

cette voie n’a donc pas été retenue.
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0
o 0 POPd (2 mol %) MeO OMe
HO NOH (5 69.) icci(gAg)oz o(g ngori %) NaOAc (3 éq.) O Q
2>, OU %, CH;CN
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+ — —
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- e .
BF, ° 44 (4 éq) 45
89 %

: NH,

PhOH
DIPEA, MS 4
MW, 300 W
110 °C, 1 min

MeO OMe

81 %

ONo

o

Schéma 2- 1 : Voie de synthése via une arylation de Heck proposée par Marcelo Henrique Gehlen.

Marie-Claude Viaud-Massuard® en 2005 a quant & elle mis au point un couplage

pallado-catalysé de Suzuki entre le maléimide diiodé 49 et les acides boroniques 48. Les

rendements se situent entre 62 et 93 %. Nous aurions pu synthétiser notre cible en utilisant

cette méthode avec 1’acide boronique commercial appropri¢ mais elle aurait nécessité une

¢étape finale de déprotection de I’imide relativement délicate a réaliser.

1) DME, nBulli, - 20 °C
« 2) B(OiPr)- 20°C a ta

R, 3) AcOH, H,0
WA

(7 éa.)

47
1: R, = CH(OEt)y, X=0

2:R,=CH(OEl), X=S
3: R, = (CH),CH(OEt)y, X =0

THF, TFA, ta

- >

62-93 %

49
« 5) EtOH, EtsN
(HO).B R» Pd/C, reflux
AV
48 4473 %

R3 = CHO, CH=CHCHO

51

Schéma 2- 2 : Voie de synthése des dérivés de maléimide proposée par Marie-Claude Viaud-Massuard.

Nous avons ainsi choisi de reproduire la synthése du 3,4-bis(4-methoxyphenyl)maléimide

décrite dans la littérature™® par Chin-Ti Chen en 2004 en augmentant le temps de réaction.
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OMe |,
NaOCHS/MeOH (2.1 éq.)

39 HCI aq NaOCH3 (3 éq.)

Ether diéthylique Tquene/MeOH

-78°Cata,12h 50°C,2h O O

CN
78% 20%

52 MaleOMe

Schéma 2- 3 : Synthése réalisée de MaleOMe.

La premicre étape est une réaction de condensation a basse température a partir de la
molécule de (p-méthoxyphenyl)acetonitrile 52 en présence de 2,1 éq. d’une solution
méthanolique de méthanolate de sodium. La réaction est « quenchée » par I’ajout d’acide
chlorhydrique et conduit au fumaronitrile 53 avec un rendement de 78 %. L’ajout de trois
équivalents de méthanolate de sodium a 50 °C permet de former la molécule de MaleOMe
avec un rendement de 20 %. La quantité introduite de méthanolate de sodium et la
concentration des réactifs sont des parameétres primordiaux pour le succes de la synthése.

Bien que la derniere étape soit délicate a mettre en ceuvre, cette méthode de synthese

permet de synthétiser le dérivé du maléimide désiré en deux étapes.

1.1.2) Conception et synthése des composés de la famille des naphthalimides
Nous avons choisi de synthétiser des dérivés de la molécule de 1,8-naphthalimide
substitués en position 4. Ces derniers possedent une fluorescence beaucoup plus forte que la
molécule initiale de 1,8-naphthalimide’ et une grande photostabilité, d’ou leur utilisation en

tant que sondes moléculaires fluorescentes. Les naphthalimides présentent ¢galement un fort

solvatochromisme®.
Ro
(o] N (0]
8 1
4
Ry

Figure 2- 5 : Structure d’un dérivé du 1,8-naphthalimide.

Parmi ces dérivés, les 4-amino-1,8-naphthalimides et 4-alkylamino-1,8-naphthalimides’
dont les déplacements de Stokes sont ¢élevés font partie des plus étudiés. L’ incorporation d’un
substituant donneur d’¢électron tel qu’une amine a la position 4 offre des avantages tels qu’un
rendement quantique plus élevé et une émission de fluorescence décalée vers le rouge. Ces
dérivés sont notamment caractérisés par un transfert de charge intramoléculaire (ICT), ce qui

les rend particuliérement sensibles aux changements de leur microenvironnement. Les
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naphthalimides apparaissent ainsi adaptés a la détection d’ions métalliques, d’anions
inorganiques ou de molécules organiques, comme le montrent les exemples suivants que nous

allons détailler.

Maria Rangel'® en 2013 s’est notamment intéressée a la détection de Fe’*, Cu*'et Zn**a
I’aide du naphthalimide fluorescent N-3,4-HPO soluble dans I’eau. N-3,4-HPO est
fonctionnalisé par une pyridinone bidentate a la position 4 et un groupement diméthylamine

au niveau de ’imide.

H 4+ o] Me_ Me Fe3+ H+ (0] Me_ Me
N O NH N - - N O NH N
Me e \N l \—g\:\\> Me lle \N ' \—Q
A\
o . HO © 0 . o 0

,0—Fe—0,
/ N\

¢] (0]
Fluorescent Non fluorescent

Schéma 2- 4 : Réponse de la sonde naphthalimide N-3,4-HPO aprés coordination de Fe*'.

Ses propriétés spectroscopiques dépendent du pH : la fluorescence de la sonde & 525 nm
diminue quand le pH dépasse la valeur de 9 car on observe un transfert d’électron photoinduit
a partir du groupement ammonium déprotoné. De plus, la fluorescence est éteinte de manicre
non sélective par les ions Fe’*, Cu®’ et Zn®" en raison de la formation de complexes

métalliques pour des concentrations de I’ordre du micromolaire.

400

B

Fe¥*|=0 M

300

200

IF/au

1004

Fe3* =1 M

T
500 550 600 650
A/ nm

Figure 2- 6 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde N-3,4-HPO en présence de concentrations croissantes de
Fe’' (Xexe = 439 nm). [Sonde| = 3,0 uM, tampon MOPS, I = 0,1 M NaCl, 25 °C, pH = 7,4. Figure issue de la
référence 10.

Quant a Enqin Fu, il a mis au point en 2008 la sonde naphthalimide 54 pour laquelle la
r 7 . - 11
fluorescence est exaltée en présence de 1’anion pyrophosphate PPi . Un groupement

guanidinium et un groupement pyrrole ont été greffés a la position 4 du naphthalimide.
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\NH
O _ 0
O‘EI:,OWII:IO
O O

Figure 2- 7 : Détection sélective de I’anion pyrophosphate a I’aide du naphthalimide 54. Figure adaptée de la

référence 11.

Cette exaltation est sélective et ne se produit pas en présence d’autres anions
analogues tels que ’ATP ou I’AMP. Elle est due a une augmentation du transfert de charge
intramoléculaire suite a la formation de liaisons hydrogéne entre les différents groupements
amines et le pyrophosphate dans un milieu constitu¢ a 90 % d’eau et 10 % de DMSO. La
bande d’émission de fluorescence est déplacée de 510 nm a 514 nm. Elle atteint son

maximum pour 2000 éq. de PPi soit une concentration de 0,02 M.

350

PPi b
300

250

200

Blank, ATP, ADP, AMP, Pi, F,

150
C1, 80,7, HCO,, AcO’, NO,

100
50

0

480 500 520 540 560 580 600 620 640
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Figure 2- 8 : A gauche : Spectres d’émission fluorescence de la sonde naphthalimide 54 (10 pm) avec PPi (2000 éq.)
dans le milieu eau /DMSO =90 : 10 (v/v) (pH = 7,4, 10 mM tampon HEPES), a droite : Spectres d’émission
fluorescence de la sonde naphthalimide (10 pm) apres ajouts de sels de sodium de PPi, ATP, ADP, AMP, Pi, F, CI,
SO,*, HCO*", AcO™ et de NO; (0 — 2000 éq.) dans le milieu eau /DMSO =90 : 10 (v/v) (pH =7.4, 10 mM HEPES

buffer). Figure issue de la référence 11.

Les membres de ce laboratoire ont également travaillé sur la détection d’acides
aliphatiques'”. Ils ont greffé un naphthtalimide fluorescent via une éthylénediamine sur une p-
cyclodextrine, macromolécule pouvant former des complexes d’inclusion en solution aqueuse

(comme nous 1’avons vu dans le chapitre 1).
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Figure 2- 9 : 4 gauche : Principe de détection d’acides aliphatiques, a droite : spectres d’émission de fluorescence de la
sonde naphthalimide 55 (10 mM) en présence de différentes concentrations d’adamantane-1-carboxylate de sodium

dans le tampon Tris-HCI1 (20 mM, pH = 7,4) a 283 K. Figure adaptée de la référence 12.

Cette B-cyclodextrine 55 voit sa fluorescence exaltée quand elle encapsule les acides
aliphatiques selon un mécanisme différent de celui reporté dans la littérature. En effet,
usuellement pour les cyclodextrines fluorescentes, le chromophore fluoresce a I’intérieur de la
cavité en ’absence de molécule invitée. L’encapsulation de 1’analyte déloge le chromophore
de la cavité hydrophobe. Il se retrouve alors dans un milieu aqueux polaire qui conduit a une
diminution et a un déplacement vers le rouge de sa fluorescence.

Ici, le naphthalimide seul « s’auto-inclut» dans la cavité et fluoresce trés peu a
540 nm. La cavité de la cyclodextrine est responsable de I’extinction de fluorescence du
naphthalimide. En présence de I’acide adamantane-1-carboxylique, le naphthalimide est exclu
de la cavité, I’intensité de fluorescence est multipliée par 8 et la bande d’émission est décalée
de 5 nm vers le bleu (voir figure 2-9). La concentration de I’acide aliphatique est de I’ordre de
10* M.

Il est a noter que dans les cas mentionnés, 1’unité naphthalimide sert uniquement
d’entité fluorescente mais intervient peu ou pas du tout dans la reconnaissance des molécules
cibles. Cependant, I’interaction peut se faire via le groupement imide non substitué, ce qui
nous intéresse particuliecrement car nous souhaitons nous servir de cette fonction pour la
détection des analytes neutres comme [’atrazine. C’est le cas du dérivé 56 de la molécule de
1,8-naphthalimide développé par Di-hua Shangguan'’ en 2011. Une éthanolamine a été
greffée a la position 4 de ce composé qui fluoresce & 550 nm. Il interagit avec I’ion Hg*" selon
un processus d’échange proton-métal qui implique le proton de I’imide. Cet échange explique

I’extinction de 90 % de la fluorescence du naphthalimide en solution aqueuse.
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Figure 2- 10 : A gauche : Structure de la sonde naphthalimide 56, a droite : A) Spectre d’émission de la sonde 56 seule
ou en présence de I’ion Hg2+ (en pointillé) dans le tampon phosphate a pH = 7,5 (A =440 nm), B) profil de titration de
56 (5 nM) avec HgH.RFQ (relative fluorescence quenching) = extinction relative de la fluorescence. Figure adaptée de

la référence 13.

Le schéma 2-5 suivant rend compte de la formation réversible du complexe imide-
Hg*"-imide en présence de I’ion mercure (environ 0,5 éq.). Cette détection est sélective vis-a-
vis des autres cations.

O
N

@) O
S -

Schéma 2- 5 : Formation du complexe imide-Hg-imide. Figure adaptée de la référence 13.

NH + Hg2* + H

@)

Les exemples cités précédemment portaient sur des naphthalimides substitués en
position 4 par des groupements amine, éthanolamine ou allylamine mais d’autres
groupements donneurs d’électrons peuvent &tre ainsi ajoutés a la molécule de 1,8-
naphthalimide afin de moduler le caractére «push-pull» du transfert de charge
intramoléculaire. Il est notamment possible d’obtenir un naphthalimide hautement
solvatochromique et sensible a la polarit¢ en greffant en position 4 un phénylacétyléne
substitué® a 1’aide d’un couplage de Sonogashira (voir figure 2-11). Ce dérivé 57 est

caractérisé par un rendement quantique de 79 % dans 1’hexane.
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Figure 2- 11 : Dérivé 57 fortement solvatochromique. Figure adaptée de la référence 8.

Par ailleurs, il est ¢galement possible de greffer des groupements donneurs ou des
groupements complexants grice a la chimie « click ». Le capteur fluorescent 58 de 1’ion Zn*"

a ainsi été congu par Michael Watkinson en 2010 & partir d’un naphthalimide'*.

R )
I e,
/N Ny NI /
4 SN W )
L 0
Figure 2- 12 : Structure de la sonde 58 pour la complexation du zinc.

Plus précisément, la sonde est constituée de deux naphthalimides liés au macrocycle
par un pont triazole. Le zinc (1 €q.) complexé par le macrocycle dans une solution tampon
HEPES /CH3CN induit une augmentation de I’intensité de fluorescence a 416 nm par un
facteur deux. La complexation du zinc bloque le transfert d’¢électron photoinduit depuis le
doublet de 1’azote du macrocyle et entraine ainsi une exaltation de la fluorescence (voir figure

2-13).
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Figure 2- 13 : Spectres d’émission de fluorescence de 58 (csonge = 10 pM) dans une solution tampon HEPES /CH;CN =
7 :3 (pH =7) en présence de Zn(ClO,), dans I’eau apres 25 minutes. Encart : intensité de fluorescence en fonction de

[ZnH], Aexe =350 nm. Figure issue de la référence 14.
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Nous avons ainsi constaté la capacité des fluorophores naphthalimides a agir en tant
que sondes fluorescentes. C’est pourquoi nous nous sommes orientés vers ce type de
composés. Nous avons ciblé la syntheése de trois naphthalimides dont la molécule de 4-n-
butylamino-1,8-naphthalimide déja reportée dans la littérature' ; les deux autres étant deux
nouveaux membres de la famille des naphthalimides. Nous avons varié la nature du
groupement donneur afin d’évaluer D’influence de ce dernier sur les propriétés de
solvatochromisme et sur ’interaction par liaisons hydrogeéne avec les divers analytes. Nous
avons ainsi conservé I’imide libre afin qu’elle puisse interagir avec I’atrazine, ses produits de

dégradation et les dérivés de la mélamine. La figure 2-14 présente leur structure.

Naphth-NHBu Naphth-TriazoleOMe Naphth-AlcyneOMe

H H H
Oi N iO Oi iN iO O.._N_.O
HN N
N I
N
OMe

OMe

Figure 2- 14 : Structures des dérivés de naphthalimide synthétisés

Pour le 4-n-butylamino-1,8-naphthalimide que nous avons renommé Naphth-NHBu, la
butylamine joue le role de substituant donneur d’électrons et son doublet est conjugué avec
les cycles aromatiques adjacents. Les deux autres naphthalimides Naphth-TriazoleOMe et
Naphth-AlcyneOMe comportent un groupement methoxybenzyle donneur d’électrons
conjugué a I’unité imide acceptrice d’¢lectron via un pont triazole ou un lien alcyne.

Ces composés ont été construits pour qu’il y ait un fort transfert de charge
intramoléculaire. De plus, I’extension de la conjugaison permet d’augmenter la mobilité des

électrons 7 ce qui devrait conduire a des molécules plus absorbantes.

La molécule commerciale d’anhydride 4-bromo-1,8-naphthalique 59 est le point de
départ des trois synthéses. Pour la synthése de Naphth-NHBu, cette molécule subit une
réaction d’addition-¢limination qui requiert I’'utilisation de I’ammoniaque aqueux. Cette
réaction se fait dans I’éthanol au reflux et conduit au 4-bromo-1,8-naphthalimide 60 avec un
rendement de 96 %. La deuxiéme et dernicre étape est une substitution nucléophile par la n-
butylamine sur le naphthalimide bromé¢ a 85 °C pendant 29 h. Apreés purification par

chromatographie sur colonne de gel de silice, le rendement de cette étape est de 74 %.
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Schéma 2- 6 : Synthése de Naphth-NHBu.

Concernant la synthése de Naphth-TriazoleOMe, la premiére étape consiste a greffer
un groupement azoture —Nj sur la position 4 de 1’anhydride 1,8-naphthalique'®. L’azoture de
sodium (3,7 €q.) est utilisé¢ pour la substitution nucléophile aromatique sur le brome. Apres 6
h, a température ambiante, 1’anhydride 4-azido-1,8-naphthalique 61 est formé avec un
rendement de 95 %. Il s’ensuit une réaction de chimie click en présence de sulfate de cuivre et
d’ascorbate de sodium. Le 4-ethynylanisole réagit a 110 °C pendant 14 h avec ’azoture pour
former un pont triazole avec un rendement de 68 %. La derniére étape est la réaction

d’addition-¢limination quantitative en présence d’ammoniaque aqueux pour former le

naphthalimide.
:—@—OMe
0..0_0 0.0_0 bate de sodi 0.0 o N

ascorpbate de sodium (o] o)

NaNg Cu(S0,)2.5H,0 NH4OH

—_— _— —_—
DMF | ~ DMF EtOH
ta,6h % 110 °C,14 h reflux, 20 h
Br N3 N
59 95 % 61 68 % 62 quant.
7N\

OMe OMe
Naphth-TriazoleOMe

Schéma 2- 7 : Synthése de Naphth-TriazoleOMe.

Le 4-ethynylanisole intervient aussi dans la synthése de Naphth-AlcyneOMe pour la
premiére étape'’. Il s’agit d’un couplage de Sonogashira pallado-catalysé qui nécessite 4 h de
réaction a 80 °C. Le compos¢ obtenu 63 avec un rendement de 77 % subit ensuite une
réaction d’addition-élimination en présence d’ammoniaque aqueux dans des conditions
similaires aux précédentes syntheses.

Les structures des nouveaux naphthalimides Naphth-AlcyneOMe et Naphth-
TrizaoleOMe ont été confirmées ; ces derniers ont été caractérisés par RMN 'H, RMN °C et

par spectrométrie de masse.
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Schéma 2- 8 : Synthése de Naphth-AlcyneOMe.

1.1.3) Conception et synthese des dérivés de |’acide barbiturique
Apres les dérivés du maléimide et du 1,8-naphthalimide, nous avons décidé de concevoir
une nouvelle sonde dérivée de I’acide barbiturique. Ce composé posséde une fonction
malonylurée, c’est-a-dire une fonction urée associée a une sous-structure malonyle, ce qui le
rend particulierement ¢électroattracteur (voir figure 2-15).
O

J

HN~ ~NH

OMO

Figure 2- 15 : Structure de I’acide barbiturique.

De plus, les protons en position alpha des deux carbonyles présentent une forte acidité
ce qui permet d’engager 1’acide barbiturique nucléophile dans une réaction de condensation
telle que la condensation de Kncevenagel. Il est alors possible d’y greffer un groupement
¢lectrodonneur afin de construire une sonde fluorescente a transfert de charge.

Les dérivés de D’acide barbiturique sont sensibles a la présence d’ions chargés
négativement ou positivement. En effet, le dérivé d’acide barbiturique 64 a transfert de charge
ci-dessous s’expose a des changements de fluorescence en présence de 1’ion fluorure'®. Ce
dérivé permet la détection spécifique et sélective de 1’ion F~ vis-a-vis d’autres anions

inorganiques dans le DMSO.

Figure 2- 16 : Structure du dérivé de I’acide barbiturique 64 capable de détecter I’ion fluorure.

90



Chapitre 2 : Conception et synthése de sondes fluorescentes pour la détection de 1’atrazine et des dérivés de la mélamine

La concentration de ce dernier est un parametre important pour la détection. Quand la
concentration en ions F~est faible, la déprotonation d’une molécule d’eau suivie de la réaction
de rétro-Kncevenagel survient (voir schéma 2-9). Cela induit alors un déplacement de 48 nm
vers le bleu de la bande d’absorption correspondant au transfert de charge. La fluorescence,

quant a elle, diminue a 518 nm et un petit épaulement apparait a 493 nm (voir figure 2-17).
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Figure 2- 17 : Spectres d’émission de fluorescence du dérivé 64 (9,2 x 107 M) dans le DMSO A) aprés ajouts successifs
de F~ et B) aprés ajouts de F” en une seule fois. Figure issue de la référence 18.

En revanche, a forte concentration en ion fluorure la force de la liaison hydrogene

avec le proton N-H de la malonylurée est grande. La fluorescence a 518 nm diminue, le pic a

493 nm est observé directement et devient de plus en plus intense.

Schéma 2- 9 : Mécanisme proposé pour I’obtention du nouveau composé en présence de I’ion fluorure en faible

concentration.

Quant au dérivé d’acide barbiturique 65 portant un groupement anthracéne'”, il est
capable de coordiner cette fois-ci le cation Hg®" (de fagon analogue au dérivé naphthalimide
précédemment décrit). La coordination de I’ion mercure favorise la formation d’excimeres de

I’anthracéne. Une détection ratiométrique est rendue possible en mesurant le rapport de

91



Chapitre 2 : Conception et synthése de sondes fluorescentes pour la détection de 1’atrazine et des dérivés de la mélamine

I’intensit¢ de 1’excimere sur celle du monomeére dans une solution tampon NH4CI-NH;
(pH = 9,0). Le fluorophore s’agrége en solution aqueuse comme en témoignent, d’une part, la
large bande d’absorption a des longueurs d’onde élevées comprises entre 420 nm et 540 nm
et, d’autre part, la bande d’émission correspondant aux fluorophores agrégés a 515 nm (en

plus de I’émission du monomeére a 395 nm, 417 nm et 441 nm).
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Schéma 2- 10 : Synthése du dérivé de I’acide barbiturique 65 et formation des complexes avec I’ion HgH. Schéma issu

de la référence 19.
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Figure 2- 18 : A) Spectres d’absorption de B) d’émission de fluorescence du dérivé 65 (1,00 x 10 M) en présence de
10 éq. de Hg **, K, Ca™, Ba®™, Mg™", AI*, Cd™, Ag’, Mn**, Ni**, Co™, Pb*", Fe**, Zn*", Cu*" et de Cr*",
respectivement (pH = 9,0, solution tampon NH,CI-NH3, C = 0,02 M, A = 367 nm). Figure issue de la référence 19.

Par ailleurs, les dérivés d’acide barbiturique ont la faculté¢ de former des polymeres
supramoléculaires grace a un réseau de liaisons hydrogeéne. C’est ce qui a été réalisé a partir
d’une mérocyanine fonctionnalisée par un acide barbiturique en 2011 par Frank Wiirthner™.
Ce composé 66 s’auto-assemble dans une disposition téte-béche a 1’aide de six liaisons
hydrogéne. Fortement concentrés dans des mélanges de solvants non polaires chloroforme/n-
hexane, des gels relativement fluorescents (@ = 17 %) se forment tandis que le fluorophore

monomérique (Aem = 408 nm) et le polymere (Aem = 489 nm) dans le chloroforme fluorescent
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peu (® = 3 % et 7 %, respectivement). La formation de polymeres supramoléculaires de
maniere treés étendue s’obtient en effet a des concentrations en monomere ¢€levées dans le
chloroforme. En revanche, le gel se prépare en dissolvant dans un volume précis de
chloroforme la mérocyanine puis en y ajoutant un volume précis de n-hexane.

Le rendement quantique du fluorophore est faible en raison de la mobilité
conformationnelle de la double liaison qui constitue une voie de désexcitation non radiative.
L’auto-assemblage rigidifie alors la structure ce qui bloque la voie de désexcitation non

radiative et entraine une exaltation de la fluorescence.
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Figure 2- 19 : Formation du polymére supramoléculaire a partir de dérivés de mérocyanine 66 disposés téte-béche et

orientation schématique des moments dipolaires aprés I’auto-assemblage. Figure issue de la référence 20.

De plus, le fluorophore présente une forte bande d’absorption attribuée au transfert de
charge et se caractérise par un solvatochromisme négatif ; un déplacement hypsochrome est
observé quand la polarit¢ du solvant augmente. Ce solvatochromisme est di a une
stabilisation différente de 1’état fondamental et de 1’état excité par le solvant et a une

modification du moment dipolaire aprés 1’excitation.
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Figure 2- 20 : Spectre de fluorescence du gel préparé a partir du dérivé de mérocyanine 66 dans le mélange
CHCls/n-hexane =40 : 60 vol %, (¢ = 88 mM, X, = 370 nm, trait plein), du monomére (c = 1,4 x107 M, 328 K, Aeye =
370 nm, en pointillé) et de I’auto-assemblage dans le chloroforme du dérivé de mérocyanine (¢ = 0,7 x 10 M, Aege =
370 nm, trait discontinu). Encart : Photographies du gel fluorescent a température ambiante aprés irradiation sous

lampe UV (Ay = 366 nm). Figure issue de la référence 20.

Les dérivés de [D’acide barbiturique décrits précédemment se révelent donc
solvatochromes et voient leur fluorescence modifiée par I’interaction avec des ions ou par la
formation de polymeéres supramoléculaires. Nous avons opté pour la syntheése de deux dérivés
de Dl’acide barbiturique comportant un groupement triphénylamine ou un groupement
diméthylamine pour évaluer I’influence du groupement donneur sur la fluorescence. Nous
obtenons ainsi les sondes que nous avons nommées TPA-BARB et DMAP-BARB (voir figure
2-21). De plus, les dérivés de la triphénylamine sont connus pour étre fluorescents.

DMAP-BARB a ¢été¢ congu de manicre a ce que la conjugaison soit plus étendue entre
le groupement attracteur d’électron que constitue le cycle de 1’acide barbiturique et le
groupement donneur d’électron a savoir le diméthylaminophényle. Ce dernier a déja été

reporté dans la littérature®'-*

. La présence d’une double liaison supplémentaire devrait
conduire a des propriétés différentes d’absorption et de fluorescence. Par ailleurs, la synthese

de ces dérivés d’acide barbiturique présente 1’avantage de recourir a des aldéhydes

commerciaux.
TPA-BARB DMAP-BARB
o) o)
HN A NH HN A NH
o o) o) o

L '
O g

Figure 2- 21 : Structure des dérivés de ’acide barbiturique synthétisés.
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En engageant dans une réaction de Kneevenagel la molécule d’acide barbiturique avec
celle de 4-(diphénylamino)benzaldehyde en quantité¢ stoechiométrique, la sonde TPA-BARB
est obtenue avec un rendement de 75 %. Le nouveau compos¢ TPA-BARB a été caractérisé
par RMN '"H, RMN "C et par spectrométrie de masse.

DMAP-BARB a ¢été obtenu apres la réaction de condensation de Knoevenagel entre
I’acide barbiturique et la molécule de (£)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylaldehyde
introduits en quantité steechiométrique dans le DMF pendant trente minutes a 140 °C. Le

rendement pour cette réaction est de 72 %.
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Schéma 2- 11 : En haut : Synthése de TPA-BARB, en bas : synthése de DMAP-BARB.

1.1.4) Synthese des dérivés de la mélamine

L’alkylation de la mélamine est nécessaire pour nous permettre d’étudier 1’interaction
par liaisons hydrogene de cette triazine avec les diverses sondes fluorescentes que nous avons
synthétisées. En effet, la mélamine est trés peu soluble dans les solvants organiques et 1’ajout
de groupements alkyles a longues chaines tels que le groupement éthylhexylamine permettent
de la solubiliser. Deux dérivés de la mélamine nommés MA1 et MA2 ont ainsi été synthétisés
au cours de cette thése. Les dérivés de mélamine MA1 et MA2 présentent le motif donneur-
accepteur-donneur de liaisons hydrogéne. MA1 contient deux amines primaires pouvant
donner des liaisons hydrogene. Le groupement (bis)éthylhexylamine ne peut pas étre impliqué
dans la liaison car le doublet libre de 1’azote est trop encombré d’un point de vue stérique.
Quant a MA2, les deux groupements éthylhexylamines et le groupement —NH, donnent des

liaisons hydrogene, ce qui laisse apparaitre deux sites de liaison potentiels.
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La syntheése de la mélamine alkylée MA1 s’effectue a partir du chlorure cyanurique
qui subit deux substitutions nucléophiles de la part de I’ammoniaque aqueux dans un mélange
acétone/eau. Nous commencons la réaction exothermique a 0 °C avant de laisser agiter
14 heures a température ambiante pour obtenir le dérivé monochloré selon un protocole
publié dans la littérature®. Enfin, la substitution nucléophile avec la (bis)éthylhexylamine
dans le DMF au reflux permet de remplacer le dernier atome de chlore et de former MA1 avec

. ey . N . < 24
un bon rendement similaire a celui de la littérature™".
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Figure 2- 22 : Synthése des dérivés de mélamine MA1 et MA2.

La synthése de MA2 requiert dans un premier temps le chlorure cyanurique qui réagit
avec 2,1 équivalents d’éthylhexylamine lors d’une substitution nucléophile pendant 18 heures
dans le THF®. Le chlore restant est ensuite substitué par I’ammoniaque aqueux aprés 16
heures dans le 1,4-dioxane a 80°C en utilisant un protocole publié dans le littérature®®. Ce

deuxieme dérivé n’a pas été décrit dans la littérature.

1.2) Modélisation moléculaire des sondes
La modélisation moléculaire a été utilisée pour étudier dans un premier temps,
I’efficacité du transfert de charge intramoléculaire des diverses sondes fluorescentes puis dans
un second temps, la force de l’interaction par liaisons hydrogeéne entre les sondes et les

analytes. En effet, les calculs ont été réalisés en supposant que I’interaction se fait par liaisons
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hydrogéne a 1’aide des deux motifs congus pour étre complémentaires. La théorie de la
fonctionnelle de la densité (Density Functional Theory ou DFT) est la méthode de calcul
quantique la plus utilisée en chimie théorique pour étudier les propriétés chimiques des
molécules et leur structure électronique. Elle repose sur la notion de densité qui représente la

g, , , . o, 2
probabilité de présence d’un électron en connaissance de la position de tous les autres®’.

Quatre fonctionnelles ont été¢ comparées pour les calculs de modélisation : la fonctionnelle
B3LYP, la CAM-B3LYP, la ®B97XD et la fonctionnelle PBEO ***°. La fonctionnelle
WB97XD permet d’étudier les interactions non covalentes avec une grande fiabilité™. Elle est
ainsi bien adaptée pour tenir compte des liaisons hydrogéne dans lesquelles les sondes
fluorescentes pourraient étre impliquées. Elle est donc utilisée pour optimiser la géométrie des
molécules et évaluer 1’énergie d’interaction entre les sondes et les analytes. Les fonctionnelles
PBEO et CAM-B3LYP sont, quant a elles, bien adaptées aux molécules a transfert de
charge™. Les calculs ont été réalisés dans le vide.

Nous présentons ici les résultats obtenus avec les sondes MaleOMe, Naphth-NHBu,
Naphth-TriazoleOMe, Naphth-AlcyneOMe et TPA-BARB a partir de calculs DFT a I’aide du

logiciel Gaussian.

1.2.1) Optimisation de la géométrie
La premicre étape de ces calculs théoriques consiste a modéliser la géométrie des diverses
sondes synthétisées. Les résultats sont présentés ci-dessous. La molécule de MaleOMe n’est
pas plane et les plans définis par les deux groupements méthoxyphényles forment

respectivement un angle de 37,24° et de 40,74° avec le cycle a 5 chainons.
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Figure 2- 23 : Géométrie optimisée de MaleOMe.

Pour la sonde Naphth-TriazoleOMe, nous trouvons un angle de 11,63° entre le plan formé
par le groupement méthoxyphényle et celui du cycle triazole. Un angle de 57,86° sépare le
plan du cycle triazole et celui de 1’unité naphthalimide. D’autres fluorophores contenant un
groupement triazole sont caractérisés par une conformation non-plane et des angles diédres

assez considérables a 1’état fondamental®'. De plus, méme si les calculs de TD-DFT (Théorie
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de la fonctionnelle de la densité¢ dépendante du temps ou en anglais Time-dependent density
fucntional theory) permettant de modéliser 1’état excité sont relativement complexes pour ce
type de composé, il a été mis en évidence que la structure de la molécule s’aplanit aprés
I’excitation””.

La structure du Naphth-AlcyneOMe n’est pas entierement plane, on trouve un angle de

8,85° entre le groupement méthoxyphényle et I’'unité naphthalimide.

o N_o N e r& ‘f o N_o :ij
J\‘X\ ‘(‘ 2 729
,, ,».»» el g ep v
# NN J é,fj””‘" I J E
g") OMe { ; O J)
9 W OMe

’ * o

9

9

Figure 2- 24 : De gauche a droite : géométries optimisées des sondes Naphth-NHBu, Naphth-TriazoleOMe et Naphth-
AlcyneOMe.

La sonde TPA-BARB présente quant a elle une forme hélicoidale. Les trois cycles
aromatiques portés par 1’atome d’azote sont inclinés les uns par rapport aux autres. Un angle
de 2,6° a été trouvé entre 1’unité malonylurée et le cycle aromatique en alpha de la double

liaison.
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Figure 2- 25 : Géométrie optimisée de la sonde TPA-BARB.

1.2.2) Représentation des orbitales moléculaires

Les figures 2-26 et 2-27 ci-dessous rassemblent les données obtenues pour les diverses
sondes concernant 1’allure des orbitales moléculaires orbitales HO, HO-1, HO-2, BV et
BV+1, leur localisation et leur niveau d’énergie avec la fonctionnelle PBEO. Il est a noter que
I’allure des orbitales est quasi-indépendante des fonctionnelles alors que ces dernicres ont une

forte influence sur 1’écart énergétique entre les orbitales. Pour un composé a transfert de
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charge, les orbitales HO (orbitale occupée de plus haute énergie) et BV (orbitale vacante de
plus basse énergie) devraient étre localisées majoritairement sur les groupements donneurs et
accepteurs d’électrons. De plus, I’énergie nécessaire au passage d’un électron de la HO vers la

BV doit étre suffisamment basse pour faciliter le transfert.

Pour la sonde MaleOMe, I’orbitale BV est plutdt centrée sur le groupement imide
attracteur d’électrons tandis que ’orbitale HO est assez étendue sur toute la molécule. La
localisation des orbitales devrait permettre néanmoins un transfert de charge satisfaisant.
Concernant la sonde TPA-BARB, "orbitale HO se situe principalement sur le groupement
triphénylamine riche en électrons méme si celle-ci remonte jusqu’a la double liaison.
L’orbitale BV quant a elle, commence a I’atome d’azote du groupement triphénylamine se
poursuit jusqu’a 1’unité malonylurée.

Les orbitales BV et HO de la sonde Naphth-NHBu se recouvrent et sont toutes deux
réparties uniformément sur 1’unité naphthalimide et 1’atome d’azote du groupement
butylamine. En revanche, on remarque une nette séparation spatiale des orbitales fronticres
pour Naphth-TriazoleOMe. En effet, I’orbitale HO est située sur le cycle méthoxyphényle et
le pont triazole tandis que l’orbitale BV est principalement concentrée sur 1’unité
naphthalimide. Cette absence de recouvrement entre les orbitales fronti¢res est a mettre en
relation avec le faible rendement quantique mesuré pour cette sonde (voir partie 2.1.2)
Propriétés photophysiques de la sonde Naphth-TriazoleOMe). De plus, cette
caractéristique a ¢été reportée dans la littérature pour des fluorophores naphthalimides
comportant un pont triazole’>. L’orbitale HO de la sonde Naphth-AlcyneOMe est cependant
répartie sur I’ensemble de la structure alors que ’orbitale BV est localisée majoritairement sur

’unité naphthalimide.
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Figure 2- 26 : Niveaux d’énergie et représentation des orbitales moléculaires des sondes MaleOMe et TPA-BARB.
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Figure 2- 27 :Niveaux d’énergie et représentation des orbitales moléculaires des sondes Napthth-NHBu, Naphth-

TriazoleOMe et Naphth-AlcyneOMe.
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Un recouvrement entre les deux orbitales frontiéres est observé pour la majorité des
fluorophores synthétisés a I’exception de la sonde Naphth-TriazoleOMe. En effet, cette sonde
se caractérise par I’absence quasi totale de recouvrement entre 1’orbitale HO et BV, ce qui est
cohérent avec les composés a transfert de charge de structure similaire publiés dans la

littérature™?.

1.2.3) Interaction avec l’atrazine
Les calculs théoriques nous ont aussi permis d’évaluer la constante d’association entre les
sondes et l’atrazine en utilisant la base 6-31G++(d,p) et en optimisant au préalable la
géométrie du pesticide. Nous supposons que I’interaction entre les deux molécules se fait via
un systeme de trois liaisons hydrogene. Nous avons voulu comparer 1’influence d’un cycle a

cing ou a six chainons sur cette interaction.

> Propriétés de la liaison hydrogéne

La liaison hydrogeéne est une interaction attractive unidirectionnelle entre un atome
d’hydrogene li¢ de fagon covalente a un atome donneur fortement électronégatif tels que
I’azote (électronégativité : x = 3) ou ’oxygeéne (x = 3,5) et un atome accepteur similaire
faisant partie ou non de la méme molécule que celle du donneur. La longueur de la liaison
hydrogene est définie comme la distance entre les centres de ces deux atomes. Plus la liaison
hydrogene est courte, plus elle est forte. Le tableau ci-dessous indique 1’énergie de liaison en

fonction de la force de interaction’>,

Tableau 2- 1 : Propriétés et caractéristiques de la liaison hydrogéne.

Force de la liaison Faible Forte Treés forte
- Energie (kJ/mol) <17 17 - 62 62 -167
Distance H---X (A) 2-3 1,5-2,2 1,2-1,5

Plus courte que la
somme des rayons 30-80 % =~ 100 % 100 %

de van der Waals
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Tableau 2- 2 : Longueurs des liaisons hydrogéne impliquées dans I’interaction avec les sondes fluorescentes

synthétisées.
Longueur (en A) Unité maléimide Unité naphthalimide®
N o N
NHisopropylamine - Osonde 2,14 1,92
NHéthylamine - Osonde 2,12 1,92
Natrazine' NHsonde 1,73 1,89

? Longueur de liaison moyenne

Si nous considérons I’exemple de la sonde MaleOMe, les deux atomes d’hydrogene
des deux groupements éthylamine et isopropylamine de I’atrazine se placent en face des deux
atomes d’oxygene de 1’imide pour une longueur de liaison moyenne N-Hgzine------ Osonde de
2,13 A (voir tableau 2-2). De plus, I’hydrogéne de cet imide semble bien interagir avec ’azote
du cycle de I’atrazine car on trouve pour la liaison Nygygzine-—---- HNjn4e une distance de 1,73
A. La distance entre I’atome d’hydrogéne des amines de I’atrazine et I’atome d’oxygéne de la
sonde MaleOMe est plus petite que ne le permet la somme des rayons de van der Waals ce qui
prouve l’existence de I’interaction. En effet, la somme des rayons de van der Waals des
atomes d’hydrogéne et d’oxygeéne est de 2,6 A tandis que celle des atomes d’hydrogéne et
d’azote est de 2,74 A. Nous retrouvons des longueurs de liaisons plus courtes pour les sondes
naphthalimides. Le motif naphthalimide a six chainons permet de rapprocher les atomes

d’oxygene des groupements amines de 1’atrazine.

> Energie de I’interaction

Figure 2- 28 : Interaction entre la sonde MaleOMe et I’atrazine
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Ces résultats confirment notre hypothese. En effet, la sonde fluorescente et I’atrazine
se mettent préférentiellement dans le méme plan de manicre a présenter leurs groupements
accepteurs et donneurs de liaisons hydrogeéne I'un en face de I’autre. Nous constatons une
stabilisation de 1’énergie dans cette configuration autour de 80 kJ/mol pour les sondes
naphthalimides. L’interaction se réveéle un peu plus faible pour la sonde MaleOMe avec

- E=75,61 kJ/mol.

Tableau 2- 3 : Energies d’interaction avec ’atrazine et les diverses sondes MaleOMe, Naphth-NHBu, Naphth-

AlcyneOMe.
MaleOMe Naphth- Naphth-
AlcyneOMe NHBu
- Energie de I’interaction avec 75,61 82,16 83,75
I’atrazine
(en kJ/mol)

Nous avons aussi voulu estimer les associations avec les deux produits de dégradation
de I’atrazine : la déséthyl-atrazine (DEAT) et la déisopropyl-atrazine (DIAT) (voir tableau
2-4). Nous avons pris la sonde maléimide MaleOMe comme référence. Ces deux molécules
ont des constantes d’associations légérement plus favorables qu’avec [’atrazine. Cette
différence est slrement due a la modification de la structure électronique suite a la
désalkylation et a la présence d’un groupement —NH, libre qui augmente les possibilités

d’interaction par liaisons hydrogene.

Cl (¢]] Cl
NH*N J\ N SN N N
AL A " B S R
H H H H
Atrazine DEAT DIAT

Figure 2- 29 : Structures de ’atrazine, de DEAT et de DIAT.

Entre 17 et 62 kJ/mol, une liaison hydrogéne est considérée comme forte. Par
conséquent, nous pouvons en conclure que I’interaction par trois liaisons hydrogene entre les

diverses sondes et 1’atrazine (et ses produits de dégradation) est relativement forte.
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Tableau 2- 4 : Energies de I’interaction entre la sonde MaleOMe et I’atrazine ou ses produits de dégradation.

e 298
,{fuf 9

2 ! f
pe B+
Base 6,31G++d,p Sonde MaleOMe Sonde MaleOMe Sonde MaleOMe
Fonctionnelle WB97XD
+ Atrazine + DEAT + DIAT
_E (kJ/mol) 75,61 76,57 76,72

Nous avons donc synthétisé¢ un dérivé du maléimide, trois dérivés du naphthalimide et
deux dérivés d’acide barbiturique. Les rendements des différentes syntheses sont satisfaisants,
méme si la synthése de MaleOMe présente quelques difficultés. De plus, les synthéses des
sondes naphthalimides et des dérivés d’acide barbiturique sont modulables et il est
relativement aisé de changer le groupement électrodonneur. Nous avons également réalisé des
calculs DFT qui ont confirmé le transfert de charge de ces molécules et mis en évidence

I’interaction par liaisons hydrogene avec 1’atrazine.
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IT) Propriétés photophysiques des sondes fluorescentes et étude de 1’interaction

avec les analytes par fluorescence
2.1) Etudes photophysiques des sondes
Apres avoir étudié les orbitales moléculaires des sondes fluorescentes et leur interaction

avec les analytes, nous nous intéressons a leurs propriétés de fluorescence.

2.1.1) Propriétés photophysiques des sondes MaleOMe, Napthth-NHBU et Naphth-
AlcyneOMe

» Propriétés photophysiques en solution

Les propriétés photophysiques des sondes MaleOMe, Napthth-NHBu, Naphth-
TriazoleOMe et Naphth-AlcyneOMe synthétisées sont rassemblées dans le tableau 2-5 ci-

dessous et ont été déterminées dans le chloroforme.
Tableau 2- 5 : Propriétés photophysiques des sondes dans le chloroforme : longueur d’onde d’absorption maximale
Aaps, coefficient d’extinction molaire €, longueur d’onde d’émission maximale A, rendement quantique de

fluorescence ®@.

Aaps Max € Aem MAx ()}
(nm) (L.mol.cm™) (nm)
MaleOMe 400 8,1E+03 569 0,45
Naphth-NHBu 431 1,3E+04 500 0,57°
Naphth-AlcyneOMe 402 1,4E+04 494 0,90°
Naphth-TriazoleOMe 343 8,9E+03 557 0,034

% réf Coumarine 6 dans I’acétonitrile ; ° réf sulfate de quinine dans I’acide sulfurique ; ¢ réf Coumarine 153 dans 1’éthanol

Les propriétés photophysiques mesurées de la sonde MaleOMe sont en accord avec
celles publiées dans la littérature®. Elle absorbe dans le chloroforme & 400 nm et émet a
569 nm, ce qui donne un déplacement de Stokes important de 169 nm (voir figure 2-31). La
molécule posséde ainsi une fluorescence jaune caractérisée par un rendement quantique
® = 45 %. Le coefficient d’extinction molaire de la sonde MaleOMe est plus faible que ceux

i e . . 35,36
mesurés pour les sondes naphthalimides, ce qui est en accord avec la littérature™". L

es
fluorophores naphthalimides possédent en effet pour leur bande d’absorption maximale des

coefficients d’extinction molaire de I’ordre de 10 000 L.mol".cm™ tandis que ceux des dérivés
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de maléimide substitués par deux groupements aryles avoisinent généralement 6000 L.mol

1 -1
.cm .

La fluorescence des sondes naphthalimides portant des amines dialkylées a la position 4
dépend fortement de la nature de I’amine et de la polarité du milieu, comme [’attestent les
travaux de Anunay Samanta en 2002 *’. Leurs structures sont présentées ci-dessous (figure 2-
30). Dans le THF, les rendements quantiques sont ¢levés et varient entre 15 % et 86 %. Le
naphthalimide HNP est ainsi trés fluorescent comme Naphth-NHBu. En revanche, ENP est

peu fluorescent.

O._N__O
system  THF
OO HNP 0.86
R=H, HNP
méthyl, MNP MNP  0.50
N éthyl, ENP ENP 0.15
R R n-butyl, BNP BNP 0.32

Figure 2- 30 : Structure des 4-amino-1,8-naphthalimides synthétisés par Anunay Samanta et rendements quantiques

des aminonaphthalimides a température ambiante. Figure adaptée de la référence 37.

Les sondes naphthalimides synthétisées au cours de cette thése absorbent entre 343 nm
et 430 nm et émettent de la fluorescence entre 490 nm et 540 nm, ce qui leur confére une

fluorescence entre le vert et le jaune.
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Figure 2- 31 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence normalisés A) de la sonde MaleOMe (A, = 400
nm), B) de l1a sonde Naphth-NHBu (A, = 430 nm) et C) de la sonde Naphth-AlcyneOMe (A¢ . = 402 nm) dans le

chloroforme.

Le groupement amine de Naphth-NHBu est responsable du décalage de 1’absorption
vers le rouge car il favorise le transfert de charge. Les sondes Naphth-NHBu et Naphth-
AlcyneOMe sont caractérisées par de trés bons rendements quantiques dans le chloroforme,
respectivement 57 % et 90 %. Le naphthalimide synthétisé par Bag et fonctionnalisé par un
groupement phénylacétyléne se caractérise quant a lui par un rendement plus faible de 14 %
dans le chloroforme®. Ce dernier porte un groupement diméthylamine et absorbe a 467 nm. En
comparaison, 1’absorption de Naphth-AlcyneOMe est décalée vers le bleu car le groupement

méthoxy est moins riche en électrons que le groupement diméthylamine.
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» TD-DFT

Des calculs de TD-DFT ont été effectués avec les 4 fonctionnelles B3LYP, CAM-
B3LYP, ®B97XD et PBEO afin de modéliser les spectres d’absorption de Naphth-NHBu et
Naphth-AlcyneOMe. La position de la premiére transition électronique verticale est comparée
avec le maximum de la bande d’absorption du spectre expérimental. Pour Naphth-NHBu, les
résulats obtenus avec B3LYP et dans une moindre mesure avec PBEO sont en accord avec le
spectre d’aborption expérimental. Les fonctionnelles CAM-B3LYP et ®B97XD aboutissent
quant a elles a une transition trop haute en énergie.

En revanche, pour Naphth-AlcyneOMe, CAM-B3LYP donne un résultat plus proche
puis vient ensuite la fonctionnelle ®B97XD (voir tableau 2-6). B3LYP et PBEO prédisent une
transition d’énergie plus faible qui n’est pas observée expérimentalement.

Pour Naphth-AlcyneOMe, plusieurs orbitales sont mobilisées lors de la transition
¢lectronique. C’est pourquoi nous faisons appel aux orbitales de transition naturelles
naturelles®® (NTO en anglais pour Natural transition orbitals) en prenant la fonctionnelle la
plus adaptée pour Naphth-AlcyneOMe. L'utilisation de ces orbitales permet en effet de
trouver le trou et 1’électron (qui sont associés a des orbitales moléculaires) entre lesquels la
transition va s’effectuer et de faciliter ainsi la caractérisation des transitions électroniques
verticales calculées par TD-DFT. Elles ont permis de mettre en évidence un fort transfert de
charge photoinduit pour Naphth-AlcyneOMe. Pour Naphth-NHBu, les orbitales impliquées

étant la HO et la BV, il n’est pas nécessaire de calculer les orbitales de transition.

Tableau 2- 6 : Propriétés calculées par TD-DFT de la premiére transition électronique de Naphth-NHBu et Naphth-

AlcyneOMe.
Sonde Fonctionnelle MS1€So) (nm) (f) Orbitales
impliquées
Naphth-NHBu B3LYP 403 (0,21) HOMO - LUMO
PBEO 387 (0,23) HOMO - LUMO
CAM-B3LYP 352 (0,32) HOMO- LUMO
wB97XD 350 (0,32) HOMO - LUMO
Exp. (CHCI3) 431
Naphth-AlcyneOMe B3LYP 439 (0,65) HOMO - LUMO
PBEO 421 (0,71) HOMO - LUMO
CAM-B3LYP 360 (0,87) HOMO - LUMO
HOMO-1 - LUMO
wB97XD 353 (0,88) HOMO - LUMO
HOMO-1 - LUMO
Exp. (CHCI;) 402
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Tableau 2- 7 : Densité électronique du trou et de I’électron calculées en phase gaz pour Naphth-NHBu et Naphth-
AlcyneOMe.

Electron

Naphth-NHBu
(fonctionnelle B3LYP)

Naphth-AlcyneOMe
(fonctionnelle CAM-B3LYP)

(_J
it g

> Déclin de fluorescence

Les caractéristiques de 1’émission de fluorescence dans le chloroforme des sondes
MaleOMe, Naphth-NHBu et Naphth-AlcyneOMe sont rassemblées dans le tableau 2-8 ci-

dessous. Ces trois sondes fluorescentes possédent chacune un déclin de fluorescence

monoexponentiel.

Tableau 2- 8 : Caractéristiques de I’émission de fluorescence dans le chloroforme : durée de vie de fluorescence t,

constante de vitesse radiative Kk , constante de vitesse non radiative Kk .

T k., K or %2
(ns) 107s™ 107s™
MaleOMe® 11 4,1 5,0 1,17
Naphth-NHBu" 9,71 5.9 4.4 1,07
Naphth-AlcyneOMe® 3,29 27,3 3,0 1,07

a)Ve:xc =367 nm; b)\zexc =450 nm

La sonde MaleOMe possede un temps de vie T de 11 ns (voir figure 2-32), ce qui est
trés proche des durées de vie d’autres maléimides disubstitués par des groupements aryles

r . 39 e s ‘ ror
calculées dans le 1,4-dioxane”. Pour les autres maléimides, une deuxiéme composante a été
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obtenue dans des solvants plus polaires tels que le DMSO et le DMF et a été attribuée a la

formation d’un complexe avec le solvant.
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Figure 2- 32 : Déclins de fluorescence A) de la sonde MaleOMe (A, = 367 nm), B) de la sonde Naphth-NHBu (hy, =
450 nm) et C) de la sonde Naphth-AlcyneOMe (k. = 367 nm) dans le chloroforme.

La fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOMe est caractérisée par un temps de vie 1
de 3,29 ns. La durée de vie de la sonde Naphth-NHBu est plus longue et atteint 9,71 ns, ce qui
est du méme ordre de grandeur que celle de la molécule de 4-n-butylamino-9-n-1,8-
naphthalimide de structure similaire*”. Pour la sonde Naphth-AlcyneOMe fortement
fluorescente, la constante de vitesse radiative est du méme ordre de grandeur que celle

obtenue pour un naphthalimide de structure similaire décrit dans la littérature®.
> Propriétés photophysiques a I’état solide

Certaines sondes se sont révélées fluorescentes a 1’¢état solide telles que MaleOMe et

Naphth-AlcyneOMe qui émettent respectivement a 592 nm et 571 nm (voir tableau 2-9).
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Tableau 2- 9 : Longueurs d’ondes d’émission A, en solution dans le chloroforme et a I’état solide et rendement

quantique @ associé pour les sondes MaleOMe et Naphth-AlcyneOMe.

Solution Poudre
Aem Max @ Aem Max i)
(nm) (nm)
MaleOMe 569 0,45 592 0,15
Naphth-AlcyneOMe 494 0,90 571 0,17

Un écart positif de 23 nm est observé pour la sonde MaleOMe entre la bande
d’émission de fluorescence sous forme de poudre et celle en solution dans le chloroforme. Cet
¢cart est beaucoup plus grand (+ 77 nm) pour la sonde Naphth-AlcyneOMe. Comme ces
sondes sont solvatochromes, ce décalage vers le rouge pourrait étre dii @ un changement de
polarité en raison d’un environnement différent a I’état condensé. Il pourrait s’agir également
d’interactions intermoléculaires*' telles que des interactions m -m. Ces interactions sont
favorisées lorsque les molécules sont planes®, ce qui est cohérent avec le fait que 1’émission

est moins décalée a 1’état solide pour la molécule de MaleOMe.

- T T T T T 1 . T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750 450 500 550 600 650 700 750
A (nm) A (nm)

Figure 2- 33 : Spectres d’émission de fluorescence en solution dans le chloroforme (en pointillé) et a I’état solide (en
ligne continue) A) de la sonde MaleOMe (A = 440 nm), B) de la sonde Naphth-AlcyneOMe (Ao = 470 nm), C)
photographie de la sonde Naphth-AlcyneOMe a I’état solide (A, = 365 nm).

Les sondes MaleOMe et Naphth-AlcyneOMe présentent des rendements quantiques a
I’¢état solide plus faibles qu’en solution. En effet, le rendement quantique a I’état solide atteint
17 % pour la sonde Naphth-AlcyneOMe tandis que celui de la sonde MaleOMe est de 15 %.
Ils sont malgré tout satisfaisants et relativement élevés comparés aux autres fluorophores
reportés dans la littérature. Des rendements quantiques compris entre 10 % et 12,7 % ont

notamment été attribués a des dérivés de 1,8-naphthalimides pour lesquels le phénomeéne
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d’AIEE a été démontré*'. Concernant ces derniers, un écart d’environ + 35 nm a été reporté

entre la longueur d’onde d’émission a 1’état solide et celle en solution dans le THF.

Les molécules MaleOMe et Naphth-AlcyneOMe n’étant pas planes (voir 1.2)

Modélisation moléculaire des sondes), il est possible qu’elles aient moins de liberté¢ de

rotation a 1’état solide ce qui les rend assez fluorescentes. L’obtention de leur structure

cristalline permettrait de mieux comprendre la photophysique de ces sondes a 1’état solide.

> Solvatochromisme

Le solvatochromisme des sondes MaleOMe, Naphth-AlcyneOMe et Naphth-NHBu a

été étudié pour évaluer I’influence de la polarité du solvant sur la fluorescence. Une sonde

solvatochrome devrait présenter un fort transfert de charge lors de 1’excitation. Les longueurs

d’absorption et d’émission de fluorescence mesurées pour la sonde MaleOMe dans les

différents solvants sont indiquées dans le tableau 2-10 ci-dessous.

Tableau 2- 10 : Longueurs d’ondes d’absorption A, et d’émission L., dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av pour la sonde MaleOMe.

Aabs Aem Av

(nm) (nm) (cm™)
M¢éthylcyclohexane 389 518 6402
Toluéne 400 539 6447
1,4-Dioxane 394 541 6896
Butyronitrile 393 555 7427
N,N-Diméthylformamide 393 556 7460
Acétonitrile 389 561 7882
Dichloroéthane 402 564 7145
Dichlorométhane 400 567 7363
Diméthylsulfoxyde 395 569 7742
Chloroforme 400 569 7425
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Figure 2- 34 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde MaleOMe et diagramme de Lippert-Mataga dans les

différents solvants.

La sonde émet une fluorescence décalée vers le bleu pour les solvants apolaires. Un
déplacement bathochrome de 51 nm est observé en passant du cyclohexane au DMSO. La
pente Ap/a’ de 1’équation de Lippert-Mataga informe sur I’exaltation du moment dipolaire a
I’état excité. Il est alors possible de caractériser le transfert de charge intramoléculaire se
produisant pendant I’excitation ; la taille et la forme des chromophores étudiés sont alors
considérées comme similaires (a = constante). De plus, il a ét¢ démontré que la force des
groupements donneurs d’électrons influait de maniere significative sur la polarit¢ de 1’état

/43,44

excit¢”"". La corrélation entre les données expérimentales et le modéle de Lippert-Mataga

pour MaleOMe est assez satisfaisante

feSR]

Pour MaleOMe, la pente obtenue pour le diagramme de Lippert-Mataga est égale

feSR]

3,76 x 10° cm™ ce qui est faible comparée aux pentes de 20 x 10> cm™ pour les sondes
transfert de charge publiées dans la littérature™ ; toutefois ceci demeure cohérent avec la
pente de 6,6 x 10° cm™ pour un maléimide alkylé de structure similaire®. Nous pouvons noter
que les déplacements de Stokes sont trés grands quel que soit le solvant. Cela indique que la
stabilisation de 1’état excité est grande.

Les longueurs d’onde maximales d’absorption et d’émission dans les différents
solvants pour la sonde Naphth-AlcyneOMe sont reportées dans le tableau 2-11 ci-dessous.
Plus le solvant est polaire, plus la bande d’émission de fluorescence est décalée vers le rouge.
Il y a ainsi une bonne corrélation avec le modéle de Lippert-Mataga. Ce fluorophore a

transfert de charge est donc sensible a la polarité de son environnement. Nous pouvons noter
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une différence de 111 nm entre la longueur d’onde d’émission dans le toluéne et celle dans le

méthanol.

Tableau 2- 11 : Longueurs d’ondes d’absorption A,,s et d’émission A, dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av pour la sonde Naphth-AlcyneOMe.

)vabs )\rem AV
(nm) (nm) (cm'l)
Toluéne 408 457 2628
1,4-Dioxane 402 459 3089
Chloroforme 402 494 4633
Dichlorométhane 400 504 5159
Acétonitrile 392 536 6853
Diméthylsulfoxyde 399 552 6947
Ethanol 396 554 7202
Méthanol 394 568 7775
‘ 8000 MeOH
—Tgluene EtOH °
107 8ﬁ§?2:)rme 70001 > ® Acetonitrile
—— Dichloromethane 6000 -
—— Acetonitrile
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Figure 2- 35 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOMe et diagramme de Lippert-Mataga

dans les différents solvants.

La pente obtenue pour la sonde Naphth-AlcyneOMe pour le diagramme de Lippert-
Mataga est égale a 15,6 x 10° cm™ ce qui est relativement élevé comparé & d’autres
naphthalimides fonctionnalisés par un groupement alcyne®, pour lesquels les valeurs de pente
s’échelonnent entre 5,11 x 10° cm™ et 17,4 x 10° cm™. Ceci indique que I’état excité de
Naphth-AlcyneOMe est fortement polaire et prouve I’existence d’un état de transfert de

charge intramoléculaire.
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La pente de 17,4 x 10° cm™ pour le dérivé de naphthalimide comprenant un lien alcyne
publié dans la littérature est plus élevée que celle obtenue pour la sonde Naphth-AlcyneOMe
car le groupement diméthylamine présent sur la molécule est beaucoup plus électrodonneur
que le groupement méthoxy ; il induit ainsi des déplacement solvatochromes plus importants.
De plus, la plus faible pente pourrait étre due a la formation de liaisons hydrogéne
intermoléculaires. L’azote de 1’imide est alkylé pour le naphthalimide auquel nous faisons
référence, ce qui limite sa capacité a former des liaisons hydrogéne intramoléculaires.

Le solvatochromisme de la sonde Naphth-NBu a également été étudié. Les longueurs
d’onde maximales d’absorption et d’émission dans les différents solvants pour cette sonde
sont indiquées dans le tableau 2-12 ci-dessous. Un décalage de 53 nm est observé entre la
longueur d’onde d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-NHBu dans 1’éthanol (Aem =

537 nm) et celle dans le toluéne (Aey = 484 nm).

Tableau 2- 12 : Longueurs d’ondes d’absorption A,,s et d’émission A., dans les différents solvants et déplacements de

Stokes Av pour la sonde Naphth-NHBu.

Aabs Aem Av
(nm) (nm) (cm™)
Toluene 419 484 3205
Tétrahydrofurane 426 499 3434
Chloroforme 431 500 2877
1,4-dioxane 420 501 3849
Dichloroéthane 416 499 3998
Dichlorométhane 425 505 3727
Butyronitrile 430 517 3913
Acétonitrile 431 529 4298
Ethanol 441 537 4054
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Figure 2- 36 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-NHBu et diagramme de Lippert-Mataga dans

les différents solvants.

La corrélation est relativement correcte avec le modele de Lippert-Mataga. La pente
obtenue pour la sonde Naphth-NHBu est de 2,22 x 10° cm™, ce qui est beaucoup plus faible
que celle de Naphth-AlcyneOMe. Toutefois, cette valeur est en accord avec les fluorophores
aminonaphthalimides 69 et 70 fonctionnalisés en position 4 par des allylamines*® pour

lesquels la pente est comprise entre 1,6 x 10> cm™ et 3,8 x 10> cm™ . La figure 2-37 présente

Re A

leur structure.

N io oi N io
HN _N
N X

Figure 2- 37 : Structure des aminonaphthalimides solvatochromes 69 et 70.

2.1.2) Propriétés photophysiques de la sonde Naphth-TriazoleOMe

Le groupement triazole s’est montré trés prometteur pour construire des composés a
transfert de charge®’. Une étude a été réalisée sur des composés 1,2,3-triazoles comportant un
groupement donneur diméthylamine et un groupement accepteur dicyanovinyle*. Le transfert
de charge entre ces deux groupements est plus ou moins important en fonction de leurs
positions sur le cycle triazole. Les spectres d’absorption des composés 1,2,3-triazoles dans le

dichlorométhane montrent effectivement des intensités différentes pour la bande de transfert
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de charge avec un maximum s’échelonnant de 400 nm pour le composé 71 a 453 nm pour le

composé 74, soit un déplacement de 53 nm vers le rouge.

71 72

74 75

Figure 2- 38 : Structure des 1,2,3-triazoles substitués par des groupements donneur et accepteur.
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Figure 2- 39 : Spectres d’absorption des 1,2,3-triazoles (1,2,5,6,11) substitués par des groupements donneur et

accepteur dans le dichlorométhane (¢ = 5,0 x 10° M). Figure issue de la référence 48.

De méme, le transfert de charge intramoléculaire a été étudié¢ sur des dérivés de
fluoréne conjugués avec un cycle phényle via un pont triazole®. Leurs rendements quantiques
sont faibles (entre 0,2 % et 2,0 %). La structure moléculaire influence grandement le transfert
de charge depuis le cycle fluoréne: 1I’émission de fluorescence provient soit de 1’état
localement excité LE soit de I’état de transfert de charge intramoléculaire relaxé (ICT). Le
cycle phényle non substitué¢ émet depuis I’état ICT, ceux fonctionnalisés par un groupement
donneur d’¢lectrons méthyle —CH3z ou méthoxy —OCHj; émettent depuis les deux états alors

que celui contenant un groupement nitro —NO, accepteur d’électrons est caractérisé¢ par une

émission depuis 1’état LE.
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Figure 2- 40 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence dans le chloroforme de la sonde Naphth-

TriazoleOMe (Aeye = 343 nm).

Concernant la sonde Naphth-TriazoleOMe, celle-ci absorbe a 343 nm et émet a
557 nm dans le chloroforme. L’absorption est décalée vers le bleu par rapport aux autres
sondes naphthalimides, ce qui indique un transfert de charge moins important comparé a
Naphth-AlcyneOMe. La valeur élevée du déplacement de Stokes de 214 nm dans le
chloroforme indique que I’exaltation du moment dipolaire a I’état excité est grande.

Naphth-TriazoleOMe est trés peu fluorescente dans le chloroforme (® = 0,034) et sa
photophysique est relativement complexe. D’autres sondes naphthalimides comportant un
pont triazole se sont également révelées trés peu fluorescentes dont celles publiées par Hans-
Jiirgen Hold® en 2013. Ces derniéres se distinguent par une forte localisation des charges et
par un recouvrement orbitalaire trés faible entre les orbitales fronticres, ce qui est
généralement observé pour des systémes terphényles présentant un fort caractére donneur-
accepteur’ . Le trés faible rendement quantique de ce type de composé est di au fait que la
molécule adopte une géométrie « twistée » a I’état excité ce qui conduit a une voie de
désexcitation non radiative.

La sonde Naphth-TriazoleOMe posséde des caractéristiques similaires comme
’attestent les mesures expérimentales de rendement quantique et les calculs de modélisation
moléculaire (2 savoir une séparation marquée entre les orbitales HO et BV). Le passage a une

géométrie « twistée » pourrait expliquer la faible fluorescence de notre sonde.

» TD-DFT

Des calculs de TD-DFT ont ensuite été réalisés pour modéliser 1’absorption de

Naphth-TriazoleOMe avec la méthodologie décrite précédemment. Pour Naphth-
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TriazoleOMe, CAM-B3LYP et ©«B97XD prédisent de manicre plus précise la premiere
transition électronique verticale. Les orbitales de transition naturelles démontrent un fort

transfert de charge photoinduit pour ce fluorophore.

Tableau 2- 13 : Propriétés calculées par TD-DFT de la premiére transition électronique de Naphth-TriazoleOMe.

Sonde Fonctionnelle MS1€So) (nm) (f) Orbitales
impliquées
Naphth-TriazoleOMe B3LYP 480 (0,089) HOMO - LUMO
PBEO 447 (0,11) HOMO - LUMO
CAM-B3LYP 326 (0,40) HOMO - LUMO
HOMO - 1-LUMO
oB97XD 316 (0,48) HOMO - LUMO

HOMO-1 - LUMO
Exp. (CHCl3) 343

Tableau 2- 14 : Densité électronique de trou et de I’électron calculées en phase gaz pour Naphth-TriazoleOMe.

Trou Electron

Naphth-
TriazoleOMe
(fonctionnelle

CAM-B3LYP) 2 ‘ J 9
"‘Mp{»

De plus, la TD-DFT permet d’établir que 1’écart énergétique entre 1’état singulet et
I’état triplet est seulement de 0,26 eV (2090 cm™), ce qui est en accord avec les valeurs
publiées dans la littérature™. Ce faible écart favorise le croisement inter-systéme qui constitue
alors une autre voie de désexcitation non-radiative permettant d’élucider le faible rendement

quantique de Naphth-TriazoleOMe.
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Figure 2- 41 : Déclins de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe (A, =367 nm) dans le chloroforme.

Par ailleurs, le déclin de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe dans le
chloroforme est triexponentiel. Plusieurs composantes de temps entre 7 ps et 8,37 ns sont en
effet nécessaires pour ajuster le déclin de fluorescence. Cela implique soit la présence de

plusieurs espéces émissives, soit une seule espece qui émet a partir d’états excités différents.
La durée de vie moyenne 1 est de 2,53 ns.
Tableau 2- 15 : Caractéristiques de I’émission de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe dans le chloroforme :

durée de vie de fluorescence 7, poids relatif des durées de vie a, constante de vitesse radiative k , constante de vitesse

non radiative k .

T a k., K or %2
(ns) (%) 107s™ 107s™
Naphth-TriazoleOMe" 0,007 51,8 1,35 38,3 1,14
0,4 1,3
2,24 46,3
8,37 0,6

Nexe = 367 nm

Nous avons également mesuré le déclin de Naphth-TriazoleOMe dans un solvant

apolaire, a savoir le toluéne afin d’obtenir plus d’informations sur I’état excité. Trois
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longueurs d’onde d’émission différentes (440 nm, 484 nm, 540 nm) ont été choisies et
I’excitation a été effectuée a 369 nm (voir tableau 2-16).

Les composés a transfert de charge émettent généralement depuis I’état localement
émissif LE ou depuis I’état de transfert de charge intramoléculaire ICT. Dans le bord bleu a
440 nm, I’¢état LE devrait étre favorisé et devrait apporter ainsi une plus forte contribution a
I’émission de fluorescence. Par conséquent, le poids a associé a la durée de vie de 1’état LE
devrait étre plus grand. 4 contrario, I’émission depuis 1’état ICT devrait étre majoritairement

observée en se déplacant vers le rouge.
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Figure 2- 42 : A gauche : Déclins de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe (A =369 nm) dans le toluéne a
différentes longueurs d’onde d’émission : en bleu : 440 nm ; en rouge : 484 nm; en vert : 540 nm, a droite : spectre

d’émission de fluorescence de Naphth-TriazoleOMe dans le toluéne.

A 440 nm, une composante de temps treés courte a 6 ps est observée. Celle-ci résulte
du phénomeéne de diffusion ; nous 1’observons en raison de la faible fluorescence de Naphth-
TriazoleOMe. Cette composante a donc été négligée par la suite. Trois autres composantes de
temps de 0,53 ns (a = 17,7 %), de 2,14 ns (o = 80,4 %) et de 5,12 ns (a. = 1,90 %) ont en outre
été mesurées.

A 484 nm au niveau du maximum de la bande d’émission, la composante de temps de
2,19 ns apporte une plus forte contribution (84,5 %). Une composante longue de 6,38 ns et
une courte de 0,52 ns permettent de représenter la durée de vie de la sonde Naphth-
TriazoleOMe. A 540 nm au niveau du bord rouge de la bande d’émission, nous retrouvons les
mémes composantes de temps qu’a 484 nm mais les poids relatifs different.

La composante entre 2,14 ns et 2,19 ns qui apporte la plus forte contribution est
attribuée a I’émission depuis I’état ICT ce qui explique que sa contribution augmente quand la
longueur d’onde d’émission se déplace vers le rouge. La durée de vie entre 0,52 ns et 0,53 ns
est celle de 1’état LE ; sa contribution est ainsi plus importante a 440 nm qu’a 540 nm. La

longue composante de temps autour de 6 ns pourrait étre associée a 1’émission depuis 1’état
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triplet proche de I’état singulet, comme I’attestent les travaux existants sur les systemes de

type push-pull dotés d’un pont triazole™.,

Tableau 2- 16 : Caractéristiques de ’émission de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe" dans le toluéne :

durée de vie de fluorescence 7, poids relatif des durées de vie a.

Aem(nm) T1(0S) @ (%) T2(nS) a(®%) 13(n8) a (%) T4(ns) (%) X2

440 0,006 68.4 0,53 5,6 2,14 254 5,12 0,6 1,07
- - (17,7)° (80,4)° (1,90)°

484 - - 0,52 14,6 2,19 84,5 6,38 0,9 1,15

540 - - 0,52 6,3 2,19 92,7 6,38 1,0 1,09

Nexe = 369 nm °le phénoméne de diffusion n’a pas été pris en compte

> Solvatochromisme

La longueur d’onde d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe
varie entre 484 nm pour le toluene et 600 nm pour le dichlorométhane, soit un déplacement
spectral de 101 nm (voir tableau 2-17). Cette sonde n’est pas fluorescente dans les solvants
trés polaires tels que le DMSO, 1’éthanol et I’acétonitrile. Les déplacements de Stokes sont

aussi remarquablement grands pour tous les solvants.

Cette extinction de fluorescence se produit dans les solvants polaires protiques tels que
I’éthanol car des liaisons hydrogeéne se forment entre les molécules de fluorophores et celles
de solvant®. Un transfert de proton photoinduit entre le soluté et le solvant peut par exemple
se produire en passant par un état excit¢ dans lequel le réseau de liaisons hydrogéne
intermoléculaire est renforcé. Ce processus est d’autant plus rapide que la faculté du solvant a
donner des liaisons hydrogéne est grande. La solvatation des molécules de fluorophores
conduit également a des voies de désexcitation non radiative. Les spectres d’émission de
fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe dans les différents solvants sont rassemblés ci-

dessous ainsi que le diagramme de Lippert-Mataga associé.
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Tableau 2- 17 : Longueurs d’ondes d’absorption A,,s et d’émission A, dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av pour la sonde Naphth-TriazoleOMe.

Aabs Aem Av
(nm) (nm) (cm™)
Toluene 343 484 8493
1,4-Dioxane 341 512 9794
Chloroforme 343 557 11201
Tétrahydrofurane 341 578 12024
Dichlorométhane 343 600 12488
Ethanol 341 - -
Acétonitrile 341 - -
N,N-Diméthylformamide 343 - -
Diméthylsulfoxyde 344 - -

La pente obtenue pour le diagramme de Lippert-Mataga est égale a 15,9 x 10° cm™.
Elle est ainsi treés proche de celle de la sonde Naphth-AlcyneOMe, ce qui signifie que 1’état
excit¢ est fortement stabilis¢é aprés réorganisation quel que soit le solvant. Le
solvatochromisme de cette sonde est ainsi relativement important.
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Figure 2- 43 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe et diagramme de Lippert-Mataga

dans les différents solvants.

La figure 2-44 suivante rassemble toutes les mesures de solvatochromisme pour les
sondes MaleOMe, Naphth-AlcyneOMe, Naphth-NHBu et Naphth-TriazoleOMe tandis que le

tableau 2-18 ci-dessous réunit les valeurs de pente des régressions linéaires correspondantes.
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Figure 2- 44 : Pentes obtenues pour le diagramme de Lippert-Mataga pour les sondes MaleOMe (V), Naphth-
AlcyneOMe (@), Naphth-NHBu (l) et Naphth-TriazoleOMe (A).

Tableau 2- 18 : Valeur de la pente a obtenue pour la relation linéaire entre les déplacements de Stokes et la

polarisabilité pour les différentes sondes.

MaleOMe Naphth-NHBu Naphth- Naphth-
AlcyneOMe TriazoleOMe
a(10° cm™) 3,76 2,22 15,6 15,9

La sonde Naphth-AlcyneOMe se distingue ainsi par un solvatochromisme trés
important. Elle est par conséquent potentiellement plus sensible que les sondes MaleOMe et
Naphth-NHBu a la formation de liaisons hydrogénes avec les divers analytes que nous

souhaitons détecter.

2.1.3) Effet du pH sur la fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOMe

La formation de liaisons hydrogene avec I’imide d’une sonde naphthalimide consiste a
la priver d’une partie de la densité électronique. Il est ainsi intéressant de voir I’effet de la
déprotonation sur la fluorescence des sondes. Nous avons réalis¢ 1’é¢tude dans un mélange
acétonitrile/eau (6/4) afin de pouvoir mesurer le pH et solubiliser la sonde et la base.

La sonde Naphth-AlcyneOMe a été placée a une concentration de 6,74 uM dans ce
milieu. La sonde absorbe alors a 398 nm et émet a 590 nm. Nous avons ensuite ajouté une
solution concentrée de soude de 0,11 M. Un déplacement hypsochrome de 10 nm de la bande

d’absorption est observé tandis qu'une nouvelle bande fluorescente beaucoup plus intense a
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546 nm apparait, soit un déplacement de 44 nm vers le bleu. Ce dernier est di au fait que
I’état excité de 1’espéce déprotonée est moins stabilisé, ce qui augmente I’énergie nécessaire

au transfert de charge.

De plus, les travaux de Marti Rosés ont permis d’établir qu’il est possible de mesurer
un pk, dans des mélanges acétonitrile/eau®*. Ce dernier a ainsi été évalué a 10,7 pour la sonde

Naphth-AlcyneOMe a I’aide du logiciel Specfit.
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Figure 2- 45 : A) Spectres d’absorption de la sonde Naphth-AlcyneOMe en milieu basique dans CH;CN/H,O (6/4),
[Naphth-AlecyneOMe] = 6,74 pM, B) Spectres d’émission de fluorescence non corrigés de la sonde Naphth-AlcyneOMe
en milieu basique dans CH3;CN/H,O (6/4), [Naphth-AlcyneOMe] = 6,74 pM , Ly = 399 nm, C) Evolution de ’intensité

de fluorescence a 547 nm en fonction du pH (mesuré avec une sonde spécifique adaptée au mileu fortement basique).
La déprotonation influe grandement sur la photophysique de la sonde Naphth-
AlcyneOMe. En effet, les déclins de fluorescence de 1’espéce protonée et de 1’espece
déprotonée ont ensuite été mesurés (voir le tableau 2-19 ci-dessous). Ils sont tous deux
biexponentiels. La premiére composante de temps augmente apres la déprotonation alors que
la deuxiéme n’évolue pas. Les poids relatifs des deux durées de vie sont trés différents pour

les deux especes.

Tableau 2- 19 : Comparaison des durées de vie de fluorescence 7 de la sonde Naphth-AlcyneOMe sous forme protonée

et déprotonée dans le mélange acétonitrile/eau : 60/40 avec a le poids relatif des composantes.

T a %2
(ns) (o)
Naphth-AlcyneOMe 0,71 0,02 1,44
0,15 0,98
Naphth-AlcyneOMe 1,14 0,73 1,10
+ 600 eq NaOH 0,15 0,27
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Nous avons ensuite réalisé la méme expérience avec la sonde Naphth-TriazoleOMe.
Celle-ci absorbe a 344 nm dans le milieu acétonitrile/eau (6/4) mais ne fluoresce presque plus.
En déprotonant la sonde avec une solution de soude de 0,22 M, la fluorescence augmente
alors trés légerement. Nous n’obtenons donc pas la méme exaltation de la fluorescence a une

longueur d’onde plus courte.

La déprotonation du groupement imide de la sonde Naphth-AlcyneOMe influe
beaucoup sur la fluorescence, ce qui semble prometteur quant a sa capacité a détecter des
analytes par liaisons hydrogene. En effet, la formation de liaisons hydrogéne entre la sonde et
I’analyte devrait de la méme fagon modifier la photophysique de la sonde.

De plus, certains fluorophores a transfert de charge ont montré des propriétés de
fluorescence intéressantes en fonction du pH : ils émettent trés intensément dans le cyan en
milieu trés basique®®. Quand le pH évolue entre 8 et 13, la fluorescence est exaltée d’un
facteur 8 et est décalée vers le rouge d’environ 20 nm. Cette augmentation a été attribuée a la
rupture de la liaison hydrogéne intramoléculaire du fluorophore ce qui bloque le processus de
transfert de proton intramoléculaire a 1’état excité (en anglais Excited State Intramolecular
Proton Transfer ou ESIPT) et renforce dans le méme temps le transfert de charge
intramoléculaire.

Les effets sur la fluorescence que nous avons obtenus avec la sonde Naphth-
AlcyneOMe sont encore plus importants car 1’exaltation de la fluorescence correspond a un
facteur 13,5 et le décalage de I’émission vers le bleu est de 44 nm. Ainsi le comportement de
la sonde Naphth-AlcyneOMe laisse-t-il présager une utilisation future en tant que sonde a pH
en milieu fortement basique, d’autant plus que peu d’exemples de sonde de ce type sont

reportés dans la littérature.

2.1.4) Propriétés photophysiques des sondes TPA-BARB et DMAP-BARB

» Propriétés photophysiques en solution

Les propriétés des sondes TPA-BARB et DMAP-BARB dans le chloroforme sont

présentées dans le tableau 2-20 ci-dessous.
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Tableau 2- 20 : Propriétés photophysiques des sondes dans le chloroforme : longueur d’onde d’absorption maximale
Aaps, coefficient d’extinction molaire €, longueur d’onde d’émission maximale A, rendement quantique de

fluorescence ®@.

Aabs Max € Aem MAax )]
(nm) (L.mol.cm™) (nm)
TPA-BARB 484 5,4E+04 677 0,007*
DMAP-BARB 542 8,2E+04 605 0,091°

? réf violet de Crésyl dans le méthanol

Les sondes dérivées de I’acide barbiturique DMAP-BARB et TPA-BARB émettent
respectivement a 605 nm et 677 nm, soit une émission de fluorescence dans le rouge. Le
déplacement de Stokes dans le chloroforme de la sonde TPA-BARB est presque trois fois plus
grand que celui de DMAP-BARB, a savoir 184 nm au lieu de 63 nm. La sonde TPA-BARB
se révele trés peu fluorescente. L’extension de la conjugaison via une seconde double liaison
pour la molécule de DMAP-BARB lui confére une fluorescence plus élevée. Les coefficients
d’extinction molaire de ces sondes ainsi que les rendements quantiques sont de méme ordre

de grandeur que les fluorophores de structure similaire reportés dans la littérature®.
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Figure 2- 46 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence des sondes TPA-BARB (en bleu, ko = 484 nm) et
DMAP-BARB (en rose, hey. = 542 nm) dans le chloroforme.
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> Déclin de fluorescence

Les mesures de durées de vie des sondes TPA-BARB et DMAP-BARB ont été
réalisées dans le chloroforme. En raison de la tres faible fluorescence de la sonde TPA-BARB
(® = 0,7 %), la durée de vie a seulement pu étre estimée inférieure a 0,03 ns. Celle-ci est plus
petite que celle de I’ordre de 4 ns observée pour un dérivé d’acide barbiturique de structure
similaire car ce dernier posséde un groupement anthracéne®. Quant 4 la sonde DMAP-BARB,
le déclin de fluorescence est monoexponentiel et sa durée de vie a été estimée a 0,438 ns.

Tableau 2- 21 : Caractéristiques de I’émission de fluorescence dans le chloroforme : durée de vie de fluorescence 7,

constante de vitesse radiative Kk , constante de vitesse non radiative Kk .

T k r k nr xz
(ns) (107s™ 10’s™
DMAP-BARB"® 0,438 20,8 207,5 1,65

* hexe = 450 nm
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Figure 2- 47 : Déclins de fluorescence de l1a sonde DMAP-BARB (A, = 450 nm) dans le chloroforme.
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> Propriétés photophysiques a I’état solide
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Figure 2- 48 : A) Spectres d’émission de fluorescence en solution dans le chloroforme (en pointillé) et a I’état solide (en
ligne continue) de la sonde TPA-BARB (L. = 484 nm), B) photographie de la sonde TPA-BARB a I’état solide
(Aexe = 365 nm).

La sonde TPA-BARB est également fluorescente a 1’état solide. La bande d’émission
se situe alors a 638 nm, ce qui conduit a un décalage de 39 nm vers le bleu (voir figure 2-48).
Deux hypothéses peuvent étre émises pour expliquer cette différence qui pourrait provenir
d’un changement de polarité ou des liaisons hydrogéne intermoléculaires. Nous rappelons que
pour la sonde Naphth-AlcyneOMe, il s’agit avant tout d’interactions m-m. Le rendement
quantique a I’état solide a ét¢ mesuré et vaut 6,9 %, ce qui est satisfaisant pour une molécule
organique émettant dans le rouge. Ce rendement est toutefois plus faible que celui de 37 %
reporté¢ dans la littérature pour un dérivé d’acide barbiturique couplé a un groupement
tétraphényléthéne >’

Tableau 2- 22 : Longueurs d’ondes d’émission A, en solution dans le chloroforme et a I’état solide et rendement

quantique @ associé pour la sonde TPA-BARB.

Solution Poudre
Aem Max @ Aem Max ()}
(nm) (nm)
TPA-BARB 677 0,007 638 0,069

> Solvatochromisme

Des études de solvatochromisme ont été réalisées sur les sondes que nous avons

synthétisées a savoir TPA-BARB et DMAP-BARB.
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Tableau 2- 23 : Longueurs d’ondes d’absorption A, et d’émission L., dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av, pour la sonde TPA-BARB.

Aabs Aem Av

(nm) (nm) (cm™)
Butyronitrile 459 531 2954
Toluéne 469 597 4572
1,4-Dioxane 455 604 5422
Tétrahydrofurane 453 629 6177
Méthanol 465 634 5733
DMSO 458 635 6086
Chloroforme 484 677 5890
Dichlorométhane 478 692 6470
Acétonitrile 460 - -
Ethanol 464 - -

Un fort déplacement hypsochrome est observé pour 1’émission de fluorescence dans le

butyronitrile tandis que le compos¢ TPA-BARB n’est pas fluorescent dans I’éthanol et

P’acétonitrile. Une différence de + 161 nm est a noter entre 1’émission dans le

dichlorométhane et celle dans le butyronitrile.

Les spectres d’émission de fluorescence dans les différents solvants ont été mesurés

dans les mémes conditions d’excitation et ont été corrigés. Etant donné que la sonde TPA-

BARB est trés peu fluorescente surtout dans le méthanol et le DMSO, les spectres n’ont pas

¢été normalisés. La figure 2-49 ci-dessous refléte ainsi la différence de rendement quantique de

la sonde en fonction du solvant.
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Figure 2- 49 : Spectres d’émission de fluorescence corrigés de la sonde TPA-BARB

Les données expérimentales que nous avons mesurées pour la sonde DMAP-BARB

correspondent a celles publiées précédemment dans la littérature®®. Celle-ci se caractérise par
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un coefficient d’absorption molaire élevé. Une différence de + 47 nm est observée entre la

longueur d’onde d’émission de fluorescence dans le DMSO et celle dans le toluene.

En augmentant la polarité entre le 1,4-dioxane et le méthanol, I’émission de

fluorescence est décalée vers le rouge de + 30 nm pour la sonde TPA-BARB et de + 38 nm

pour la sonde DMAP-BARB. Cet écart est plus faible (+ 18 nm) pour un dérivé de ’acide

barbiturique spirocyclique décrit dans la littérature®”.

Tableau 2- 24 : Longueurs d’ondes d’absorption A,,s et d’émission A, dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av, pour la sonde DMAP-BARB.

Aabs Aem Av

(nm) (nm) (cm™)
Toluene 520 576 1870
1,4-Dioxane 495 578 2901
Tétrahydrofurane 500 593 3137
Chloroforme 545 600 1682
Dichlorométhane 542 607 1976
Butyronitrile 519 609 2847
Acétonitrile 521 613 2881
Méthanol 533 616 2528
DMSO 527 623 2924

bew

Figure 2- 50 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde DMAP-BARB dans les différents solvants
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Le mod¢le de Lippert-Mataga ne permet pas cette fois-ci d’expliquer la stabilisation de
I’état excité de ces fluorophores. Des interactions spécifiques entre les sondes et le solvant
telles que les liaisons hydrogéne doivent alors contribuer a la modification du moment
dipolaire entre 1’état fondamental et 1’état excité.

L’¢chelle de polarit¢ créée par Javier Catalan ® permet aussi d’analyser le
solvatochromisme des fluorophores et prend en compte quatre parametres : 1’acidité, la
basicité, la polarisabilit¢ et la dipolarit¢ du solvant. Les premiers résultats ne sont pas
concluants. En effet, il n’a pas été possible d’ajuster correctement les données expérimentales
avec ce modele théorique. Cela confirme la présence d’interactions spécifiques entre les
molécules fluorescentes et le solvant environnant ; elles ont déja ét¢ mises en évidence pour
ce type de composés®’.

Les diverses sondes fluorescentes synthétisées présentent ainsi des solvatochromismes
plus ou moins prononcés, ce qui pourrait conduire a des réponses fluorescentes variées avec

les analytes.

2.1.5) Effet du sel TBAF sur la fluorescence de la sonde TPA-BARB

Etant donné que la sonde TPA-BARB n’est pas stable dans un milieu acétonitrile/eau,
I’effet de I’ion fluorure F° dans le chloroforme a permis d’évaluer I’influence de la
déprotonation de la sonde sur la fluorescence. Cette base est en effet susceptible d’interagir
avec le groupement malonylurée et plus particuliérement avec I’hydrogeéne de 1’atome
d’azote. La concentration de la sonde est de 2 pM. L’absorption subit un déplacement
hypochromique et hypsochromique en présence de 1’ion fluorure. En effet, elle diminue a 484
nm au fur et & mesure des ajouts jusqu’a atteindre un plateau. La bande d’absorption est alors
décalée de 43 nm et se situe a 441 nm (voir figure 2-51). Concernant la fluorescence de la
sonde en présence 1’ion F', elle diminue fortement a 677 nm pour étre quasiment éteinte a la

fin des ajouts.
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Figure 2- 51 : A gauche : Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB dans le chloroforme en présence de TBAF, a
droite : spectres d’émission de fluorescence correspondants de la sonde TPA-BARB et évolution de I’intensité de la

fluorescence a 677 nm en fonction de la concentration en TBAF, [TPA-BARB] =2 pM, A, = 484 nm.

L’interaction de la sonde avec la base TBAF induit ainsi des modifications
importantes que ce soit au niveau de I’absorption ou de la fluorescence. L’ion fluorure peut
entrainer deux réactions, soit la déprotonation du groupement malonylurée, soit la réaction de
rétro-Knoevenagel'®. Si cette réaction se produit, la liaison C=C est clivée libérant 1’acide
barbiturique et I’aldéhyde initialement utilisé pour synthétiser la sonde.

Nous n’observons pas I’émission de 1’aldéhyde commercial, pourtant trés fluorescent,
autour de 500 nm ce qui nous permet d’écarter I’hypothése de la réaction de rétro-
Kncevenagel. De plus, le point isobestique observé pour les spectres d’absorption indique un
équilibre entre deux espeéces. La modification de la fluorescence résulte ainsi de la
déprotonation de TPA-BARB, ce qui est encourageant pour la détection d’analytes par
liaisons hydrogéne.

La réaction de déprotonation se produit également pour la sonde DMAP-BARB selon
une étude réalisée dans le dichlorométhane®. Pour cette sonde, il y a bien un déplacement
hypochrome et hypsochrome de la bande d’absorption ainsi que la présence d’ un point
isobestique. Des études RMN ont permis de mettre en évidence et de confirmer la

déprotonation de la sonde.

2.2) Etudes avec les analytes
Les propriétés photophysiques des sondes MaleOMe, Naphth-NHBu, Naphth-
TriazoleOMe, Naphth-AlcyneOMe, TPA-BARB et DMAP-BARB ont ét¢ étudiées de
maniére approfondie. Les sondes MaleOMe, Naphth-NHBu et Naphth-AlcyneOMe se sont
révélées tres fluorescentes dans le chloroforme tandis que les sondes Naphth-TriazoleOMe,

TPA-BARB et DMAP-BARB fluorescent trés peu. MaleOMe, Naphth-AlcyneOMe et
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Naphth-TriazoleOMe présentent également un fort solvatochromisme. Comme elles sont
sensibles a la polarit¢ de leur environnement, elles sont potentiellement sensibles a la
présence des analytes.

La partie suivante expose les résultats les plus significatifs des différentes études qui
ont été menées afin d’évaluer la capacité des sondes a détecter 1’atrazine ou les dérivés de
mélamine. La figure 2-52 récapitule la structure des différentes sondes fluorescentes

synthétisées et des analytes.
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Figure 2- 52 : Structure des sondes fluorescentes et des analytes a détecter.

2.2.1) Etude de détection des analytes par la sonde MaleOMe

» Etude avec ’atrazine et ses produits de dégradation

L’étude doit se faire dans un solvant non protique pour éviter toute compétition avec la
molécule cible. Toute trace d’eau est par ailleurs dommageable pour 1’expérience.
L’acétonitrile étant hygroscopique, il ne peut pas étre utilisé pour notre étude, tout comme le
toluéne et le méthylcyclohexane qui ne permettent pas de solubiliser 1’atrazine et la sonde
respectivement. Nous avons donc choisi de mener les études dans le dichlorométhane ou le
dichloroéthane. L’atrazine a été introduite en large exces dans une solution de dichloroéthane
contenant la sonde MaleOMe (voir figure 2-53). A une concentration de 2,3 mM, I’atrazine

n’affecte pas suffisamment les caractéristiques photophysiques de la sonde.
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Figure 2- 53 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde MaleOMe (er noir) ((MaleOMe| = 11 pM) en présence

d’atrazine dans le dichloroéthane ([Atrazine] = 2,3 mM, A= 400 nm).

En revanche, une légere perturbation de la fluorescence est mesurée en présence des

produits de dégradation DEAT et DIAT dans le dichlorométhane aprés excitation a 402 nm.

L’émission est dans les deux cas un peu décalée vers le rouge ( + 7 nm pour DEAT, + 3 nm

pour DIAT), ce qui indique une petite augmentation du transfert de charge.

Le fait d’avoir un groupement —NH, libre sur ces composés favorise I’interaction par

liaison hydrogéne avec la sonde, ce qui perturbe un peu plus la fluorescence de cette derniére.

En effet, I’atrazine doit dans un premier temps présenter ses deux atomes d’hydrogeéne des

groupements amines dans la direction appropriée afin de former le systéme a trois liaisons

hydrogéne avec MaleOMe.
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Figure 2- 54 : A) Spectres d’émission de fluorescence de la sonde MaleOMe (en noir) ({(MaleOMe] = 9,66 pM) aprés

ajouts d’une solution de DEAT dans le DCM et évolution de ’intensité de fluorescence a 567 nm en fonction de la

concentration de DEAT, A, = 402 nm, B) spectres d’émission de fluorescence de la sonde MaleOMe (en noir)

([MaleOMe| = 9,66 pM) aprés ajouts d’une solution de DIAT dans le DCM et évolution de I’intensité de fluorescence a

567 nm en fonction de la concentration de DIAT, A, =402 nm.
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Les produits de désalkylation DEAT et DIAT ont toutefois une solubilité limitée dans

le dichlorométhane ce qui empéche leur utilisation a une concentration beaucoup plus élevée.

> Etude avec les dérivés de la mélamine

Nous avons ensuite analysé 1’influence que peuvent avoir les dérivés de mélamine MA1 et

MAZ2 sur la fluorescence de la sonde MaleOMe en placant cette derni¢re a une concentration

de 11,6 uM. La mélamine MA1 possede un site d’interaction potentiel avec la sonde tandis

que la mélamine MA2 en posséde deux, comme nous 1’avons vu précédemment. Il est ainsi

intéressant de voir si cette caractéristique a une influence sur 1I’émission de fluorescence de la

sonde MaleOMe.
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Figure 2- 55 : A) Spectres d’émission de fluorescence de la sonde MaleOMe (en noir) ((MaleOMe] = 11,6 pM) aprés

ajouts d’une solution de MA1 dans le DCM et évolution de I’intensité de fluorescence a 569 nm en fonction de la

concentration de MA1 (fit obtenu en ligne continue) , A, = 402 nm, B) spectres d’émission de fluorescence de la sonde

MaleOMe (en noir) (|[MaleOMe] = 11,6 pM) aprés ajouts d’une solution de MA2 dans le DCM et évolution de

I’intensité de fluorescence a2 569 nm en fonction de la concentration de MA2 (fit obtenu en ligne continue), A, = 402

nm, C) graphe comparant les effets sur la fluorescence de MA1 (triangles bleus) et de MA2 (ronds verts).
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En présence de la mélamine MA1, la fluorescence de la sonde a 569 nm chute de 35 %
pour une concentration en MA1 de 41,1 mM, apres excitation a 402 nm (voir figure 2-55).
L’interaction avec la mélamine MA1 est ainsi capable de modifier la photophysique de la
sonde MaleOMe de manicre significative, contrairement a [’atrazine et a ses dérivés.
L’exctinction de la fluorescence est beaucoup plus importante pour la mélamine MA1 que
pour la mélamine MA2. En effet, I’émission de fluorescence a 569 nm diminue de 22 % pour
une concentration en MA1 de 15,3 mM alors qu’elle atteint sa valeur maximale de 16 % pour
une concentration en MA2 de 15,7 mM.

Des complexes de stoechiométrie 1: 1 se forment avec la sonde MaleOMe, qu’il
s’agisse de la mélamine MA1 ou de la mélamine MA2. Le deuxiéme site de liaison potentiel
de MA2 n’est donc pas occupé, probablement en raison d’un encombrement stérique trop
important. La constante d’association a pu étre établie pour la mélamine MAI :

logK;; = 1,62 + 0,021
ainsi que pour la mélamine MA2 :
logK;1 = 2,44 + 0,035

L’interaction par liaisons hydrogeéne entre un dérivé de naphthaléne bisimide et un
dérivé de mélamine a été caractérisée par une constante d’association de 130 + 20 L.mol
dans le chloroforme ®%, ce qui est presque trois fois supérieur & celle obtenue entre MaleOMe

et MA1 mais presque deux fois plus faible que celle calculée entre MaleOMe et MA2.

Ainsi la fluorescence de la sonde MaleOMe n’est-elle pas suffisamment modifiée en
présence de I’atrazine ou de ses produits de dégradation mais d’importants changements se
produisent en présence des dérivés de mélamine MA1 et MA2. Les triazines testées
présentent des propriétés différentes qui peuvent expliquer ’aptitude des dérivés de la
mélamine a modifier la fluorescence de MaleOMe, contrairement a 1’atrazine :

* leur caractere hydrophobe est renforcé par la présence de longues chaines
alkyles comparé a I’atrazine

* leur cycle aromatique est substitué par un groupement —NH, au lieu d’un
atome de chlore ce qui modifie leur configuration électronique et peut

engendrer des pertubations de la fluorescence plus importante
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Le tableau 2-25 résume les effets sur la fluorescence de la sonde MaleOMe des divers

analytes.
Tableau 2- 25 : Effets des analytes sur la fluorescence de la sonde MaleOMe.
Atrazine DEAT DIAT MA1 MA2
5 i TR
NSN NTSN NTSN A NTSN
N"™N
/\NJ\N/J\NJ\ H2NJ|\N/ NJ\ /\NJ\N/ NH, M R‘NJ\N/J\N'R
H H H H HaN "N NH, H H
R =CgHig R =CgHig
MaleOMe X IF ? IF A" IF AN IF AN
N Nem P Aem P Aem P Nem P
° i © aucun effet e e e e
(+7 nm) (+ 3 nm) (+ 8 nm) (+ 4 nm)
O O pour 2,3 mM
Meo ove d’atrazine

2.2.2) Etude de détection des analytes par la sonde Naphth-NHBu
> Etude avec ’atrazine et le produit de dégradation DIAT

Nous avons ensuite é¢tudié 1’influence que peut avoir ’atrazine sur la fluorescence de

la sonde Naphth-NHBu dans le dichlorométhane.
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Figure 2- 56 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-NHBu (en noir) ((Naphth-NHBu] = 7,2 pM)
apreés ajouts d’atrazine dans le DCM et évolution de I’intensité de fluorescence a 505 nm en fonction de la

concentration d’atrazine, Ao, = 425 nm.

Une faible augmentation de la fluorescence (+ 5,4 %) est observée a 505 nm pour une
concentration en sonde de 7,2 uM et d’atrazine de 38,5 mM. La bande d’émission de
fluorescence se situe a 507 nm a la fin du dosage apres excitation a 425 nm, soit un décalage
vers le rouge de 2 nm. L’association par liaisons hydrogeéne étant par nature relativement

faible, il est d’autant plus difficile d’observer des changements de fluorescence dans les
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solutions diluées qu’imposent les études spectrocopiques. Nous pouvons ainsi supposer que

I’association entre une molécule de sonde fluorescente et une molécule d’atrazine via la

formation de trois liaisons hydrogéne a lieu mais que cette derniére ne change pas

suffisamment les propriétés photophysiques de la sonde.
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Figure 2- 57 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-NHBu (en noir) ((Naphth-NHBu] = 5,47 pM) en

présence de DIAT dans le DCM et évolution de I’intensité de fluorescence a 505 nm en fonction de la concentration de

DIAT, Leye = 425 nm.

De plus, la sonde Naphth-NHBu a été testée pour la détection de ’analyte DIAT

¢galement dans le dichlorométhane. L’émission de la sonde Naphth-NHBu a 505 nm est

¢galement trés peu modifiée avec ’analyte DIAT. Une petite augmentation de 1’émission de 1

% est mesurée. Notons un léger décalage de 3 nm vers les grandes longueurs d’onde pour une

concentration en DIAT de 3,18 mM, ce qui révele une augmentation du transfert de charge.

En raison des faibles modifications de la fluorescence observées, I’analyte DEAT n’a pas été

testé pour les sondes naphthalimides. Le tableau 2-26 rassemble les résultats obtenus pour

I’atrazine et I’analyte DIAT.

Tableau 2- 26 : Effets des analytes sur la fluorescence de la sonde Naphth-NHBu.

Atrazine DIAT
cl cl
i »
/\NJ\N/J\NJ\ /\N)\N/J\NHQ
H H H

Naphth-NHBu I 7 Ir P
o N_o >\em 7 >\em .
OO (+2 nm) (+3 nm)

HN
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2.2.3) Etude de détection des analytes par la sonde Naphth-AlcyneOMe
> Etude avec ’atrazine et le produit de dégradation DIAT

La détection de I’atrazine par la sonde Naphth-AlcyneOMe a également été testée en
solution plus concentrée dans le dichlorométhane ([Naptht-AlcyneOMe] = 65 uM). Pour une
quantité d’atrazine de 21,3 mM, la fluorescence diminue de 5 %. Un décalage de + 3 nm est
observé pour la bande d’émission de fluorescence qui est alors localisée a 507 nm. De plus, la
sonde a ¢été placée a une concentration 4,91 uM afin d’analyser les changements de
fluorescence induits par I’analyte DIAT. Une diminution de 4 % de ’émission ainsi qu’un
décalage de + 2 nm sont alors mesurés pour une concentration en analyte DIAT de 4,76 mM.

Ces modifications de la longueur d’onde d’émission en présence d’atrazine ou de
DIAT attestent d’'une augmentation du transfert de charge, comme nous I’avons observé pour
Naphth-NHBu.
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Figure 2- 58 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOMe (en noir) ([Naphth-AlcyneOMe| =
65 nM) en présence d’atrazine dans le DCM évolution de I’intensité de fluorescence a 504 nm en fonction de la

concentration en atrazine, A, = 400 nm.
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Figure 2- 59 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOMe (en noir) (|[Naphth-AlcyneOMe| =
4,91 pM) en présence de DIAT dans le DCM évolution de intensité de fluorescence a 504 nm en fonction de la

concentration de DIAT, A, =400 nm.
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Le tableau 2-27 suivant résume les modifications de la fluorescence de Naphth-

AlcyneOMe provoquées par les analytes.

Tableau 2- 27 : Effets des analytes sur la fluorescence des sondes Naphth-AlcyneOMe.

Atrazine DIAT
Cl Cl
) )
/\NJ\N/ NJ\ /\NJ\N/)\NHg
H H H
Naphth-AlcyneOMe Ir N I N
o Mo Aem P Aem N
¢
7 (+ 3 nm) (- 3 nm)
I
J

2.2.4) Etude de détection des analytes par la sonde Naphth-TriazoleOMe
> Etude avec le produit de dégradation DIAT

Enfin, I’analyte DIAT perturbe de maniére plus importante la fluorescence de la sonde
Naphth-TriazoleOMe. En effet, la fluorescence a 600 nm est 1égérement diminuée de 12 % en

présence de 3,18 mM de cet analyte. L’émission se retrouve quant a elle décalée de 6 nm.
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Figure 2- 60 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-TriazoleOMe (en noir)

([Naphth- TriazoleOMe| = 8,98 pM) en présence de DIAT dans le DCM et évolution de ’intensité de fluorescence a

600 nm en fonction de la concentration de DIAT, A, = 400 nm.
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Tableau 2- 28 : Effets des analytes sur la fluorescence des sondes Naphth-AlcyneOMe.

Atrazine DIAT
L L
~N N">N
/\NJ\N/ NJ\ /\NJ\N/J\NHZ
H H H
Naphth-TriazoleOMe Ir N
o N_o Aem P
- (+ 6 nm)
NK;N/
VA

Ainsi, les sondes naphthalimides ont été évaluées pour la détection de 1’atrazine et
d’un de ses produits de dégradation, a savoir I’analyte DIAT. Le décalage de 1’émission de
fluorescence prouve que le transfert de charge est perturbé. Toutefois, en raison des faibles
changements de fluorescence enregistrés, les études n’ont pas été poursuivies avec 1’analyte
DEAT. L’utilisation des sondes naphthalimides en tant que capteur pour la détection de
I’atrazine ou de ses produits de dégradation est donc compromise.

Par ailleurs, comme les tests effectués en parallele avec les dérivés d’acide
barbiturique en présence des mélamines alkylées se sont révélés concluants, les études n’ont
pas été réalisés pour les sondes naphthalimides afin de limiter la consommation de MA1 et de

MAZ2 que nous avons synthétisés.

2.2.5) Etude RMN de [’interaction avec l’atrazine

Nous avons réalisé des études RMN afin de vérifier la capacité de la sonde MaleOMe
et de la sonde Naphth-AlcyneOMe a former des liaisons hydrogéne avec ’atrazine. Pour ce
faire, nous suivons le déplacement chimique du proton labile du groupement imide

potentiellement impliqué dans 1’interaction.
> Interaction avec la sonde MaleOMe

Nous avons étudié dans un premier temps si le motif maléimide forme des liaisons

hydrogene avec ’atrazine.
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Figure 2- 61 : A gauche : Spectres RMN 'H de 1a sonde MaleOMe avec [MaleOMe]| = 3,85 mM, ajout d’une solution

d’atrazine dans le chloroforme deutéré, a droite : fit obtenu pour la constante d’association.

Nous avons préparé une solution de MaleOMe dans le chloroforme deutéré de
concentration 3,85 mM et des aliquots d’une solution d’atrazine de 0,097 M ont été
successivement ajoutés. Le signal du NH pour la sonde seule est a 7,29 ppm. Ce dernier se
retrouve déplacé vers les champs faibles jusqu’a 8,72 ppm soit un déplacement de 1,43 ppm.
La figure 2-61 montre la zone du spectre RMN permettant de suivre le signal du proton N-H
de I’'imide du maléimide ainsi que 1’évolution du déplacement chimique A8 = dNH apres ajout -

ONH sonde seule (€N ppm) en fonction de la concentration en atrazine.

A partir de I’équation suivante, la constante d’association entre MaleOMe et

I’atrazine a été calculée :

M+ L - ML
ML)
K= M)

Equation 2- 1

K =829 +0,15M™!

avec M la sonde fluorescente MaleOMe et L ’atrazine.

Cette constante se révele assez faible comparée aux autres constantes reportées dans le
chloroforme pour des systémes de liaisons hydrogéne similaires. En effet, les constantes
d’associations par liaisons hydrogene entre des diaminopyridines et la N-propylthymine ont

été publiées dans la littérature® et évaluées entre 436 M et 920 M.
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De méme, ’interaction entre un dérivé de 1’uracile et un dérivé de triazine se caractérise
1 . . . ey g,
par une constante de 496 M, ce qui laisse entrevoir dans ce cas la possibilité d’observer des

4 . . 64
réponses fluorescentes satisfaisantes” .

» Interaction avec la sonde Naphth-AlcyneOMe
Nous avons ensuite réalisé la méme expérience avec la sonde Naphth-AlcyneOMe.
Une solution de Naphth-AlcyneOMe dans le chloroforme deutéré de concentration 3,3 mM a
été¢ préparée et des ajouts d’une solution d’atrazine de 0,15 M ont progressivement été
effectués. Le signal initial du NH pour la sonde seule est a 8,40 ppm. Au fur et a mesure des
ajouts, ce signal est déplacé vers les champs faibles jusqu’a 10,89 ppm soit un déplacement de
2,49 ppm (voir figure 2-62).
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Figure 2- 62 : A gauche : Spectres RMN 'H de 1a sonde Naphth-AlcyneOMe avec [Naphth-AlcyneOMe] = 3,3 mM,

ajout d’une solution d’atrazine dans le chloroforme deutéré, a droite : fit obtenu pour la constante d’association.
A T’aide de I’équation suivante, nous avons pu établir la constante d’association entre
Naphth-AlcyneOMe et I’atrazine :

M+L - ML
[ML]

[M][L]
Equation 2- 2

K=1413 +1,34 M1
avec M la sonde fluorescente Naphth-AlcyneOMe et L I’atrazine.

La constante d’association est ainsi relativement proche de celle calculée pour la sonde
MaleOMe. Nous avons aussi ¢étudié ’interaction entre la sonde Naphth-AlcyneOMe et les

dérivés de la mélamine. Dans le dichlorométhane deutéré le signal du NH de I’imide de la
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sonde n’apparait pas. Cela est probablement dii a une trés forte auto-association des sondes.
Le dosage n’a donc pas pu étre effectué. Dans le chloroforme, le proton de I’azote est visible
mais son signal disparait dés le premier ajout de la mélamine alkylée MA2. Ceci suggére que
l'interaction avec la mélamine alkylée est différente de celle avec l'atrazine. La constante
d’association n’a pas pu étre établie.

Ainsi, les deux motifs de reconnaissance maléimide et naphthalimide jouent leur role et
permettent d’engager la sonde correspondante dans des liaisons hydrogeéne avec 1’atrazine.
Cependant, ces constantes sont trop faibles pour modifier significativement la fluorescence
des sondes. Les dérivés de la mélamine semblent par ailleurs former des interactions par
liaisons hydrogéne plus fortes que 1’atrazine®. En effet, 1’association entre un naphthaléne
bisimide et des dérivés de la mélamine aboutit 4 des constantes entre 65 M et 130 M. Le
fait d’avoir des groupements NH, apparait alors étre un parametre important. Des constantes
proches de celles que nous avons calculées pour nos sondes (autour de 30 M) ont été
attribuées pour 1’association entre un péryléne bisimide et des mélamines dialkylées ne

comportant pas de groupement NH, libre®.

2.2.6) Etude de détection des analytes par la sonde DMAP-BARB

Les molécules dérivées de I’acide barbiturique TPA-BARB et DMAP-BARB
possedent une fonction malonylurée pouvant interagir potentiellement avec les analytes
choisis. Ces sondes présentent une fluorescence plus faible que les autres sondes décrites
précedemment. Il est intéressant de voir si I’interaction avec les analytes conduit a une
exaltation de leur fluorescence. Les modifications que ces derniers exercent sur la
fluorescence des dérivés de ’acide barbiturique ont été analysées et sont décrites dans la

partie suivante.

> Etude avec les produits de dégradation de ’atrazine

Les premieres ¢études réalisés avec la sonde MaleOMe et les sondes Naphth-NHBu,
Naphth-TriazoleOMe et Naphth-AlcyneOMe ont permis d’établir que les produits de
désalkylations DEAT et DIAT conduisent a une perturbation un peu plus importante de la
fluorescence.

L’absorption augmente de maniére graduelle en présence de 1’analyte DIAT. En effet,

au fur et a mesure des ajouts, I’absorption a 542 nm est de plus en plus élevée. Il est a noter
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que le premier ajout provoque une augmentation assez brusque de I’absorption alors que les
ajouts suivants de concentration en DIAT égale ou plus élevée ne modifient pas autant le
spectre d’absorption. De plus, la bande d’absorption subit un déplacement bathochrome de 7
nm et se retrouve alors a 549 nm.

De méme, aprés 1’addition de I’analyte DEAT, I’absorption augmente et se décale de
542 nm a 548 nm, soit une différence de 6 nm. Une augmentation assez forte de 1’absorption
est également observée pour le premier ajout de DEAT. Nous avons relevé des fluctuations de
la fluorescence de DMAP-BARB liées a problémes de photostabilité qui ne permettent pas de
suivre correctement la fluorescence. C’est pourquoi nous nous sommes concentrées sur la
détection de ces analytes par absorption. La présence de deux doubles liaisons conjuguées

peut expliquer ce manque de photostabilité.
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Figure 2- 63 : A) Spectres d’absorption de la sonde DMAP-BARB (en noir) IDMAP-BARB| = 0,80 pM) aprés ajouts
de DIAT dans le DCM et évolution de ’absorption a2 548 nm en fonction de la concentration de DIAT (fit obtenu en
ligne continue), B) Spectres d’absorption de 1a sonde DMAP-BARB (en noir) (DMAP-BARB] = 1,02 pnM) aprés ajouts
de DEAT dans le DCM et évolution de ’absorption a 549 nm en fonction de la concentration de DIAT (fit obtenu en

ligne continue).

Des complexes de steechiométrie 1 : 1 se forment entre la sonde DMAP-BARB et les
produits de désalkylations de I’atrazine. La constante d’association a pu étre établie pour
I’analyte DIAT:

logK;; = 2,30+ 0,16

ainsi que pour I’analyte DEAT:
logK;; = 2,63+ 0,20
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Nous remarquons qu’il est préférable pour I’interaction par liaisons hydrogene d’avoir un

groupement isopropyle plutdét qu'un groupement éthyle. La configuration électronique de

I’analyte semble ainsi avoir une influence sur la photophysique de la sonde.

> Etude avec les dérivés de la mélamine

Enfin, la capacité des dérivés de mélamine MA1 a modifier la fluorescence de la sonde

DMAP-BARB a ensuite été évaluée.

Nous avons placé la sonde DMAP-BARB a une concentration plus ¢élevée (12,7 uM)

et analysé I’évolution de la fluorescence en présence de 1’analyte MA1. L’absorption est

décalée de + 5Snm pas tandis que la fluorescence a 606 nm augmente dans un premier temps

de 24 % pour une concentration en analyte de 0,25 mM. L’intensité de fluorescence diminue

ensuite puis se stabilise. L’augmentation finale est de 18 % quand la concentration en MA2

est comprise entre 0,64 mM et 3,2 mM.

Peu de points ont été mesurés afin de ne pas abimer la sonde et voir I’influence de la

mélamine alkylée. La fluorescence semble se stabiliser au troisieme ajout. Le 1éger décalage

de I’émission de fluorescence indique une modification du transfert de charge

raison des problémes de photostabilité, les études n’ont pas été approfondies.
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Figure 2- 64 : A) Spectres d’absorption de la sonde DMAP-BARB (en noir) IDMAP-BARB| = 12,7 pM) aprés ajouts

de MA1 dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence correspondants, L. = 542 nm, C) évolution de

Pintensité de fluorescence a 606 nm en fonction de la concentration en MA1.
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Le tableau 2-29 ci-dessous présente les effets des analytes sur la fluorescence de DMAP-

BARB.

Tableau 2- 29 : Effets des analytes sur la fluorescence de la sonde DMAP-BARB.

Atrazine DEAT DIAT MA1
Cl Cl )C\I R N R
SN SN NTSN A
/\N)I\N/)\NJ\ HN )l\N/J\NJ\ /\NJl\N/)\NHz )N'\ /JN\
H H H H HoN N NH,
R =CgHig
DMAP-BARB - Abs AP Abs AP Aaps P
i Kabs y | Kabs y | (+ 5 nm)
HN " “NH
0o (+ 6 nm) (+ 8 nm)
|
" probléme de | probléme de | probléme de
| photostabilité | photostabilité | photostabilité

2.2.7) Etude de détection des analytes par la sonde TPA-BARB

» Etude avec ’atrazine et ses produits de dégradation

L’atrazine devrait interagir via des liaisons hydrogene avec la fonction malonylurée de
la sonde TPA-BARB. Pour évaluer la capacité de la sonde TPA-BARB a détecter la présence
de D’atrazine, cette derniére a ¢été placée a une concentration de 0,89 puM dans le
dichlorométhane puis I’herbicide a ¢été progressivement introduit dans la solution.
L’absorption augmente mais ceci est dii en partie a la contribution du pied de bande
d’absorption de I’atrazine dont le maximum est a 270 nm. La deuxiéme cause de cette
augmentation de I’absorption est la formation d’agrégats plus diffusants qui rend difficile les
mesures. Les spectres d’émission de fluorescence présentés ci-dessous ne sont ainsi pas

corrigés. L’atrazine entraine une augmentation de la fluorescence de 18 %.
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Figure 2- 65 : A) Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB (en noir) (| TPA-BARB] = 0,89 nM) aprés ajouts
d’atrazine dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence correspondants, A, = 455 nm, C) évolution de

Pintensité de fluorescence a 692 nm en fonction de la concentration en atrazine.

Les effets sur la fluorescence de la sonde TPA-BARB des produits de désalkylation de
I’atrazine DEAT et DIAT ont ensuite été mesurés dans le dichlorométhane. En présence de
DIAT, I’absorption augmente un peu et la bande d’absorption initialement a 478 nm subit un
déplacement bathochrome de 5 nm pour se situer a 483 nm a la fin des ajouts. Les
modifications sont plus importantes au niveau de la fluorescence. En effet, I’intensité de la
fluorescence a 692 nm est de plus en plus faible quand la concentration en DIAT augmente.
Pour une concentration en DIAT de 6,22 mM, la fluorescence est éteinte de 26 % et n’évolue
plus. En effet, un plateau est atteint et une constante d’association a pu étre établie :

logK;, = 2,41 + 0,03

Cette constante caractérise la formation d’un complexe de stcechiométrie 1 : 1 entre la
sonde TPA-BARB et le produit de dégradation de 1’atrazine DIAT. La sonde TPA-BARB
semble ainsi sensible a la formation de liaisons hydrogeéne avec cet herbicide. La valeur de la
constante d’association est trés proche de la constante obtenue entre la sonde MaleOMe et la
mélamine MA2 mais également de celle calculée entre la sonde DMAP-BARB et les deux

produits de dégradation de I’atrazine.
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Figure 2- 66 : A) Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB (en noir) (| TPA-BARB] =1,70 pM) aprés ajouts de

DIAT dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence correspondants, A, = 455 nm, C) évolution de ’intensité

de fluorescence a2 689 nm en fonction de la concentration en DIAT (fit en ligne continue).

Le produit de dégradation de 1’atrazine DEAT influe également sur la fluorescence de

la sonde TPA-BARB dans le dichlorométhane. La concentration en sonde utilisée pour le

dosage est 1,74 uM et I’excitation se fait a 455 nm. Les effets sont similaires au produit

DIAT : une légere augmentation de I’absorption et une diminution de la fluorescence.

L’extinction de la fluorescence est de 18 % pour une concentration en DEAT de 6,62 mM.

L’analyte DEAT provoque une diminution un peu plus faible que 1’analyte DIAT. Ces

analytes induisent pour ces sondes un effet plus important que 1’atrazine, comme nous I’avons

observé précédemment pour les autres sondes.

La constante d’association entre la sonde TPA-BARB et DEAT est un peu plus petite que

celle précédemment calculée pour DIAT :

lOgKll - 2,25 i 0,09
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Figure 2- 67 : A) Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB (en noir) (I TPA-BARB]| = 1,74 pM) aprés ajouts de
DEAT dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence correspondants, A, = 455 nm, C) évolution de I’intensité

de fluorescence a 685 nm en fonction de la concentration en DEAT (fit en ligne continue).

> Etude avec les dérivés de la mélamine

La sonde TPA-BARB a ensuite été testée pour la détection des dérivés de mélamine MA1
et MA2. L’étude de Dl’interaction entre la mélamine MA1 et la sonde TPA-BARB a été
réalisée dans le dichlorométhane a une concentration en sonde de 1,83 uM en effectuant des
ajouts croissants de mélamine MA1. La sonde seule émet a 692 nm. La mélamine MA1 influe
d’une part sur le spectre d’absorption et d’autre part sur le spectre d’émission de fluorescence.
En effet, I’absorption a 478 nm chute progressivement. Pour une concentration en MA1 de
7,86 mM, 1’absorption baisse de 70 % et la bande d’absorption subit un déplacement
bathochrome de + 5 nm. Celle-ci se situe alors a 483 nm. Il est a noter qu’un point isobestique
est observé a 407 nm, ce qui permet d’établir qu’il y a un équilibre entre deux espéces.

L’influence de la mélamine MA1 sur la fluorescence de la sonde TPA-BARB est
¢galement importante. Au fur et & mesure des ajouts, une nouvelle bande fluorescente
d’intensité plus élevée apparait a 531 nm, soit un décalage de 161 nm. Cette augmentation se

poursuit sans atteindre de plateau. Quand la concentration en MA1 est de 7,86 mM, I’intensité
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de fluorescence a 531 nm est multipliée par un facteur 35, comme 1’indique la figure 2-68 ci-

dessous.
A) 0.10+
0.08-
MA1 /VDAN
S 0.6 N
2 0.06-
% H.NJ\NJ\N.H
2 oo
< 0.04- [N
1R
o) N\fo
0.02-
A Now
0
0.00 . ; , , . ——
250 300 350 400 450 500 550 600
X (nm) BN NT\
1)
B) 36 1531 nm C) 40-

304

24

\nm 25

I.(u.a)

18 4

IF (u.a)

124

480 510 540 570 600 630 660 690 720 750 780 [ 2 3 4 5 6 71 8
A (nm) [MA1] (mM)

Figure 2- 68 : A) Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB (en noir) (I TPA-BARB] = 1,83 pM) aprés ajouts de
MAL1 dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence corrigés correspondants, L., = 426 nm, C) évolution de

Pintensité de fluorescence a 531 nm en fonction de la concentration en MA1.

La sonde TPA-BARB interagit ainsi avec la mélamine MA1 de fagcon a former une entité
beaucoup plus fluorescente. Etant donné les grandes modifications de la fluorescence, nous
pouvons supposer que la liaison hydrogeéne joue un role mais que d’autres interactions entrent
en jeu telles que les interactions CH-m avec la participation des groupements
¢thylhexylamines de la mélamine et les groupements aromatiques de la sonde. Bien que les
groupements phényles de la sonde TPA-BARB soient décalés les uns par rapport aux autres
sous la forme d’une hélice, il n’est pas a exclure que ces derniers soient également impliqués
dans des interactions n- w. En effet, les cycles azotés de la mélamine MA1 et le groupement
triphénylamine de la sonde pourraient s’empiler les uns au-dessus des autres. L’ensemble de
ces interactions conduirait ainsi a la formation d’un assemblage supramoléculaire trés étendu.
La formation de cet assemblage bloque probablement la rotation de la liaison entre le
groupement triphénylamine et le groupement malonylurée ce qui diminue les voies de

désexcitation non radiative et conduit au phénomene d’AlE, déja reporté pour des composés
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e . 5 , e s . c A A A
de structures similaires’’. Le décalage vers le bleu de I’émission pourrait aussi étre dd a

I’environnement trés hydrophobe qui s’est mis en place autour de la sonde.
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Figure 2- 69 : A) Spectres d’absorption de la sonde TPA-BARB (en noir) (I TPA-BARB]| = 1,94 pM) aprés ajouts de
MAZ2 dans le DCM, B) spectres d’émission de fluorescence et corrigés correspondants, A, = 455 nm, C) évolution de

P’intensité de fluorescence a 535 nm en fonction de la concentration en MA2.

La figure 2-69 ci-dessus montre les effets sur I’absorption et la fluorescence de la sonde
TPA-BARB exercés par la mélamine MA2. La sonde TPA-BARB a ¢été placée a une
concentration de 1,96 uM dans le dichlorométhane. Le premier ajout de mélamine entraine
une légeére augmentation de I’absorption a 478 nm mais les ajouts de MA2 suivants
conduisent a une diminution de I’absorption. Cette diminution est moins importante que celle
induite par la mélamine MA1. En effet, pour une concentration en mélamine MA2 de 6,28
mM la diminution est de 14 % tandis qu’elle est de 54 % pour MA1 a une concentration trés
proche de 6,47 mM. De plus, un point isobestique est aussi observé cette fois-ci a 426 nm au
lieu de 407 nm pour la mélamine MA1.

Une nouvelle bande beaucoup plus fluorescente apparait également en présence de
mélamine a 535 nm, soit un décalage de 157 nm vers le bleu de I’émission. Nous observons
ainsi une émission similaire pour les deux mélamines. Bien que les effets de MA2 sur
I’absorption soient un peu moins prononcés que MAI, I’exaltation de la fluorescence est aussi

importante. Quand nous nous plagons aux concentrations précédemment citées pour les deux
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mélamines ((MA1] = 6,47 mM et [MA2] = 6,28 mM), I’intensité de fluorescence au niveau de

la nouvelle bande d’émission est multipliée par 23 pour la mélamine MA1 et par 20 pour la

mélamine MA2. La figure suivante 2-70 compare les effets des deux mélamines MA1 et MA2

sur la fluorescence de la sonde TPA-BARB.
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Figure 2- 70 : Comparaison des effets sur la fluorescence de TPA-BARB en fonction de la concentration de MA1

(carrés roses) ou de MA2 (ronds violets).

Le tableau suivant 2-30 résume les effets des analytes sur la fluorescence des dérivés de

I’acide barbiturique.

Tableau 2- 30 : Effets des divers analytes sur la fluorescence de TPA-BARB.

Atrazine DEAT DIAT MA1 MA2
i i gy b
NTSN NTSN NTSN A NTSN
/\NJ\N/ NJ\ HzN)l\N/J\NJ\ /\NJ\N/J\NHZ )N'\ )N\ R'NJI\N/J\N'R
H H H H HaN 7 N”NH, H H
R = CgHis R = CgHys
TPA-BARB Formation Ir NN Ir NN Ir AP Ir AP
o d’agrégats >\em 7 >\em 7 >\em AYAY] >\em AN
HN )LNH .
0”0 diffusants (+ 1 nm) (+2 nm) (- 161 nm) (- 157 nm)
>\abs 7 >\abs 7 >\abs 7 >\abs 7
(+4 nm) (+3 nm) (+4 nm) (+4 nm)

Des mesures de durée de vie de fluorescence ont été effectuées pour caractériser

I’entité fluorescente formée en présence de la mélamine MA1 et ’influence de cette dernicre

sur la photophysique de la sonde TPA-BARB. Les mesures ont été réalisées dans le

dichlorométhane (voir figure 2-71). Une solution contenant la sonde TPA-BARB a une
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concentration de 1,83 uM a été préparée puis la mélamine MAI y a été ajoutée en fort exces

(IMA1] = 34,5 mM).
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Figure 2- 71 : A gauche : Déclins de fluorescence de la sonde TPA-BARB (A = 450 nm) dans le dichlorométhane, a
droite : déclin de fluorescence de la sonde TPA-BARB en présence de mélamine MA1 (A = 450 nm) dans le

dichlorométhane.

En raison du trés faible rendement quantique de la sonde TPA-BARB, la durée de vie
a été difficile a mesurer. Toutefois, celle-ci a pu étre estimée inférieure a 0,03 ns. En présence
de la mélamine MA1, quatre composantes de temps entre 0,12 ns et 12,46 ns sont nécessaires
pour ajuster le déclin de fluorescence. La composante de temps qui apporte une plus forte
contribution (44,3 %) est celle de 0,12 ns tandis que la plus longue a un poids relatif de 6,4 %
(voir tableau 2-31). Deux composantes de temps de 1,05 ns et de 4,19 ns sont également a
prendre en compte pour donner une durée de vie moyenne de 6,74 ns. Ceci semble indiquer la
présence de plusieurs especes émissives. L’association avec la mélamine permet d’avoir une
espece plus fluorescente qui présente une durée de vie plus longue que la sonde TPA-BARB
seule. Cela est en accord avec notre hypothése émise un peu plus haut dans le manuscrit, a
savoir que ’interaction avec la mélamine diminue la liberté conformationnelle de la sonde
TPA-BARB ce qui limite les voies de désexcitation non radiatives. La photophysique de la
sonde TPA-BARB est ainsi modifiée en présence de mélamine MA1 ce qui prouve

I’existence d’interactions fortes.
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Tableau 2- 31 : Caractéristiques de I’émission de fluorescence de la sonde TPA-BARB dans le dichlorométhane en
présence de la mélamine MA1 : durée de vie de fluorescence 7, poids relatif des durées de vie a, constante de vitesse

radiative k ,, constante de vitesse non radiative k ..

T a %2
(ns) (“e)
TPA-BARB* 0,0326 8,45
TPA-BARB + MA1* 12,46 6,4 1,15
4,19 26,9
1,05 223
0,12 443

Nhexe = 450 nm

La capacité des sondes fluorescentes synthétisées a détecter les divers analytes a ainsi
été évaluée. Les sondes naphthalimides se sont révélées les moins sensibles a la présence des
différents analytes que ce soit 1’atrazine et ses produits de dégradation ou les dérivés de la
mélamine. La sonde maléimide MaleOMe permet quant a elle la détection des dérivés de la
mélamine car ces derniers induisent une diminution significative de la fluorescence.

Concernant les dérivés de I’acide barbiturique, la sonde DMAP-BARB voit sa
fluorescence affectée en présence de tous les analytes mais le manque de photostabilité
empéche son utilisation en tant que capteur fluorescent. La sonde TPA-BARB est la sonde qui
a montré le plus de résultats prometteurs. En effet, les analytes DEAT et DIAT induisent une
baisse de I’intensité de fluorescence suffisamment importante pour permettre leur détection.
Par ailleurs, d’importants effets sur I’absorption et sur la fluorescence sont observés en
présence des dérivés de la mélamine MAI1 et MA2. L’origine de ces perturbations est
probablement la formation d’un réseau supramoléculaire trés étendu reposant sur des liaisons
hydrogeéne mais également sur des interactions CH-n et n-m entre les cycles aromatiques des
dérivés de mélamine et le groupement triphénylamine. Le phénomene d’AIE peut étre
¢galement responsable de I’exaltation de la fluorescence. Il est a noter que les analytes DEAT
et DIAT ne conduisent pas a la formation d’agrégats. Par conséquent, 1’absence de longues

chaines alkyles apparait rédhibitoire pour la formation d’assemblages supramoléculaires.
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De plus, la présence d’un groupement —NH; sur le cycle triazine a la place de I’atome
de chlore pour I’atrazine et ses produits de dégradation modifie la configuration électronique
ce qui peut perturber la fluorescence des sondes in fine. Les longues chaines alkyles
hydrophobes des dérivés de la mélamine peuvent également jouer un réle sur la modification
de la fluorescence. Il serait intéressant d’étudier I’influence sur 1’émission de 1’intermédiaire
de synthése de MA2, dont la structure est présentée ci-dessous. Cela nous permettra d’établir

quel est le parametre le plus déterminant.
|

N™™N

/\/jﬁNJ\N/J\HU/\A

Figure 2- 72 : Structure de I’intermédiaire de synthése 68.

T

Par ailleurs, des études supplémentaires de microscopie de fluorescence ont été

réalisées afin d’observer les agrégats formés entre TPA-BARB et MAL.

2.2.8) Etude de surface avec la sonde TPA-BARB

Ces ¢tudes préliminaires ont pu étre réalisées au laboratoire PPSM en collaboration
avec Jean-Frédéric Audibert et Galina Dubacheva. Nous avons préparé deux solutions dans le
dichlorométhane : la premiére comprenant la sonde TPA-BARB seule ([TPA-BARB =
98,6 uM]) et la deuxiéme comprenant un mélange de sonde et de mélamine MAI
([TPABARB = 98,6 uM], [MA1] = 98 uM). Nous avons ensuite déposé des gouttes de ces
solutions sur des lames de verre :

* le dépot A correspond a la solution de sonde TPA-BARB seule

* le dépot B provient de la solution contenant la sonde et la mélamine MA 1

Aprés séchage a Dair libre des dépots, nous les avons observés a 1’aide d’un
microscope de fluorescence.

La figure 2-73 suivante montre les images des dépdts A et B. Le dépot A montre des
structures en forme d’aiguilles de 1’ordre de la dizaine de micrométres (provenant de la
cristallisation de la sonde) alors que le dépot B met en évidence la présence d’objets ronds
environ deux fois plus gros. Une telle différence de structure entre les deux dépdts apporte
une preuve supplémentaire que 1’association par liaisons hydrogéne entre la sonde TPA-

BARB et la mélamine MA1 aboutit & la construction d’un assemblage supramoléculaire.
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Figure 2- 73 : A gauche : morphologie des agrégats aprés séchage et image obtenue par microscopie de fluorescence
du dépot A (les zones blanches représentent les entités émissives), a@ droite : morphologie des agrégats aprés séchage et

image obtenue par microscopie de fluorescence du dépot B, A, = 345 nm.

La figure 2-74 représente les spectres d’émission de fluorescence obtenus avec le
microscope. Ces derniers semblent indiquer que nous observons le méme phénoméne en
solution qu’a I’état solide, a savoir la formation d’assemblages supramoléculaires. En effet, la
sonde TPA-BARB seule déposée sur la lame de verre émet a 613,5 nm alors qu’en présence
de la mélamine MA1, une bande moins intense apparait a 487,5 nm, soit un décalage de
126 nm vers le bleu. En solution dans le dichlorométhane, les émissions de la sonde seule et
de la sonde associée a MA1 ont ét¢ mesurées respectivement a 692 nm et a 531 nm. Si la
différence d’intensit¢ de fluorescence mesurée entre les deux échantillons n’est pas
complétement élucidée, 1’apparition d’une nouvelle bande fluorescente décalée de 126 nm
vers le bleu prouve que les agrégats que nous observons au microscope sont trés similaires a

ceux que nous avons formés lors des études en solution.
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Figure 2- 74 : Spectres d’émission de fluorescence enregistrés par le microscope de fluorescence du dépot A (en rouge,
fit en ligne bleue) et du dépot B (en bleu clair, fit en ligne verte), L., = 345 nm.

Les durées de vie moyenne de fluorescence ont ensuite été enregistrées et évaluées a

1,63 ns pour la sonde TPA-BARB (dépot A) et a 1,22 ns pour la sonde associée a la mélamine

MAT (dépdt B), ce qui est relativement différent de ce que nous avons mesuré en solution

dans le dichlorométhane (la durée de vie moyenne en solution est de 6,74 ns). La sonde TPA-

BARB se situe en effet dans un autre environnement qui modifie sa photophysique.
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Figure 2- 75 : Déclins de fluorescence des dépots de la sonde TPA-BARB seule (en rouge) et en présence de la

mélamine MA1 (en vert), Aoy = 345 nm.

TPA-BARB + MA1

TPA-BARB

Figure 2- 76 : A gauche : images obtenues avec le microscope de fluorescence du dépot A (les zones colorées
représentent les durées de vies), a droite: images obtenues avec le microscope de fluorescence du dépot B, A, =

345 nm.
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Comme I’indique la figure 2-76 ci-dessus, les zones émissives possedent des durées de
vie trés proches ce qui indique que les dépdts réalisés sont relativement homogenes. La
méthode utilisée semble donc adaptée pour déposer les échantillons de sonde TPA-BARB et
de mélamine MA1 et pour pouvoir les observer par la suite.

Les échantillons ont ensuite été¢ étudiés par microscopie a force atomique (voir figure
2-77). Les zones observées ne comportent pas d’agrégats visibles a 1’ceil. Cette technique a
confirmé la différence de structure entre les deux dépdts : le dépdt A est constitué d’objets
assez gros alors que le dépot B se présente sous la forme d’un film (les taches plus foncées
sont des perforations du film).

Nous pouvons émettre I’hypothése suivante : en solution, les molécules de MALI
peuvent s’organiser sous la forme de micelles avec leur cycle aromatique positionnés au cceur
de la micelle et les longues chaines alkyles hydrophobes dirigées vers I’extérieur. La liaison
hydrogeéne favoriserait dans un premier temps 1’interaction entre la sonde TPA-BARB et le
dérivé de mélamine MAI1 puis les interactions hydrophobes (n-n et CH-m) imposeraient la
structure finale des agrégats. La sonde TPA-BARB s’intercalerait dans les micelles de
mélamine MAT.

Une fois les agrégats déposés sur la lame de verre, cela pourrait désagréger les
micelles. Les molécules de MA1 se placeraient les unes a c6té des autres en interagissant avec
la lame de verre via leur cycle aromatique. Il faut prendre en compte la nature de la surface
sur laquelle sont effectués les dépots : dans notre cas, il s’agit d’une lame de verre hydrophile

qui interagit préférentiellement avec des molécules de méme nature.

500 nm|
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Figure 2- 77 : A gauche : image obtenue par microscopie a force atomique du dépot A, a droite : image obtenue par

microscopie a force atomique du dépot B.
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Il serait intéressant de tester une surface hydrophobe afin d’étudier I’influence de la

surface sur les assemblages supramoléculaires formés.

[IT) Intégration des sondes dans un calix[4]arene

Apres avoir réalis€ des études approfondies sur les diverses sondes fluorescentes
synthétisées au laboratoire, il est apparu que les effets photophysiques induits par les analytes
n’étaient pas suffisamment importants pour permettre leur détection, malgré I’existence de
liaisons hydrogéne entre les deux entités. La sonde TPA-BARB est celle qui a montré le plus
de résultats satisfaisants. Celle-ci montre une réponse fluorescente remarquable en présence
de dérivés de mélamine en raison de la formation d’un assemblage supramoléculaire. De plus,
elle voit sa fluorescence diminuée avec les produits de dégradation de I’atrazine DEAT et
DIAT.

Toutefois, les sondes naphthalimides se sont révélées peu sensibles a la présence des
divers analytes. En effet, dans certains cas, la fluorescence n’est pas modifiée alors que dans
d’autres cas elle ne cesse de fluctuer ce qui ne permet pas d’avoir une réponse que I’on peut
rationnaliser. Une autre stratégie a alors été adoptée afin d’aboutir a un systéme fluorescent
permettant la détection des analytes cibles et plus particulicrement de 1’atrazine.

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 1, les récepteurs macrocycliques tels que les
calixarénes constituent des récepteurs efficaces et offrent de nombreux avantages tels que la
préorganisation du systeme. En effet, le fait d’avoir une cavit¢ hydrophobe déja formée
favorise I’interaction avec une molécule apolaire comme I’atrazine et ainsi son encapsulation.

Notre stratégie a ¢té d’intégrer deux sondes naphthalimides dans un calix[4]aréne afin
d’évaluer si la présence d’une cavité permet d’avoir une meilleure interaction avec 1’analyte et
conduit de fait a des effets photophysiques significatifs. La figure 2-78 rappelle les structures

des molécules cibles envisagées.

Figure 2- 78 : Structure du calix[4]aréne envisagé pour la détection des triazines.
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De plus, le fait d’avoir deux sondes naphthalimides a proximité peut induire des effets
photophysiques supplémentaires. Les cycles aromatiques des sondes naphthalimides pourront
notamment interagir avec I’analyte via des interactions n-n et CH- © en plus des interactions

par liaisons hydrogéne via leur fonction imide.

3.1) Conception, synthese et étude de la sonde modele
3.1.1) Synthese de la sonde modele Naphth-AlcyneOH
Cette partie traite de la synthése d’une nouvelle sonde Naphth-AlcyneOH qui servira
de composé modele au calix[4]aréne final. Elle comporte un lien alcyne et un groupement
phénol donneur. Elle peut étre obtenue a partir d’un couplage de Sonogashira entre un
naphthalimide fonctionnalisé par un alcyne vrai que nous nommerons Naphth-AlcyneH et une

molécule de iodophénol.

O. N _O Couplage

N [
oO._N_O
! de Sonogashlra
! +
SO e .
! OH
[
f | l

OH

Naphth-AlcyneOH

Figure 2- 79 : Structure du composé modéle Naphth-AlcyneOH et sa rétrosynthése.

» Synthése de Naphth-AlcyneH

Afin de synthétiser Naphth-AlcyneH, une premicre voie de synthése a été envisagée.
La molécule de Naphth-AlcyneH peut s’obtenir & partir d’une réaction d’addition-élimination
sur I’anhydride correspondant. L’alcyne vrai de cet anhydride est issu de la déprotection de
I’alcyne silylé correspondant. Enfin ce dérivé est formé aprés un couplage entre la molécule

commerciale d’anhydride 4-bromo-1,8-naphthalique et la molécule d’éthynyltriméthylsilane.

H
Oy N° Addition - Elimination Ox9° Déprotection 000 de
— N p—
e ®
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Figure 2- 80 :Rétrosynthése de Naphth-AlcyneH.
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Un couplage de Sonogashira a ainsi été effectu¢ dans un premier temps avec
I’éthynyltriméthylsilane dans le THF a température ambiante pendant 5 h. Le produit de
couplage silylé 76 a ainsi été obtenu avec un rendement de 80 %. L’étape de déprotection de
la fonction silyle a I’aide du fluorure de tétra-n-butylammonium (TBAF) dans le méthanol n’a

pas fonctionné et conduit a la dégradation du composé.

/ TBAF 04 0.0
H——=—Si— .
\ X
000 Pd(PPha)a 0490 5 homn |
Cul, DIPEA ’ =
THF
ta,5h H
Br 80 % I
59
si

K:COy Q500
—_— X
76 MeOH/DCM
rt, 4h

Schéma 2- 12 : Voie de synthése n°1.

Une autre méthode de déprotection a ensuite été testée avec 0,3 €q. de carbonate de
potassium dans un mélange MeOH/DCM = 2: | mais celle-ci dégrade aussi le composé
silylé. L utilisation de 0,35 éq. de carbonate de potassium dans le méthanol 1 h au reflux a été
également infructueuse. L’anhydride étant sujet a ’estérification, nous avons décidé de

protéger cette fonction en la transformant en imide puis de déprotéger la fonction silyle.

H

0. 0__0O O.__N__O o H o

NH,OH K2CO3
—_— — K
OO Ethanol OO MeOH
reflux, 12 h ta,2h
| ’ quant. | | ~ |
76 77

Schéma 2- 13 : Voie de synthése n°2.

La réaction d’addition-élimination en présence d’ammoniaque dans laquelle est
engagé 1’anhydride silylé est quantitative. Elle est réalisée dans I’éthanol au reflux pendant
12 h. La méthode de déprotection par le carbonate de potassium dans le méthanol n’a pas
fonctionné non plus a partir de I’imide. Nous avons envisagé de le protéger avec un
groupement para- méthoxyphényle (PMP). Pour cela, la 4-méthoxyaniline est engagée dans

une réaction d’addition-élimination dans 1’éthanol au reflux afin de former quantitativement
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I’imide protégé 78. 1l est alors possible de déprotéger la fonction silyle avec le carbonate de
potassium dans le méthanol. La déprotection de ce groupement PMP permet en principe
d’aboutir a la sonde Naphth-AlcyneH désirée mais les deux méthodes testées n’ont pas
fonctionné. En effet, ni le nitrate de cérium et d’ammonium ni I’acide trifluoroacétique n’ont

permis de déprotéger ce groupement.

Ce
/O /O %
a CHaCN/H,0
\ ta, 12 h
_— —_—
AN
| con (0w (I
=

reflux, 46 h ta,3 h
| | quant. ‘ | 89 % | ‘ ta, 2h
/S|i - /Sli . 79

77 78

Schéma 2- 14 : Voie de synthése n°3.

Nous avons donc changé de groupement protecteur et choisi le tert-butoxycarbonyle
(Boc). Le groupement Boc a ainsi été introduit quantitativement par une réaction de
substitution nucléophile avec I’imide silylé en présence de DMAP dans ’acétonitrile. La
déprotection du groupement silyle s’effectue également de maniére quantitative a 1’aide du
carbonate de potassium. Enfin, le clivage du groupement Boc a I’aide d’une mélange
DCM/TFA =2 : 1 a permis de former la sonde Naphth-AlcyneH avec un rendement de 38 %.
5 étapes sont donc nécessaires pour obtenir ce composé qui est destiné a étre engagé dans un
couplage de Sonogashira avec 1’iodophénol pour former le composé modele Naphth-

AlcyneOH.
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- 0.0
Boc,O Y
H 2
0500 P _ NHOH Ou N0 Dmap OyN20
_Cul,DIPEA DIPEA
R Ethanol CH4CN
ta,5h reflux, 12 h ta, 12 h
80 % | ‘ quant. | ‘ quant. ‘ |
59 )
/S‘I ~ /Sll ~
76 77 80
MeOH

K,CO4 ta,4h

quant.

DCMTFA O N__O

-

N O®

38 % H

Naphth-AlcyneH 81

Schéma 2- 15 : Voie de synthése n°4.

Cette voie de synthese n°4 a été reproduite en augmentant lors de la deuxiéme étape la
concentration du naphthalimide d’environ deux fois par rapport aux réactions d’additions

nucléophiles réalisées au cours de cette these.

Tableau 2- 32 : Conditions utilisées pour la réaction d’addition-élimination.

H
O NHOOH O._ N__O

0.0
Ethanol
selolioe
R R
R Temps de réaction Concentration Rendement
naphthalimide
§%@0Me 24 h 37 mM Quant.
OMe

20 h 30 mM Quant.
§_N~N:N
= si—

\ 12h 34 mM Quant.

= Sii—

12h 63 mM 70 % imide désilylé
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L’étape d’addition-élimination a I’aide de ’ammoniaque et la désilylation de ’alcyne
se font alors dans la méme étape ce qui conduit a la formation de la sonde Naphth-AlcyneH

avec un rendement de 70 %. Il est alors possible de s’affranchir de 1’étape de

protection/déprotection de 1’imide.

Pd(PPhs),
Cul, DIPEA
/ H
=—Si—
0.0_0 \ 0, 0_0  NH,OH 0 o}

—_— —_—

THF EtOH

ta,5h reflux, 12 h

Br 80 % l 70 % l
59
| Naphth-AlcyneH

Schéma 2- 16 : Voie de synthése n°5.

» Optimisation des conditions de couplage avec I’iodophénol

Différentes conditions de couplage pour la réaction de Sonogashira ont ensuite été testées

avec Naphth-AlcyneH et I’iodophénol afin de réaliser le couplage avec le calix[4]aréne dans

des conditions optimales.

Tableau 2- 33 : Conditions testées pour le couplage de Sonogashira entre Naphth-AlcyneH et I’iodophénol.

H [
o._N_O . © . OO
OH Il

Il

OH
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Conditions 1°¢ Conditions 2°’ Conditions 3 Conditions 4%

Iodophénol 2 éq. 1 éq. 1 éq. 2 éq.
Complexe de 0,1 éq. 0,1 éq. 0,03 éq. 0,05 éq.
palladlum PdClQ(PPh3)2 PdClQ(PPh3)2 Pd(PPh3)4 PdClQ(PPh3)2
Agent réducteur - - 0,06 €q. -
d’ascorbate de
sodium
Co-catalyseur 0,2 éq. Cul 0,2 éq. Cul 0,01 éq. 0,15 éq. Cul
CU.SO4.5H20
Base NEt3 NEt3 NEt3 IPerH
Solvant NEt; DMF DMF Toluéne
Température/te ta, 12 h ta, 12 h 80°C,4h 50°C,19h
mps de réaction
Rendement 9 % 24 % 31 % 30 %

Dans un premier temps, nous avons repris les conditions classiques de la réaction de
Sonogashira, & savoir I'utilisation du complexe de palladium PdCl,(PPhs), en tant que
catalyseur et du sel de cuivre Cul en tant que co-catalyseur. Les conditions réactionnelles n°2
nécessitent ’utilisation de DMF comme solvant alors que pour les conditions n°l la
triéthylamine NEt; joue a la fois le role de base et de solvant. Les rendements sont

respectivement de 9 % et 24 %.

D’autres conditions ont alors été expérimentées notamment celle développée par
Manas Das en 2011. Il est important de noter que la présence de traces d’oxygene peut
conduire a I’oxydation de Pd(0) en Pd(Il) et/ou du Cu(I) en Cu(Il), ce qui favorise ensuite
I’homocouplage entre les molécules d’alcyne terminal et entraine une diminution significative
du rendement de la réaction®. C’est la raison pour laquelle ’ascorbate de sodium a été ajouté
afin de maintenir une atmosphere réductrice. Le complexe de palladium Pd(PPhs), a alors été
utilisé. Nous avons utilisé ces conditions qui permettent d’améliorer le rendement de la

réaction autour de 30 %.
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H
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PdCIx(PPhg),
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30 % O
OH

Schéma 2- 17 : Synthése de Naphth-AlcyneOH dans les conditions n°4.

Un rendement similaire a été obtenu avec la quatriéme condition testée. Cette fois-ci la
base utilisée est la diisopropylamine et la réaction se fait dans le tolueéne. Ces conditions
réactionnelles ont finalement été choisies car le traitement de la réaction est plus pratique. En
effet, il consiste a évaporer le solvant et a purifier le produit par chromatographie sur gel de
silice alors que pour la réaction effectuée avec les conditions n°3, il faut réaliser une
extraction avec 1’acétate d’éthyle, un lavage avec le chlorure d’ammonium et le chlorure de
sodium. La réaction de Sonogashira avec les conditions réactionnelles n°4 est décrite dans la
partie expérimentale. La figure 2-18 résume la voie de synthése qui nous a permis d’obtenir

Naphth-AlcyneOH.

Pd(PPhj),
Cul, DIPEA H
H o.__N_DO
_ Si/_ . PdCI,(PPhg),
0,_0_0 = 0,0._0  NH0OH O N0 Cul, iProNH
— . + ——
SelNAN e RN s el b
ta,5h reflux, 12 h OH 50°C,19 h H
Br 80 % Ii 70 % ll 30 %
/STI\ O
OH
59 76 Naphth-AlcyneH Naphth-AlcyneOH

Schéma 2- 18 : Synthése de Naphth-AlcyneOH.

Le naphthalimide Naphth-AlcyneOH n’est soluble que dans le DMF et le DMSO.
Cette insolublité dans les solvants organiques tels que le DCM ou le CHCl; est due a la forte
interaction intermoléculaire. Les molécules de Naphth-AlcyneOH peuvent en effet interagir
via leur fonction imide respective mais aussi via leur fonction phénol ce qui forme un

assemblage insoluble, dissoci¢ uniquement dans des solvants trés polaires.
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Dans le but de faciliter la manipulation de ce composé lors du couplage avec le
calix[4]aréne iodé, puis lors du traitement et de la purification, nous avons décidé de greffer
un groupement Boc qui permet d’augmenter la solubilité de la molécule dans les solvants. Le
greffage du groupement Boc s’effectue sur la molécule de Naphth-AlcyneH a I’aide du
dicarbonate de di-tert-butyl en présence de DMAP dans ’acétonitrile. La réaction est réalisée
a température ambiante et se caractérise par un rendement de 58 %. Le composé formé est
alors engagé dans une réaction de Sonogashira avec I’iodophénol. Boc-Naphth-AlcyneOH est

obtenu avec un rendement de 25 %.

*o@*

Boc,O \f PdCI(PPhg)
_ bwae cul, |Pr2NH
CH3CN Toluéne
ta, 24 h 50°C,17 h
58 % 25 %
Naphth-AlcyneH 81

82

Schéma 2- 19 : Synthése de Boc-Naphth-AlcyneOH.

3.1.2) Etude photophysique des sondes modeéles
Les propriétés photophysiques de la nouvelle sonde Naphth-AlcyneOH ont été
mesurées dans 1’acétonitrile. Les valeurs mesurées dans ce solvant pour Naphth-AlcyneOMe

sont également reportées dans le tableau 2-34 ci-dessous afin de pouvoir les comparer.

Tableau 2- 34 : Propriétés photophysiques des sondes dans I’acétonitrile : longueur d’onde d’absorption maximale

Aapss longueur d’onde d’émission maximale A, rendement quantique de fluorescence ®, déplacement de Stokes Av.

Aabs MAX Aem MAx ()] Av
(nm) (nm) (cm™)
Naphth-AlcyneOMe 392 536 0,65" 6853
Naphth-AlcyneOH 391 545 0,30° 7227

 réf Coumarine 102 dans 1’éthanol
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Comme le montrent les spectres d’absorption et d’émission, la sonde Naphth-

AlcyneOH absorbe a 391 nm et émet a 545 nm dans 1’acétonitrile, ce qui conduit a un

décalage de - 1 nm en absorption par rapport a la sonde Naphth-AlcyneOMe et a un décalage

de + 9 nm en fluorescence. Le déplacement de Stokes de Naphth-AlcyneOH est un peu plus

grand, ce qui signifie que DI’état excité de la sonde est légeérement plus stabilisé apres

réorganisation du solvant.

1.0 -1.0
o l_o 0.8 Lo.8
‘ S S
AN 8 0.6 0.6
=
K]
f =
2 041 -0.4
OH 0.2 0.2
0.0 0.0

A (nm)

T T T T T T T T -
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

(e'n)¥

Figure 2- 81 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence normalisés de la sonde Naphth-AlcyneOH (Aey =

391 nm) dans ’acétonitrile.

Puis, nous avons étudié¢ le solvatochromisme de cette sonde. Une différence de

+ 96 nm est enregistrée entre la longueur d’onde d’émission dans I’acétonitrile et celle dans le

DMEF. De plus, le déplacement de Stokes ne suit pas une relation linéaire avec la

polarisabilité. Par conséquent, nous pouvons envisager des interactions spécifiques avec le

solvant a 1’état excité.

Tableau 2- 35 : Longueurs d’ondes d’absorption A,,s et d’émission A, dans les différents solvants et déplacement de

Stokes Av pour la sonde Naphth-AlcyneOH.

Aabs Aem Av

(nm) (nm) (em™
N,N-Diméthylformamide 397 449 2017
Ethanol 400 461 3308
Dichlorométhane 391 498 5495
Tétrahydrofurane 388 501 5813
Acétonitrile 391 545 7227
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Figure 2- 82 : Spectres d’émission de fluorescence de la sonde Naphth-AlcyneOH dans les différents solvants.

3.2) Synthese des calix[4]arénes
Cette partie aborde désormais la synthése des calix[4]arénes. Pour figer la structure du
calix[4]aréne en conformation cone apte a recevoir des molécules invitées, il a été décidé de
greffer au petit col un éther couronne. Deux calix[4]arénes ont alors été envisagés : le premier
disposant d’un éther couronne comportant cinq atomes d’oxygéne (nommé Calix-Naphth-5)
et le second avec un éther couronne en contenant six (nommé Calix-Naphth-6), ce qui
permettra d’évaluer ’influence de la taille de 1’éther couronne sur la nature et la force de

I’interaction avec ’atrazine. Les structures sont présentées dans la figure 2-83 ci-dessous.

Calix-Naphth-5 Calix-Naphth-6

Figure 2- 83 : Structure des calix[4]aréne envisagés Calix-Naphth-5 et Calix-Naphth-6.

La rétrosynthese de ces deux composés est présentée ci-dessous. L’ incorporation de la
sonde naphthalimide au sein du calixaréne peut se faire a 1’aide d’un couplage pallado-
catalys¢é de Sonogashira entre le calix[4]aréne iodé et la sonde Naphth-AlcyneH. Le
calix[4]aréne iodé est issu d’une <¢étape d’iodation du calix[4]aréne correspondant

fonctionnalisé par un éther couronne.
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Figure 2- 84 : Rétrosynthése de Calix-Naphth-5.
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Figure 2- 85 : Rétrosynthése de Calix-Naphth-6.

3.2.1) Synthese du calix[4]aréne-couronne-5-iodé (composé 88)

La syntheése du calix[4]aréne-couronne-5-iodé requiert cinq €tapes a partir du 4-tert-
butylcalix[4]aréne selon un protocole publi¢ dans la littérature’’. La premiére étape est une
réaction de rétro-Friedel-Crafts permettant de « détertbutyler » ce calixaréne commercial. Six
équivalents de chlorure d’aluminium sont pour cela utilisés dans le toluéne anhydre afin de
protéger I’acide de Lewis. Le produit de la réaction 84 est obtenu aprés 16 h a température
ambiante avec un rendement de 74 %.

La deuxieéme étape consiste a protéger sélectivement deux fonctions phénols du
calix[4]aréne afin de laisser les deux autres fonctions phénols libres pour le greffage de 1’éther
couronne. Il est a noter que le greffage de I’éther couronne sans avoir au préalable protégé les
phénols n’est pas concluant. Deux équivalents de p-toluénesulfonate de méthyle sont ajoutés
en présence de carbonate de potassium et le mélange est porté au reflux dans I’acétonitrile
pendant 12 h. Le rendement de cette réaction est de 56 %.

Le dérivé de calixaréne 85 est alors engagé dans une réaction de substitution
nucléophile avec le dérivé de 1’éther couronne 83 que nous avons précédemment tosylé. Cette
tosylation est réalisée en présence de chlorure de tosyle et d’hydroxyde de potassium dans le

THF a température ambiante pour donner le composé 83. Le rendement est de 96 %.

172



Chapitre 2 : Conception et synthése de sondes fluorescentes pour la détection de 1’atrazine et des dérivés de la mélamine
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Schéma 2- 20 : Synthése de I’éther couronne tosylé.

Le greffage de 1’éther couronne s’effectue dans 1’acétonitrile anhydre en présence de
carbonate de césium avec un rendement de 71 %. Une fois 1’éther couronne greffé, 1’étape
suivante est la déprotection des groupements phénols a I’aide de 1’iodure de triméthysilyle
dans le chloroforme anhydre. Aprés 5 h au reflux, le calix[4]aréne déprotégé 87 est obtenu
avec un rendement de 80 %.

Enfin, la dernieére étape est I’étape d’iodation a la position para des groupements
phénols libres afin de pouvoir réaliser par la suite un couplage avec la sonde naphthalimide.
La substitution électrophile aromatique requiert 1’utilisation du trifluoroacétate de mercure
pour former un adduit qui réagit ensuite directement avec le diiode. Le rendement de cette
¢tape est de 20 % et peut s’expliquer par la perte de produit pendant la purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice.
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Schéma 2- 21 : Synthése du calix[4]aréne-couronnee-5-iodé.
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3.2.2) Synthese du calix[4]aréne-couronne-6-iodé

Une autre méthode d’iodation moins toxique et moins contraignante publiée par Willy
Friedrichsen en 1998 a été mise au point’'. Il s’agit d’utiliser le dichloroiodure de
benzyltrimethylammonium (BTMA-ICl;) en présence de carbonate de calcium dans un
mélange DCM/MeOH comprenant 30 % de MeOH en volume. Elle a été testée sur le
compos¢ calix[4]aréne-couronne-6 (composé 89) obtenu au laboratoire en greffant 1’éther
couronne correspondant sur le calix[4]aréne détertbutylé. Cette réaction se caractérise par un

rendement de 74 %. Cette méthode d’iodation est donc beaucoup plus efficace que celle

\ BTMAIC, ”\
CaCO3
o HO oy o " DCMMeOH HO

ta, 28 h

précédemment utilisée.

O

Co s OJ Co 05

]
89 90

Schéma 2- 22 : Deuxiéme méthode d’iodation.

3.2.3) Couplages avec les calix[4]arenes iodés

Les conditions réactionnelles n°4 testées pour le composé modele (0,05 éq.
PdCIy(PPhs)4/ 0,15 €q. Cul/ iPr;NH/50 °C/toluéne) ont été utilisées pour les couplages avec
les calix[4]arénes. Pour la synthése de Calix-Naphth-5, le couplage de Sonogashira a été
réalisé avec un rendement de 55 %. Nous avons eu recours ensuite a une solution de TFA

dans le DCM afin de déprotéger le groupement Boc.
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Schéma 2- 23 : Synthése du Calix-Naphth-5.

Le produit synthétisé est trés peu soluble dans le chloroforme, le dichlorométhane,
I’acétone, 1’acétonitrile, le tétrahydrofurane et le toluéne ce qui complique sa manipulation
lors du traitement et de la purification de la réaction. Les solvants DMSO et DMF parviennent
a le solubiliser. Une précipitation a alors été tentée en ajoutant du THF dans la solution de
DMEF. Le précipité formé a ensuite été récupéré apres centrifugation et filtration. 26 mg sur
les 29 mg attendus ont été récupérés mais le produit n’est pas enticrement pur. En effet, selon
le spectre RMN, un deuxiéme produit est présent et a ¢été identifié comme étant le

calix[4]aréne pour lequel la déprotection d’un seul groupement Boc a fonctionné.

Quant a la synthese de Calix-Naphth-6, le couplage de Sonogashira a été effectué avec
un rendement de 53 %. Une autre méthode de déprotection du groupement Boc a été mise en
ceuvre (nous I’avons préalablement testée sur la sonde naphthalimide seule). Il s’agit de

générer in situ du chlorure d’hydrogene a 1’aide du chlorure d’acétyle dans le méthanol.
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Schéma 2- 24 : Synthése de Calix-Naphth-6.

Le produit obtenu a été dissous dans le dichlorométhane et précipité en ajoutant du
méthanol. Le spectre RMN n’a pas permis de conclure sur la pureté du produit en raison de sa
complexité, notamment au niveau des protons aromatiques. Des mesures spectroscopiques ont
alors ét¢ commencées. La chromatographie HPLC et la spectrométrie de masse ont confirmé
la formation du produit mais aussi la présence d’impuretés. Par conséquent, les études n’ont

pas été poursuivies. Il pourrait s’agir de I’oxydation des groupements phénols en quinones.

3.2.4) Synthese de Butyl-Naphth-AlcyneH

En raison de la difficulté des synthéses impliquant les calixarénes iodés et le composé
81 et de la faible solubilité¢ des produits de couplage, nous avons décidé de mettre au point
une autre sonde naphthalimide permettant de solubiliser I’ensemble. Cette sonde a déja été
synthétisée®®: il s’agit de la molécule de 6-Bromo-2-butyl-1,8-naphthalimide que 1’on

nommera dans ce manuscrit Butyl-Naphth-AlcyneH.

La premicre étape a consisté a fonctionnaliser la molécule commerciale d’anhydride 4-
bromo-1,8-naphthalique 59 via une réaction d’addition-élimination en présence de la n-
butylamine dans 1’éthanol au reflux avec un rendement de 58 %. Puis le composé 93 est
engagé dans une réaction de Sonogashira dans des conditions légerement différentes que
celles précédemment utilisées. En effet, la phosphine PPh; est ajoutée afin de favoriser la
réduction de Pd(II) en Pd(0). Le rendement est de 40 % ce qui est assez faible mais peut
s’expliquer par la dégradation potentielle d’un des réactifs ou par la présence d’eau dans le
THF. La dernicre étape est la déprotection de la fonction silyle & I’aide du carbonate de
potassium. Un rendement de 84 % est obtenu contre 35 % dans la littérature. Cette différence

peut étre due au fait que le temps de réaction reporté est de 16 h (au lieu de 30 min), ce qui
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peut conduire a la dégradation du naphthalimide. En effet, comme nous avons pu le
remarquer, certains naphthalimides sont trés sensibles aux conditions réactionnelles et se

dégradent en milieu basique.

H S|
PdCI(PPhg)
0..0_0
n- butylamme PPh3 Cul, NEtg K2003
EtOH MeOH
60 °C, 20 h reflux 6 h ta, 30 min
59 58 % 93 40 % 84 %

Butyl-Naphth-AlcyneH
94

Schéma 2- 25 : Synthése de Butyl-Naphth-AlcyneH.

3.2.5) Couplage de Butyl-Naphth-AlcyneH avec le calix[4]aréne-couronne-6 iodé

Enfin, le couplage de Sonogashira entre Butyl-Naphth-AlcyneH et le calix[4]aréne
iodé 90 a été réalisé dans les conditions optimales. Le suivi CCM présente deux taches
principales fluorescentes attribuées a la sonde naphthalimide introduite en exces et au
calixaréne fonctionnalisé. Un composé¢ a été isolé mais le spectre de masse révele la présence
d’un composé de masse [M+Na]" = 1050,2688. Ceci correspond a la molécule de calixaréne
coordinant un atome de sodium pour laquelle la réaction n’a fonctionné que sur un seul

groupement phénol. En effet, le deuxi¢éme atome d’iode est toujours présent.

0 N. .o PdCIPPhy),

Cul, iProNH
+ A VAN
OO Toluéne
50°C,17 h
| | 34 %
90 Butyl-Naphth-AlcyneH

Schéma 2- 26 : Essai de synthése du Calix-Butyl-Naphth-6.
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Figure 2- 86 : Spectre de masse obtenu.

Ainsi, le composé modéle Naphth-AlcyneOH a été obtenu apres plusieurs essais de
synthése. En raison de la faible solubilité de ce composé, un groupement Boc permettant de
solubiliser le composé naphthalimide a été introduit afin de faciliter la manipulation de ce
dernier lors de la réaction de couplage et de sa purification. L’étape de déprotection ne permet
pas d’obtenir le produit pur. Un groupement butylamine a alors été introduit sur le
naphthalimide pour améliorer la solubilit¢ du calixaréne final mais la réaction n’a pas
fonctionné enti¢rement et un deuxiéme essai n’a pas pu étre réalisé faute de temps.

De plus, les produits de couplage ne semblent pas suffisamment stables. Cela pourrait
étre dii a I’oxydation des groupements phénols en quinones. Afin de remédier a cette
difficulté, il est envisageable de méthyler les deux fonctions alcools. Ces alkylations
faciliteraient en outre la synthése des calixarénes. Nous pouvons également utiliser 1’éther

couronne pour complexer des cations et des molécules neutres dans la cage a 1’aide d’un effet

coopératif, comme cela a été reporté pour le carbaryl en 2015 2.
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Chapitre 3 : Détection des amines aliphatiques par fluorescence

I) Synthese et étude du composé modele

La détection d’amines aliphatiques par fluorescence est le second objectif de cette
thése. L encapsulation des amines aliphatiques par les calix[6]arénes a déja été reportée dans
la littérature mais celle-ci a été suivie par spectroscopie RMN'. Ce travail a été réalisé en
collaboration avec le Professeur Olivia Reinaud a 1’Universit¢é Paris Descartes qui a
développé une large gamme de calix[6]arénes coordinant un ion métallique au petit col tel que
le zinc et présentant une forte sélectivité envers les amines®. De plus, une forte affinité est
observée pour les amines primaires qui dépend également de I’encombrement stérique de
I’amine. Afin de suivre I’encapsulation de 1’amine, la stratégie est de fonctionnaliser le grand
col par des fluorophores (voir figure 3-1). La fluorescence permettra ainsi de suivre la
formation du complexe de coordination d’une part et de détecter I’encapsulation des amines
aliphatiques dans sa cavité d’autre part. Cette partie traite des études photophysiques et de

complexation avec le zinc qui ont été réalisées sur le fluorophore modele.

Figure 3- 1 : Détection d’une amine aliphatique par fluorescence.

1.1) Choix du fluorophore

Le fluorophore modele doit posséder un bon rendement quantique et étre sensible a la
complexation du zinc. Nous souhaitons pour cela utiliser le phénomene de transfert de charge
photoinduit pour mettre en évidence la complexation du zinc.

Il s’avére que les dérivés de la quinoléine remplissent ces conditions. En effet, des travaux
publiés par Qingxiang Guo® en 2012 décrivent un récepteur fluorescent ratiométrique de 1’ion
Zn®". 11 s’agit du dérivé de la quinoléine 6-MPQ fonctionnalisé par un groupement
dipicolylamine et un groupement méthoxystyréne. La double liaison permet d’augmenter la

conjugaison et d’avoir un déplacement de Stokes plus important. La structure est présentée
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figure 3-2. L’unité quinoléine et le groupement dipicolylamine sont susceptibles de coordiner

I’ion zinc.

Figure 3- 2 : Structure du dérivé de quinoléine développé pour la détection du zinc. Figure issue de la référence 3.

Ce fluorophore est caractéris¢é par un transfert de charge intramoléculaire Le
groupement donneur est le groupement méthoxystyréne alors que la coordination de 1’ion zinc
Zn>" au groupement dipicolylamine génére un groupement accepteur d’électron. La
complexation de I’ion zinc entraine ainsi un déplacement important de la bande d’émission

vers le rouge de 443 nm a 515 nm, soit un déplacement spectral de 72 nm (voir figure 3-3).

2 164
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Figure 3- 3 : A gauche : Spectre d’émission de fluorescence du dérivé de quinoléine 6-MPVQ (25 mM) aprés excitation
a 356 nm et aprés ajouts de Zn** dans un mélange méthanol/eau (1 : 1, v/v, 50 mM tampon HEPES, pH = 7,4); a
droite : courbe ratiométrique de calibration entre 419 nm et 493 nm (I;9; nm/I4;0 nm) en fonction de la concentration

de Zn™". Figure issue de la référence 3.

De plus, le transfert de charge intramoléculaire et ainsi la couleur de la fluorescence
peuvent étre modulés par le cation®. Aprés coordination du dérivé de la quinoléine publié par
Takayuki Hirai en 2011, une émission de fluorescence bleue est observée pour le cadmium
Cd**, jaune pour le mercure Hg* et orange pour le plomb Pb*". Les différents décalages de
I’émission sont dus a la modification des niveaux énergétiques des orbitales moléculaires HO

et BV aprés la coordination des cations.
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Figure 3- 4 : Couleur de la fluorescence observée pour les solutions contenant le dérivé de quinoléine dans

I’acétonitrile apreés ajouts des différents cations (A= 365 nm). Figure issue de la référence 4.

Un autre fluorophore a transfert de charge dérivé de la quinoléine a donc été
développé afin de le greffer au calix[6]aréne. Il a été choisi de conserver le groupement
donneur d’¢électrons méthoxystyréne en position six de la quinoléine. Afin de modéliser au
mieux le fluorophore au sein du calixaréne, un groupement méthoxyaniline a été introduit en
position alpha de I’azote de la quinoléine (cette unité aromatique fera partie alors de la cavité
du calixaréne final). La figure 3-5 montre la structure du composé modele et du calix[6]aréne

ciblé. La partie suivante présente la synthése de ce composé modeéle.

Figure 3- 5 : 4 gauche : Structure du composé modéle, a droite : structure du calixaréne Calix-Quino.

1.2) Synthése du composé modele
La synthése du dérivé de quinoléine s’effectue en cinq étapes. Dans la premicre étape,
la 4-bromoaniline 95 réagit avec le crotonaldéhyde dans 1’acide acétique pendant six heures
au reflux pour former I’hétérocycle quinoléine 96 avec un rendement de 72 %. Le protocole

s 7 L 5 ror e ..
publié dans la littérature” a été modifié car nous n’avons pas eu recours au diiode.
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MeO@J

Br
MeCH=CHCHO PdCl,(PPhg),
MeO
Acide acétique Br | X KoCO;3
—_— —_—
HCI 6N Z >SN DMF
NH, 6 h, reflux 160 °C, 24 h
95 96 97
72 % 85 % 1,4-dioxane/H,0 = 50: 1

SeO, | 80°C,24h

95 %

MeO SN
l NS SN
P (0]
98 N
H
EtOH
MeO ~—®-NH2 reflux, 1 h
quant.
MeO
NaBH ,
EtOH O 2
reflux, 12 h N [
l X N
) = quant. 99
Composé OMe OMe

modéle quinoléine

Schéma 3- 1 : Synthése du composé modéle.

Puis ce dérivé est engagé dans une réaction de Heck® avec la molécule de 1-méthoxy-4-
vinylbenzéne dans le DMF a 160 °C pendant 24 h pour donner ’alcéne 97 avec un rendement
de 85 %. La troisieme étape consiste a oxyder le groupement méthyle en position alpha de
I’azote a 1’aide du dioxyde de sélénium. Les conditions réactionnelles pour 1’oxydation ont été
adaptées de la littérature’. Le rendement de cette étape est de 95 %. L’étape suivante est la
condensation entre 1’aldéhyde 98 et la 4-méthoxyaniline dans 1’éthanol au reflux. Cette étape
est délicate a réaliser. Elle se doit d’étre quantitative car 1’étape de purification se révéle tres
difficile s’il reste des réactifs de départ. Le composé modele est finalement obtenu en
réduisant quantitativement I’imine en utilisant le borohydrure de sodium dans 1’éthanol au

reflux pendant douze heures.
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1.3) Propriétés photophysiques

1.0 1.0
OMe
0.8 0.8
[0}
2 0.6 L0.6 _
© n
< =
§ 0.4- Loa =
0.2 L0.2
MeO 0.0

0.0 T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Figure 3- 6 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence normalisés du composé modéle dans I’acétonitrile,
Aexe = 330 nm.
Les propriétés photophysiques du composé modele ont été étudiées dans I’acétonitrile.
Celui-ci présente alors trois bandes d’absorption : une bande intense a 330 nm et deux moins

intenses a 237 nm et 286 nm. Il émet de la fluorescence a 439 nm (voir tableau 3-1). La valeur
1 -1
du coefficient d’extinction molaire & est de 3,1 x 10*L.mol .cm et le rendement quantique

® vaut 0,043, ce qui est cohérent avec un dérivé de quinoléine de structure similaire publié

-1 -1
dans la littérature® pour lequel € est de 2,7 x 10*L.mol .cm et @ vaut 0,057 dans un mélange

méthanol/eau.

Tableau 3- 1 : Propriétés photophysiques du composé modéle dans I’acétonitrile : longueur d’onde d’absorption
maximale A,y coefficient d’extinction molaire €, longueur d’onde d’émission maximale 4., rendement quantique de

fluorescence ®@.

Aaps Max € Aem MAax )]
(nm) (L.mol.cm™) (nm)
Composé modele quinoléine 330 3,1E+04 439 0,043*

? réf sulfate de quinine dans I’acide sulfurique

Il est a noter que le composé modéle présente une photostabilit¢ limitée. Les
conditions d’excitation et d’enregistrement des spectres d’émission ont été optimisées afin de
préserver la fluorescence du composé modeéle. De méme, 1’utilisation d’un filtre a densité
neutre permet de diminuer I’intensité de l’irradiation lumineuse. Ainsi, aprés 10 minutes
d’irradiation continue une diminution de 5 % de 1’émission de fluorescence de la sonde est
enregistrée. Etant donné que 1’enregistrement d’un spectre d’émission requiert une minute, il

est possible d’effectuer un dosage complet sans dégrader la sonde.
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Figure 3- 7 : Emission du composé modéle sous irradiation (Aeye = 330 nm, ., = 439 nm).

1.4) Complexation de I’ion zinc Zn*
La complexation du composé modele avec le zinc a été suivie par absorption UV-Vis et
fluorescence. Nous espérons obtenir une modification du spectre d’absorption et de
fluorescence en présence de I’ion zinc. Les deux atomes d’azote du composé modele sont
susceptibles de former des liaisons de coordinations avec 1’ion zinc.
‘NH ‘NH .
N & >

N

Figure 3- 8 : Principe de complexation et de détection de I’ion zinc par le composé modéle.

1.4.1) Modulation de I’absorption

Afin d’évaluer la capacité du composé modéle a se lier avec I’ion zinc, des dosages
UV ont été réalisés dans 1’acétonitrile. Le composé modéle a été placé a une concentration de
2,6 uM et des ajouts croissants d’une solution de perchlorate de zinc ont été effectués.
Plusieurs modifications du spectre d’absorption sont observées : une diminution de la bande a
330 nm, une légeére augmentation de la bande a 286 nm et un décalage hypsochrome pour la
bande 4 237 nm. L’ajout de Zn”" a été effectué jusqu’a ce que le spectre d’absorption n’évolue
plus. Il a pu étre établi qu’un complexe coordination de steechiométrie 1 : 1 se forme au cours

du dosage.
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La constante d’association K, se rapporte a 1’équilibre suivant :

ML

Elle est définie ainsi :
[ML]

K = T

Equation 3- 1

La constante d’association a été évaluée a log K;; = 6,32 + 0,16 avec le logiciel
Specfit. La constante d’association a été calculée a partir des dosages UV-Vis en raison de la
photostabilité¢ limitée des quinoléines. La formation de ce complexe de coordination se doit
aussi de modifier la fluorescence afin de valider I’utilisation de ce fluorophore et son

intégration dans le calix[6]aréne.
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Figure 3- 9 : Spectres d’absorption du composé modéele a une concentration de 2,6 pM aprés ajouts croissants de

Zn(Cl0O,), dans I’acétonitrile et évolution de I’absorption a 330 nm (fit en ligne continue).

1.4.2) Modulation de la fluorescence

L’influence de la complexation du Zn*" sur la fluorescence du composé modéle
a ensuite ¢té mesurée. Le composé modele a été placé a une concentration de 2,42 uM dans
I’acétonitrile et une solution de perchlorate de zinc a été successivement ajoutée. Comme le
montre la figure 3-10, I’ajout de zinc provoque ’apparition d’une nouvelle bande fluorescente
beaucoup plus intense a 555 nm apres excitation a 330 nm. Le rendement quantique du
complexe formé entre le composé modele et le zinc est de 19 %, ce qui est environ 4,5 fois
supérieur a celui de la quinoléine non coordinée. Cette exaltation de la fluorescence provient
du fait que le transfert d’électron photoinduit est bloqué. En effet, le doublet de I’azote de la
quinoléine est engagé dans une liaison de coordination avec I’ion Zn*" et ne peut plus éteindre

la fluorescence.
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Figure 3- 10 : Spectres d’émission de fluorescence corrigés du composé modéle a une concentration de 2,47 pM (en
noir) apreés ajouts croissants de Zn(ClQ,), dans I’acétonitrile et évolution de ’intensité de fluorescence a 555 nm (fit

en ligne continue), A¢,c =330 nm.

La formation du complexe de coordination conduit bien a un déplacement vers le
rouge de I’émission de fluorescence car un transfert de charge a lieu apres 1’interaction entre
les atomes d’azote du composé modéle et 1’ion zinc. Le composé modéle choisi remplit ainsi

les conditions nécessaires pour étre greffé¢ au grand col du calix[6]aréne.

IT) Synthese et ¢tude du calixaréne fonctionnalisé€ par des ligands fluorescents

2.1) Synthése du calix[6]aréne

.zz

<NH N HN,

N

Figure 3- 11 : Structure du Calix-Quino et sa représentation schématique.

La syntheése du Calix-Quino a été réalisée par notre collaborateur Jean-Noél Rebilly a

I’Université Paris Descartes.
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Schéma 3- 2 : Synthése du Calix-Quino.

Le calix[6]aréne-quinoléine que I’on nommera dans ce manuscrit Calix-Quino est
obtenu a partir d’une réaction de condensation entre 1’aldéhyde 98 et le dérivé de
calix[6]aréne 102 portant trois groupements —NH, avec un rendement de 84 %. Trois
fluorophores ont ainsi pu étre greffés au grand col. Le macrocycle est par ailleurs
fonctionnalis¢é au petit col par trois groupements méthoxy et trois groupements

méthylimidazoles. Ces derniers sont des ligands azotés trés affins de I’ion zinc.

2.2) Propriétés photophysiques du calix[6]aréne Calix-Quino
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Figure 3- 12 : Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence normalisés du composé modéle (en bleu clair et bleu
foncé respectivement) dans I’acétonitrile (A = 330 nm) et du Calix-Quino (en vert clair et vert foncé respectivement)

(Aexe =339 nm).
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Les propriétés photophysiques du Calix-Quino ont ensuite ¢été étudiées dans
I’acétonitrile. Le calixaréne Calix-Quino absorbe a 329 nm et émet de la fluorescence a 443
nm, comme [’indique la figure 3-12. Le tableau 3-2 suivant compare les propriétés

photophysiques du composé mod¢le et du calixarene.

Tableau 3- 2 : Propriétés photophysiques des sondes dans ’acétonitrile : longueur d’onde d’absorption maximale A,

coefficient d’extinction molaire €, longueur d’onde d’émission maximale 1., rendement quantique de fluorescence ®.

)\'abs € )\vem (I)
(nm) (L.mol.cm™) (nm)
Composé modele 330 3,1 x 10 439 0,043
Calix-Quino 329 1,40 x 10° 443 0,094

Les spectres d’absorption et d’émission sont trés proches: un décalage de 1 nm est
observé entre les deux bandes d’absorption respectives et un décalage de 4 nm est mesuré
pour les bandes d’émission de fluorescence. Le coefficient d’extinction molaire du calixaréne
est un peu plus de trois fois supérieur a celui du composé modele. Ceci peut étre attribué a un
effet du micro-environnement résultant de la proximité des trois fluorophores. Le rendement
quantique du calixaréne est différent de celui d’une molécule de fluorophore. Cet écart

pourrait étre dii a un transfert d’énergie entre les fluorophores.

2.3) Complexation de I’ion Zn?
2.3.1) Modulation de [’absorption
La coordination du zinc par le Calix-Quino a été dans un premier temps suivi par
spectroscopie UV. Le dosage conduit a une diminution de 1’absorbance a 329 nm et un
déplacement spectral de la bande a 286 nm jusqu’a 290 nm (voir figure 3-13). Ces
modifications spectrales sont différentes de celles observées pour le composé modele. En
effet, ’évolution de 1’absorbance a 329 nm montre que la complexation de 1’ion zinc est

séquentielle et que le Calix-Quino coordine deux ions Zn>".
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Figure 3- 13 : Spectres d’absorption de Calix-Quino ([Calix-Quino] = 9,33 pM) aprés ajouts de Zn(ClO,), dans

CH;CN et évolution de I’absorption a 329 nm (fit en ligne continue, les derniers points ont été négligés), A, = 330 nm.
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Figure 3- 14 : Diagramme de spéciation des différents complexes formés durant le dosage de Calix-Quino par

Zn(Cl0Oy),, a gauche : |Calix-Quino] = 9,33 uM, a droite : |Calix-Quino| = 0,61 pM.

L’analyse globale des spectres d’absorption avec le logiciel Specfit permet d’extraire

deux constantes d’association liées a la formation de ce complexe dinucléaire :

M + L

ML + L

ML

M,L

Log f; =logKy; =7,3 £0,2
LOg K21 = 5,2 i 0,2
avec log B, = logK;; +logK,; = 12,5 £ 0,2
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Figure 3- 15 : Evolution du spectre d’absorption durant le dosage de Calix-Quino par Zn(ClO,4), dans CH;CN,
(|CAlix-Quino] = 9,33 pM) et spectres UV-Vis simulés par Specfit selon le modéle décrit.

Nous pouvons émettre I’hypothése que le premier événement se produisant apres
I’ajout de Zn>' est la coordination de ce dernier au petit col du calixaréne via les trois
groupements imidazoles. La valeur de K;; est en accord avec les composés de structure
similaire précédemment reportés (6,3 < log K;; < 9,2), notamment celui contenant trois
groupements anilines au grand col (pour lequel log K;; = 6,4). La valeur de K»; est quant a
elle 1égerement différente de la constante d’association mesurée pour le composé modele, ce
qui pourrait indiquer un autre mode de coordination de I’ion Zn*",

Ainsi, il se forme lors du dosage UV les espéces [(Calix-Quino)Zn(CH;CN)]*"et
[(Calix-Quino)Zn,(CH;CN)]*".

2.3.2) Modulation de la fluorescence

La coordination de 1’ion Zn*" par le calixaréne a ensuite été suivie par fluorescence. Le
Calix-Quino a été placé a une concentration de 0,61 pM et des ajouts croissants de zinc ont
été effectués. Deux éveénements séquentiels ont ainsi été mis en évidence et sont en accord
avec les études RMN. En effet, les premiers ajouts conduisent a une légeére diminution de
I’intensité de la bande fluorescente du calixaréne a 443 nm puis une nouvelle bande décalée
de 110 nm a 553 nm apparait (voir figure 3-16). En utilisant les constantes d’association K;;
et Ky, calculées a 1’aide du dosage UV, le diagramme de spéciation a pu étre établi a cette
concentration. 1,8 uM d’ion Zn*" conduisent a 83 % du complexe monozincique (il s’agit du

maximum).
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Le spectre de fluorescence du complexe monozincique n’est pas tres affecté par la
présence de zinc car les fluorophores ne sont pas suffisamment proches de ce dernier pour
voir leur fluorescence modifiée. Toutefois, les petites modifications enregistrées ont été
attribuées au rapprochement des groupements quinoléines entre eux, qui est consécutif a la

coordination du zinc au petit col.
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Figure 3- 16 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés et corrigés du Calix-Quino a une concentration de 0,61

1M (en orange) aprés ajouts croissants de Zn(ClO,), dans CH3CN, Aeye = 330 nm.

Si la coordination du zinc au petit col ne modifie pas beaucoup la fluorescence, la
coordination au grand col du deuxiéme zinc entraine I’apparition d’une bande a 553 nm de
plus en plus intense. Ces observations sont en accord avec le fait que le deuxiéme zinc vient
se coordiner aux groupements quinoléines, ce qui induit des modifications beaucoup plus

significatives.

[IT) Complexation des amines

La capacité du Calix-Quino a coordiner ’ion Zn*" et a former un complexe dinucléaire
a été étudiée par spectroscopie RMN, spectrométrie UV et par fluorescence. La prochaine
¢tape est donc d’évaluer sa capacit¢ a servir de capteur fluorescent pour les amines
aliphatiques. La détection par fluorescence de diverses amines aliphatiques a été testée dans

I’acétonitrile.
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3.1) Réponse fluorescente du complexe zincique mononucléaire en présence de
I’heptylamine
La capacité du complexe mononucléaire a agir en tant que capteur fluorescent des
amines aliphatiques a été évaluée. La détection de I’heptylamine par ce complexe a dans un
premier temps été testée. Cette dernicre a ainsi été ajoutée a une solution contenant 83 % du
complexe [(Calix-Quino)Zn(CH;CN)]*". L’amine aliphatique entraine un décalage spectral de
I’émission de fluorescence de 443 nm a 471 nm. La bande formée est de plus beaucoup plus
intense.
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Figure 3- 17 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du mélange 1/3 [Calix-Quino]/| Zn2+] (en noir)
([Calix-Quino] = 0,57 nM) aprés ajouts d’heptylamine dans CH;CN et évolution de I’intensité de fluorescence a
500 nm en fonction de la concentration d’heptylamine (fit obtenu en ligne continue) , Ay = 330 nm.

L’¢évolution de I’intensité de fluorescence a 471 nm a ¢été modélisée de la facon

suivante :

[(calix)Zn(CH;CN)]>* + Heptylamine [(calix)Zn(Heptylamine)]?* + CH;CN K

La constante d’association de 1’heptylamine a été évaluée a log Kg = 3,37 = 0,04. Les
valeurs de constantes précédemment reportées pour 1’échange acétonitrile/heptylamine au
niveau de la sphére de coordination de I’ion Zn*" incluant les groupements imidazoles sont
supérieures a 65 (selon la spectroscopie RMN 'H dans le chloroforme)’ ou égale a 1,2 x 10°
(selon la technique de titration calorimétrique isotherme (ITC) dans le THF'’. Bien que nous
nous attendions pas a des constantes identiques car le systéme différe un peu (1’acétonitrile est
a la fois le solvant et la molécule invitée), la constante Kg pour I’heptylamine est dans la

gamme attendue.
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Une expérience supplémentaire a été réalisée afin de confirmer que 1’exaltation de la
fluorescence n’est observée qu’en présence de la cavité du calix[6]aréne. En effet, comme le
montre la figure 3-18, I’ajout d’heptylamine sur le composé modele ne conduit pas & une
modification significative de 1’intensité de la fluorescence. La détection d’amines n’est ainsi
possible qu’avec le Calix-Quino alors que le fluorophore ne permet pas a lui seul de sonder la
présence d’amines aliphatiques. Par conséquent, la modification de la fluorescence mesurée
avec les amines n’est pas simplement due a la protonation des atomes d’azote du fluorophore

mais a I’encapsulation de celles-ci dans la cavité du calixaréne.

1.1+
1.0+
0.9
0.8
0.7+
0.6
0.5+
0.4+
0.3+
0.2+
0.1+
0.0

I (u.a)

T T T T T T )
350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figure 3- 18 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du composé modéle (en noir) ((Composé modéle] = 3,21
pM) aprés ajouts d’heptylamine dans CH3CN, en rouge : [amine] = 1,62 mM, en bleu: [amine| = 15,1 mM,
Aexe = 330 nm.

3.2) Réponse fluorescente du complexe dizincique en présence de 1’heptylamine

Nous avons ensuite étudié la réponse fluorescente du complexe dinucléaire en présence de
I’heptylamine afin de déterminer si I’encapsulation se produit également. Cela permet par
ailleurs d’évaluer la modulabilité du systéme fluorescent.

Pour cela, le Calix-Quino a été placé a une concentration de 0,61 uM dans I’acétonitrile et
16 uM de Zn*" ont été ajoutés afin de former 70 % de complexe dinucléaire (et 30 % de
complexe mononucléaire). L’heptylamine a ensuite été ajoutée dans la solution. Comme
I’indique la figure 3-19, 1’ajout de cette amine aliphatique conduit a la diminution de la bande
initiale a 553 nm (événement 1) puis permet de régénérer la bande a 443 nm correspondant au
Calix-Quino (voir courbe rose). Une bande a 463 nm est finalement observée (événement 2).
Cela différe un peu de la bande a 471 nm obtenue a partir du complexe mononucléaire car la
sonde est trés sensible aux modifications de son milieu. En effet, le milieu environnant n’est

pas exactement le méme et plusieurs especes sont présentes en solution.
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Figure 3- 19 : Evolution du spectre d’émission de fluorescence du mélange [Calix-Quino]/[ Zn2+] =1/27 (en noir) avec

[Calix-Quino] = 0,61 zM dans ’acétonitrile apreés ajouts croissants d’heptylamine, A,,. = 330 nm.

exc

Ces observations nous permettent d’établir que I’heptylamine agit dans un premier
temps comme une base et capte le zinc présent en exces dans la solution. Le zinc en exces se
retrouve alors sous la forme d’hydroxyde de zinc ou complexé par I’heptylamine. Ceci permet
alors de régénérer le complexe mononucléaire [(Calix-Quino)Zn(CH;CN)]*" de fagon
transitoire (ce qui correspond a la bande a 443 nm). L heptylamine ensuite introduite est alors
libre de rentrer dans la cavité du calixaréne. L’espéce [(Calix-Quino)Zn(Heptylamine)]*™ est
ainsi formée et émet a 463 nm. Cette expérience prouve que [’heptylamine peut étre

encapsulée par le calixaréne.

3.3) Réponse fluorescente du complexe monozincique en présence d’autres amines
aliphatiques

La détection d’autres amines aliphatiques a ensuite été testée a savoir la propylamine,

I’¢thanolamine et la tyramine (voir figures 3-20, 3-21, 3-22). La tyramine et I’éthanolamine

sont des amines biogéniques ; leur détection représente donc un intérét pour la société. Quant

a la propylamine, cela permettra d’évaluer I’influence de la longueur de la chaine sur la

perturbation de la fluorescence.
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Figure 3- 20 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du mélange 1/3 [Calix-Quino]/[ Zn?'] (en noir
g P g

([Calix-Quino] = 0,50 nM) aprés ajouts de propylamine dans CH;CN et évolution de I’intensité de fluorescence a

500 nm en fonction de la concentration de propylamine (fit obtenu en ligne continue) , A, = 330 nm.
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Figure 3- 21 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du mélange 1/3 [Calix-Quino]/| Zn2+] (en noir)

([Calix-Quino] = 0,50 pnM) aprés ajouts d’éthanolamine dans CH;CN et évolution de I’intensité de fluorescence a

500 nm en fonction de la concentration d’éthanolamine (fit obtenu en ligne continue) , A, = 330 nm.
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Figure 3- 22 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du mélange 1/3 [Calix-Quino]/| Zn2+] (en noir)
([Calix-Quino] = 0,44 nM) aprés ajouts de tyramine dans CH3CN et évolution de I’intensité de fluorescence a 500 nm

en fonction de la concentration de tyramine (fit obtenu en ligne continue) , A, = 330 nm.

Ces amines aliphatiques entrainent chacune une exaltation de la fluorescence plus ou
moins forte et un décalage de la bande d’émission caractéristique. Les réponses fluorescentes

obtenues avec ces amines primaires sont comparées dans le tableau 3-3 suivant.

Tableau 3- 3 : Décalage de la longueur d’onde d’émission Akey, = Aem max (AMine) - ey max (Calix-Quino), exaltation de

I’intensité de fluorescence Alp, logarithme de la constante d’association avec ’amine invitée log K.

Propylamine = Ethanolamine Heptylamine Tyramine
ARV HO\/\NHz /\/\/\/NH2 HO\@\/\
NH
Adem
+13 +22 +28 + 25
(nm)
Alp 1,6 2,1 3,1 1,7
Log K¢ 3,32+ 0,09 3,17+ 0,08 3,37+ 0,04 1,22 + 0,05

Le décalage de la bande d’émission Ay, semble étre corrélé a I’encombrement
stérique de ’amine encapsulée et varie entre Akem = + 13 nm pour la propylamine et
Alem =+ 28 nm pour I’heptylamine.

Par ailleurs, 1’exaltation de la fluorescence dépend aussi de I’amine : les amines
aliphatiques a longues chaines induisent une plus forte augmentation de la fluorescence des

quinoléines. Le calixaréne peut étre considéré comme un systéme capable de s’adapter a son
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invité. C’est pourquoi une amine aliphatique a courte chaine peut rentrer dans la cavité sans
engendrer trop de changements conformationnels. Les groupements quinoléines restent alors
proches les uns des autres ce qui provoque une extinction de leur fluorescence.

Par contre, une amine a longue chaine pousse les groupements quinoléines et perturbe
I’interaction entre les groupements quinoléines ce qui permet de restaurer la fluorescence des
quinoléines. L’affinité du récepteur fluorescent pour la tyramine est plus faible en raison de
son cycle phényle qui I’encombre d’un point de vue stérique.

Les effets sur la fluorescence d’une amine plus encombrée telle que la fert-butylamine
ont aussi été étudiés. Il a été démontré que I’ajout de cette amine sur le complexe dinucléaire
n’entraine pas de modification de la fluorescence (voir figure 3-23). Ceci a été attribué au fait
que I’amine est trop encombrée stériquement pour rentrer dans la cavité du calixaréne. Le

récepteur fluorescent est ainsi sélectif vis-a-vis des amines primaires.

1.04
0.8

0.6

I (u.a)

0.4

0.2

ey
375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625
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Figure 3- 23 : Spectres d’émission de fluorescence normalisés du mélange 1/3 [Calix-Quino]/| an+] (en noir) (|Calix-
Quino] = 0,436 pM) aprés ajouts de zerr-butylamine dans CH3CN, en vert :[amine| = 3 X 10 M, en bleu foncé :
[amine] = 1,78 x 10 M, en bleu clair : [amine] = 1,2 x 10”2 M, ey = 330 nm.

Ainsi, nous avons développé un récepteur moléculaire fluorescent efficace pour la
détection d’amines aliphatiques ce qui nous améne a tirer les conclusions suivantes. Selon
I’amine primaire introduite, 1’exaltation de la fluorescence ainsi que le décalage spectral de la
nouvelle bande d’émission de fluorescence est différente. Des constantes d’association pour
I’amine invitée ont pu aussi étre calculées. Le macrocycle présente par ailleurs une sélectivité
vis-a-vis des amines primaires. En effet, si ’encombrement stérique de 1’amine est trop
important, celle-ci ne pourra pas rentrer dans la cavité du calix[6]aréne et la fluorescence de la
sonde ne sera pas perturbée.

Toutefois, la photostabilité de la sonde étant limitée, il serait judicieux de remplacer la
double liaison de la quinoléine (responsable de la photodégradation) par une triple liaison plus

robuste.
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IV) Etudes RMN

Les études RMN de coordination avec le zinc ont été effectuées par Jean-Noél Rebilly
a I’Université Paris Descartes et permettent de confirmer les hypothéses émises a la suite des

¢tudes photophysiques.

4.1) Etude de coordination de 1’ion Zn?

Le spectre RMN du Calix-Quino dans un mélange CD3CN/CDCIl; a température
ambiante est constitué de signaux larges. L’ajout de Zn®" & la solution permet d’affiner
considérablement ces signaux pour aboutir a une seule espéce en présence d’un équivalent de
I’ion métallique. Le spectre est en accord avec la formation d’une espéce présentant une
symétrie Cs,. Un calixaréne monozincique coordinant un ion Zn*" au petit col a en effet déja
été caractérisé par RMN et posséde un spectre similaire''. La figure 3-24 montre la structure
envisagée pour le calixaréne en s’appuyant sur les caractéristiques spectrales. Les protons
appartenant aux fluorophores sont déplacés vers les champs forts (ils sont alors « blindés »)
par rapport au fragment quinoléine sans la cavité (voir figure 3-25). Ceci est di au fait que la
coordination du Zn>" au petit col rigidifie la structure du calixaréne en conformation cone.
Dans cette conformation, les anilines se déplacent vers I’intérieur de la cavité et rapprochent
les groupements quinoléines entre eux. Les protons aromatiques des fluorophores se
retrouvent alors dans le cone de blindage de la quinoléine voisine ce qui entraine un

« blindage » de leurs protons.
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Figure 3- 24 : Dosage RMN 'H du Calix-Quino par le Zn(OTf), (CD;CN, 500 MHz, 300 K), a) Calix-Quino, b) + 0,3
éq. Zn’ *,¢) + 0,6 éq. Zn’ *,d) + 1 éq. Zn*".

k/l

Figure 3- 25 : Comparaison des spectres RMN 'H:a)du fragment quinoléine dénué de cavité (CDCl;, 500 MHz, 300
K) et b) d’un mélange 1 : 1 du Calix-Quino et de Zn(OTfY), attribuée au complexe [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTf,)
(CD3;CN/CDCl;, 4 : 1,500 MHz, 300 K).
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4.2) Formation du complexe dinucléaire
Les ajouts supplémentaires d’équivalents de Zn>" induisent une grande complexification du

spectre RMN 'H (voir figure 3-26).

O Protons C=C
* Protons anisole grand col

Y Protons quinoléine

OMe . NMe,,

grand col
IOMe petit col

A
CH,im CHAH. | | tBu

Figure 3- 26 : Dosages RMN '"H (CD;CN, 500 MHz, 300 K) d’un mélange 1 : 1 du Calix-Quino et de Zn(OTf),
attribuée au complexe [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTH,)| par le Zn(OTf),, a) [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTH)], b)
[(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTf)]+ 0,3 éq. Zn*, ¢) [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTf)]+ 0,6 éq. Zn*, d) [(Calix-
Quino)Zn(CD;CN)(OTHf)]+ 1 éq. Zn*, e) [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(OTf,)]+ 2 éq. Zn*, f) [(Calix-
Quino)Zn(CD;CN)(OTfy)|+ 3 éq. Zn*".

Les signaux des protons des groupements terz-butyles sont désormais séparés en six pics,
ce qui indique la présence d’un mélange d’especes de plus faible symétrie. Par ailleurs, un
nouveau groupe de signaux aromatiques apparait entre un et deux équivalents de Zn>" ajoutés
qui est conservé en présence d’exces de zinc. Une partie des protons de la quinoléine sont
déblindés au-dela de 8 ppm et un autre groupe est blindé entre 6,5 ppm et 6,8 ppm. Ces
observations permettent d’établir que le deuxiéme équivalent de Zn>* vient se coordiner aux
atomes d’azote de la quinoléine. Les différentes quinoléines se retrouvent ainsi liées au méme
centre métallique. Les signaux des protons CH»-N sont, quant a eux 1égérement déplacés vers
les champs faibles signalant une coordination partielle au zinc.

De plus, un nouvel ensemble de signaux, noté Hamp, est observé a 6,1 ppm alors que les

signaux initiaux a 5,6 ppm diminuent et s’élargissent dans le méme temps. Ceci prouve que la
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cavit¢ du calixaréne est partiellement ouverte par rapport au complexe mononucléaire.
Comme les protons de la quinoléine sont blindés, ils sont situés dans un cone de blindage
formé par une unité aromatique, ce qui est cohérent avec le fait que deux quinoléines
participent a la sphere de coordination du zinc. 11 est toutefois difficile de définir précisément
la structure de ce complexe dinucléaire. Un exces de zinc permet de déplacer 1’équilibre vers

ce complexe dinucléaire [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)(Zn)]*".

4.3) Encapsulation de I’heptylamine

Notons que I’ajout d’heptylamine sur le complexe dinucléaire [(Calix-
Quino)Zn(CD3CN)(Zn)]*" entraine la précipitation des ions Zn*" libres en solution sous leur
forme hydroxyde comme I’atteste I’apparition des signaux de I’ammonium a 6,2 ppm. L’ajout
de six équivalents d’heptylamine conduit a la décoordination de 1’ion Zn>"au grand col pour
former le complexe monozincique [(Calix-Quino)Zn(CD;CN)]*". L’addition d’équivalents
d’heptylamine permet d’obtenir I’adduit hote-invité de structure identique a celui obtenu a
partir d’ajouts d’heptylamine sur le complexe [(Calix-Quino)Zn(CDsCN)]*". L’adduit est
caractérisé par une symétrie Cs,.

Invité
encapsulé

a/
b/
o c/
_d/

| N NN Y

O N I
T T I T T T T I T T

0 -1

Quinoléine
lie H;}rNH CH,ZIm

/

i_____,, J'uJULu__Jk_J_J._f/

LAENNLENL B L L L B B B L B Y N B B L B B B

) 8 7 6 5

Figure 3- 27 : Ajout de I’heptylamine a une solution contenant le Calix-Quino et 4 éq. de Zn(OTf), (CD;CN, 500 MHz,
300 K). a/ Calix-Quino + 4 éq. Zn*', b/+2 éq. heptylamine, ¢/ /+ 4 éq. heptylamine, d/ + 6 éq. heptylamine, e/ / + 8 éq.

heptylamine, f/ spectre de référence : Calix-Quino + 1 éq. Zn* +2.5 éq. heptylamine.

Deux observations ont mis en évidence I’encapsulation de I’heptylamine. D’une part,

les signaux de ses protons sont déplacés vers les champs forts entre 0 et -2 ppm (voir figure 3-
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28). D’autre part, les protons adjacents aux groupes imidazoles (notés CH,Im) se retrouvent
déblindés en raison de la formation de liaisons hydrogéne entre le groupement NH, de
I’heptylamine et les atomes d’oxygeéne du petit col du calixaréne (voir figure 3-27).
L’inclusion de I’amine aliphatique induit un mouvement d’ouverture de la cavité
comme I’indique le déblindage observé des protons appartenant aux groupements anilines
notés Hamnp et des protons des unités quinoléines. En effet, la cavité du calixaréne constitue
un cone de blindage ainsi que les unités aromatiques des quinoléines. Par conséquent, le
déblindage des protons prouve que I’encapsulation de I’amine écarte les fluorophores les uns

des autres. L’espéce ainsi formée est [(Calix-Quino)Zn(Heptylamine)]*".

c f gla lll
A ,)ka'v'»"slﬂbt

Invité
encapsulé

/1=

Figure 3- 28 : Formation de I’adduit hote-invité mononucléaire (CD3;CN, 500 MHz, 300 K), a) [(Calix-
Quino)Zn(CD3CN)]2+, b) [(Calix—Quino)Zn(CD3CN)]2++ 2,5 éq. heptylamine.

La coordination du zinc et la formation de 1’adduit hote-invité sont résumées et

schématisées dans la figure 3-29 ci-dessous.
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Figure 3- 29 : Ensemble des espéces rencontrées apreés ajouts de Zn*" et d’heptylamine.

Ainsi les expériences RMN confirment les hypotheses que nous avions émises lors des
¢tudes spectroscopiques. En effet, deux éveénements séquentiels se produisent lors de 1’ajout
de zinc. Le premier zinc vient se positionner au petit col tandis que le deuxiéme complexe les
quinoléines au grand col. La premiére complexation ne perturbe pratiquement pas la
fluorescence des quinoléines mais induit un rapprochement entre elles. La deuxiéme
complexation induit quant a elle de profondes modifications de 1’émission. Enfin, le
calix[6]aréne joue son rdle de récepteur macrocyclique fluorescent et encapsule 1’heptylamine

dans sa cavité.
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Diverses sondes moléculaires fluorescentes ont été congues pour la détection d’une
part de la molécule d’atrazine, de ses produits de dégradation et des dérivés de la mélamine, et
d’autre part des amines aliphatiques. Des fluorophores a transfert de charge dérivés de la
molécule de maléimide, de naphthalimide et de 1’acide barbiturique ont ainsi été synthétisés
pour la détection des triazines alors qu’un calix[6]aréne-fluorescent et son composé modele
ont été¢ développés pour la détection des amines aliphatiques.

Leurs propriétés photophysiques ont ensuite été étudiées. Certaines sondes se sont
révélées tres fluorescentes alors que d’autres possédent des rendements quantiques beaucoup
plus faibles. Les déclins de fluorescence ont été mesurés et la sonde Naphth-TriazoleOMe a
présent¢ une photophysique complexe. De plus, les trois sondes MaleOMe, Naphth-
TriazoleOMe et Naphth-AlcyneOMe sont caractérisées par un fort solvatochromisme. En
outre, Naphth-AlcyneOMe et TBA-BARB posseédent également une fluorescence a 1’état
solide et Naphth-AlcyneOMe semble prometteur pour remplir la fonction de sonde pour pH
élevé.

En paralléle de ces études photophysiques, des calculs de modélisation moléculaire
ont fourni de solides informations sur la photophysique des sondes. Les calculs DFT ont
apport¢ des ¢éléments de compréhension supplémentaires sur le transfert de charge
intramoléculaire et la TD-DFT a été utilisée pour modéliser les spectres d’absorption. La
spectroscopie RMN a permis de confirmer 1’encapsulation de 1’heptylamine a I’intérieur de la
cavité du calix[6]aréne ainsi que I’interaction avec 1’atrazine pour les sondes naphthalimides
et maléimide par liaison hydrogéne.

Il apparait ainsi que la fonction imide joue son rdle d’unité de reconnaissance et
permet aux sondes d’interagir avec les molécules de triazines via des liaisons hydrogéne. Pour
les sondes MaleOMe, Naphth-AlcyneOMe, Naphth-TriazoleOMe et Naphth-NHBu,
I’interaction ne modifie pas suffisamment la fluorescence et notamment le transfert de charge
intramoléculaire de ces sondes. Comme la perturbation des effets photophysiques n’est pas
suffisante, une autre stratégie reposant sur le phénomene d’AlIE semble se dessiner.

En effet, I’ AIE est responsable en partie de la forte exaltation de fluorescence de TPA-
BARB en présence des dérivés de mélamine MA1 et MA2. La constitution d’un micro-

environnement hydrophobe explique aussi les effets obtenus. Ces résultats obtenus en
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présence des dérivés de mélamine ouvrent la voie a I’exploration d’autres sondes capables de
former des réseaux supramoléculaires avec les dérivés de la mélamine ou des composés de
structure similaire. Il faudrait alors utiliser un fluorophore faiblement fluorescent en raison de
la liberté de rotation d’une de ses liaisons. Cela permettra de tirer profit du phénomene d’AlIE.

Unité de Anal Interaction
reconnaissance nalyte avec I'analyte

<€ @

Rotation Rotation
de la liaison bloquée

Figure 1 : Stratégie de détection des dérivés de la mélamine.

L’interaction avec I’analyte via des liaisons hydrogene, des interactions n-n ou CH- &
empécherait la rotation de cette liaison provoquant une exaltation de la fluorescence. Cette
exaltation de la fluorescence conduirait alors a des assemblages trés fluorescents. Nous avons
caractérisé¢ ceux formés avec la sonde TPA-BARB et le dérivé de mélamine MA1 par
microscopie de fluorescence mais d’autres méthodes de préparation et de dépot des
¢chantillons seraient a tester.

I1 apparait ainsi que la liaison hydrogene est un bon point de départ pour que la sonde
fluorescente et I’analyte interagissent entre eux mais cette interaction reste insuffisante pour
modifier significativement la photophysique des sondes. Deux stratégies faisant appel a des
nanoparticules peuvent étre adoptées pour améliorer la détection.

Nous pourrions exploiter le cceur hydrophobe de certaines nanoparticules de silice afin
d’immobiliser de facon non covalente les fluorophores a leur surface (en conservant leur
fluorescence) et créer ainsi un environnement apolaire favorable a 1’atrazine. De plus, il serait
possible de controler la concentration en sondes lors de la synthése, ce qui représente un
avantage. Une fois les fluorophores adsorbés sur la nanoparticule, 1’atrazine est a son tour
ajoutée dans le milieu afin qu’elle interagisse avec les fluorophores. Les effets sur la
fluorescence seront peut étre amplifiés en raison de la forte concentration de I’analyte dans les

nanoparticules.
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Figure 2 : Stratégie pour la détection de ’atrazine n°1.

Une autre stratégie est d’utiliser des fluorophores pour lesquels la fluorescence est
éteinte apres leur agrégation. Des nanoparticules de fluorophores seraient formées a la suite
de leur agrégation en milieu aqueux. L’ajout d’atrazine pourrait permettre de désolidariser les

fluorophores et de restaurer la fluorescence.

Agrégation Ajout ‘
en nanoparticules . de I’atrazine

. ‘ 0
Fluorescence 5
«on»
Fluorescence Fluorescence
« off » «on»
Cl
NTSN
® = fluorophore = P J\
ZNTONTN
H H

Figure 3 : Stratégie pour la détection de I’atrazine n°2.

Enfin, nous pouvons proposer une amélioration du systéme fluorescent basé sur le
calix[6]aréne pour la détection des amines aliphatiques. En effet, il faudrait améliorer la
photostabilité¢ du fluorophore quinoléine en remplagant la double liaison par une triple liaison.
Il serait aussi envisageable d’utiliser des fluorophores solubles dans 1’eau afin de permettre la
détection d’amines dans les milieux biologiques, d’autant plus que le calixaréne peut aisément
étre fonctionnalisé¢ par des groupements solubilisants tels que des acides carboxyliques,

groupements sulfonates ou phosphonates.
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Partie expérimentale

I) Syntheses effectuées

1.1) Généralités

1.1.1) Solvants, produits et chromatographies

Les solvants utilisés lors des syntheses ont été produits par la société Carlo Erba (Dasit
group). Les chromatographies sur couches minces (CCM) ont été réalisées sur des plaques de
silice sur aluminium Fyss (Merck ou MACHEREY-NAGEL). Les purifications par
chromatographie sur colonne de gel de silice ont été effectuées manuellement avec une silice
de granulométrie 40-63 pum de chez Carlo-Erba/SDS ou MACHEREY-NAGEL) ou
automatiquement par un collecteur Armen Instruments Spot II Ultimate avec des colonnes de

silice prépacquées INTERCHIM.

1.1.2) Spectres RMN
L’ensemble des spectres de résonance magnétique a été enregistré a ’ENS Cachan a
I’aide d’un spectrometre JEOL ECS 400 équipé d'une sonde large bande 40THS5AT/FG et
d'un module d'accord automatisé. Pour les spectres du proton 'H, le pic du solvant deutéré ou
du TMS (tétraméthylsilane, 0 ppm) ont servi de référence. Pour les spectres du carbone °C,
les pics du solvant deutéré ont servi de référence. Le déplacement chimique o est indiqué en

partie par million (ppm) et les constantes de couplage scalaire J sont exprimées en Hertz (Hz).

1.1.3) Spectrométrie de masse
Les spectres de masse ont été effectués par le service de spectrométrie de masse
IMAGIF/ICSN CNRS a Gif-sur-Yvette. Une tolérance de 5 ppm est admise pour les masses

trouvées expérimentalement par rapport aux masses calculées.
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Partie Expérimentale

MALEIMIDE

Bis(4-methoxyphenyl)fumaronitrile: Compound 53

53

The literature procedure was modified.

In a round bottom flask under argon, 1.85 mL (13.6 mmol) of 4-methoxybenzyl cyanide and
3.47 g (13.6 mmol) of iodine were added in 6.8 mL of anhydrous diethyl ether. The mixture
was stirred and cooled to -78°C. 6.85 mL (29.90 mmol) of a sodium methoxide solution
(25 wt.% in methanol) were added dropwise for 30 minutes. The reaction solution was
allowed to warm up at -5°C, the previous bath was replaced by an ice bath and the reaction
solution was stirred for 12 h. The reaction was quenched with 3% hydrochloric acid at less
then 10°C. The precipitate was collected by filtration and washed with cold methanol-water
solution to remove ionic substances. 1.53 g of the product as brown powder were obtained
(78%).

Reference:!”

'H NMR (CDCls, 400 MHz): 3 = 7.79 (d, 4H, J = 9.0 Hz, ArH); 7.01 (d, 4H, J =9.1 Hz,
ArH); 3.89 (s, 6H, OMe).

3C NMR (CDCL;, 100 MHz): § = 162.1; 131.2; 130.6; 124.7; 122.8; 117.5; 114.7; 55.7.

Ci1sH 14N, 0; M = 290.32 g-mol’’

Brown solid
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Partie Expérimentale

3,4-bis(4-methoxyphenyl)maleimide: MaleOMe

The literature procedure was modified.

Bis(4-methoxyphenyl)fumaronitrile (100 mg, 0.345 mmol) was dissolved in dry toluene (1.7
mL) and methanol (1.2 mL). Sodium methoxide methanol solution (25%, 240uL), was added
to the reaction solution at room temperature. The solution mixture was then stirred overnight
at 50°C. The reaction was quenched with a solution of HCI (3%) and then extracted using
dichloromethane. The product was purified by column chromatography on silica gel using
PE/AE (8:2) as eluent giving a yellow solid (21 mg, 20%).

[81.[7]

Reference:

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & = 7.46 (d, 4H, ArH, J = 8.8 Hz); 6.88 (d, 4H, ArH, J = 8.8
Hz); 3.83 (s, 6H, OMe).

C NMR (CDCl;, 100 MHz): 8 = 171.0; 160.9; 135.1; 131.6; 121.4; 114.3; 55.5.

C1sH1sNOy M = 309.32 g.mol!

Yellow solid
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NAPHTHALIMIDES

4-bromo-1,8-naphthalimide: Compound 60

H
O_N__O
Br
60

The literature procedure was modified.

4-Bromo-1,8-naphthalic anhydride (0.90 g, 3.25 mmol) was suspended in 150 mL of absolute
ethanol and the solution was stirred and heated to reflux. A solution of ammonium hydroxide
(30%, 1.66 mL) was then slowly added. After 20 h of reflux, the mixture was cooled to room

temperature and the solvent was evaporated to yield a white solid. The solid was filtered and

washed with absolute ethanol (0.84 g, 96%).
Reference: !

"H NMR (DMSO, 400 MHz): 5 = 11.88 (s, 1H); 8.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 8.52 (d, J = 7.2 Hz,
1H); 8.29 (d, J = 7.6 Hz, 1H); 8.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 7.99 (t, ] = 8.0 Hz, 1H).

C12H¢BrNO; M = 276.09 g.mol™

White solid
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Partie Expérimentale
4-N-butylamino-1,8-naphthalimide: Naphth-NHBu
H
O._N_O

N

=

HN

.

4-bromo-1,8-naphthalimide (210 mg, 0.76 mmol) was dissolved in 5 ml of N-
methylpyrolidinone (NMP). Then n-butylamine (75 pL, 0.76 mmol) and diisopropylamine
(132 pL, 0.76 mmol) were added and heated at 85 °C for 29h. The mixture was poured into
150 ml water. The resulting precipitate was filtered, washed with water. The residue was
purified by column chromatography on silica gel using chloroforme yielding a white powder

(151 mg, 74%).
"H NMR (CDCls, 400 MHz): & = 8.57 (d, ] = 7.2 Hz, 1H); 8.45 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 8.31 (br

s, IH); 8.12 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 7.60 (t, J = 7.6 Hz, 1H); 6.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 3.43 (¢, ] =
7.2 Hz, 2H); 1.81 (m, 2H); 1.56 (m, 2H); 1.03 (t, J = 7.2 Hz, 4H).

C16H16N20 M = 268.32 g.mol™

White solid
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4-Azido-1,8-naphthalic anhydride: Compound 61

(0] (0] (0]
N3
61

To a suspension of 4-bromo-1,8-naphthalic anhydride (2.0 g, 7.22 mmol) in DMF (30 mL) at
room temperature was added a suspension of sodium azide (703 mg, 27 mmol) in water (2
mL). The mixture was stirred for 6 h at room temperature, and the solution was poured into

ice water. The precipitate was filtered to give the desired yellow product (1.63 g, 95%).
Reference: ¥

"H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 8.68 (d, ] = 7.2 Hz, 1H); 8.62 (d, ] = 8.1 Hz, 1H); 8.56 (d,
J=8.5Hz, 1H); 7.83 (d, J = 7.4 Hz, 1H); 7.53 (d, J = 7.9 Hz, 1H).

C12HsN;0;3 M = 239.19 g.mol™

Yellow solid
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4-(4-Phenyl-[1,2,3]-triazol-1-yl)-1,8-naphthalic anhydride: Compound 62

62
OMe

4-Azido-1,8-naphthalic anhydride (0.20 g, 0.84 mmol) and 4-ethynylanisole (0.11 g, 0.84
mmol) were suspended in DMF (10 mL). Sodium ascorbate (33 mg, 0.17 mmol) was added,
followed by copper (II) sulfate pentahydrate (21 mg, 0.08 mmol). The mixture was heated at
110°C for 14h and poured into ice water, and the product was collected by filtration. After

washing the precipitate with cold water, the desired product was obtained as a yellow powder
(0.212 g, 68%).

"H NMR (DMSO, 400 MHz): 5 = 9.27 (s, 1H, Hzyizz0r0); 8.70 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH); 8.67
(d, ] = 7.2 Hz, 1H, ArH); 8.45 (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArH); 8.20 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH); 8.03
(t,1H, ArH); 7.95 (d, J = 8.6 Hz, 2H, MeOArH); 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 2H, MeOArH); 3.83 (s,
3H,0Me).

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for Co;H4N304: 372.0984; found 372.0974 [M+H]".

C21H13N304 M =371.35 g.mol'l

Yellow solid

229



Partie Expérimentale

4-(4-Phenyl-[1,2,3]-triazol-1-yl)-1,8-napthalimide: Naphth-TriazoleOMe

H
O__N__O
N,N
N/

OMe

In a round bottom flask, 4-(4-Phenyl-[1,2,3]-triazol-1-yl)-1,8-naphthalic anhydride (0.212 g,
0.571 mmol) was dissolved in absolute EtOH (25 mL) and the mixture was heated to reflux.
A solution of 30% aqueous ammonia (1 mL, 7.42 mmol) was added and the reaction mixture
was refluxed for 20h. Then solvents were removed under reduced pressure to yield a brown

solid (quant).

"H NMR (DMSO, 400 MHz): 5 = 11.99 (br s, 1H.NH); 9.21 (s, 1H, Hriazore); 8.61 (d, J = 6.9
Hz, 1H,ArH); 8.58 (d, J = 7.3 Hz, 1H,ArH); 8.29 (d, ] = 8.7 Hz, 1H,ArH); 8.14 (d, ] = 7.8 Hz,
1H,ArH); 7.98 (t, 1H,ArH); 7.95 (d, J = 7.5 Hz, 2H,MeOArH); 7.10 (d, J = 7.7 Hz,

2H,MeOArH); 3.82 (s, 3H,OMe).

BC NMR (CDCI3, 100 MHz): 5 = 163.9; 163.3; 159.4; 147.0; 137.8; 130.9; 129.7; 129.6;
129.5; 128.8; 126.9; 126.1; 124.1; 123.8; 123.2; 123.0; 122.5; 114.5; 55.2.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for Cy;H;sN4O3: 371.1144; found 371.1140 [M+H]".

C21H14N403 M =370.37 g.lIlOl_1

Brown solid

230



Partie Expérimentale

4-((4-methoxyphenyl)ethynyl)-1,8-naphthalic anhydride: Compound 63
0.0_0

OMe
63

To a solution of 4-bromo-1,8-naphthalic anhydride (0.20 g, 0.722 mmol) in 20 mL of a
mixture of DMF/EtsN (1: 1) under argon, Pd(PPh;)s (27 mg; 0.023 mmol), a solution of
sodium ascorbate (10 mg; 0.05 mmol; 0.033 M) in DMF, a solution of copper(Il) sulfate (2
mg; 0.008 mmol; 0.053 M) in DMF and 4-ethynylanisole (93.6 puL, 0.722 mmol) were added.
The reaction mixture was stirred for 4 h at 80°C. After completion of the reaction monitored
by TLC, the reaction mixture was extracted with ethyl acetate, washed with NH4CI and brine,
and dried over Na;SO4. The product was dissolved in AcOEt, precipated with diethyl ether

and collected by filtration. The product was isolated as an orange solid with 77% yield.

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 8.84 (dd, J = 8.3, ]’ = 0.9 Hz, 1H, ArH); 8.68 (dd, J=7.3, ]’
=0.9 Hz, 1H, ArH); 8.58 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH); 7.98 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH); 7.90 (t,v1H,
ArH); 7.63 (d, J = 8.8 Hz, 2H, p-methoxybenzyl group); 6.97 (d, J = 8.8 Hz, 2H p-
methoxybenzyl group); 3.88 (s, 3H,OMe).

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C2;H;304: 329.0814; found 329.0802 [M+H]".

C2H1,04 M = 328.32 g.mol™

Orange solid
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4-((4-methoxyphenyl)ethynyl)-1,8-naphthalimide: Naphth-AlcyneOMe
H
O._N_DO

OMe

In a round bottom flask, 4-((4-methoxyphenyl)ethynyl)-1,8-naphthalic anhydride (245 mg,
0.764 mmol) was dissolved in absolute EtOH (25 mL) and the mixture was heated to reflux.
A solution of 30% aqueous ammonia (1.73 mL, 13 mmol) was added and the reaction mixture
was refluxed for 24h. Then solvents were removed under reduced pressure and the crude
product was purified by column chromatography on silica gel (DCM/PE (5:5)) to yield a
yellow solid (250 mg, quant.).

'H NMR (CDCls, 400 MHz): & = 8.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H,ArH); 8.64 (d, ] = 7.3 Hz,
1H,ArH); 8.55 (d, J = 7.6 Hz, 1H,ArH); 8.39 (br s, IH,NH); 7.95 (d, J = 7.6 Hz, ArH); 7.86 (t,

1H); 7.63 (d, J = 8.7 Hz, 2H,ArH); 6.97 (d, ] = 8.7 Hz, 2H, ArH); 3.88 (s, 3H, OMe).

3C NMR ((CD;3);S0, 100 MHz): 5 = 163.9; 163.7; 160.4; 133.7; 132.1; 131.1; 130.57;
130.50; 129.4; 128.7; 128.1; 126.8; 123.1; 122.0; 114.7; 113.3; 99.3; 85.2; 55.5.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C5;H;4NO5: 328.0974; found 328.0971 [M+H]".

C2H13NO; M = 327.34 g.mol’!

Yellow solid
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4-(trimethylsilyl)ethynyl-1,8-naphthalic anhydride: Compound 76

0..0_0
fl
SIS
76

In a schlenk under argon, 1.51 g (5.4 mmol) of 4-bromo-1,8-naphthalic anhydride were
dissolved in 30 mL of anhydrous THF. Then, 0.64 g (0.6 mmol) of
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0), 0.21 g (1.1 mmol) of copper(I) iodide, 3.82 mL
(27.1 mmol) of trimethylsilylacetylene and 3.5 mL (20.1 mmol) of DIPEA were added. The
mixture was stirred for Sh at room temperature. 50 mL of AcOEt were added and the organic
layer was washed with a saturated solution of NH4Cl and dried over Na,SO4. The crude
product was purified by column chromatography on silica gel (PE then PE/DCM (7:3)) to
give 1.26 g (80%) of the desired product.

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 8.73 (d, 1H, J = 8.3 Hz, ArH); 8.67 (d, 1H, J = 7.3 Hz,
ArH); 8.55 (d, 1H, J = 7.4 Hz, ArH); 7.95 (d, 1H, J = 7.4 Hz, ArH); 7.90 (t, 1H, J = 7.8 Hz,
ArH); 0.37 (s, 9H, Si(CH3)3).

13C NMR (CDCls, 100 MHz): § = 160.5; 160.3; 135.3; 134.1; 133.9; 132.7; 132.1; 131.6;
130.2; 128.1; 119.2; 118.3; 107.4; 100.6; 0.15.

C17H,40:Si M = 294.38 g-mol’’

White solid
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4-((trimethylsilyl)ethynyl)-1,8-naphthalimide: Compound 77

H
O.N_O
Il
S
77

In a round bottom flask, 4-(trimethylsilyl)ethynyl-1,8-naphthalic anhydride (502 mg, 1.71
mmol) was dissolved in absolute EtOH (50 mL) and the mixture was heated to reflux. A
solution of 30% aqueous ammonia (3.02 mL, 25.5 mmol) was added and the reaction mixture
was refluxed for 12h. Then solvents were removed under reduced pressure to afford 4-

((trimethylsilyl)ethynyl)-1,8-naphthalimide as a yellow solid (quant.).

"H NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 8.69 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, I’ = 0.8 Hz, ArH); 8.63 (dd, 1H,
J=7.2Hz, J’=1,2 Hz, ArH); 8.51 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 8.42 (br s, 1H, NH); 7.92 (d, 1H,
J=7.6 Hz, ArH); 7.85 (t, 1H, J = 7.2 Hz, ArH); 0.37 (s, 9H, Si(CH3)3).

C17H;sNO,Si M = 293.40 g-mol’

Yellow solid
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4-(trimethylsilyl)ethynyl-N-(4-methoxybenzyl)-1,8-naphthalimide:
Compound 78

o._N_O
{
SIS
78

The original procedure has been modified.

In a round bottom flask under argon, 0.39 g (1.3 mmol) of 4-(trimethylsilyl)ethynyl-1,8-
naphthalic anhydride and 0.21 mL (1.6 mmol) of 4-methoxybenzylamine were dissolved in
45 mL of anhydrous ethanol. The mixture was stirred and refluxed for 46 h. The solvent was
evaporated yielding 0.55 g (quant.) of the product as brown solid.

Reference: !

'"H NMR (CDCl,, 400 MHz): 6 = 8.65 (d, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 8.52 (d, 1H, J = 7.5 Hz,
ArH); 7.88 (d, 1H, J = 7.5 Hz, ArH); 7.81(t, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.52 (d, 2H, J = 8.6 Hz, p-
methoxybenzyl group); 6.83 (d, 2H, J = 8.7 Hz, p-methoxybenzyl group); 5.30 (s, 2H, CH,N);
3.76 (s, 3H, OMe); 0.36 (s, 9H, Si(CHs)3).

BC NMR (CDCls, 100 MHz): § = 164.2; 159.1; 132.7; 131.92; 131.35; 130.80; 130.59;
129.6; 128.1; 127.7; 123.1; 122.5; 113.9; 106.5; 104.2; 102.5; 100.5; 55.4; 43.2; 31.1; 0.15.

C25H,3NO;Si M = 413.55 g-mol’’

Brown solid
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4-ethynyl-N-(4-methoxybenzyl)-1,8-naphthalimide: Compound 79

O.N_DO
{
79

In a round bottom flask under argon, potassium carbonate (0.01 g; 0.1 mmol) was added to a
solution of 4-(trimethylsilyl)ethynyl-N-(4-methoxybenzyl)-1,8-naphthalimide (0.10 g; 0.3
mmol) in anhydrous MeOH. The resulting mixture was stirred at room temperature for 3 h.
The solvent was removed under reduced pressure and the crude product was dissolved in
DCM (30 mL). The organic layer was washed with a saturated solution of NH4Cl and
concentrated under vacuum. The product was purified by column chromatography on neutral

alumina (cyclohexane/ AcOEt (8:2)) to afford a yellow solid (73.1 mg; 89%).

'"H NMR (CDCl,, 400 MHz): 6 = 8.65 (d, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 8.54 (d, 1H, J = 7.6 Hz,
ArH); 7.93 (d, 1H, J = 7.6 Hz,ArH); 7.82 (t, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.52 (d, 2H, J = 8.6 Hz, p-
methoxybenzyl group); 6.83 (d, 2H, J = 8.7 Hz, p-methoxybenzyl group); 5.31 (s, 2H, CH,N);
3.76 (s, 3H, OMe); 3.73 (s, 1H, Haikyne)-

BC NMR (CDCl;, 100 MHz): & = 164.4; 159.1; 132.40; 132.03; 131.96; 131.73; 130.72;
130.43; 129.5; 128.0; 127.78; 126.4; 123.0; 122.9; 91,7; 86.7; 55.3; 43.2; 31.1; 27.0.

C22HisNO; M = 341.37 g-mol™

Yellow solid
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Partie Expérimentale

tert-butyl-1,3-dioxo-4-((trimethylsilyl)ethynyl)- 1,8-naphthalimide:
Compound 80

0_0
Y
0_N_0O

4-((trimethylsilyl)ethynyl)-1,8-naphthalimide (456 mg, 1.55 mmol) was dissolved in dry
acetonitrile (5 mL). Boc,O (509 mg, 2,33 mmol) and DMAP (19 mg, 0.15 mmol) were added
and the resulting mixture was stirred at room temperature for 12 h. The mixture was
concentrated under vacuum and the residue was purified by silica gel chromatography

(DCM/cyclohexane = 5:5) to give the product (610 mg, quant.).
"H NMR (CD;Cl, 400 MHz): § = 8.70 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, J’ = 0.8 Hz, ArH); 8.64 (dd, 1H, J

=7.2Hz, I’= 0,8 Hz, ArH); 8.52 (d, 1H, ] = 7.6 Hz, ArH); 7.92 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH); 7.85
(t, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 1.67 (s, 9H, tert-butyl); 0.37 (s, 9H, Si(CH3)3).

CH;NO,Si M = 393.51 g-mol’

Yellow solid
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Partie Expérimentale

tert-butyl-1,3-dioxo-4-ethynyl-1,8-naphthalimide: Compound 81
The easiest way to synthesize this product is described here.

bs
.

O._N_DO

81

)

Naphth-AlcyneH (679 mg, 3.07 mmol) was dissolved in dry acetonitrile (5 mL). Boc,O (1 g,
4.60 mmol) and DMAP (37 mg, 0.303 mmol) were added and the resulting mixture was
stirred at room temperature for 24 h. The mixture was concentrated under vacuum and the
residue was purified by silica gel chromatography (DCM/cyclohexane = 5:5) to give the
product (572 mg, 58%).

"H NMR (CD;Cl, 400 MHz): & = 8.73 (dd, 1H, J = 8.4 Hz, J’ = 0.8 Hz, ArH); 8.65 (dd, 1H, J
=17.2 Hz, ’= 0,8 Hz, ArH); 8.55 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.96 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH); 7.86
(t, 1H, J=7.6 Hz, ArH); 3.78 (s, 1H, Huuyne); 1.67 (s, 9H, tert-butyl).

C19H;sNOy M = 321.33 g-mol’’

Yellow powder
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Partie Expérimentale

4-ethynyl -1,8-naphthalimide: Naphth-AlcyneH
The easiest way to synthesize this product is described here.

Z2-T

N\ //

4-(trimethylsilyl)ethynyl-1,8-naphthalic anhydride (1.86 mg, 6.31 mmol) was dissolved in dry
ethanol (5 mL) and the solution was heated to reflux. A solution of 30% aqueous ammonia
(11.5 mL, 88.6 mmol) was added and the reaction mixture was refluxed for 12 h. Then the
solvent was removed under reduced pressure and the residue was dissolved in CHCls. A
precipitate was formed after the addition of diethyl ether and collected by filtration to yield a
brown solid (1.13 g, 70%).

"H NMR (CDsCl, 400 MHz): & = 8.73 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH); 8.64 (d, 1H, J = 7.6 Hz,
ArH); 8.54 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 8.42 (s, 1H, NH); 7.97 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.86 (t,
1H, J = 8.4 Hz, ArH); 3.77 (s, 1H, Hajiome)-

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C14HgNO; : 222.0555; found 222.0547 [M+H]".

C1sH;NO, M = 221.22 g-mol’

Brown powder
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Partie Expérimentale

4-((4-hydroxyyphenyl)ethynyl)-1,8-naphthalimide: Naphth-AlcyneOH

OH
Cul (13 mg, 0.068 mmol) and PdCIy(PPh;), (12 mg, 0.022 mmol) were added to a solution of
Naphth-AlcyneH (100 mg, 0.452 mmol) and iodophenol (199 mg, 0.904 mmol) in a mixture
of toluene (14 mL) and diisopropylamine (7 mL). The resulting mixture was stirred at 50°C
for 19 h, then cooled to room temperature and concentrated under vacuum. The residue was
dissolved in DMF, precipitated with CHCIl;. Centrifugation of the suspension give the product
(42 mg, 30%).

"H NMR (CD;CN, 400 MHz): § = 7.67-7.59 (m, 6H, ArH); 7.54-7.50 (m, 3H, ArH).

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C0H,NOs: 314.0817; found 314.0828 [M+H]".

C2H11NO; M = 313.31 g-mol™

Yellow powder
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Partie Expérimentale

tert-butyl-4-((4-hydroxyphenyl)ethynyl)-1,3-dioxo-1,8-naphthalimide:
Compound 82

OH

82
Cul (9 mg, 0.047 mmol) and PdCl, (PPhs), (11 mg, 0.031 mmol) were added to a solution of
Boc-Naphth-AlcyneH (100 mg, 0.311 mmol), iodophenol (137 mg, 0.622 mmol) in a mixture
of toluene (10 mL), and diisopropylamine (5 mL). The resulting mixture was stirred at 50°C
for 17 h, then cooled to room temperature and concentrated under vacuum. Cyclohexane was
added to remove the excess of iodophenol. After centrifugation, the solid was collected and
purified by silica gel chromatography (ethyl acetate/cyclohexane 1:5) to give the product (32
mg, 25%).

"H NMR (CD;Cl, 400 MHz): 5 = 8.79 (dd, 1H, ] = 8.4 Hz, J’ = 0.8 Hz, ArH); 8.65 (dd, 1H, J
=7.2Hz, I’= 0,8 Hz, ArH); 8.55 (d, 1H, ] = 8.0 Hz, ArH); 7.94 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.84

(t, 1H, J = 8.4 Hz, ArH); 7.56 (d, 2H, J = 8.8 Hz, ArH); 6.90 (d, 2H, J = 8.8 Hz, ArH); 1.67 (s,
OH, tert-butyl).

C2H11NO; M = 313.31 g-mol™

Yellow powder
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Partie Expérimentale

4-bromo-N-butyl-1,8-naphthalimide: Compound 93

O_N__O
Br
93

The original procedure has been modified.

In a dry round bottom flask, 4-bromo-1,8-naphthalic anhydride (3 g, 10.8 mmol) was
dissolved in absolute EtOH (200 mL) and 1-butylamine (1.28 mL, 12.7 mmol) was added.
The mixture was heated to 60°C under argon atmosphere for 20 h. After cooling to room
temperature, the solid was filtered off and washed with H,O (200 mL) to give the product as a
beige solid (2.08 g, 58%).

Reference: "

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 8.66 (dd, J = 7.3, )’ = 1.0 Hz, 1H, ArH); 8.57 (dd, J =8.4, ]
= 1.2 Hz, 1H, ArH); 8.42 (d, 1H, J = 7.8 Hz, ArH); 8.05 (d, 1H, J = 7.9 Hz, ArH); 7.85 (t, 1H,
J=7.6 Hz, ArH); 4.17 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH,-N); 1.71 (qt, 2H, J = 7.6 Hz, CH,-CH>-N); 1.45
(sx, 2H, J = 7.6 Hz, CH,-CH,-CH,-N); 0.98 (t, 3H, J = 7.4 Hz, CHz).

Ci6H14BrNO, M = 332.19 g.mol

Beige solid
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4-(trimethylsilyl)ethynyl-N-butyl-1,8-naphthalimide: Compound 94

o._N_O
f
_SiC
94

In a dry flask under inert atmosphere were placed 4-bromo-N-butyl-1,8-naphthalimide (1.9 g,
5.72 mmol), dry THF (23 mL), Pd(PPh3),Cl, (80.3 mg, 0.11 mmol, 0.02 equiv.), PPh3 (60 mg,
0.23 mmol, 0.04 equiv.), Cul (44 mg, 0.23 mmol, 0.04 equiv.) and NEt; (19 mL) followed by
trimethylsilylacetylene (0.785 g, 8 mmol, 1.4 equiv.). It was refluxed for 6 h. Then the
reaction mixture was cooled to room temperature and the solvent was evaporated under
reduced pressure. The crude product was purified by column chromatography (silica gel,

DCM/PE = 1:1 v/v) to yield the compound as a yellow solid (0.76 g, 40%).

Reference: "

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 8.61 (m, 1H, ArH); 8.63 (m, 1H); 8.52 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
ArH); 7.89 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.82 (t, 1H, J = 7.0 Hz, ArH); 4.17 (t, 2H, J = 8.0 Hz,
CH,N); 1.71 (qt, J = 8.0 Hz, 2H, CH,); 1.46 (sx, 2H, J = 7.6 Hz, CH,); 0.98 (t, 3H, J = 7.2 Hz,
CH3); 0.36 (s, 9H, Si(CH3);.

Ci6H14BrNO, M = 332.19 g.mol™

Yellow solid
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Partie Expérimentale

4-ethynyl-N-butyl-1,8-naphthalimide: Butyl-Naphth-AlcyneH

O._N_O

In a round bottom flask under argon, potassium carbonate (1.23 g, 8.9 mmol) was added to a
solution of 4-(trimethylsilyl)ethynyl-N-butyl-1,8-naphthalimide (0.76 g, 2.29 mmol) in
anhydrous MeOH (56 mL). The resulting mixture was stirred at room temperature for 30 min.
Then, DCM was added (35 mL) to the reaction mixture and the organic layer was washed
with water. The combined organic phases were dried over Na,SO4 and concentrated under
vacuum. The product was purified by column chromatography (silica gel, DCM/ AcOEt
(8:2)) to afford a yellow solid (0.53 g, 84%).

Reference:®

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 8.61 (m, 1H, ArH); 8.63 (m, 1H); 8.52 (d, J = 7.6 Hz, 1H,
ArH); 7.93 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.82 (t, 1H, J = 7.0 Hz, ArH); 4.17 (¢, 2H, J = 8.0 Hz,
CH,N); 3.73 (s, 1H, Hasgme); 1.71 (qt, T = 8.0 Hz, 2H, CH,); 1.46 (sx, 2H, J = 7.6 Hz, CH,);
0.98 (t, 3H, ] = 7.2 Hz, CHs).

C1sH1sNO, M = 277.32 g.mol™

Yellow solid
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DERIVES DE L’ACIDE BARBITURIQUE

5-(4-(diphenylamino)benzylidene)pyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione:
TPA-BARB
O

N

HN ™ “NH

O O

be
Q0

A mixture of barbituric acid (0.5 g, 3.90 mmol) and 4-(diphenylamino)-benzaldehyde (1.07 g,
3.90 mmol) in dry DMF (14 ml) was heated at 120°C for 2h. The reaction was cooled to room
temperature and solvents were evaporated. The crude product was dissolved in a minimun
amount of DMF and diethyl ether was added. The precipitate was filtered to give a red
powder (1.49 g, 75%).

"H NMR ((CD3),CO, 400 MHz): 5 = 10.01 (br s, 1H, NH); 9.90 (br s, 1H, NH); 8.37 (d, J =
8.80 Hz, 2H, ArH); 8.27 (s, 1H, Hymic); 7.37 (1, J = 8.40 Hz , 4H, ArH); 7.26 (m, 6H, ArH);

6.86 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH)

3C NMR ((CD3);S0, 100 MHz): § = 164.1; 162.2; 154.6; 152.1; 150.1; 145.0; 137.6; 130.0;
126.7; 125.9; 123.9; 116.8; 113.5.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C23HsN30;3: 384.1348; found 384.1364 [M+H]".

Cy:H;7N;O; M =383.41 g-mol™

Red powder
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Partie Expérimentale

(E)-5-(3-(4-(dimethylamino)phenyl)allylidene)pyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-
trione: DMAP-BARB
0]

N

HN " ~NH

o

@)

~

|

A mixture of barbituric acid (0.219 g, 1.71 mmol) and (£)-3-(4-
(dimethylamino)phenyl)acrylaldehyde (0.300 g, 1.71 mmol) in dry DMF (6 ml) was heated at
120°C for 30 min. The reaction was cooled to room temperature and water was added (20

mL). The precipitate was filtered to give a dark violet powder (0.350 g, 72%).

"H NMR ((CD3),S0, 400 MHz): 5 = 11.04 (br s, IH, NH); 10.98 (br s, 1H, NH); 8.22 (t, 1H,
CH-CH-CH); 7.98 (d, J = 12.0 Hz, 1H, CH,); 7.60 (d, J = 14.8 Hz, 1H, CH); 7.53 (d, J = 8.0
Hz, 2H, ArH); 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH); 3.05 (s, 6H, NMe).

BC NMR ((CD5)2CO, 100 MHz): § = 163.7; 163.4; 156.0; 155.5; 152.9; 150.5; 131.6; 122.7;

119.0; 112.1; 110.4; 39.8*.
*The N-CHj signal was covered with the DMSO signal in the °C NMR spectrum.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C;sH;sN305: 286.1192; found 286.1190 [M+H]".

C15H;sN;05 M = 285.11 g-mol’’

Dark violet powder
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Partie Expérimentale

MELAMINES ALKYLEES

2,4-diamino-6-chloro-1,3,5-triazine: Compound 67

In a three-necked flask equipped with a dropping funnel and a magnetic stirrer, cyanuric
chloride (2.02 g, 10.85 mmol) was dissolved in acetone (11 mL). Distilled water (11 mL) was
then added and the mixture was cooled to 0 °C. A solution of 30% aqueous ammonia (5.63
mL, 43.38 mmol) was adding dropwise. The solution was warmed to 25 °C, and stirring was
maintained for an additional 14 h. The reaction solution was poured into water and a white

precipitate was collected by filtration and washed with THF (1.35 g, 86%).
Reference: !

'"H NMR (DMSO, 400 MHz): 5 = 7.12-7.20 (s, 4H, NH,).

3C NMR (DMSO, 400 MHz): § = 167.2; 168.8.

C3H,CIN;s M = 145.55 g-mol™’

White solid
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Partie Expérimentale

2,4-Diamino-6-di(2-ethylhexyl)amino-1,3,5-triazine: MAI

j:>_\ NH,
N—</N _\<N

N=(
NH

2

In a round bottom flask under argon, 0.39 g (2.7 mmol) of 2,4-diamino-6-chloro-1,3,5-
triazine were dissolved in 15 mL of DMF. Then, 0.95 mL (3.2 mmol) of bis(2-
ethylhexyl)amine and 0.25 g (3.0 mmol) of sodium bicarbonate were added and the mixture
was heated at 140°C for 24h. The mixture was allowed to cool at room temperature and 50
mL of water were added. The product was extracted with DCM, washed with brine (2x15
mL) and concentrated under vacuum. The crude product was purified by column
chromatography on silica gel (AcOEt /PE (7: 3) then AcOEt 100%) to give a yellow oil. The
oil was dissolved in diethyl ether and washed with water to remove DMF. The solvent was
evaporated yielding 0.76 g of the desired product (79%).

Reference: [

"H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 4.65 (s, 4H, NH,); 3.41 (dd, 4H, J = 7.4, I’ = 3.3 Hz,
CH,N); 1.75 (m, 2H, CH); 1.35 — 1.22 (m, 16H, CH.); 0.88 (m, 12H, CHs).

BC NMR (CDCl;, 100 MHz): § = 166.9; 166.5; 49.5; 37.4; 30.6; 28.8; 23.92; 23.26; 14.3;
10.8.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for CjsH30Ng: 351.3236; found 351.3233 [M+H]".

C19H33Ns M = 350.56 g-mol’’

Yellow oil
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Partie Expérimentale

6-chlor0-N2,N4 -bis(2-ethylhexyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine: Compound 68

68

In a round bottom flask under argon, 2-ethyl-1-hexylamine (1.27 mL; 7.8 mmol) was
dissolved in 12 mL of anhydrous THF. After cooling in an ice bath, cyanuric chloride (0.67 g;
3.7 mmol) and DIPEA (1.67 mL; 9.6 mmol) in 12 mL of anhydrous THF were added
dropwise and the mixture was stirred for 1 h. Stirring was maintained for an additional 12h at
room temperature. Upon cooling and removal of the solvent, the solid was washed with
MeOH/H,0 (2:1) to afford a white solid (8.28 g, 94%). The crude product was purified by
column chromatography on silica gel (AcOEt/PE (1: 1)) to yield 1.27 g of white solid (93%).

Reference:!'"

"H NMR (CDCls, 400 MHz): § = 5.35 (br s, 1H, NH); 5.14 (br s, 1H, NH); 3.27 (m, 4H,
CH,N); 1.51 (m, 2H, CH); 1.35 — 1.28 (m, 16H, CH,); 0.92— 0.87 (m, 12H, CH;).

BC NMR (CDCls, 100 MHz): § = 168.5; 166.1; 43.7; 39.5; 31.2; 29.1; 24.4; 23.2; 14.23;
11.1.

C19H36NsCl M = 369.98 g.mol

White solid
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6-amino-N2 ,N4 -bis(2-ethylhexyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine: MA2

NH,

1
/\/j/\N NT N D/\/\
H H
A solution of 6-chloro-N* N*-bis(2-ethylhexyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine (0.4 g, 1,09 mmol)
and a solution of 30% aqueous ammonia (1.36 mL, 10.46 mmol) in 1,4-dioxane (2,8 mL) was
heated at 80°C for 10 days. A saturated solution of NaHCO; was added and the suspension
was extracted with DCM. The combined organic layers were washed with water, dried over

NayS»04 and the solvent was removed under reduced pressure. The product was obtained as a

colorless oil without further purification (382 mg, 75%).

"H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 4.80 (br s, 1H, NH); 4.63 (br s, 2H, NH,); 4.51 (br s, 1H,
NH); 3.27 (m, 4H, CH,;N); 1.47 (m, 2H, CH); 1.35 - 1.28 (m, 16H, CH,); 0.92— 0.87 (m, 12H,
CHs).

3C NMR (CDCls, 100 MHz): 5 =165.9; 162.6; 43.4; 39.4; 30.9; 28.9; 24.1; 23.0; 14.1; 10.8.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C9H39Ng: 351.3236; found 351.3252 [M+H]".

C19H33Ng M = 350.55 g-mol’

Colorless oil
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CALIX[4]ARENES

Calix[4]arene: Compound 84

OH OH OH HO
84

The original procedure has been modified.

In a round bottom flask under argon, 9.00 g (13.9 mmol) of p-tert-butylcalix[4]arene were
dissolved in 250 mL of dry toluene. 11.10 g (83.3 mmol) of aluminum chloride were then
added and the mixture was stirred at room temperature for 16 h. Thereafter, the mixture was
treated with a 1M HCI solution. Then, the organic layer was extracted, washed with a
saturated solution of NaCl, and evaporated to dryness. The resulting product was washed by

acetone and collected by filtration yielding 3.02 g (52%) of the expected white product.

The filtrate was concentrated under vacuum and the product was precipitated with DCM and

collected by filtration to afford a total amount of 4.34 g (74%).
Reference: [

'"H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 10.2 (s, 4H, ArOH); 7,05 (d, 8H, J = 7.5 Hz, ArH); 6.73 (t,
4H, J =7.5 Hz, ArH); 4.27 (s, 4H, ArCH2Ar); 3.55 (s, 4H, ArCH2Ar).

3C NMR (CDCI3, 100 MHz): & = 148.9; 129.1; 128.4; 122.4; 31.8.

C28H2404 M =424.50 g-mol'l

White powder
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26,28-dimethoxycalix[4]arene-25,27-diol: Compound 85

pYoay;

OHOoHO

85

In a round bottom flask under argon, 3.00 g (7.1 mmol) of calix[4]arene and 1.11 g (8.1
mmol) of anhydrous K,CO3; were dissolved in 150 mL of dry acetonitrile. 2.63 g (14.2 mmol)
of methyl p-toluenesulfonate were then added and the mixture was refluxed overnight. The
solvent was evaporated. Then 100 mL of a 1M HCI solution and 50 mL of DCM were added.
The organic layer was dried with MgSQ,, and evaporated to dryness. The product was
recrystallized in a CHCls/MeOH mixture (1:1 v /v) and collected by filtration yielding 1.77 g

(56%) of white powder.
Reference:”

"H NMR (CDCI3, 400 MHz): § = 7.79 (s, 2H, ArOH); 7.08 (d, 4H, J = 7.5 Hz, ArH); 6.88
(d, 4H, J = 7.5 Hz, ArH); 6.73 (t, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 6.68 (t, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 4.30 (d,
4H, J = 13.2 Hz, ArCH2Ar); 3.99 (s, 6H, ArOCH3); 3.41 (d, 4H, J = 13.2 Hz, ArCHAr).

BC NMR (CDCls, 100 MHz): & = 153.31; 153.21; 133.1; 129.1; 128.48; 128.38; 125.5;
119.2; 63.9; 31.3.

C30H2804 M =452.55 g-mol'l

White powder
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Tetraethylene glycol di(p-toluenesulfonate): Compound 83
SN TN TN
TsO O o] 0] OTs
83

In a round bottom flask, 10.0 g (51.3 mmol) of tetraethylene glycol, 29.35 g (155 mmol) of p-
toluenesulfonyl chloride and 130 mL of tetrahydrofuran were added. After cooling in an ice
bath, 18 g of potassium hydroxide (336 mmol) dissolved in 20 mL of water were added
dropwise. Then, the mixture was stirred at room temperature overnight. 130 mL of DCM and
70 mL of ice water were added. The organic layer was extracted and washed three times with

water. The solvent was evaporated yielding 24.8 g (96%.) of the product as a coloress oil.

'"H NMR (CDCl;, 400 MHz): 6 = 7.78 (d, 4H, J = 8.4 Hz, ArH); 7.33 (d, 4H, J = 8.4 Hz,
ArH); 4.14 (t, 4H, J = 5.2 Hz, crown ether); 3.66 (t, 4H, J] = 4.8 Hz, crown ether); 3.55 (s,
8H); 2.43 (s, 6H, Me).

C22H3009S; M = 502.59 g-mol’’

Colorless oil
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25,27-dimethoxycalix[4]arenecrown-5: Compound 86

o 0V
\__/
86

In a round bottom flask under argon, 1.67 g (3.7 mmol) of 26,28-dimethoxycalix[4]arene-
25,27-diol, 10.82 g (33.2 mmol) of Cs,CO; and 450 mL of acetonitrile were added and the
mixture was stirred for 5 minutes. Then, 2.04 g (4.1 mmol) of tetracthylene glycol di(p-
toluenesulfonate) were added and the mixture was refluxed for 4 days. The solvent was
removed under reduced pressure and the product was dissolved in DCM. 150 mL of a 1M
HCI solution were added and the organic layer was extracted and dried with MgSOy4. The
crude product was concentrated under reduced pressure and purified by column
chromatography on silica gel (AcOEt/PE (1:9)) yielding 1.58 g (71%) of a white powder.

Reference:”

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 7.13 (d, 4H, J = 7.3 Hz, ArH); 6.89 (t, 2H, J = 7.3 Hz,
ArH); 6.52 (d, 4H, J = 7.5 Hz, ArH); 6.42 (t, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 4.41 (d, 4H, J = 12.6 Hz,

ArCH,Ar); 4.12 (s, 6H, ArOCH3); 3.99 (s, 4H, crown ether); 3.93 (s, 4H, crown ether); 3.76
(s, 4H, crown ether); 3.57 (s, 4H, crown ether); 3.19 (d, 4H, J = 12.6 Hz, ArCH,Ar).

BC NMR (CDCl;, 100 MHz): § = 159.4; 155.4; 136.8; 133.7; 128.51; 128.15; 122.60;
122.56; 73.1; 71.6; 71.2; 70.9; 61.3; 31.3.

C38H4207 M = 610.75 g‘IIIOI_1

White powder
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25,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-5: Compound 87

I
O OHOH (@]

0.

O

87

In a round bottom flask under argon, 1.58 g of 25,27-dimethoxycalix[4]arenecrown-5 (2.6
mmol) was added in 80 mL of dry CHCls. Then 0.8 mL (5.62 mmol) of trimethylsilyl iodide
were added and the mixture was refluxed for 5 h. The addition of 200 mL of a 1M HCI
solution stopped the reaction. The organic layer was extracted and washed with 150 mL of a
saturated solution of Na;S,0; and 150 mL of distilled water. The solvent was evaporated and
the crude product was dissolved in DCM and precipitated with methanol to afford 0.52 g
(35%) of the product as a white solid. The filtrate was concentrated under vacuum to afford
0.69 g of the product as brown solid for a total yield of 80%.

Reference:”

"H NMR (CDCl;, 400 MHz): § = 7.75 (s, 2H, ArOH); 7.07 (d, 4H, ] = 7,5 Hz, ArH); 6.87 (d,
4H, J =7.5 Hz, ArH); 6.72 (t, 2H, J = 7.4 Hz, ArH); 6.67 (t, 2H, J = 7.4 Hz, ArH); 4.42 (d, 4H,
J=13.1 Hz, ArCH,Ar); 4.10 (s, 8H, crown ether), 3.96 (t, 4H, J = 5.2 Hz, crown ether); 3.86
(t, 4H, J = 5.3 Hz, crown ether); 3.37 (d, 4H, J = 13.1 Hz, ArCH,Ar).

BC NMR (CDClL;, 100 MHz): § = 153.5; 152.9; 132.5; 128.85; 128.48; 128.22; 125.4;
118.9; 77.4; 71.2; 70.8; 70.5; 31.3.

C36H3507 M=582.69 g.mol

White powder
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Partie Expérimentale

11,23-diiodo-25,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-5: Compound 88

88

In a round bottom flask, 0.69 g (1.2 mmol) of 25,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-5 and 1.03
g (2.4 mmol) of mercury(Il) trifluoroacetate were dissolved in 30 mL of CHCI, The mixture
was stirred at room temperature for 18 h. The solvent was removed under reduced pressure to
afford a yellowish product. The adduct was then dissolved in 120 mL of acetonitrile and 0.66
g (2.6 mmol) of iodine were added. Stirring was maintained for an additional 2 h at room
temperature. 120 mL of DCM were added and the product was partially purified by column
chromatography on silica gel. The mixture was treated with activated charcoal, filtered
through celite and concentrated under reduced pressure yielding 0.69 g (70%) of the product
as red-orange solid. The crude product was purified by column chromatography on silica gel
(AcOEt/PE (3:7)) to give 335 mg of the product as yellowish powder (20%).

Reference:”

'"H NMR (CDCl;, 400 MHz): § = 7.85 (s, 2H, ArOH); 7.37 (s, 4H,ArH-I); 6.87 (d, 4H, J =
7.5 Hz, ArH); 6.78 (t, 2H, J = 7.5 Hz, ArH); 4.35 (d, 4H, J = 13.1 Hz, ArCH,Ar); 4.06 (s, 8H,
crown ether); 3.92 (d, 4H, J = 5.1 Hz, crown ether); 3.82 (d, 4H, J = 4.8 Hz, crown ether);

3.29 (d, 4H, J = 13.1 Hz, ArCH,Ar).

BC NMR (CDCI3, 100 MHz): § = 153.5; 152.1; 136.8; 132.5; 130.8; 129.1; 125.6; 80.5;
77.3;71.21;71.12; 70.2; 31.8.

C3sH360712 M = 834.49 g-mol’’

Yellow solid
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Partie Expérimentale

11,23-diiodo-235,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-6: Compound 90

920

An alternative method of iodination was tested. In a flask under inert atmosphere, 25,27-
dihydroxycalix[4]arenecrown-6 (210 mg, 0.335 mmol was dissolved in dry DCM (17 mL)
and benzyltrimethylammonium dichloroiodate (257 mg, 6.7 mmol) was added. The solution
was stirred for 30 min at room temperature and MeOH was added (7 mL). The solution was
then stirred for 30 min, treated with CaCOs (168 mg, 1.68 mmol) and stirred for 27 h at room
temperature. The reaction was quenched with a solution of 1 M HCI (conc., 0.86 mL). Then
the orange solution was treated with NaHSO3 (10%, 10 mL). The organic layer was separated,
washed three times with water (20 mL), dried over Na,SO4 and solvent were removed in
vacuo. The residue was purified by column chromatography on silica gel using

dichloromethane yielding a white powder (218 mg, 74%).

"H NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 7.59 (s, 2H, ArOH); 7.36 (s, 4H,ArH-I); 6.84 (d, 4H, J =
7.5 Hz, ArH); 6.76 (t, 2H, ] = 6.8 Hz, ArH); 4.35 (d, 4H, ] = 13.2 Hz, ArCH,Ar); 4.11 (m, 4H,
crown ether); 3.96 (m, 4H, crown ether); 3.87 (m, 4H, crown ether); 3.81 (m, 4H, crown
ether); 3.67 (s, 4H, crown ether); 3.29 (d, 4H, J = 13.2 Hz, ArCH,Ar).

3C NMR (CDCI3, 100 MHz): 6 = 153.4; 152.0; 136.8; 132.4; 130.8; 129.3; 125.5; 80.6;
76.5;71.7;71.1; 71.0; 69.8; 31.22; 30.7.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C3sHaol,0gNa: 901.0710; found 901.0745 [M+H]".

C38H401203 M = 878.54 g.lIlOl_1

White powder
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Partie Expérimentale

Compound 91

91

Cul (3.4 mg, 0.018 mmol) and PdCl,(PPhs), (4.2 mg, 0.006 mmol) were added to a solution
of 11,23-diiodo-25,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-5 (100 mg, 0.119 mmol) and fert-butyl-
1,3-dioxo-4-ethynyl-1,8-naphthalimide (154 mg, 0.479 mmol) in a mixture of toluene (3.8
mL) and diisopropylamine (1.9 mL). The resulting mixture was stirred at 50°C for 24 h, then
cooled to room temperature and concentrated under vacuum. The residue was dissolved in
DMF, precipitated with CHCl;. Centrifugation of the suspension give the product (80 mg,
55%).

'"H NMR (CDCl;, 400 MHz): 5 = 8.82 (d, 2H, J = 8.4 Hz, ArH); 8.63 (d, 2H, J = 7.2 Hz,
ArH); 8.52 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH); 8.34 (s, 2H, ArOH); 7.94 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.85
(t, 2H, J = 8.0 Hz, ArH); 7.49 (s, 4H, ArH); 6.95 (d, 4H, J = 7.6 Hz, ArH); 6.77 (t, 2H, J = 7.6
Hz, ArH); 4.46 (d, 4H, J = 13.2 Hz, ArCH,Ar); 4.11 (m, 8H, crown ether); 3.95 (t, 4H, J = 5.2
Hz, crown ether); 3.86 (t, 4H, J = 5.2 Hz, crown ether); 3.44 (d, 4H, J = 13.6 Hz, ArCH,Ar);
1.68 (s, 18H, ArH);

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C74HeN,O(sNa: 1243.4204; found 1243.4214
[M+Na]".

C74HgN, 05 M = 1221.33 g.mol

Yellow powder
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Compound 92

92

Cul (2.6 mg, 0.014 mmol) and PdCl,(PPhs), (3.2 mg, 0.004 mmol) were added to a solution
of 11,23-diiodo-25,27-dihydroxycalix[4]arenecrown-6 (81 mg, 0.092 mmol) and fert-butyl-
1,3-dioxo-4-ethynyl-1,8-naphthalimide (118 mg, 0.368 mmol) in a mixture of toluene (2.9
mL) and diisopropylamine (1.45 mL). The resulting mixture was stirred at 50°C for 20 h, then
cooled to room temperature and concentrated under vacuum. The residue was dissolved in
DMEF, precipitated with CHCl;. Centrifugation of the suspension give the product (62 mg,
53%).

'"H NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 8.83 (d, 2H, J = 8.4 Hz, ArH); 8.66 (d, 2H, J = 7.2 Hz,
ArH); 8.56 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH); 8.05 (s, 2H, ArOH); 7.95 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH); 7.88
(t, 2H, J = 8.0 Hz, ArH); 7.48 (s, 4H, ArH); 6.91 (d, 4H, ] = 7.6 Hz, ArH); 6.72 (t, 2H, J = 7.6
Hz, ArH); 4.47 (d, 4H, J = 12.8 Hz, ArCH,Ar); 4.20 (m, 4H, crown ether); 4.03 (m, 4H,
crown ether); 3.92 (m, 4H, crown ether); 3.85 (m, 4H, crown ether); 3.69 (s, 4H, crown
ether); 3.44 (d, 4H, J = 13.6 Hz, ArCH,Ar); 1.68 (s, 18H, ArH).

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for C76HesN2O¢Na: 1287.4467 found 1287.4459
[M+Na]".

C76HgsN2016 M = 1265.38 g.mol

Yellow powder
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DERIVES DE LA QUINOLEINE

6-bromo-2-methylquinoline: Compound 96

N”
96

The literature procedure was modified.

A mixture of 4-bromoaniline (1 g, 5.81 mmol), HCI (6N, 30ml), acetic acid (333 pL, 5.81
mmol) was heated to 100 °C for 30 min. Then toluene was added (6 mL) and a solution of
crotonaldehyde (962 pL, 11.62 mmol) in toluene (1.5 mL) was added slowly at room
temperature. The result mixture was refluxed for 6 hours under inert atmosphere until all
starting material had disappeared. After cooling to room temperature, the flask was cooled in
an ice bath and 40 mL of a 5M solution of NaOH was added. The mixture was extracted with
dichloromethane. The organic phase was washed with water, dried over MgSO, and
evaporated to give crude residue. The residue was purified by column chromatography on
silica gel using cyclohexane/AE (3:1) as eluent giving a yellow solid (920 mg, 72%).

Reference: [!*

"H NMR ((CDCl3), 400 MHz): 5 = 7.99 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.95 (m, 2H, ArH), 7.76
(d, 1H, J = 8.8 Hz, ArH), 7.32 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 2.75 (s, 3H, Me).

C1oHgBrN M = 222.09 g.mol

Beige powder
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(E)-6-(4-methoxystyryl)-2-methylquinoline: Compound 97

MeO

A mixture of 6-bromo-2-methylquinoline (400 mg, 1.92 mmol), 1-methoxy-4-vinylbenzene
(310 mg, 2.31 mmol), PdCIy(PPh;), (47mg, 0.067 mmol), K,COs (778 mg, 5.63 mmol) and
DMF (2 ml) was heated at 160 "C for 24h. After cooling to room temperature, the mixture
was filtered and H,O (50 mL) was added. The resulting mixture was extracted by DCM (15
mLx3). The organic phase were combined and evaporated. The residue was recrystallized in

EtOAc/cyclohexane (450 mg, 85 %).

Reference: ['¥

'H NMR (CDCl;3 , 400 MHz): 6 = 8.09 (d, 2H, J = 8.6 Hz, ArH), 7.95 (d, 1H, J = 8.9 Hz,
ArH), 7.77 (s, 1H, ArH), 7.51 (d, 2H, J = 9.0 Hz, ArH), 7.31 (d, 1H, J = 8.3 Hz, ArH), 7.20
(d, 1H, Hyinpiic, = 16 .7 Hz), 7.19 (d, 1H, J = 16 .7 Hz, H,inpiic), 6.94 (d, 2H, J = 9.0 Hz, ArH),
3.85 (s, 3H, OMe), 2.79 (s, 3H, Me).

C19yH;NO M = 275.35 g.mol™

Brown solid
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(E)-6-(4-methoxystyryl)quinoline-2-carbaldehyde: Compound 98

In a 50 mL round-bottomed flask under argon atmosphere, (E)-6-(4-methoxystyryl)-2-
methylquinoline (124 mg, 0.45 mmol), selenium dioxide (75 mg, 0.68 mmol), dioxane (10
mL), and 0.17 mL of water were stirred and refluxed for 24 hours. The precipitate was filtered

off and purified by column chromatography on silica gel using dichloromethane (95%).

"H NMR (CD,Cl,, 400 MHz): = 10.23 (s, 1H, Haenae), 8.29 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.23
(d, 1H, J = 8.8 Hz, ArH), 8.08 (d, 1H, J = 8.8 Hz, ArH), 8.04 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.87
(s, 1H, , ArH), 7.55 (d, 2H, J = 8.0 Hz, ArH), 7.32 (d, 1H, J = 16.4 Hz, H,iiic), 7.18 (d, 1H, J
=16 Hz, Hyinyiic), 6.97 (d, 2H, J = 8.0 Hz, ArH), 3.88 (s, 3H, OMe).

C19HsNO, M = 289.33 g.mol!

Yellow solid
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(E)-N-(4-methoxyphenyl)-1-(6-((E)-4-methoxystyryl)quinolin-2-
yl)methanimine: Compound 99

A solution of compound (E)-6-(4-methoxystyryl)quinoline-2-carbaldehyde (115 mg, 0.39
mmol) and p-anisidine (49 mg, 0.39 mmol) in EtOH (40ml) was refluxed under argon
atmosphere. After 6h, completion of the reaction was checked by TLC and the mixture was

cooled to room temperature and solvent was evaporated (quant.)

'"H NMR ((CDCl;, 400 MHz): 5 = 8.80 (s, 1H, Hiuino), 8.34 (d, 1H, J = 8 .4 Hz, ArH), 8.20
(d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 8.11 (d, 1H, J = 9.6 Hz, ArH), 8.00 (d, 1H, J = 9.2 Hz, ArH), 7.83
(s, IH, ArH), 7.53 (d, 2H, J = 6.8Hz, ArH), 7.41 (d, 2H, J = 8.8 Hz, ArH), 7.26 (d, 1H, J =
15.6 Hz, Hyinyiic), 7.16 (d, 1H, J = 15.6 Hz, Hyinyiic), 6.98 (d, 2H, J = 9.2 Hz, ArH), 6.96 (d, 2H,
J=28.4 Hz, ArH), 3.85 (s, 6H, OMe).

C2sH22N20; M = 394.47 g.mol’!

Yellow solid
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(E)-4-methoxy-N-((6-(4-methoxystyryl)quinolin-2-yl)methyl)aniline: Composé
modeéle

"L
OMe

A solution of compound (E)-N-(4-methoxyphenyl)-1-(6-((E)-4-methoxystyryl)quinolin-2-
yl)methanimine (101 mg, 0.26 mmol) and NaBH4 (58 mg, 1.54 mmol) in EtOH under inert
atmosphere was refluxed for 12 h. Excess NaBH4 was destroyed by addition of a HCl 1M
solution. The mixture was evaporated to dryness, taken up in DCM (40 mL) and NaOH 3M (4
mL). The aqueous phase was extracted with DCM (2 x 20 mL). The organic phases were
gathered and washed with water (2 x 10 mL), dried over Na,SO,, filtered and evaporated
(quant).

'"H NMR (CDCl;, 500 MHz): § = 8.06 (d, 1H, J = 7.7 Hz, Hy); 8.04 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H,);
7.95 (dd, 1H, J = 7.7 Hz, J’ = 1.8 Hz, ArH); 7.78 (d, 1H, J = 1.8 Hz, ArH); 7.51 (d, 2H, J =
8.5 Hz, ArH); 7.43 (d, 1H, J = 8.5 Hz, ArH); 7.21 (d, 1H, J = 16.4 Hz, Hyinpiic); 7.12 (d, 1H, J
=16.4 Hz, Hyinyic); 6.93 (d, 2H, J = 9.2 Hz, ArH); 6.80 (d, 2H, J = 9.2 Hz, ArH); 6.70 (d, 2H,
J = 9.2 Hz, ArH); 4.78 (br, 1H, NH); 4.57 (s, 2H, CH»); 3.85 (s, 3H, OMe); 3.74 (s, 3H,
OMe).

BC NMR (CD;CN, 125 MHz, 300 K): § = 50.9; 55.5; 55.9; 114.3; 114.4; 115.1; 120.3;
125.3; 125.9; 127.4; 127.8; 127.9; 129.3; 129.6; 130.0; 135.7; 136.5; 142.4; 147.4; 152.3;

158.8; 159.7.

HRMS (TOF MS ES+): Calculated for CosH»sN20,: 397.1911; found 397.1905 [M+H]".

C26H24N,0; M =396.49 g.mol

Yellow product
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IT) Mesures spectroscopiques

2.1) Absorption

2.1.1) Instruments et conditions de mesure

Les spectres d’absorption ont été enregistrés sur le spectrophotométre UV-Vis Uvikon-
940 KONTRON ou sur les spectrophotometres Cary 100, Cary 4000 ou Cary 5000 de chez
Agilent Technologies. Le domaine spectral des deux lampes (arc deutérium pour 'UV et
halogeéne au tungsténe pour le visible et le proche infrarouge) est étendu entre 175 et 3300 nm
avec une précision inférieure a 0,05 nm. Les cuves utilisées sont de la marque Hellma. Elles
sont en quartz avec les quatre faces polies et transparentes, de trajet optique 1 cm, de volume
4 mL. Les solvants utilisés lors des études spectroscopiques proviennent de la société Carlo

Erba (Dasit group).

2.1.2) Détermination des coefficients d’extinction molaire

Afin de déterminer le coefficient d’extinction molaire, une solution meére du composé
d’intérét, pour laquelle la concentration est connue, est préparée dans un solvant de qualité
spectroscopique. Puis plusieurs dilutions sont réalisées afin d’aboutir a plusieurs solutions
filles (au moins cinq) dont nous mesurons le spectre d’absorption. Le coefficient d’extinction
molaire g(A) est alors déterminé grace a la loi de Beer-Lambert (voir ci-dessous). La
régression linéaire est effectuée avec les logiciels de traitement Microsoft Excel 2011.

AD=eR)1c

ou A(l) est I’absorbance a la longueur d’onde 1, 1 1a longueur du trajet optique (cm), €(A) le
coefficient d’absorption molaire (L.mol-1.cm-1) et ¢ la concentration de la solution en
chromophore (mol.L-1). Les coefficients d’extinction molaires de cette thése ont été mesurés

au maximum d’absorption de la bande d’absorption correspondante.

2.2) Fluorescence
2.2.1) Instruments et conditions de mesure
Les spectres d’émission ont été enregistrés sur un spectrofluorimetre Fluoromax-4 ou
FluoroLog 3 (FL3-221) de chez HORIBA JOBIN-YVON. Le premier est doté d’une lampe a
arc Xénon de 150 W, dont le domaine spectral s’étend de 200 a 950 nm tandis que pour le
deuxieme, la source d’excitation est une lampe d’excitation a arc Xénon de 450 W dont le

domaine spectral s’étend de 200 nm a 850 nm. Les spectres d’émission de fluorescence

266



Partie Expérimentale

présentés ont été corrigés de la fonction d’appareil. La largeur des bandes passantes des

monochromateurs est réglée par ordinateur.

2.2.2) Mesure du rendement quantique de fluorescence

Afin de calculer le rendement quantique en solution, le spectre d’émission du
fluorophore est comparé¢ avec celui d’une référence dont le rendement quantique est connu.
La référence est choisie de facon a ce que son émission de fluorescence soit proche du
compos¢ d’intérét. Cela permet d’éviter le probléme de non-linéarité¢ de la détection par le
photomultiplicateur. Les deux molécules fluorescentes sont utilisées a des concentrations
similaires avec 1’absorbance inférieure a 0,1 pour chacune des solutions (cela permet de
s’affranchir des phénomeénes de filtre interne). Le rendement quantique de fluorescence est
alors défini selon I’équation suivante :

2 « L FA )_
(pmolécule _ Mnolécule fo IF molécule (Aexcr Aem)dlem y 1— 1()Areference( exc)
1 - 10Amolécule(/1exc)

=— =
q)référence nréférence fO Ik véférence (Aexcr Aem) d/lem

ou les paramétres @, 1scute € Preférence » représentent respectivement les rendements

2

quantiques de fluorescence de la molécule d’intérét et de la référence, n2,,scure €t N2 fFérence

.o , . oo co .
les indices de réfraction du solvant, fo Iz motécule €t fo I référence» les aires sous la courbe

d’émission, Ay precute (Aexc) €t Arsference (Aexc), 1es absorptions relevées a la longueur d’onde

d’excitation.

2.2.3) Fluorescence résolue en temps : mesure de la durée de vie

La durée de vie correspond au temps moyen durant lequel la molécule fluorescente
reste a 1’état excité. La fluorimétrie impulsionnelle nous a permis de la mesurer. L’excitation
de I’échantillon s’effectue par un train d’impulsions lumineuses trés courtes délivrées par une

lampe flash ou un laser, de largeur a mi-hauteur allant de la microseconde a la femtoseconde.

Le montage mis en place a ’ENS Cachan est décrit ci-dessous. Les courbes de déclins
de fluorescence sont obtenues a partir d’une carte de comptage TCSPC et d’une source
d’excitation laser femtoseconde. Elle est composée d’un laser Titane-Saphir (Tsunami,
Spectra-Physics) et d’un laser Nd:YVO4 (Millenia Xs, Spectra-Physics). Les impulsions sont
produites avec un taux de récurrence de 80 MHz dans un domaine compris entre 700 et 1000

nm. Le taux de répétition du train d’impulsions laser est ensuite ramené a 4 MHz a I’aide d’un
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cristal acousto-optique. Puis les fréquences sont doublées a I’aide d’un cristal non-linéaire
afin que les longueurs d’onde d’excitation se situent entre 350 et 500 nm. Les photons sont
détectés a 90° par un monochromateur qui permet de sélectionner le domaine de longueur
d’onde d’observation, un polariseur et un photomultiplicateur Hamamatsu MCP R3809U,

connecté a un module SPC-630 TCSPC de Becker & Hickl.

Le nombre de canaux sur lequel est enregistré¢ le déclin est en général 4096. Les
retards sont choisis de fagon a faire apparaitre dans la fenétre d’observation le bruit de fond
localisé sur les 50 a 100 premiers canaux, le déclin complet sur les 3500 canaux suivants et le

bruit résiduel sur les derniers canaux.

Le temps d’acquisition d’une courbe de déclin est de quelques minutes a quelques

heures selon I’intensité de fluorescence du fluorophore choisi. L’enregistrement des déclins
. -~ s 104 T e s L a1y

est stoppé pour une valeur supérieure a 10” coups. Les déclins ont ensuite ét¢ analysés a I’aide

du logiciel Globals. L’ajustement numérique des différents paramétres du modele est effectué

selon la méthode des moindres carrés non linéaire. Le critére déterminant est la quantité X;‘;,

¢valuant ’erreur entre les données expérimentales et le modéle mathématique :

Z'R'z IexP __ Jcalc
L F
Xz = L avecR; = £
N —-n Iexp
F

ou R; représentent les résidus pondérés (dans le cas du comptage de photons), N est le
nombre de points expérimentaux et n le nombre de parameétres a ajuster.
Un ajustement numérique est satisfaisant pour une valeur de XIZ? proche de 1 (comprise

entre 0,8 et 1,2).

2.3) Déterminations des constantes de complexation

[t [L]+ M] [L1+M],  [L]+[M] [L1+ M, [L]+[M]

Figure 1 : Dosage d’un analyte avec une concentration constante en sonde et une concentration en analyte croissante.
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Les constantes d’association entre une sonde et un analyte sont déterminées par dosage
spectrophotométrique et spectrofluorimétrique. Les spectres d’absorption et d’émission de
fluorescence ont été mesurés apres ajouts croissants en analyte en gardant la concentration en
sonde fluorescente constante. Les valeurs des constantes d’association ont été calculées a
I’aide d’une analyse globale des spectres par le logiciel SPECFIT/32™ Global Analysis
System V3.0 32-bit pour Windows''?. Ce logiciel permet d’accéder aux spectres des

différentes especes et a la proportion de chacune d’elles selon la concentration en analyte.

2.4) Modélisation moléculaire
Les calculs de modélisation moléculaire ont été effectués d’un supercalculateur Dell
PowerEdge R820 équipé de 24 processeurs Intel Xeon E5-4617 2.90GHz. RAM 128Go.

L’analyse de ces calculs a été réalisée a I’aide du logiciel Gaussian 09.

! Gampp, H.; Maeder, M.; Meyer, C. J.; Zuberbuhler, A. D. Talanta, 1985, 32, 95-101.
2 Gampp, H.; Maeder, M.; Meyer, C. J.; Zuberbuhler, A. D. Talanta, 1985, 32, 257-264.
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Titre : Synthese et étude de récepteurs moléculaires fluorescents pour la détection de molécules neutres
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Résumé :

La détection de molécules toxiques pour ’Homme et son
environnement est d’'une importance cruciale. Elle représente
I’une des préoccupations majeures de la société actuelle. Les
résidus de pesticides tels que 1’atrazine ainsi que la mélamine
font notamment partie de ces molécules dangereuses pour la
sant¢ humaine. Ces deux molécules sont principalement
dosées par des techniques lourdes et colteuses comme la
spectrométriec de  masse, la  chromatographie ou
I’électrochimie. De méme, la détection des amines
biogéniques représente un intérét sociétal. Elles sont produites
par des bactéries durant la décarboxylation des acides aminés
dans les cellules. Leur détection permet ainsi d’évaluer la
contamination microbiologique et la dégradation potentielle
d’un aliment. Elles sont aujourd’hui dosées par
chromatographie en phase liquide ou en en phase gaz, par
électrochromatographie capillaire et par spectroscopie UV-
visible. Quelques exemples de détection par fluorescence ont
déja été décrits dans la littérature mais il est nécessaire de
développer de nouveaux récepteurs fluorescents efficaces. La
fluorescence est une technique qui offre de multiples
avantages tels que la sensibilité, la sélectivité et un faible coft.
De nombreuses sondes fluorescentes capables de détecter des
métaux lourds ont été développées au laboratoire PPSM.
Cependant, la détection de molécules neutres par fluorescence
représente un défi supplémentaire en raison de la nature plus
faible de I’interaction, comparée a celle existant entre espéces
chargées. La premiére étape de cette theése a été de concevoir
et de synthétiser un ensemble de sondes moléculaires
fluorescentes, aussi bien pour la détection de ’atrazine, de ses

produits de dégradation et des dérivés de la mélamine que
pour la détection des amines biogéniques. Des fluorophores
dérivés de la molécule de maléimide, de naphthalimide et de
I’acide barbiturique ont ainsi été développés pour sonder les
dérivés de triazine en exploitant leur systéme de trois liaisons
hydrogene pour la reconnaissance moléculaire. De méme, un
calix[6]aréne fluorescent a été congu pour déceler la présence

des amines biogéniques qui provoquent une réponse
fluorescente par encapsulation dans le calixaréne. La
deuxiéme ¢étape a consisté a étudier les propriétés

photophysiques de ces sondes. La sonde Naphth-AlcyneOMe
possede un rendement quantique élevé et s’est révélée
fortement solvatochrome. Elle est de plus sensible a la
déprotonation de sa fonction imide. Des études RMN et de
modélisation moléculaire ont également été menées afin de
caractériser les sondes de maniére plus approfondie et d’en
comprendre plus précisément la réactivité. La spectroscopie
RMN a confirmé I’interaction par liaison hydrogene entre les
sondes maléimide et naphthalimides et la molécule d’atrazine.
Celle-ci a aussi mis en évidence I’encapsulation de
I’heptylamine dans le calix[6]aréne. Pour sa part, la
modélisation moléculaire nous a permis de mieux comprendre
la photophysique de la sonde Naphth-TriazoleOMe. Enfin, la
capacité des sondes a détecter les divers analytes cibles par
fluorescence a été évaluée lors de la derniére étape de ce
projet. La sonde TPA-BARB a présenté une forte exaltation
de fluorescence en présence des dérivés de mélamine alors
que le calix[6]aréne-quinoléine Calix-Quino est capable de
détecter les amines aliphatiques par fluorescence.

Title : Synthesis and photophysical studies of fluorescent molecular receptors for the detection of neutral molecules

Keywords : fluorescence, probe, detection, atrazine, melamine, amine

Abstract :

The detection of molecules toxic for man and his
environment is one of the major concerns of our society.
Melamine and the pesticide residues such as atrazine are
some of these dangerous molecules. These two molecules are
usually measured with time-consuming and costly techniques
like mass-spectrometry, chromatography or electrochemistry.
In the same way, the detection of biogenic amines is of the
greatest importance. They are produced by some bacteria
during the decarboxylation of amino acids in the cells. So
their detection allows to assess the microbiologic
contamination and the potential degradation of a food. Today
they are measured by chromatography in the liquid or gas
phase, capillary electrochromatography and UV-visible
spectroscopy. Some examples of detection by fluorescence
have been described in scientific literature, but it is really
necessary to develop some new efficient fluorescent
receptors. The first step of this thesis was to design and
synthesize a set of fluorescent molecular probes designed to
detect atrazine, the products of its degradation and melamine
derivatives as well as biogenic amines. Some fluorophores
based on maleimide, naphtalimide and barbituric acid
moieties have been developed for the detection of the
triazines derivatives by exploiting their three hydrogen bonds
for molecular recognition.

In order to detect the presence of biogenic amines, a
fluorescent calix[6]arene which lead to a fluorescent change
upon encapsulation in the calixarene cavity has been
designed. The second step consisted in studying the
photophysical properties of these probes. Naphth-
AlcyneOMe probe which has a high quantum yield turned out
to be highly solvatochromic. Moreover it is sensitive to the
deprotonation of its imide function. NMR studies and
molecular modeling were conducted in order to deepen the
characteristics of the probes and better understand their
reactivity. NMR spectroscopy confirmed the interaction
through hydrogen bonding between maleimide and
naphtalimide probes and the atrazine molecule.It highlighted
the encapsulation of heptylamine in the calix[6]arene.
Molecular modeling enabled us to better understand the
photophysics of Naphth-TriazoleOMe probe. Finally the
capacity of probes to detect the various analytes by
fluorescence was assessed in our last part. TPA-BARB probe
presented a high exaltation of fluorescence in presence of
melamine derivatives whereas the calix[6]aréne-quinoleine
Calix-Quino is able to detect aliphatic amines by
fluorescence.
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