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Introduction

L’électrofluorochromisme est 1’étude de la modulation de la fluorescence par
controle électrochimique.

Un systéme moléculaire est électrofluorochrome s’il est stable sous plusieurs de-
grés d’oxydation et que ses propriétés d’émission different d'un degré d’oxydation
a l'autre. Typiquement, si le systeme émet a un certain degré d’oxydation et n’émet
pas a un autre, le contrdle électrochimique de son degré d’oxydation va permettre
d’éteindre ou d’allumer, de maniere réversible, la fluorescence du systeme.

Pour étre électrofluorochrome, un systeme moléculaire doit donc posséder une
entité électroactive et un fluorophore. Ces entités peuvent étre distinctes : on parle
alors de dyades et d’électrofluorochromisme indirect. Elles peuvent aussi étre confon-
dues : on parle alors d’électrofluorochromisme direct. C’est par exemple le cas des
tétrazines qui sont des composés organiques fluorescents et qui peuvent étre réduits
réversiblement en un radical anion n’émettant pas de fluorescence.

L'étude de I’électrofluorochromisme peut prendre plusieurs formes :

e lasynthése de nouveaux systemes moléculaires électrofluorochromes et I'étude
de cette propriété en solution;

e le développement de I'électrofluorochromisme solide avec la préparation de
matériaux ou d’électrodes modifiées électrofluorochromes;

e le développement de dispositifs expérimentaux permettant 1’observation et/ou
le controle spatialement et temporellement résolu des données optiques (la
fluorescence) et électrochimiques.

Ces deux derniers aspects font 1’objet du travail présenté dans ce document.

Dans le premier chapitre, les concepts mobilisés par les travaux rapportés dans
la suite du manuscrit sont présentés. Les notions propres a l’électrochimie et a la
fluorescence sont donc développées, mais également celles liées a leur couplage :
I’électrofluorochromisme y est notamment défini. La pertinence de coupler les tech-
niques d’électrochimie et de fluorescence y est discutée a partir d’exemples tirés de
la littérature.

Les deux chapitres suivants regroupent les travaux effectués dans le cadre de
cette these pour le développement d’électrodes transparentes modifiées électrofluo-
rochromes. Le deuxieme chapitre est consacré a 1’étude de 1’électrofluorochromisme
de films de polymeres incorporant des unités tétrazines déposés sur des électrodes
d’ITO. La synthése et 1’étude des propriétés photophysiques des monomeres y sont
décrites ainsi que 1’électropolymérisation et 1’étude de 1’électrofluorochromisme des
films de polymeres obtenus. Cette derniere propriété y est ainsi mise en évidence.
Elle est expliquée par le contrdle électrochimique du transfert d’électrons photoin-
duit entre la chaine de polymere et les unités tétrazines.

Le troisieme chapitre, quant a lui, décrit la préparation et la caractérisation d’élec-
trodes d’ITO transparentes fonctionnalisées par des monocouches de tétrazines si-
loxanes, ainsi que 1'étude de 1’électrofluorochromisme de ces électrodes. Dans ce cas
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également, la modulation de la fluorescence est observée sous 1'effet de la polari-
sation de 1’électrode modifiée; son amplitude est corrélée a la valeur du potentiel
imposée a I'électrode. Les difficultés concernant la détection de la fluorescence de la
monocouche et son blanchiment sont également discutées dans ce chapitre.

Dans les chapitres 2 et 3, la propriété d’électrofluorochromisme des électrodes
modifiées est étudiée grace a 'utilisation d"un dispositif expérimental, précédem-
ment mis en place au laboratoire, couplant une cellule électrochimique a trois élec-
trodes avec un microscope de fluorescence. La microscopie de fluorescence apporte
un gain de résolution spatiale. Du point de vue de I’électrochimie, ce gain peut venir
de I'utilisation d’un microscope électrochimique a balayage. Les trois derniers cha-
pitres sont donc consacrés au développement de ce dispositif expérimental couplant
la microscopie électrochimique a balayage a la microscopie de fluorescence. Un tel
couplage est permis par l'utilisation d’une unique sonde a la fois électroactive et
fluorescente (électrofluorochrome). Le dispositif décrit dans ces chapitres permet a
la fois de contrdler les potentiels appliqués a une ultramicroélectrode et a un substrat
transparent, d’enregistrer les courants qui découlent d’éventuelles réactions électro-
chimiques, d’imager les inhomogénéités de fluorescence ainsi générées, d’enregis-
trer des spectres d’émission marqueurs des especes électrogénérées.

Tout d’abord, dans le chapitre 4, la démonstration de principe est faite avec la
chlorométhoxytétrazine en tant que sonde électrofluorochrome. Il est montré que
la modulation de la fluorescence peut étre utilisée en guise de courbe d’approche
optique puisque l'intensité de cette modulation dépend de la nature conductrice ou
isolante du substrat en mode feedback. De plus, la courbe d’approche obtenue est
plus sensible a la proximité du substrat que ne 1’est le courant électrochimique dans
une configuration de microscopie électrochimique classique. En mode génération-
collecte, les especes non émettrices générées au substrat peuvent étre détectées a la
caméra par la formation, a la pointe du microscope, de I'espéce émettrice. Enfin,
nous présentons une utilisation de la méthode des éléments finis pour modéliser
ce couplage de microscopies. Dans cette modélisation, seuls sont décrits les aspects
diffusionnels. Une telle modélisation permet notamment de rendre compte de la
différence de comportement entre substrat conducteur et substrat isolant.

Dans le chapitre 5, la technique de couplage est étendue a la microscopie de fluo-
rescence résolue en temps toujours par l'utilisation de la chlorométhoxytétrazine en
tant que sonde électrofluorochrome. Le dispositif ainsi modifié permet I'enregistre-
ment de déclins de fluorescence et de durées de vie moyennes. Ces mesures consti-
tuent un complément d’informations utilisé, en guise d’exemple dans le cas de la
chlorométhoxytétrazine, pour étudier le mécanisme d’inhibition de la fluorescence
de la sonde par le radical anion électrogénéré. La prise en compte de ces phénomenes
dans la modélisation des courbes d’approche optiques fournit une explication a leur
bonne sensibilité constatée expérimentalement dans le chapitre précédent.

Enfin, en vue d’éventuelles applications a I'étude de systemes biologiques, une
extension de principe aux milieux aqueux est proposée. A cette fin, la chloromé-
thoxytétrazine est remplacée par la résorufine, colorant organique électrofluorochrome
soluble dans 1’eau. L’étude est faite dans les différentes configurations : "feedback"
négatif, "feedback" positif et “génération au substrat - collecte a la pointe”. Dans ce
cas également, des courbes d’approche optiques ont pu étre enregistrées. Les diffé-
rences de comportement entre les deux sondes sont soulignées.



Chapitre 1

L’électrofluorochromisme :
principe, systemes moléculaires et
instrumentation

1.1 Introduction

Un systeme électrofluorochrome est un systéme dont on peut moduler les pro-
priétés d’émission de fluorescence par contrdle électrochimique. Cette notion est a
la croisée entre deux disciplines : 1’électrochimie et la photophysique. En particulier,
le travail décrit dans ce manuscrit s’articule selon deux axes :

e la préparation et la caractérisation d’électrodes modifiées électrofluorochromes
(chapitres 2 et 3),

e le développement du couplage entre microscopie électrochimique a balayage
et microscopie de fluorescence par 1'utilisation d"une sonde électrofluorochrome
(chapitres 4, 5 et 6).

Ainsi, dans ce chapitre, quelques notions propres a chacun des domaines que
sont I’électrochimie et la fluorescence sont rappelées respectivement en 1.2 et en 1.3.
En particulier, le principe général de la mesure avec un microscope électrochimique
a balayage (SECM) est décrit, de méme que celui du microscope de fluorescence
dans ses différentes configurations d’éclairement.

La suite du chapitre s’articule autour du couplage entre ces deux disciplines.
Ainsi, la notion de systeme électrofluorochrome est définie avec plus de précision
dans la section 1.4. Puis, différentes applications de ces systemes proposées dans
la littérature sont décrites dans la partie 1.5. L'accent est mis sur les enjeux et les
difficultés du développement de I'électrofluorochromisme solide et des électrodes
modifiées électrofluorochromes.

L’étude de ces systemes électrofluorochromes nécessite par ailleurs le dévelop-
pement de dispositifs expérimentaux permettant de collecter les deux types de si-
gnaux : électrochimique et de fluorescence. Cependant, le champ d’applications d'un
tel dispositif n’est pas limité a 1’étude des systémes électrofluorochromes. Il peut éga-
lement se rendre utile dans 1’étude de phénomenes biologiques, de diffusion, etc.
Dans ce cas, un systeme électrofluorochrome peut par contre faire office de sonde.
Dans la partie 1.6 sont discutées les différentes situations dans lesquelles la mise
en ceuvre d'un tel dispositif peut se révéler effectivement pertinente et les choix
que l'expérimentateur doit faire pour obtenir une résolution adaptée au phénomene
sondé. L'acquisition de cette résolution peut passer par 1'utilisation du microscope
de fluorescence et/ou du microscope électrochimique a balayage.
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1.2 L’électrochimie : principe et technique de microscopie

1.2.1 Notion de couche de diffusion

Considérons un montage a trois électrodes immergées dans une solution conte-
nant par exemple I'oxydant d’un couple redox. Supposons qu’on applique un po-
tentiel tel que la réaction de réduction puisse avoir lieu a I'électrode de travail. Elle
va entrainer la consommation de l’espece a proximité de cette électrode et 'appari-
tion d'un gradient de concentration. L’espéce réactive est transportée du cceur de la
solution vers I'électrode.

Lorsque la vitesse de transfert d’électrons est grande devant celle du transport,
le régime est dit de diffusion pure. L'espéce électroactive est consommeée des qu’elle
arrive a l'interface, la concentration de 'espece réactive est nulle a I’électrode. L'ex-
pression du courant s’obtient par résolution des lois de Fick.

En régime permanent, I’épaisseur de la couche de diffusion ¢ est constante. En
supposant un profil de concentration linéaire au voisinage de 'électrode (cas des
électrodes planes), I'intensité du courant est donnée par :

j— L‘EDC (1.1)

Avec i le courant, n le nombre d’électrons échangé, F la constante de Faraday, A
I'aire de I’électrode, D le coefficient de diffusion, C la concentration au cceur de la
solution (égale a la concentration initiale).

En régime transitoire (par exemple en chronoampérométrie), I'épaisseur de la
couche de diffusion augmente au cours du temps. Dans ce cas, la réponse en courant,
en fonction du temps t s’exprime pour 1’électrode plane :

i(t) = MADC (12)
Dt

En comparant les équations 1.2 et 1.1, il apparait que 1'épaisseur de la couche de
diffusion admet pour expression, en régime transitoire, v/ 71Dt. La baisse du courant
au cours du temps s’explique donc par le transport des especes réactives au travers
d’une couche de diffusion dont I'épaisseur augmente avec le temps.

Ainsi, la réaction électrochimique se joue au niveau de la couche de diffusion de
I’électrode de travail. Dans le cadre d’un couplage entre fluorescence et électrochi-
mie, il faut soit attendre suffisamment longtemps que 1’électrolyse soit complete, soit
focaliser la détection de fluorescence au niveau de cette couche de diffusion.

1.2.2 Les Ultra-MicroElectrodes - UME

Les ultramicroélectrodes sont des électrodes dont le diametre est compris entre
quelques nanometres et quelques dizaines de micrometres. [68] [33]

L’un des avantages des ultramicroélectrodes est d’obtenir un régime de diffusion
stationnaire sans qu’il soit nécessaire d'imposer de la convection au systeme électro-
chimique. Pour comprendre cela, considérons par exemple une électrode sphérique
de rayon ry placée dans une solution contenant un électrolyte support, une sonde
redox sous sa forme oxydée Ox a la concentration C2_ ainsi qu'une électrode de
référence et une contre électrode. On applique a 1’électrode considérée un saut de
potentiel de valeur suffisamment faible par rapport au potentiel du couple Ox/Red.
La réduction de la forme oxydée se produit, ce qui se traduit par 1’apparition d'un
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gradient de concentration de la forme Ox a la surface de l'électrode et par un courant
cathodique a travers 1’électrode sphérique.

La forme du gradient de concentration autour de la sonde redox est donnée par
résolution de la seconde loi de Fick en coordonnées sphériques :

2
D d C(;J;z(r,t) iaColer,t) _ _acoggr,t) (13)
Avec les conditions aux limites suivantes :
Cox(r— > 0o, t) = C3, (14)
Cox(r=ro,t>0)=0 (1.5)
Et la condition initiale :
Cox(r,t = 0) = Cp, (1.6)

Par des transformées de Laplace, on obtient I'expression du flux de la sonde re-
dox a la surface de I'électrode J(t) et celle du courant associé i(t) :

Jox(r0,8) = ~D(CE, ~ CB)l = + ] 17)
i(t) = —nFAJox(r0,t) = 4mnr{FD(C3, — C4.)[ L l] (1.8)

VoDt  To

Avec CY et C_ les concentrations en oxydant respectivement a 1'électrode et
dans la solution, D son coefficient de diffusion, n le nombre d’électrons impliqués
dans la réaction aux électrodes, F la constante de Faraday et rg le rayon de 'UME.

D’apres I'équation 1.8, le courant i() est la somme de deux termes :

e Le premier, analogue a I'expression en diffusion plane semi-infinie, dépend du
temps en L.

t2
e Le second, indépendant du temps, est dii a la diffusion hémisphérique.

La forme de la réponse électrochimique est modulée par I'importance relative
de ces deux termes et dépend donc de I’échelle de temps de la mesure. Ainsi, le
premier terme domine aux temps courts et correspond donc a un régime transitoire.
I1 devient négligeable aux temps longs devant le second qui correspond a un état
stationnaire de diffusion :

eI — 47 FDrCE, (1.9)

Les notions relatives de temps courts et temps longs peuvent étre précisées par
l'utilisation d"un parametre adimentionné construit comme le rapport entre les contri-
butions transitoire et stationnaire du courant. Par exemple, pour une valeur typique
de D de 10°cm?s~! en solution aqueuse et une électrode de 5 mm de rayon, il faut
plus de 80 s pour que le terme correspondant au régime stationnaire soit dix fois
plus important que celui correspondant au régime transitoire. Il ne faut plus que
80 us pour une électrode de 5 ym.
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FIGURE 1.1 - Ultra-Microélectrode loin du substrat. Régime station-
naire de diffusion. La valeur du courant est donnée par ip.

Dans le cas d"'une UME a disque, ce qui correspond a la géométrie la plus cou-
rante (voir Figure 1.1), on obtient une valeur analogue de ips, a un facteur 7 pres :

{594 — 4nFDroCS, (1.10)

En microscopie électrochimique, c’est la perturbation de ce courant de pointe

en régime stationnaire par la proximité d’une surface dans la couche de diffusion
hémisphérique de la pointe qui constitue la réponse SECM. [48] [7]

1.2.3 Le microscope électrochimique a balayage (SECM)

A V’échelle locale, les propriétés électrochimiques et topographiques d'un échan-
tillon sont accessibles a 'aide de la microscopie électrochimique (ou SECM) grace
a l'utilisation d’une microélectrode en tant que sonde. La microscopie électrochi-
mique offre la possibilité d’imager la réactivité électrochimique d’échantillons de
différentes natures ou encore d’en modifier localement les propriétés. La surface
de I'échantillon est examinée par balayage de la microélectrode. Par analogie avec
les autres microscopies AFM et STM, 1'ultramicroélectrode est également appelée
pointe méme si la plupart des UME utilisées en SECM ont une géométrie disque
plan. Contrairement a ces autres techniques, la microscopie électrochimique se méne
en solution puisqu’elle utilise la réactivité électrochimique d’un médiateur redox
entre la pointe et I'échantillon.[32] [8]

Principe de la mesure SECM

Si la pointe se trouve a proximité d"une surface isolante (voir Figure 1.2), le cou-
rant correspondant au nouvel état stationnaire ip diminue par rapport a ip., parce
que la présence de la surface gene la diffusion de Ox a la surface de la pointe. Plus
la pointe est proche de la surface, plus ip est faible. Ce dernier tend a s’annuler a
son contact. On parle de "feedback négatif". Au contraire, si la pointe se trouve a
proximité d’une surface conductrice dont le potentiel est suffisamment haut pour
réoxyder Red en Ox (voir Figure 1.3), le courant ip correspondant est plus élevé que
ipoo car le flux en espece Ox a la pointe — du fait de la réoxydation — s’en trouve aug-
menté. Ainsi, ip est d’autant plus important que la distance a la surface d est faible.
C’est le "feedback positif".
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FIGURE 1.2 - Ultra-Microélectrode a proximité du substrat qui est
isolant. La diffusion de la sonde redox vers la pointe est génée par ce
dernier. La valeur du courant mesuré est inférieure a ip.

Ox Ox Red Ox

FIGURE 1.3 — Ultra-Microélectrode a proximité du substrat qui est
conducteur. La sonde redox y est régénérée. On parle de rétroaction
du substrat. La valeur du courant mesuré est supérieure a ip.

Dans la suite sont détaillés les différents modes de fonctionnement du SECM.

Le mode "feedback" et les courbes d’approche

Utiliser le SECM en mode "feedback", c’est-a-dire en enregistrant le courant de
pointe ip lorsqu’on fait varier la distance pointe-substrat, permet de tracer des courbes
dites "d’approche". L’allure générale de ces courbes selon que le "feedback" soit po-
sitif ou négatif est donnée Figure 1.4. Les deux cas de "feedback positif" et "feedback
négatif" précédemment décrits sont en réalité des cas limites correspondant a des
substrats idéaux : on parle respectivement d’isolant parfait pour lequel le réducteur
formé a la pointe n’est pas du tout reconverti en oxydant et de conducteur parfait
pour lequel le transfert d’électron est suffisamment rapide pour que la réaction de
réoxydation soit controlée par la diffusion. Dans la plupart des cas expérimentaux,
le comportement observé se situe entre ces deux cas limites.

Par leur corrélation avec des équations analytiques, les courbes d’approche ap-
portent donc une information sur la cinétique du processus de transfert de charge au
niveau de la surface de 1’échantillon. Elles permettent également d’obtenir une va-
leur tres précise de la distance pointe-substrat, information souvent nécessaire préa-
lablement a la mise en ceuvre d’autres manipulations. De plus, elles peuvent s’avérer
trés utiles pour la caractérisation géométrique des pointes. Les courbes d’approche
électrochimiques ont été modélisées par différentes équipes, notamment par Cornut
et Lefrou.[24] [22] [23]

Les courbes d’approche sont la plupart du temps utilisées pour positionner la
pointe a une distance connue préalablement a 1"utilisation du microscope, par exem-
ple, en mode génération-collecte ou en imagerie.
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FIGURE 1.4 — Courbes d’approche adimensionnelles : courant adi-
mensionnel mesuré a la sonde en fonction de la distance adimension-
nelle UME/substrat.[8]

Le mode génération-collecte
Le mode génération-collecte présente deux modes de fonctionnement :

e Le mode “génération a la pointe / collecte au substrat” (TG/SC) : la sonde est
portée a un potentiel tel qu'une espece électroactive y est générée tandis que
le substrat est placé a un potentiel tel que cette espece soit détectable.

e Le mode “génération au substrat / collecte a la pointe” (SG/TC) : le role des
deux électrodes est inversé. Le substrat génere I'espéce électroactive et la sonde
la collecte. Ce dernier mode permet par exemple d’étudier les profils de concen-
tration dans la couche de diffusion d"un échantillon macroscopique. La sonde
('UME) détecte les variations de courant ip qui refleétent les variations de concen-
tration locale en espéce électroactive.

L'imagerie

Jusqu'ici, seul un déplacement vertical de la pointe a été envisagé. Or, le fait
que le courant mesuré ip dépende non seulement de la distance au substrat mais
également de la nature chimique du substrat fait du SECM une technique particulie-
rement intéressante pour imager chimiquement une surface par un déplacement la-
téral de 'UME. Le choix de médiateurs redox différents va permettre au chimiste de
"voir" le substrat en termes d’interactions chimiques. Généralement, les expériences
d’imagerie sont précédées par l'enregistrement de courbes d’approche afin de po-
sitionner la pointe a la hauteur voulue par 'expérimentateur pour balayer 1'échan-
tillon.[52]

La résolution spatiale obtenue est actuellement de l'ordre du rayon de 'UME-
sonde soit micrométrique ou sub-micrométrique. Elle devrait s’améliorer avec la gé-
néralisation des nano-électrodes.

Instrumentation

La Figure 1.5 représente 'ensemble du dispositif expérimental nécessaire a la
mise en ceuvre de manipulations de microscopie électrochimique. Le fond de la cel-
lule électrochimique constitue le "substrat" plan. Le montage a trois électrodes as-
socié a la particularité d’étre double puisqu’on peut y connecter deux électrodes de
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FIGURE 1.5 — Appareillage nécessaire pour la mise en ceuvre de me-
sures de microscopie électrochimique a balayage

travail : un bipotentiostat permet de controler a la fois le potentiel de 'UME et celui
du substrat lorsque ce dernier est conducteur. L'électrode de référence et la contre-
électrode sont par contre intégrées dans les deux circuits. Le controle précis de la
position de la pointe par rapport au substrat est assuré par un ensemble de piézo-
positionneurs et de moteurs pas a pas. Les valeurs de consigne sont données par
I'expérimentateur via un ordinateur relié a la fois au dispositif piézo-électrique et au
bipotentiostat.

Dans le cadre de cette these, le microscope électrochimique est couplé a la mi-
croscopie de fluorescence pour 1'étude de systemes électrofluorochromes. Ainsi, la
partie suivante définie quelques concepts de photophysique utilisés dans ce travail.
On s’intéresse notamment aux grandeurs caractéristiques de la fluorescence, a leur
évolution en présence d’inhibiteur et au principe général de la microscopie de fluo-
rescence.

1.3 La photoluminescence et la fluorescence

1.3.1 Principe général

Le terme de luminescence, qui s’oppose a celui d’incandescence, fait référence
a I’émission d"un rayonnement électromagnétique d’origine non thermique, le plus
souvent dii a des transitions électroniques.

L’énergie libérée sous forme de lumiere lors de la transition électronique peut
avoir été initialement fournie au systéme sous différentes formes, par exemple élec-
trique, chimique ou lumineuse. On parle alors respectivement d’électroluminescence,
de chimiluminescence ou de photoluminescence.
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FIGURE 1.6 — Diagramme de Perrin-Jablonski

Le phénomene de photoluminescence se décompose donc en deux phases :

e La premiere - le passage de 'état fondamental a un état excité par 1’absorption
d’un photon d’énergie appropriée — est tres rapide (de I'ordre de 10~1° s).

e Laseconde - le retour a I'état fondamental par 1’émission spontanée d"un pho-
ton a partir d"un état excité — peut avoir lieu via deux phénomenes : la fluores-
cence et la phosphorescence.

Fluorescence et phosphorescence sont toutes deux des formes de désexcitation
dites radiatives. Toutefois, elles different par leur durée de vie (notion définie dans
1.3.2). En effet, 'émission de fluorescence est due a une transition entre deux états
singulets. Etant donc "permise de spin", elle suit trés rapidement I’excitation (de
'ordre de 1078 s). L’émission de phosphorescence, quant a elle, est la conséquence
d’une transition d’un état triplet a un état singulet, transition impliquant donc un
changement de la multiplicité de spin du systeme. Etant "interdite de spin", elle in-
tervient longtemps apres que l’excitation ait eu lieu (de ’ordre de 1073 s a quelques
secondes).

Par ailleurs, fluorescence et phosphorescence sont en concurrence avec des formes
de désexcitation dites non radiatives : la relaxation vibrationnelle, la conversion in-
terne ou la conversion inter-systéme. La premiere implique la dissipation de 1’éner-
gie de la molécule vers ses voisines. La seconde intervient quand un état vibrationnel
d’un état électronique peut se coupler avec un état vibrationnel d'un autre état élec-
tronique de plus faible énergie. La derniére correspond a la transition entre deux
états électroniques de multiplicité de spin différentes et peut donner lieu a la phos-
phorescence.

L’ensemble de ces transitions peuvent étre représentées sur un diagramme de
Perrin-Jablonsky (Figure 1.6). L’axe vertical indique le niveau d’énergie. On y place
les différents états électroniques notés selon leur multiplicité de spin et indicés selon
leur position dans le diagramme (0 correspondant a 1’état fondamental), ainsi que
les états vibrationnels associés a chacun de ces états électroniques et indicés de la
méme fagon.

Considérons par exemple une molécule initialement dans son état fondamental
qui est singulet et donc noté Sy. Ceci est notamment vérifié pour la plupart des mo-
lécules organiques puisque tous leurs électrons sont appariés a 1'état fondamental.
L’absorption d"un photon d’énergie appropriée la porte dans un état électronique

10
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et vibrationnel excité avec rétention de spin, vraisemblablement un état vibration-
nel excité v; des deux premiers états électroniques excités S; ou Sy. Pour la plupart
des molécules, s’ensuivent alors conversion interne et/ou relaxations vibrationnelles
vers 'état vibrationnel fondamental vy de Sy, ces phénomenes étant tres rapides (de
l'ordre de 10712 s pour les relaxations vibrationnelles et de 'ordre de 10713 — 10~ !!s
pour les conversions internes).

Une fois la molécule dans 1’état vg Sy, elle peut revenir a 1’état fondamental selon
différents processus représentés sur le diagramme de Perrin-Jablonsky :

e par conversion interne via le couplage entre I'état vibrationnel fondamental v
de S; et un état vibrationnel excité v; de Sy puis relaxation vibrationnelle vers
I’état vibrationnel vy de Sg. Ce processus est non radiatif.

e par émission spontanée d'un photon et retour de la molécule a un état vibra-
tionnel v; quelconque de Sy correspondant a I'énergie du photon émis. C’est
le phénomene de fluorescence. S’ensuivent des relaxations vibrationnelles jus-
qu’al’état vg de So.

e s’il existe un couplage spin-orbite fort impliquant I'existence d’'un état électro-
nique triplet T; plus stable que S; et le couplage entre 1'état vy de S; avec un
état v; de Ty, par croisement inter-systeme vers un état v; deTj, relaxation vi-
brationnelle jusqu’a vy de T; puis émission spontanée d’un photon vers un état
v; de Sp. C’est le phénomene de phosphorescence.

Par la suite, on s’intéresse principalement a la fluorescence et on définit les dif-
férentes grandeurs utilisées dans la littérature pour la caractériser. C’est 1’objet du
1.3.2. 1l s’avere que ces grandeurs peuvent étre modifiées en présence d’autres mo-
lécules appelées inhibiteurs. Certains mécanismes décrivant l'interaction entre inhi-
biteur et fluorophore et leur influence sur les grandeurs caractéristiques de la fluo-
rescence sont discutés dans la partie 1.3.4.

Ainsi, I’émission de fluorescence est particuliérement sensible a I’environnement
du fluorophore. Cette propriété peut étre mise a profit dans des expériences d’ima-
gerie pour 1’étude par exemple de phénomenes biologiques. Le principe du micro-
scope de fluorescence est développé dans la partie 1.3.3. Elle peut également étre
utilisée pour la mise au point d’interrupteurs moléculaires. Cette idée est abordée
dans la partie 1.3.5.

1.3.2 Grandeurs caractéristiques de la fluorescence

L’émission de fluorescence peut étre caractérisée de différentes manieres.

Durée de vie de I’état excité ou durée de vie de fluorescence

Soit une population d'un fluorophore noté F totalement isolée. Dans la suite, on
néglige toute interaction entre les molécules.

Apres excitation par un pulse de lumiere trés bref, une partie des molécules du
fluorophore est excitée au niveau S; par absorption de photons. On note [F*|y la
concentration en fluorophores dans 1’état excité au temps t = 0 juste apres 1’exci-
tation. Les molécules F* peuvent alors se désexciter de fagon radiative ou de fagon
non radiative, phénomenes caractérisés respectivement par les taux de désexcitation
radiatif et non radiatif notés respectivement k, et k,, (exprimés en s 1).
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Soit [F*] la concentration en fluorophore excité a un temps t apres l’excitation.
Son évolution au cours du temps est caractérisée par 'équation différentielle sui-
vante :

d[F*]
dt
[F*] suit donc une cinétique d’ordre 1 caractérisée par une décroissance exponen-
tielle :

= —(ky + k) [F?] (1.11)

[F*] = [F*]Oexp[_(kr + knr)t] (1‘12)

Cette expression fait apparaitre un temps caractéristique, la durée de vie de 1’état
excité Sy :

1

= — 1.13
K+ o (113

TF

Intensité de fluorescence

L’intensité de fluorescence ir est quant a elle définie comme étant la quantité de
photons (en mol) émis par unité de temps et par unité de volume de la solution (donc
en mol.L~1.s7!) suivant I'équation de désexcitation par voie radiative de constante
ky:

F* — F + photon (1.14)
Donc, par définition :
, d|photon .
zﬂﬂ:ww]:hw] (1.15)

Ainsi, ir est a tout instant t proportionnelle a [F*] et le coefficient de proportion-
nalité est la constante de désexcitation radiative.

D’apres 'expression de [F*|(t) 1.12, l'intensité de fluorescence s’exprime a un
instant t :

ip(t) = ke [F*|oexp[—(kr + knr)t] (1.16)

ir décroit au court du temps selon une monoexponentielle.

Rendement quantique de fluorescence

Le rendement quantique de fluorescence rend compte de la compétition entre
les phénomenes de désexcitation radiatifs et non radiatifs. Il se définit comme la
probabilité pour une molécule excitée d’émettre un photon :

B ky + kyr

Sur un trés grand nombre de molécules a 1’état excité, il représente la part de mo-
lécules se désexcitant par voie radiative. Autrement dit, pour un échantillon donné,
il est égal au rapport entre le nombre de photons émis sur le nombre de molécules
ayant été excitées ou encore au rapport entre le nombre de photons émis sur le
nombre de photons préalablement absorbés.

Dr (1.17)
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Nombre de photons émis

Pr = Nombre de photons ayant été absorbés (1.18)
/ ir(t) dt
Pp = =0 —— (1.19)

[F*]o

On retiendra que durée de vie de fluorescence et rendement quantique de fluo-
rescence sont reliés de la facon suivante :

b = k, - TF (120)

Intensité de fluorescence stationnaire

Sous illumination continue, le systéme est a 1’état stationnaire donc la concen-
tration en fluorophore a 1’état excité [F*] est constante au courss du temps. Si on
note Iy I'intensité du faisceau de lumiere incident (en mol de photons par litre et par
seconde) et & la proportion de photons absorbés alors :

d[F*]

dt

I1 vient que la quantité de photons émis par unité de temps et par unité de vo-
lume, donc l'intensité de fluorescence en régime stationnaire est donnée par :

=aly — (kr + knr)[F*] =0 (1.21)

“Iokr

=k [F] = 0

= lXIOCI)F (122)

1.3.3 Mesure de fluorescence résolue spatialement : la microscopie de fluo-
rescence

Principe de fonctionnement

La microscopie de fluorescence est une technique utilisant un microscope op-
tique a la différence que la formation de I'image se fait non pas par réflexion mais
par détection de la fluorescence ou de la phosphorescence émise par la molécule ex-
citée grace a la source lumineuse du microscope. On distingue plusieurs types de
microscopie de fluorescence selon la maniere d’exciter la molécule. La configura-
tion "classique" est appelée microscopie a épifluorescence et le schéma du dispositif
est représenté sur la Figure 1.7. Une lampe blanche couplée a un filtre dit "d’excita-
tion" sert de source excitatrice. Un miroir dichroique réfléchit le faisceau émis par la
source. Puis, ce faisceau passe a travers l'objectif qui le focalise dans 1’échantillon.
Les molécules excitées luminescent. La lumiere ainsi émise est collectée a travers
I’objectif, transmise par le miroir dichroique et filtrée par un filtre dit "d’émission".
Le faisceau d’émission peut finalement étre analysé par un spectrophotometre, une
caméra CCD ou encore une carte de comptage dans le cas de la fluorescence réso-
lue en temps. Filtres d’excitation et d’émission sont choisis respectivement a partir
des spectres d’absorption et d’émission de la molécule sondée. Le miroir dichroique,
quant a lui, doit réfléchir le faisceau d’excitation et transmettre le faisceau d’émis-
sion.

13



. : 2
Chapitre 1. L’électrofluorochromisme : principe, systémes moléculaires et
instrumentation

Fluorophore

ordinateur Platine du

microscope

miroir
dichroique
lampe

blanche

filtre
d’excitation
filtre

d’émission

spectrophotometre l

caméra

FIGURE 1.7 — Systéme de filtres dans un microscope de fluorescence
inversé

Résolutions spatiale et temporelle de la microscopie de fluorescence : les diffé-
rentes configurations

L’avantage principal de la microscopie de fluorescence par rapport a la technique
de fluorimétrie classique est de fournir une information résolue spatialement grace
a la collecte de la lumiére, par exemple, au moyen d’une caméra CCD. Cette résolu-
tion spatiale est fixée par la zone de 'espace dans laquelle se font 1’excitation et la
collecte de lumiére émise. De plus, par rapport a d’autres techniques de microscopie,
elle offre une visualisation directe, sans balayage, du plan (x,y), ce qui augmente la
résolution temporelle.

Résolution spatiale : limites et perspectives

Dans cette configuration classique dite d’épifluorescence, la résolution spatiale,
c’est-a-dire la zone de 1'espace dans laquelle ont lieu I’excitation et la collecte de la
lumieére émise, est limitée :

e selon le plan (x,y) du substrat, par la diffraction;
e selon 'axe z dans la profondeur de la solution, par le systéme d’éclairage.

Des configurations particuliéres du microscope de fluorescence permettent d’amé-
liorer la résolution spatiale selon 1'axe z :

e la configuration TIRF (réflexion totale). Dans cette configuration, 1’angle du
faisceau d’excitation avec I'axe z est supérieur a I’angle limite de réfraction si
bien qu’il y a réflexion totale : seule une onde évanescente traverse le substrat.
Cette onde décroit exponentiellement et permet donc une résolution a proxi-
mité du substrat de 1'ordre de quelques centaines de nanometres. Plusieurs
dispositifs expérimentaux permettent de se placer dans une telle configura-
tion : un prisme (schéma A de la Figure 1.8), un objectif de grande ouverture
numérique (schéma C de la Figure 1.8), la réflexion multiple dans le substrat
(schéma B de la Figure 1.8), etc. Toutefois, cette méthode présente 1'inconvé-
nient de limiter I"étude aux phénomenes ayant lieu au voisinage du substrat.
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A)

FIGURE 1.8 - Différents modéles pour la configuration TIRF

e la configuration confocale inventé par Marvin Minsky en 1957. Sur la Figure
1.9 est représentée le schéma qu'il en a fait. Cette configuration est mise en
ceuvre expérimentalement par l'utilisation d"un trou permettant de ne pas col-
lecter les lumiéres émises hors du plan focal. Concretement, deux diaphragmes
sont placés sur le trajet de la lumiere : un juste apres la source d’excitation et
I'autre juste avant la collecte. Le premier diaphragme permet de focaliser le
faisceau incident sur une toute petite partie de I’échantillon. Si des fluoropho-
resT sont présents sur ce point, ils émettent de la lumiere ensuite filtrée par le
miroir dichroique et le filtre d’émission. Un deuxiéme diaphragme est placé
au point de focalisation du faisceau image. Il ne laisse passer que la lumiere
provenant du point de I’échantillon dont on veut faire I'image en fluorescence.
I est ensuite possible de déplacer soit I’échantillon, soit le montage optique
pour balayer la surface de 1’échantillon avec le faisceau dans le plan (x,y) afin
d’en former 1'image en fluorescence a une hauteur z donnée. Le déplacement
des diaphragmes permet d’enregistrer plusieurs coupes (x,y) a différentes hau-
teurs z. Un traitement informatique permet de reconstruire une image en 3
dimensions.

La configuration confocale permet également d’améliorer la résolution selon x et
y, puisqu’elle permet de descendre en dessous de la limite de diffraction.
Actuellement, la meilleure résolution se rapproche de la molécule unique.

1.3.4 Meécanismes d’extinction de la fluorescence [96]

Certains processus photophysiques intermoléculaires influent sur les caractéris-
tiques de I"émission de fluorescence précédemment définis dans le paragraphe 1.3.2
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A)

B)

FIGURE 1.9 — Microscope confocal inventé par Marvin Minsky et bre-
veté en 1957. A) Dans ces conditions, toute lumiere parasite située
hors du plan focal (exemple «E») sera défocalisée sur le diaphragme
«B» (trajet des rayons en «g» et «h») et ne pourra atteindre le dé-
tecteur. Un déplacement progressif du spécimen (fleches verticales)
permet de le scanner point par point. B) Dans le deuxiéme schéma,
une seule lentille «Ox» permet a la fois de focaliser I'éclairage en «D»
et de refocaliser la lumiére émise par le spécimen sur le point «B» du
diaphragme placé devant le détecteur. Dans ce deuxieme modele, il
est nécessaire de disposer un miroir de renvoi «M2» et un miroir di-
chroique «M1» permettant de séparer la lumiere d’excitation «a» et
la lumiere d’émission «f»



1.3. La photoluminescence et la fluorescence

(I'intensité de fluorescence en régime stationnaire, le rendement quantique et la du-
rée de vie de I'état excité).

IIs impliquent le plus souvent I'interaction du fluorophore F a I’état fondamental
ou dans son état excité avec une autre molécule usuellement désignée sous le nom
d’inhibiteur (en anglais quencher) Q. Selon que l'interaction avec l'inhibiteur se fasse
dans 1’état fondamental ou dans I'état excité, on parle respectivement d’inhibition
statique ou d’inhibition dynamique.

Dans la suite, I'inhibition statique, I'inhibition dynamique et la combinaison des
deux sont successivement étudiées, ’objectif étant de voir comment, a partir de la
mesure des grandeurs caractéristiques de la fluorescence, ces différents mécanismes
peuvent étre détectés expérimentalement. Les résultats sont résumés dans le tableau
1.1.

Le transfert d’électron photoinduit est également abordé.

L'inhibition statique

Dans le cas de I'inhibition statique, la molécule fluorescente forme un complexe
avec I'inhibiteur lorsqu’elle est dans son état fondamental, avant excitation. Le com-
plexe ainsi formé possede alors des propriétés d’absorption qui lui sont propres et il
est, dans la plupart des cas, non fluorescent.

F +Q=FQ
A T'équilibre, on définit K la constante d’association du complexe :

K = [FQ] - ¢ (1.23)

[Flstat[Q]
Avec [FQ] la concentration en complexes fluorophore-inhibiteur, [F] la concen-
tration en fluorophores libres F et [Q] la concentration en inhibiteur Q.
Donc :

[FQJ = Ks [F]stat[CQo] (1.24)

D’apres la loi de conservation de la masse, et en considérant que les intensités de
fluorescence sont proportionnelles a la concentration en espece fluorescente (ce qui
est vrai dans les solutions diluées),

Ir_ Cr [Pl +1FQ] _y | g [0 (1.25)
Litat  [Flstat [Flstat ce

avec Cr la concentration en fluorophore introduit.

Ainsi, expérimentalement, on enregistre une diminution de la fluorescence due
a la diminution de la concentration en molécules fluorescentes. De plus, le rapport
entre les intensités de fluorescence sans et en présence d’inhibiteur dépend linéaire-
ment de la concentration en inhibiteur. Le coefficient directeur de la droite donne la
constante de formation du complexe fluorophore-inhibiteur.

Etant donné que 'inhibiteur interagit avec la molécule dans son état fondamen-
tal, les propriétés d’émission de la molécule fluorescente — a savoir le fluorophore a
l'état excité — ne sont pas impactées par la présence de l'inhibiteur et ses propriétés
d’émission demeurent inchangées. La durée de vie de fluorescence ne dépend donc
pas de la concentration en inhibiteur.
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L'inhibition dynamique

Dans le cas de I'inhibition dynamique, 1’action de I'inhibiteur se fait sur le fluoro-
phore pendant la durée de vie de I’état excité. L'efficacité de I'inhibition est liée a la
constante de diffusion du milieu. Dans I’ordre, il y donc excitation du fluorophore F
qu’on note alors F*. Puis des effets hydrophobes ou électrostatiques induisent 1’asso-
ciation F*-Q. Enfin, différents mécanismes induisent un transfert de 1’énergie d"une
partie des F* vers Q. Donc seule une partie des F* fluoresce normalement, la présence
d’inhibiteur offrant une voie de désexcitation supplémentaire :

FF+Q — [F—Q]* — F 4+ Q + chaleur

Soit k; la constante associée aux taux de désexcitation via cette nouvelle voie.
Dans une premiere approximation, on la considére indépendante du temps. Il s’agit
d’une constante du deuxiéme ordre qui s’exprime en L.s~!.mol 1.

L’équation 1.11 devient :

d[F* . 1 *
=l + ko + R [QDIET] = — (5 + Q) [F] (1.26
L'intégration de cette équation avec la condition initiale [F*] = [F*]pat = 0
donne :
1
[F*] = [Floexp[—( + kg [Q])1] (1.27)

L’intensité de fluorescence s’exprime donc de la fagon suivante :

i(1) = k{F] = Floexpl— (= + K, [QD) (1.2

ol k, est le taux de dissociation radiatif du fluorophore excité.
Ainsi, la fluorescence en présence d’inhibition dynamique décline toujours selon
une mono-exponentielle. Toutefois, on isole un nouveau temps caractéristique :

1 Tr
Ti = = (1.29)
yn %F +k[Q 1+ kytr[Q]
Finalement, on retiendra l’expression du rapport %ﬂ :
T
P14 k[Q) (1.30)
Tdyn

Quant au rendement quantique de fluorescence, il s’exprime en présence d’inhi-
biteur :
kr
kr + knr + kq [Q]

Dy = (1.31)

De la méme fagon que pour la durée de vie, on calcule le rapport % al'aide de
la relation 1.17 :

(DF _kr+knr+kQ[Q] =1+ kq[Q]

= = 1.32
(I)dyn kr + knr kr + knr ( )

D’apres les relations 1.13 et 1.22, il vient que :
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Tab. 4.3. Examples of kg values for various fluorophore—quencher pairs (from Eftink, 1991b)

Fluorophore kq/(10° L mol=" s77)

0, Acrylamide Succinimide I~
Tyrosine 12 7.0 53
Fluorescein 0 0.2 1.5
Anthracene-9-carboxylic acid 7.7 24 0.1
PRODAN 0 0 28
DENS 7.7 3.2 0.1 0.03
Eosin Y 0 0 22
Pyrenebutyric acid 10 3.4 0.06
Carbazole 7.0 5.4

Abbreviations: PRODAN: 6-propionyl-2-(dimethylaminonaphthalene;
DENS: 6-diethylaminonaphthalene-1-sulfonic acid.

FIGURE 1.10 — Quelques valeurs de la constante d’inhibition dyna-
mique k; [96]

ILF - ;i =1+ 17k [Q] (1.33)
dyn dyn

On note Ksy = trk, la constante de Stern-Volmer.

A titre indicatif, des valeurs de la constante k, sont reportées sur le tableau de la
Figure 1.10 pour plusieurs fluorophores et plusieurs inhibiteurs. En réalité, dans le
cas ol la réaction n’est pas limitée par la diffusion, la constante d’inhibition appa-
rente k; s’écrit comme :

ky=p-k (1.34)

avec kp la constante de vitesse associée a la réaction de diffusion et p l'efficacité
de l'inhibition pour la paire fluorophore/inhibiteur.

Inhibition statique et inhibition dynamique simultanées

Les inhibitions statique et dynamique peuvent se produire simultanément, ce
qui conduit a la non-linéarité de la représentation ITF = f(]Q]), avec I l'intensité de
fluorescence mesurée en présence des deux formes d’inhibition.

En effet, si on considere que, dans le cas de I'inhibition statique, seule une frac-
tion g des molécules est fluorescente (celles qui sont non complexées), le rapport

Lign e . oA £
'}—Z obtenu dans le cas de la seule inhibition dynamique doit étre pondéré de cette

fraction :
I layn [F]

i Lalt 1.
Ir Ir Cr (1.35)

Ainsi le rapport ITF peut étre écrit comme une combinaison des relations 1.25 et
1.33:
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inhibition inhibition inhibition dynamique
dynamique statique + inhibition statique
durée de vie | £ =14 Ksy[Q] =1 T =1+ Kgy[Q]

intensité de ITF =14 Ksy[Q] ITP =1+ Ks[Q] ITF = (1+ Ksy[Q])(1 + Ks[Q])
fluorescence

TABLEAU 1.1 — Résumé de l'influence de I'inhibition statique seule,
de l'inhibition dynamique seule et de celle des deux combinées sur
les grandeurs caractéristiques de 1’émission de fluorescence

ITF = (1+Ksy[Q))(1+Ks[Q]) =1+ (Ksv + Ks)[Q] + KsyKs[Q)? (1.36)

Expérimentalement, les constantes Kgy et Ks peuvent étre déterminées par l'ajus-
tement numérique de I'équation 1.36 a la représentation graphique de [ITF]exp en fonc-

tion de [Q]exp ou, alternativement, par régression linéaire de [%]e,{p en fonction

de [QJexp-

Transferts d’électrons photoinduits

Les propriétés réductrices ou oxydantes des molécules peuvent étre amplifiées a
I’état excité. Le principe du transfert d’électron photoinduit est résumé sur la Figure
1.11 et correspond aux équations chimiques suivantes :

D* + A— D*" + A*
A* + D— A +D°*"

Les équations de Rehm-Weller permettent d’estimer 'enthalpie libre standard
associée a ces réactions. Ainsi, en phase gaz, pour la premiére équation par exemple :

AG® = E°(D**/D*) — E°(A/A*") — AEg(D) (1.37)

ou E° est un potentiel redox standard et AEy est 1’énergie d’excitation. AG® est
obtenu en Volt.

De la méme facon, une équation de Rehm-Weller peut étre établie lorsque le
fluorophore présente un fort caractere oxydant a 1’état excité (deuxiéme équation
chimique). Le passage de la phase gaz a la solution nécessite de tenir compte de
I’enthalpie de solvatation et de 1’énergie Coulombienne de la paire d’ions.

Dans la suite, on s’intéresse au couplage entre électrochimie et fluorescence et
plus particulierement a la notion d’électrofluorochromisme et a ses applications.

1.3.5 La modulation de la fluorescence par électrochimie : 1’électrofluoro-
chromisme

La luminescence est non seulement sensible a la présence de certaines molécules
dans 'environnement du fluorophore mais elle peut également étre modulée par
divers types de stimuli : température, pH, lumiére. [90] [84] [53]

Lorsque la modulation de la luminescence se fait par électrochimie, on parle
d’électrofluorochromisme.
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FIGURE 1.11 - Principe du transfert d’électron photoinduit selon que
le fluorophore excité est un caractere plutdt accepteur ou plutot don-
neur d’électrons. [96]
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De tels dispositifs vont trouver des applications dans les capteurs, les afficheurs,
en analyse, etc. Les enjeux sont donc multiples. Il s’agit de mettre au point de nou-
veaux systémes moléculaires, de créer de nouveaux devices, de mettre au point des
dispositifs expérimentaux pour permettre leur étude, etc. Les travaux effectués dans
ces différents aspects font déja 1’objet de plusieurs revues : [3] [1] [91].

Dans la suite, la notion de systeme électrofluorochrome est définie avec plus de
précisions dans la partie 1.4. La partie 1.5 est, quant a elle, consacrée aux différentes
applications et aux enjeux de 1'électrofluorochromisme. La partie 1.6 s’attarde sur les
dispositifs expérimentaux développés par certaines équipes pour étudier conjointe-
ment électrochimie et fluorescence.

1.4 Design moléculaire : les différents modes de fonctionne-
ment d’un systéme électrofluorochrome

Pour étre électrofluorochrome, un systeme doit présenter au moins deux états
rédox stables dont 1'un au moins de ces états est luminescent. Typiquement, dans la
majorité des cas, les états sont au nombre de deux, 'un émet de la lumieére et ’autre
non. On est donc susceptible d’allumer ou d’éteindre le systéme de facon réversible
par la modulation de la valeur du potentiel qu’on lui impose.

1.4.1 Lesdyades moléculaires composées d’un systéme électroactif et d"un
fluorophore

La mise au point d'un tel systeme nécessite de former une molécule en associant
une entité électroactive et une entité luminescente reliées par un espaceur conjugué
ou non-conjugué, I’entité électroactive devant a un certain degré d’oxydation inhiber
la luminescence de 'entité émissive et dans I’autre non. L'extinction de luminescence
peut se faire selon deux mécanismes :

e par transfert d’électrons photoinduit entre le fluorophore et I'entité électroac-
tive comme schématisé sur la Figure 1.12. Dans ce cas, la réaction électrochi-
mique, en s'opposant a ce transfert, empéche I’extinction de se produire. Le
sens du transfert d’électrons entre fluorophore et entité électroactive a 1’ori-
gine de I'extinction de fluorescence dépend du caractere oxydant ou réducteur
de I'état excité du fluorophore. En effet, si le fluorophore présente un caractere
réducteur a I’état excité, la forme oxydée de l'entité électroactive joue le role
d’accepteur d’électrons : un transfert électronique a lieu depuis le fluorophore
vers l'entité électroactive inhibant de cette maniere 1’émission de fluorescence.
Une conversion électrochimique de 'accepteur en sa forme réduite bloque ce
transfert électronique et restaure la fluorescence. A l'inverse, si I'état excité du
fluorophore est oxydant, il n'y aura pas d’échange d’électrons entre la forme
oxydée de 'entité électroactive et le fluorophore : le systeme émet de la fluores-
cence. Une conversion électrochimique de la forme oxydée en donneur d’élec-
tron a pour conséquence 1’établissement d'un transfert électronique depuis la
forme réduite de l'entité électroactive vers le fluorophore causant ainsi 1'ex-
tinction de la fluorescence.

Systémes utilisant des fluorophores riches en électrons

La plupart des exemples décrits dans la littérature utilisant des fluorophores
riches en électrons, et donc qui présentent un fort caractére réducteur a I'état
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électrofluorochrome
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FIGURE 1.12 — Principe de I'électrofluorochromisme entre un état
éteint et un état allumé dans une dyade composée d'un fluorophore
et d’une entité électroactive. Le fluorophore est noté R ou O selon
son caractere respectivement réducteur (a gauche) ou oxydant (a
droite). Dans les deux cas, 'entité électroactive peut étre réversible-
ment convertie en sa forme réduite (notée Red, en bas) ou en sa forme
oxydée (notée Ox, en haut). Selon la nature du fluorophore (R ou O),
le transfert électronique entre les deux entités est permis (état éteint)
sous une forme et bloqué (état allumé) sous l'autre forme.
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FIGURE 1.13 - Principe de l'électrofluorochromisme entre un état

éteint et un état allumé pour des fluorophores directement électroac-

tifs. Selon son caractere réducteur (noté R, a gauche) ou oxydant (noté

O, a droite), le fluorophore peut étre respectivement réduit ou oxydé
en une espece non émettrice, et cela de fagon réversible.

excité, font appel aux quinones en tant qu’entité électroactive acceptrice d’élec-
trons. Dans une telle configuration, le systeme oxydé fluorophore*-quinone
n’émet pas de fluorescence tandis que, sous la forme réduite fluorophore*-
hydroquinone, la fluorescence est restaurée. Un tel schéma de principe a été
appliqué aussi bien a des fluorophores organométalliques qu’a des fluoro-
phores organiques.[99] [9]

Systemes utilisant des fluorophores électrodéficients

Il existe des donneurs métalliques (ferrocénes, ferrocénes portant des périléne
diimide, macrocycles) et des donneurs organiques (pérylene, quinones).
Plusieurs exemples ont ainsi été décrits utilisant plusieurs types de fluoro-
phores organiques : dansyl [40], naphtalimide [100], azines [61], etc. La plu-
part de ces sytémes sont préparés dans les deux formes (oxydées et réduites)
et leurs propriétés spectroscopiques sont étudiées ex situ.

par transfert d’énergie. Ce mécanisme implique un recouvrement spectral entre
I’émission du fluorophore et I’absorption de 'entité électroactive dans un cer-
tain état rédox. Dans ce cas, la réaction électrochimique doit entrainer un déca-
lage spectral de I’absorption pour rétablir la luminescence.[74] [43] [76] Cette
situation reste beaucoup moins fréquente.
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FIGURE 1.14 — Les trois isomeres de la tétrazine

1.4.2 Les fluorophores directement électroactifs

Lorsque les entités électroactive et luminescente sont distinctes comme vu jus-
qu’a présent, on parle d’un phénomene d’électrofluorochromisme indirect. Le phé-
nomene peut aussi étre direct si le systéme présente une unique entité a la fois élec-
troactive et luminescente mais cela implique que 1’espece électrogénérée a partir de
cette entité soit non émissive. Ceci est trés souvent vérifié dans le cas d'un transfert
monoélectronique puisque la plupart des ions radicaux ne présentent pas de lumi-
nescence notable. Le principe de 1’électrofluorochromisme direct est schématisé sur
la Figure 1.13.

Il peut s’agir de composés organométalliques tels que des complexes de ruthé-
nium ou d’iridium [66] [35], ou de composés organiques. Les composés organiques
les plus couramment utilisés sont des fluorophores capables de stabiliser une charge
positive ou négative, typiquement des molécules aromatiques souvent tres conju-
guées dans lesquelles on introduit des hétéroatomes et des groupements électroat-
tracteurs et électrodonneurs.[89] [17]

Dans la suite, une famille de molécules organiques directement électrofluoro-
chromes est étudiée plus en détails. Il s’agit de la famille des alkoxytétrazines. Ces
molécules seront ensuite largement utilisées dans les chapitres suivants.

1.4.3 La famille des tétrazines

La famille des tétrazines regroupe des composés dérivés du benzene auquel
quatre atomes de carbone ont été remplacés par des atomes d’azote. Elle est donc
constituée de trois isomeres représentés sur la Figure 1.14, parmi lequel 1'isomere
symétrique, la 1,2,4,5-tétrazine, également appelée s-tétrazine.

La dichlorotétrazine est un synthon clé permettant d’accéder a une large gamme
de dérivés de la s-tétrazine par substitution nucléophile aromatique.

Dans la suite, on s’intéresse aux propriétés électrochimiques et photophysiques
des dérivées de s-tétrazines.

Propriétés électrochimiques des dérivés de s-tétrazine

De part la substitution des carbones par des azotes plus électronégatifs, la tétra-
zine est beaucoup plus électrodéficitaire que le benzéne et peut donc facilement étre
réduite [18] [5].
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molécule E° (V)
dichlorotétrazine -0,68
chlorométhoxytétrazine | -0,99
diméthoxytétrazine -1,25

TABLEAU 1.2 — Potentiels de réduction de demi-vague de quelques
s-tétrazines dans le dichlorométhane

11 pA

_40 : | N N N | L1 | L1 I L1 l § I E— ] | N — ] 1 1 | |
-1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -04 -0.2 0

E !V vs. Ag*/Ag

FIGURE 1.15 — Voltamétries cycliques de la dichlorotétrazine (poin-

tillés), la chlorométhoxytétrazine (tirets) et la diméthoxytétrazine

(trait continu) sur carbone vitreux a 0,1 V.s-!. Dans le dichloro-

méthane, le tétrabutylammonium hexafluorophosphate est utilisé
comme sel de fond. [5]

Au sein du laboratoire, il a été montré qu’en milieu organique, il était possible
de réduire électrochimiquement tous les dérivés de la s-tétrazine (substitués par des
hétéroatomes ou des aromatiques) en leur radical anion associé, et que cette trans-
formation est réversible. De plus, le choix des substituants en positions 3 et 6 (voir
schéma de la s-tétrazine de la Figure 1.14) permet de moduler le potentiel de ré-
duction qu’ils influencent vraisemblablement par leurs effets électroniques. Dans le
tableau 1.2 sont reportés les potentiels standard de quelques tétrazines (mesurés par
rapport au ferrocene dans le dichlorométhane). Sur la Figure 1.15 sont représentées
les voltamétries cycliques correspondantes.

Le radical anion formé est stable pour toutes les tétrazines, en ’absence de don-
neur de protons, ce qui différencie la tétrazine des autres hétérocycles a six membres
portant des substituants halogénés. En effet, dans la plupart des cas, la réduction
est accompagnée de 1’élimination d’un halogénure conduisant a la formation d'un
radical neutre qui peut ensuite réagir de différentes fagons. Cette scission n’est ja-
mais observée dans le cas de la tétrazine. La trés grande électrodéficience de son
noyau aromatique lui permet de stabiliser efficacement la charge négative. Des cal-
culs théoriques montre que la densité de spin est délocalisée sur les quatre atomes
d’azote.

La plupart des radicaux anions issus des dérivés de tétrazine peuvent eux-mémes
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FIGURE 1.16 — Spectres d’absorption de la dichlorotétrazine (- - --), la
chlorométhoxytétrazine (— — — —), la diméthoxytétrazine (— - —-)
et la bis(chloro-s-tetrazinyloxo)butane (—) dans le dichlorométhane

[5]

accepter un second électron. Le di-anion ainsi formé est quant a lui particulierement

instable. De part sa forte basicité notamment, il réagit avec toute trace d’eau dans le
solvant d’analyse.

Propriétés photophysiques des dérivés de s-tétrazine

Propriétés d’absorbance Le spectre d’absorption des tétrazines présente deux ban-

e la premiere présente un maximum entre 510 et 530 nm. Le coefficient d’ex-
tinction molaire associé a cette bande est relativement faible (de 1’ordre de
1000 L.mol~l.em™!). La position de cette bande est faiblement influencée par
la nature des substituants et il a été montré qu’elle n’était pas solvatochrome.
Cette transition est responsable de la couleur des tétrazines (souvent violettes,

oranges ou rouges). Elle est causée par la transition faible n-77* (voir diagramme
d’orbitales moléculaires de la figure 1.20).

la seconde bande apparait dans 1’'UV. Sa position est fortement dépendante de
la nature des substituants et correle avec la nature électro-donneuse ou accep-
trice de ceux-ci. Il s’agit de la transition 7t-7t* (voir Figure 1.20).

Propriétés d’émission Un grand nombre de tétrazines sont fluorescentes. La s-
tétrazine et la diméthyl-s-tétrazine, par exemple, sont fluorescentes mais photochi-
miquement instables : elles se décomposent en diazote et acide cyanidrique ou en
acétonitrile respectivement. Augmenter la taille des substituants permet d’augmen-
ter largement la photostabilité. Par exemple, la diphényl-s-tétrazine est stable sous
irradiation mais la durée de vie de I'état excité singulet est tres courte (inférieure a
500 ps).

Certaines tétrazines substituées par des hétérotomes sont tres fluorescentes. La
position du maximum d’émission oscille entre 550 et 590 nm. Les spectres d’émis-
sion sont larges et non structurés dans le dichlorométhane (voir les spectres de la
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FIGURE 1.17 — Spectres d’émission de fluorescence de la dichloroté-
trazine (- - -), la chlorométhoxytétrazine (— — — —), la diméthoxy-
tétrazine (— - —) et la bis(chloro-s-tetrazinyloxo)butane (—) dans le
dichlorométhane [5]
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FIGURE 1.18 — Déclins de fluorescence de la dichlorotétrazine (1), la
chlorométhoxytétrazine (2), la diméthoxytétrazine (3) dans le dichlo-

rométhane, longueur d’onde d’excitation : 495 nm. [5]



1.4. Design moléculaire : les différents modes de fonctionnement d’un systéme
électrofluorochrome

electron donor E,. (V vs SCE) k, (mol '-L+s™")
decamethylferrocene —0.08 1.2 x 10'°
dimethylferrocene 0.26 9.5 x 107
ferrocene 0.37 7.6 x 10°
N-benzyl-1,4-dihydronicotinamide 0.57 3.6 x 107
4-methyl-N N-dimethylaniline 0.69 1.5 x 10°
N.N-dimethylaniline 0.78 6.4 x 108
4-bromo-N,N-dimethylaniline 0.92 1.3 x 10
1.2 4-trimethoxybenzene 1.12 6.3 x 10°
1.4-dimethoxybenzene 1.34 1.5 x 10°

FIGURE 1.19 — Potentiel d’oxydation (E,y) de divers donneurs d’élec-
trons et constante de vitesse (k) de transferts d’électron photoinduits
pour 3PhTz* dans l'acétonitrile desoxygénée a 298 K[18]

Figure 1.17. Les rendements quantiques sont trés dépendants de la nature des sub-
stituants et varient entre 10~* et 0,4. Sur la Figure 1.18 sont représentés les déclins de
fluorescence enregistrés pour trois tétrazines différentes. Leur état excité se caracté-
rise par une durée de vie relativement longue (typiquement entre 10 et 160 ns). Un
tel ordre de grandeur peut s’expliquer par la nature de la transition responsable de
I’émission : la transition 7t* - n. Il est & noter enfin que les dérivés présentant les plus
hauts rendements quantiques sont aussi ceux avec les durées de vie les plus longues.

La fluorescence de la tétrazine peut étre inhibée par un grand nombre de don-
neurs d’électrons. En effet, le caractere électro-défficient de la tétrazine est encore
plus prononcé a 1’état excité qui présente donc un tres grand pouvoir oxydant. Une
application des équations de Rehm-Weller prévoit une augmentation du potentiel
de réduction de 2,25 V en moyenne. Des représentations de Stern-Volmer ont claire-
ment montré que meilleur est le donneur d’électron (avec un potentiel d’oxydation
plus faible), plus rapide est I'inhibition. Ceci est en accord avec un mécanisme d’in-
hibition par transfert d’électron.

Enfin, la tétrazine présente un état triplet mais la phosphorescence de cet état est
observée dans des conditions particuliéres. Le pouvoir oxydant de 1’état triplet de la
diphényl-s-tétrazine a lui aussi été étudié. Sur le tableau de la Figure 1.19, il apparait
que plus le potentiel d’oxydation du donneur d’électron est faible, plus la constante
cinétique de transfert d’électron photoinduit entre le donneur et la phényltétrazine
acceptrice est grande.

Chimie computationnelle des dérivés de s-tétrazine

Afin de justifier les propriétés électrochimiques et photophysiques décrites ci-
dessus, des calculs théoriques ont été menés.

Justification des propriétés photophysiques

Sur la Figure 1.20 sont représentées les orbitales frontieres HOMO et LUMO
ainsi que la HOMO-1 et la LUMO+1 calculées par DFT. Pour ces deux tétrazines,
la HOMO est une orbitale a caractére n et la densité électronique est concentrée sur
le cycle. La HOMO-1 est une orbitale a caractere 7. Pour certaines tétrazines dont les
substituants possedent un caractere fortement donneur, ces deux orbitales sont in-
versées et il y a une forte participation du substituant dans la répartition de la densité
électronique dans la HOMO a caractere 7. La conséquence principale est que dans
le cas HOMO-1 a caractere 1, HOMO a caractere n, les tétrazines sont fluorescentes.
Dans le cas inverse, elles ne le sont pas.

29



30

Chapitre 1. L’électrofluorochromisme : principe, systémes moléculaires et

a)

)

d)

instrumentation

Ay X W
oA
T I
Theigh

3 B2

FIGURE 1.20 — Orbitales HOMO-1 (d), HOMO (c), LUMO (b) et
LUMO+1 (a) de la chlorométhoxytétrazine (a gauche) et de la dimé-

thoxytétrazine (a droite) [5]
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FIGURE 1.21 — Représentation graphique des énergies des orbitales
LUMO de différentes tétrazines en fonction de la différence de leurs
potentiels standards [18]

Justification des propriétés électrochimiques

Sur la Figure 1.21 sont représentés les énergies des LUMO de différentes tétra-
zines en fonction de leur potentiel standard. Les calculs permettent donc une bonne
estimation des potentiels de réduction relatifs des différentes tétrazines par compa-
raison des énergies de leur orbitale la plus basse vacante, comme attendu.

Propriétés électrofluorochromes des dérivés de s-tétrazine

Finalement, les tétrazines sont des composés a la fois électroactifs et fluorescents.
Le radical anion électrogénéré n’émet a priori pas de fluorescence (comme la plupart
des radicaux organiques) et la réaction électrochimique d’une espeéce a 1’autre est
réversible. Elles constituent donc de bons candidats a la possession de propriétés
électrofluorochromes.

Ces propriétés ont été mises en évidence a plusieurs reprises avec la chloromé-
thoxytétrazine. [67]

Sur la Figure 1.22 sont représentés en haut les spectres d’absorption de la chlo-
rométhoxytétrazine enregistrés lors de la conversion électrochimique de la molécule
en radical anion : les deux bandes a 330 nm et 520 nm correspondant respectivement
aux transitions 77-7t* et n-7t* disparaissent au profit de trois nouvelles bandes a 255,
350 et 465 nm attribuées au radical anion.

Les points isobestiques et la bonne corrélation entre les spectres "simulés" par
TD-DFT et expérimentaux du radical anion confirme sa stabilité sur la durée d’une
expérience d’électrochimie telle que décrite ici. La réoxydation ne permet de régé-
nérer que 85 % du composé neutre, alors que ce taux est de 100 % sur les cycles
suivants, probablement du fait de phénomeénes d’adsorption sur l'électrode.

Sur la Figure 1.22 sont représentés en bas les spectres d’émission en réduction
puis en réoxydation enregistrés au cours d"une expérience similaire. Le spectre ini-
tial est caractéristique de la tétrazine. Il module en intensité sans changer de forme.
Ainsi, la chlorométhoxytétrazine est électrofluorchrome et il apparait clairement que
le radical anion électrogénéré n’émet pas de fluorescence.
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FIGURE 1.22 — Spectroélectrochimie UV-visible dans une cellule OT-
TLE (voir 1.6.2) a T = 238 K dans le dichlorométhane correspondant
en A) a la réduction de la chlorométhoxytétrazine en son radical
anion; en B) a la réoxydation du radical anion en composé neutre.
En bas : spectroélectrochimie de fluorescence de la chlorométhoxy-
tétrazine dans une cellule OTTLE positionnée sur un microscope en
épifluorescence dans le dichlorométhane. Les spectres ont été enre-
gistrés du rouge au bleu. C) réduction consécutive au passage de 0 V
a-0,6 V. D) étape de réoxydation retour. [67]
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FIGURE 1.23 — Voltamétrie cyclique d’une solution de chloromé-

thoxytétrazine a la concentration de 1,5 M dans le dichlorométhane

enregistré dans une cellule OTTLE positionnée sur un microscope

de fluorescence (vitesse de balayage de 2 mV.s~!.) Les encarts re-

présentent des images de la cellule sous excitation laser a 515 nm a

différents potentiels de 1’électrode de travail Pt-minigrid au cours du
cycle.[67]

La Figure 1.23 représente quant a elle la voltamétrie cyclique de la chloromé-
thoxytétrazine a laquelle ont été superposées les images de fluorescence enregis-
trées parallelement a I'application du signal électrochimique. Quand le maximum
de courant est atteint en réduction, la fluorescence disparait : I’électrolyse est totale
et le radical anion n’émet pas de fluorescence. La fluorescence est restaurée lors du
balayage retour atteignant le maximum de brillance au pic anodique.

Afin de mieux visualiser la relation entre électrochimie et intensité de fluores-
cence, il est possible de construire des chronofluorogrammes, par exemple par in-
tégration des spectres d’émission enregistrés au cours du temps parallelement a
I'application d"un signal en potentiel, et de les superposer au courant électrochi-
mique enregistré dans le méme temps. C’est ce qui est fait pour deux signaux po-
tentiométriques différents sur la Figure 1.24 dans le cas toujours d’une solution de
chlorométhoxytétrazine. Ces chronofluorogrammes permettent, entre autres choses,
d’évaluer numériquement I'amplitude de la modulation en calculant par exemple
des taux de modulation normalisés, ou de mettre en évidence les cinétiques d’ex-
tinction et de rallumage de la fluorescence.

1.4.4 Polymeres et autres matériaux électrofluorochromes

Les fluorophores moléculaires ne sont pas les seules entités dont la fluorescence
peut étre contrdlée par conversion électrochimique. Certains polymeres conjugués,
par exemple, sont fluorescents a I'état neutre et perdent cette caractéristique lors-
qu’ils sont oxydés ou réduits. [71] [72]
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FIGURE 1.24 — Modulation électrochimique de l'intensité de fluores-

cence sous l'effet de la réduction de la chlorométhoxytétrazine (0,8 M

dans le dichlorométhane / TBAH a 0,1 M) dans une cellule OTTLE

positionnée sur un microscope de fluorescence. (A) sauts de potentiel

entre -0,2 V et -0,42 V. (B) sauts de potentiel entre -0,2 V et -0,48 V.
Sauts de 30 s.[67]



1.5. Des applications diverses : de I’électrofluorochromisme en solution a
I’électrofluorochromisme solide

On trouve également dans la littérature des exemples de polyoxométhalates élec-
trofluorochromes. [98]

Les cristaux liquides ioniques, enfin, sont également des candidats prometteurs.
Beneduci et son équipe ont développé pour la premiére fois un cristal liquide élec-
trofluorochrome. [25]

Ces matériaux sont pour la plupart étudiés non pas en solution mais sous forme
de films minces déposés sur 1'électrode, et c’est le potentiel de cette électrode mo-
difiée qui est modulé. De telles configurations ouvrent la voie a 1’électrofluorochro-
misme solide et a de nombreuses applications telles que :

e le développement de dispositifs dont la fluorescence est modulable électrochi-
miquement,

e l'étude des cinétiques de transferts d’électrons.

Un apergu de ces différentes applications est donné dans la partie suivante.

1.5 Des applications diverses : de 1’électrofluorochromisme
en solution a 1’électrofluorochromisme solide

1.5.1 Exemple d’applications de 1’électrofluorochromisme en solution

Au sein de1’équipe, des complexes d’iridium électrofluorochromes ont par exem-
ple été greffés sur des nanoparticules métalliques. Les nanoparticules ainsi obtenues
sont électrofluorochromes mais les taux de modulation sont plus faibles. L'objectif
serait de mesurer un éventuel effet plasmonique sur cette propriété d’électrofluoro-
chromisme. [70] [35]

1.5.2 La mise au point de dispositifs

Les matériaux électrofluorochromes peuvent trouver des applications dans le do-
maine des capteurs, de la mémoire optique ou encore de 'analyse biologique. Le dé-
veloppement de dispositifs et plus généralement de 1’électrofluorochromisme solide
représente donc un enjeu auquel plusieurs groupes ont déja essayé de répondre.

Plusieurs types de dispositifs ont été proposés basés sur des stratégies diffé-
rentes. L'objectif est d'y incorporer le matériau qui permette au dispositif de pos-
séder le meilleur ratio ON/OFF, la meilleure cyclabilité (stabilité), la meilleure ciné-
tique de conversion, etc.

Une stratégie possible consiste a encapsuler dans une matrice polymere la mo-
lécule électrofluorochrome, le polymere conducteur servant d’électrolyte. C’est la
solution adoptée par Audebert. La molécule électrofluorochrome est une tétrazine.
Le dispositif possede trois états et le potentiel appliqué permet de passer d'un état a
l'autre.[45] et [46]

D’autres groupes préférent utiliser directement des polymeres conducteurs fluo-
rescents a I'état neutre déposés sous forme de film a la surface d"une électrode trans-
parente. Une fois dopés p ou n, les polarons inhibent les excitons et le polymeére
conducteur n’émet plus. D’autres mécanismes peuvent intervenir tels que des ré-
arrangement géométriques du film lors de la création de charges conduisant a une
interaction plus grande avec le solvant ce qui offre une voie de désexcitation supplé-
mentaire. Un tel mécanisme non faradique entraine un retard au rallumage.
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De tels polymeéres ont été directement intégrés a des dispositifs pour les rendre
électrofluorochromes.[16] [93] Afin d’améliorer les propriétés des dispositifs, cer-
tains groupes travaillent sur la forme méme du film polymeére. Le groupe de Sun
par exemple, a formé un film poreux afin de faciliter la diffusion du contre-ion et
donc améliorer les cinétiques d’extinction et de rallumage.[92]

1.5.3 L’électrofluorochromisme a 1’échelle de la monocouche

Les exemples précédents utilisant des polymeres conducteurs sont des exemples
d’électrofluorochromisme a 1’échelle du film mince, pratiques pour le développe-
ment de dispositifs modulables.

La préparation d’électrodes modifiées et 'apparition de 1’électrofluorochromisme
a l’échelle de la monocouche permettent d’espérer le développement de dispositifs
nanométriques. De plus, une telle géométrie permet, entre autre chose, d’éviter les
limitations par la diffusion. Elle trouve donc aussi des applications plus fondamen-
tales comme par exemple 1'étude des cinétiques de transfert électronique, de l'inter-
action entre les molécules.

Ainsi, I’équipe de Lei [51] a immobilisé du crésyl-violet sur des électrodes d'ITO
transparentes fonctionnalisées par des nanoparticules, ce qui lui a permis de déter-
miner la constante cinétique de transfert d’électron. L'équipe de Salverda a quant a
elle immobilisé des protéines [86] de cuivre fluorescentes. Les voltamétries cycliques
en fluorescence qu’ils obtiennent permettent ’observation directe des hétérogénéités
thermodynamiques et cinétiques de la couche.

L’étude de 1’électrofluorochromisme a de telles échelles nécessite des techniques
trés sensibles fortement résolues dans le temps et 1’espace. Le développement de tels
dispositifs expérimentaux prend donc une importance considérable. Dans la suite,
différentes solutions proposées dans la littérature sont présentées.

1.6 Le couplage entre électrochimie et fluorescence : aspects
expérimentaux

Un dispositif expérimental couplant électrochimie et fluorescence est un dispo-
sitif capable d’enregistrer des variations d’intensité de fluorescence ou de spectres
d’émission conjointement a 1’excitation lumineuse du systeme émetteur et a 'appli-
cation d’un signal électrochimique. Si ce dernier est un signal en potentiel, le courant
électrochimique qui en résulte est une seconde variable de sortie que doit mesurer
le dispositif expérimental.

1.6.1 Intérét et enjeux

Un tel dispositif permet d’étudier et de caractériser les systemes électrofluoro-
chromes tels que ceux décrits dans la partie précédente : cinétiques d’extinction et
d’allumage, taux de modulation, cyclabilité, etc. Toutefois, il n’est pas limité simple-
ment a I’étude de ces systemes. Il peut s’avérer utile dans d’autres conditions des lors
qu’un signal électrochimique impacte la fluorescence ou quand une double mesure
de la fluorescence et de I'électrochimie apporte un complément d’information par
rapport a l'utilisation d'une seule des deux techniques pour aboutir a une meilleure
compréhension du phénomene étudié.

Dongc, I'intérét du couplage est double :
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e soit Iélectrochimie est utilisée pour déclencher un phénomene qui est détecté
par fluorescence : modification d"une interface (sur laquelle est focalisée la dé-
tection optique), réaction électrochimique (espece électrofluorochrome ou juste
électroactive).

e soit ces deux techniques sont utilisées toutes les deux comme techniques d’ana-
lyse. Dans ce cas, ’électrochimie permet également la détection et apporte un
complément d’information a la mesure de fluorescence pour une compréhen-
sion plus globale du phénomene étudié. Il s’agit alors de connaitre les avan-
tages et inconvénients de chaque technique pour exploiter au mieux leur com-
plémentarité.

Lors de la mise en ceuvre d'un tel dispositif, il faut faire deux choix :
e celui du fluorophore et éventuellement du médiateur redox,
e celui des appareils de mesures et de leur configuration.

La géométrie du dispositif expérimental est dictée par une contrainte, a savoir
que l’électrochimie, 1’excitation et la détection de fluorescence doivent avoir lieu
dans la méme zone de la solution. Or, 'électrochimie est un phénomene qui se fait au
niveau d"une électrode de travail et les especes électrogénérées se propagent ensuite
par diffusion. Il y a donc deux possibilités :

e soit I’électrochimie est faite de fagon macroscopique : I’électrolyse est alors glo-
bale, sur I’ensemble de la solution. Dans ce cas, la détection de fluorescence
n’a pas besoin de focalisation précise. Pour obtenir une telle configuration, des
équipes ont développé des cellules a couche mince.

e soit I’électrochimie n’est pas totale. Dans ce cas, il devient important de focali-
ser la détection optique au niveau de la couche de diffusion, ce que permettent
les techniques de microscopie de fluorescence.

En ce qui concerne le choix de la sonde, I’'expérimentateur peut décider :

e soit d’utiliser un médiateur redox et un fluorophore distincts, I’émission du
fluorophore étant sensible aux variations locales causées par électrochimie.

e soit de choisir une unique sonde a la fois électroactive et fluorescente. Dans ce
dernier cas, les especes électrofluorochromes peuvent s’avérer intéressantes.

Dans la suite, ces différents aspects sont discutés au travers d’exemples de la
littérature.

1.6.2 Utilisation de cellules spectroélectrochimiques de type “couche min-

14

ce

Il existe plusieurs contraintes géométriques a 1’élaboration de telles cellules. En
effet, elles doivent permettre la mesure de l'intensité de la lumiere émise par 1’échan-
tillon sous l'effet d'un faisceau d’excitation (cellule pour spectrofluorimetre clas-
sique) et d’une électrolyse (cellule électrochimique a trois électrodes). De plus, le
couplage entre électrochimie et fluorescence impose a 1’électrode de travail d’étre
dans la zone éclairée par le faisceau d’excitation, ce qui ne doit pas étre le cas pour
la contre électrode et I’électrode de référence. Enfin, afin d’améliorer I’amplitude de
la modulation de la photoluminescence mesurée, la géométrie de la cellule doit per-
mettre une électrolyse complete ou au moins fortement avancée sur I'ensemble de la
solution.

37



38

Chapitre 1. L’électrofluorochromisme : principe, systémes moléculaires et
instrumentation

Platinum Contact
to RVIC Working Electrode

Platinum Auxiliary
Electrode

L

FIGURE 1.25 — Schéma de principe d'une cellule OTTLE adaptée a la
fluorescence



1.6. Le couplage entre électrochimie et fluorescence : aspects expérimentaux

Pour répondre a toutes ces contraintes, les cellules OTTLE (électrochimiques a
couches minces optiquement transparentes), auparavant utilisées en spectroélectro-
chimie d’absorption, ont été adaptées a la spectroélectrochimie d’émission : le fais-
ceau de sortie est mesuré perpendiculairement au faisceau incident (ou a 45°). Un
schéma d’une telle cellule est représenté sur la Figure 1.25. Ces cellules ont par
exemple été utilisées pour étudier la luminescence du radical anion de la tris(4-
méthylphényl)amine et du radical anion du 9,10-anthracenedione électrogénérés in
situ.[20]

Quelques années plus tard, la méme équipe a mis au point des cellules a flux qui
permettent de mesurer 1'intensité de fluorescence en fonction du flux volumique de
la solution. Un modeéle théorique reliant ces deux grandeurs permet de calculer des
constantes cinétiques de réactions en phase homogeéne couplées aux réactions élec-
trochimiques. De cette fagon, ’équipe de Compton a par exemple étudié la réduction
du cristal violet et la formation du leucocristal via un mécanisme EC.[21]

Une autre amélioration de ces cellules a ensuite été proposée. En effet, certains
groupe ont construit des cellules & couche mince d’épaisseur variable. Le groupe de
Levillain, par exemple, a voulu mettre au point une cellule qui puisse étre utilisée
pour coupler I’électrochimie a de nombreuses techniques spectroscopiques. Dans la
cellule en question, la distance entre la fenétre optique et 1’électrode de travail peut
varier entre 25 et 200 ym. Cette distance est ajustée de fagon a obtenir les meilleures
réponses électrochimiques et optiques possibles. Alors que le temps de conversion
est de moins d"une seconde a 20 ym, il est d’environ 100 secondes a 200 ym.[26]

Ces cellules ont néanmoins des temps de réponses relativement longs et ne sont
pas adaptées a I'étude de phénomenes courts. De plus, elles n"apportent pas d’'in-
formation spatiale. Pour ces raisons, certains expérimentateurs préférent utiliser la
microscopie de fluorescence.

1.6.3 Utilisation de la microscopie de fluorescence : vers une amélioration
des résolutions spatiale et temporelle

Comme cela a déja été discuté précédemment, il y a plusieurs fagons d’envisa-
ger le couplage entre électrochimie et fluorescence. Si la microscopie de fluorescence
est quasiment systématiquement utilisée pour imager un phénomene, 1'électrochi-
mie peut soit étre utilisée comme déclencheur du dit-phénomene ou méme étre le
phénomene faisant 1’objet de ’étude, soit étre une technique complémentaire de la
fluorescence pour analyser le phénomene. [12]

Electrochimie et microscopie de fluorescence pour 1’étude de systemes électrofluo-
rochromes

Comme avec les cellules de type couche mince, le couplage microscopie de fluo-
rescence/ cellule électrochimique peut servir a I’étude de nouveaux systemes électro-
fluorochromes. Cependant, au lieu de mener 1’étude sur 1’ensemble de la solution,
le microscope de fluorescence permet de limiter 1’excitation et la collecte de lumiére
émise a une zone réduite de l'espace située dans la couche de diffusion de 1’élec-
trode de travail. Ceci permet de travailler sur des temps beaucoup plus courts et,
par exemple, d’étudier des cinétiques d’extinction et de rallumage.

Un tel montage a par exemple été mis en place au sein du laboratoire. Il couple
une cellule électrochimique a trois électrodes a un microscope de fluorescence (voir
Figure 1.26). La cellule est posée sur la platine du microscope. Le substrat utilisé est
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FIGURE 1.26 — Schéma du montage du laboratoire couplant cellule
électrochimique a trois électrodes et microscope de fluorescence [69]

transparent, ce qui permet d’exciter et de collecter la fluorescence dans la cellule a
travers ce méme substrat. Il est également conducteur, ce qui permet de 1'utiliser
en tant qu’électrode de travail. Le phénomene d’extinction/rallumage est observé
dans la couche de diffusion de cette derniére. Un tel montage a notamment servi a
I’étude de fluorophores organiques, telles que les tétrazines, [69] ou de complexes
organométalliques, comme par exemple un complexe de ruthenium [66]. Lorsque
la cellule électrochimique classique est remplacée par une cellule de type couche
mince, des taux d’extinction proche de 100 % sont enregistrés [67]. La caméra CCD
est utilisée pour visualiser la modulation de la fluorescence, 1"utilisation d"un spec-
trophotometre permet de vérifier que la modulation observée est bien causée par
I'espece d’intérét.

Le couplage électrochimie/microscopie de fluorescence n’est cependant pas ré-
servé a l'étude de systemes électrofluorochromes. Dans la suite, une liste non ex-
haustive des phénomenes étudiés dans la littérature par l’association de ces deux
techniques est proposée. Il sera intéressant de constater que, dans certains cas, des
auteurs ont fait le choix d’utiliser une espece électrofluorochrome pour sonder le
phénomene étudié. L'utilisation en tant que sonde dans des dispositifs analytiques
est une autre application intéressante de ces systemes.

Electrochimie et microscopie de fluorescence comme techniques d’analyse com-
plémentaires

L'objectif est d’étudier spatialement et temporellement un phénomene, par exem-
ple de nature biologique. Le choix de I’expérimentateur va se porter sur la technique
d’analyse permettant d’obtenir la meilleure résolution possible dans 'espace et le
temps. Il peut décider de coupler deux techniques ou plus si ces techniques s’avérent
complémentaires dans la mesure ot leur association offre un complément d’infor-
mation et/ou si l'information apportée par 1'une est confirmée par 1’autre.

La microscopie de fluorescence possede 'avantage d'une grande sensibilité de
détection. De plus, si le phénomene étudié est inhomogeéne, ’association d"un fluo-
rophore et du microscope de fluorescence va permettre d’imager directement cette
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inhomogénéité dans le plan focal (x,y). L'acces direct & une image selon (x,y) consti-
tue un avantage notable par rapport aux techniques d’imagerie par balayage, tel
que par exemple le microscope électrochimique a balayage (développé dans la par-
tie suivante), qui ne peuvent imager que des phénomenes lents ou stationnaires. De
plus, grace a certains aménagements (tels que le TIRF ou le confocal), la microsco-
pie de fluorescence permet d’obtenir également une bonne résolution spatiale que
n’offrent pas les autres techniques électrochimiques dites "classiques" (autre que la
microscopie).

L’électrochimie offre, quant a elle, une tres bonne résolution temporelle (de 1’ordre
de la milliseconde) et permet d’identifier des espéces via leur potentiel redox et de
les quantifier.

Le groupe d’Amatore a par exemple choisi d’utiliser I’association microscope
de fluorescence - électrochimie pour 1’'étude de 1’exocytose.[2] L'exocytose est un
processus de communication intercellulaire au seins des systémes vivants. Au cours
de I’exocytose, une vésicule intracellulaire fusionne avec la membrane cellulaire et
relache son contenu dans 'espace extra-cellulaire sur un temps tres court (de 1’ordre
de quelques millisecondes a quelques secondes). Pour 1’étude de ce phénomene, une
bonne résolution spatiale est nécessaire afin de visualiser les sites de relargage sur
les cellules vivantes. La cinétique rapide de 1’événement nécessite quant a elle une
tres bonne résolution temporelle.

Dans le cas de l'étude de l'exocytose, 1'utilisation de macroélectrodes permet
d’obtenir des informations temporelles sur 'instant ot se produit 1’exocytose avec
une tres bonne résolution et sur la nature des especes relachées dans le milieu extra-
cellulaire grace au potentiel appliqué a 1’électrode. Elle n’offre cependant pas d’in-
formation sur la localisation de ’exocytose. Cette derniere est apportée par la micro-
scopie de fluorescence en imagerie directe, méme si sa résolution temporelle reste
limitée par rapport a la durée du phénomene étudiée. Ces deux techniques sont
donc complémentaires.

Microscopie de fluorescence pourl'imagerie d'un phénomeéne déclenché par1’élec-
trochimie

En plus de technique d’analyse, 1’électrochimie peut jouer le role de "déclen-
cheur" d"un phénomeéne au niveau de la couche de diffusion de 1’électrode de travail.
Typiquement la polarisation de Iélectrode va entrainer I'apparition d"un gradient de
pH, la désorption d’une monocouche, etc. Ce phénomene est étudié par un micro-
scope de fluorescence focalisé sur 1’électrode de travail.

La nature locale du couplage permet, entre autre chose, 'étude de phénomeénes
de surface. Dans ce cas, le fluorophore "témoin" peut étre immobilisé directement
sur la surface de I’électrode de travail. Par exemple, I'équipe de Bizotto a étudié la
désorption de monocouches autoassemblées sur des surfaces d’or. La désorption du
fluorophore est induite par la réduction électrochimique de I’ancre thiol.[88] [14] Un
tel couplage permet d’obtenir des informations sur les surfaces (faces cristallogra-
phiques, etc.). Il peut étre utile pour 'étude de capteurs a ADN fonctionnalisés. [73]
[64]

Il est a noter que la désorption de monocouches a également été étudiée par
River-gandia mais par spectroscopie de fluorescence classique (non pas par micro-
scopie). [82]
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Microscopie de fluorescence pour 'imagerie de 1’activité électrochimique

Dans la section précédente, il a été vu que 1’électrochimie pouvait "déclencher" le
phénomene d’intérét ensuite étudié par microscopie de fluorescence. Dans certains
cas, il se trouve que c’est 1’électrochimie elle-méme qui joue le role de phénomene
d’intérét. En effet, elle crée des inhomogénéités spatiales et temporelles et il peut étre
intéressant d'imager ces inhomogénénités afin d’améliorer directement les systemes
électrochimiques. Plusieurs types d’inhomogénéités électrochimiques peuvent étre
imagées par microscopie de fluorescence, dans le plan (x,y), voire dans les trois di-
mensions de 1'espace.

Dans le plan (x,y), on peut par exemple imager les inhomogénénités de cinétique
de transfert d’électrons selon la nature du matériau de 1’électrode. Ainsi, Engstrom
et son équipe ont cherché a identifier les sites actifs électrochimiquement sur des
électrodes bimétalliques ou sur des électrodes composites lors de réactions telles
que la réduction de l'oxygene, celle de I'eau ou également 1’oxydation de cette der-
niere. Pour cela, ils ont mis a profit la propention de ces réactions a modifier le pH,
en utilisant un fluorophore dont I’émission est sensible a ce dernier parameétre. Par
exemple, la réaction de réduction de 1’'oxygeéne génere des ions hydroxyles. L'élec-
trode est initialement immergée dans une solution contenant ce fluorophore a un pH
légérement acide et non tamponnée. La valeur initiale du pH est choisie de facon a
ce que la fluorescence du fluorophore soit minimale. Puis, la réaction a l'électrode
génere des augmentations locales de la concentration en ions hydroxyles : I'intensité
de fluorescence mesurée localement est d’autant plus forte que cette concentration
est forte, i.e. que la cinétique de transfert d’électrons est grande. [13]

Les inhomogénéités d’électroactivité imagées peuvent étre de nature "volontaire",
pour étudier différents matériaux d’électrodes ou pour faire du screening d’électro-
catalyseurs par exemple; mais elles peuvent également étre des défauts que la mi-
croscopie de fluorescence va permettre de mettre en évidence. [81] [83]

Plus simplement, lorsqu'une électrode, par exemple une microélectrode, est le
siege d'une réaction électrochimique, elle génere une inhomogénéité spatiale puis-
qu’elle crée des gradients de concentration, de pH (comme vu avec Engstrom), etc.
L'imagerie de ces gradients de pH ou de diffusion dans les trois dimensions de 'es-
pace peut présenter un intérét en soit, notamment pour le dimensionnement d’élec-
trodes plus performantes. Des phénomenes de convection naturelle peuvent ainsi
étre mis en évidence. Ces aspects sont détaillés dans la partie suivante puisqu’ils
nécessitent une configuration particuliere du microscope de fluorescence.

Le choix de la configuration du microscope

Dans la section précédente, les différentes configurations dans lesquelles le cou-
plage entre microscopie de fluorescence et électrochimie pouvait se révéler pertinent
ont été détaillées. Afin de rendre cette association la plus efficace possible, le micro-
scope de fluorescence peut étre utilisé plutdét dans I'une ou 1’autre des configurations
détaillées dans la partie 1.3.3. Il s’agit de choisir celle permettant d’obtenir la résolu-
tion adaptée au phénomene étudié.

Le choix du TIRF Si le phénomene a imager a lieu au niveau de 1’électrode de
travail et s’il nécessite une trés bonne résolution spatiale, il peut étre intéressant
d’utiliser la configuration TIRF. En effet, en plein champ (ou configuration d’épi-
fluorescence), la lumiere hors du plan focal contribue largement a 1’ensemble de la
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lumiere collectée a travers l'objectif. La configuration TIRF permet d’améliorer le
rapport signal sur bruit en s’affranchissant de cette lumiere parasite provenant de la
solution loin de I'interface. De plus, si le phénomene démarre a l'interface, il "dispa-
rait" rapidement dans la solution. De ce point de vue, la configuration TIRF permet
d’améliorer la résolution temporelle puisqu’elle permet de ne pas étre aveuglé par
les événements passés.

Cette solution a été adoptée par plusieurs groupes.

Dans notre équipe, la configuration TIRF a été mise en place a 1’aide d"un objec-
tif de grande ouverture numérique. Une telle configuration a permis d’obtenir les
résultats décrits dans la partie précédente concernant I'étude de composés électro-
fluorochromes, que ce soient des composés organiques tels que les tétrazines ou des
complexes organométalliques.[66] [65]

Le groupe d’Amatore également a adopté cette configuration pour I'étude de
I’exocytose.[63] Contrairement a la configuration plein champ utilisée dans le pre-
mier article publié, la configuration TIRF offre une résolution spatiale suffisante pour
observer spatialement les lieux ou est relaché le fluorophore lors de 1’exocytose. Le
TIRF est dans leur cas réalisé avec un prisme, 1'objectif se situant au-dessus de la
cellule.

La technique du TIRF reste cependant contraignante dans la mesure ot elle oblige
I'expérimentateur a utiliser une électrode de travail transparente et conductrice (ex :
ITO, etc.).

Le choix du confocal L’électrochimie peut déclencher un phénomene localisé au
niveau de l'électrode de travail et ce phénomene va ensuite se propager par dif-
fusion. L'objectif des expérimentateurs peut étre d’imager simplement la surface
de I’électrode de travail, par exemple pour détecter une différence d’électroactivité.
Mais il peut vouloir imager I'ensemble du gradient de diffusion au cceur de la solu-
tion. Dans ce dernier cas, une trés bonne résolution selon I’axe z peut s’avérer néces-
saire non seulement au voisinage du substrat mais également dans la profondeur de
la solution. Une telle résolution est permise avec la configuration confocale.

C’est ainsi que 1'équipe de Rudd a réutilisé I'idée d’Engstrom et de ses collabo-
rateurs pour rendre compte de phénomenes tels que les gradients de pH générés
par les réactions électrochimiques aux électrodes, en remplacant la microscopie de
fluorescence plein champ par la microscopie confocale.[83] Une telle configuration
permet par exemple d'imager la couche de diffusion autour d’une microélectrode
d’or de 25 ym de diametre. De cette fagon, cette équipe a mis en évidence des phé-
nomenes de convection naturelle, dont 1’étude est utile pour affiner le dimensionne-
ment d’électrodes. [27]

A Téchelle de la molécule unique, on peut citer les travaux de Scheurer. [28]

1.6.4 Le choix de la sonde : les deux stratégies

Une expérience de couplage entre microscopie de fluorescence et électrochimie
nécessite une sonde électroactive et une sonde fluorescente qui vont émettre respec-
tivement un signal de nature électrochimique et optique, ainsi qu'un dispositif expé-
rimental capable de détecter les deux signaux. L'expérimentateur a donc plusieurs
choix a faire :

e les raisons pour lesquelles utiliser un microscope de fluorescence et la question
du choix de sa configuration ont été discutées dans les parties 1.6.2 et 1.6.3.
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e celle du choix des sondes électroactive et fluorescente est étudiée dans cette
section.

Dans les exemples précédemment décrits, deux grandes stratégies se dégagent
quant a cette derniere problématique.

La premiere est une stratégie qualifiée d'indirecte dans laquelle la sonde élec-
troactive et le fluorophore sont distincts. Une telle stratégie s’avere particulierement
"adaptée"” lorsque le phénoméne étudié n’est pas de nature purement électrochi-
mique. Ainsi un fluorophore non électroactif mais dont l'intensité d’émission est
sensible a la présence de composés spécifiques peut étre utilisé des lors que I'activité
électrochimique affecte la concentration locale de cette espece. Ces composés spéci-
fiques peuvent étre certains cations (par exemples oxonium), anions (par exemple
hydroxydes), métaux lourds, especes réactives de I'oxygene, etc.

C’est la stratégie adoptée par Rudd ou Engstrom qui ont utilisé la fluoresceine,
fluorophore sensible aux variations locales de pH causées par la réaction électrochi-
mique pour mettre par exemple en évidence les inhomogénéités d’électroactivité sur
des électrodes bimétalliques.[83] [13]

La seconde est une stratégie qualifiée de directe dans laquelle le signal électro-
chimique mesuré est dti a la réduction ou a 'oxydation de la sonde électroactive et
le signal de fluorescence a 1'une des deux formes réduite ou oxydée de cette méme
sonde. C’est donc la réaction redox qui cause la modulation de fluorescence. Une
telle stratégie est particuliéerement adaptée lorsque le phénomene d’intérét est la ré-
action électrochimique elle-méme.

Elle a été utilisée par Doneux et Bouffier pour imager la couche de diffusion
d’une microélectrode d’or par la réduction de la résazurine non fluorescente en réso-
rufine fluorescente.[27] Elle a également été utilisée de fagon indirecte par Guerrette.
Dans 'expérience de ce dernier, utilisant un réseau d’électrodes bipolaires, le micro-
scope de fluorescence image un podle des électrodes pour rendre compte de 'activité
électrochimique a I’autre pdle. Pour cela, la sonde fluorescente utilisée est encore une
fois la résazurine. Sa réduction en résorufine crée de la fluorescence, et 'intensité de
cette derniere rend compte de 'activité de la réaction d’oxydation a 1’autre pole.[38]

Parfois, l'utilisation d'une sonde a la fois électroactive et fluorescente peut étre
un avantage. Pour étudier 1’exocytose par exemple, Amatore a utilisé une sonde
redox et un fluorophore distincts. Toutefois, il observe beaucoup de signaux en fluo-
rescence dits orphelins (correspondant a ’extinction d’une vésicule fluorescente de
fagon non corrélée a un signal électrochimique) et, réciproquement, de signaux élec-
trochimiques orphelins (correspondant a un pic d’oxydation sans extinction de la
fluorescence). Liu et son équipe ont repris ces travaux en utilisant le FFN102, une
sonde a la fois électroactive et fluorescente sensible aux variations de pH.[56] Cette
sonde "couplée" leur permet de diminuer le pourcentage de signaux orphelins de
facon significative puisque 1'efficacité passe de 22 % a 34 %.

Au sein de la stratégie directe, il est possible de distinguer encore deux sous-
stratégies selon que la réaction d’extinction ou de rallumage de la fluorescence de la
sonde soit réversible ou non. Dans les cas cités ci-dessus, la réaction électrochimique
d’extinction ou d’allumage de fluorescence n’est pas réversible. Toutefois, 1"utilisa-
tion d"une réaction réversible peut présenter des avantages, notamment un gain de
résolution spatiale et temporelle. En effet, les travaux de Guerrette utilisant les ré-
seaux d’électrodes bipolaires ont été repris par Oja qui a remplacé la résazurine par
la dihydrorésorufine. Cette molécule, non fluorescente, peut étre oxydée en réso-
rufine fluorescente et, contrairement a la réduction de la rézasurine, la réaction est

44



1.6. Le couplage entre électrochimie et fluorescence : aspects expérimentaux

réversible. Dans ce cas, la réaction étudiée a I'autre pole est une réduction. La ré-
versibilité est utilisée pour régénérer la dihydrorésorufine a partir de la résorufine
électrogénérée grace a la présence de glucose dans la solution électrolytique.[77] [78]
Cette astuce permet de supprimer la lumiere parasite de la résorufine qui autrement
s’accumulerait et donc, de gagner en résolution spatiale et temporelle. Un tel dispo-
sitif a permis a I'équipe d’imager la formation transitoire de la couche de diffusion
autour d"une microélectrode de 25 ym de diameétre lors d"une expérience de volta-
métrie cyclique.

Une telle sonde est a la fois électroactive et fluorescente. Une forme redox émet de
la fluorescence et I’autre non. De plus, la réaction électrochimique permettant de pas-
ser de I'une a l'autre est réversible. Il s’agit donc d’une sonde électrofluorochrome.
L'utilisation en tant que sonde apporte un intérét supplémentaire au développement
de nouveaux dispositifs présentant cette propriété.

1.6.5 Larecherche delarésolution spatiale avec la microscopie électrochi-
mique a balayage

Si le microscope de fluorescence a permis d’améliorer la résolution spatiale dans
I’étude du couplage électrochimie-luminescence au niveau de la luminescence, l'uti-
lisation d'une UME doit permettre d’augmenter la résolution au niveau de 1’électro-
chimie. Le microscope électrochimique a balayage a déja été couplé avec de nom-
breuses techniques optiques : I'imagerie par plasmons de surface [95], la chimilumi-
nescence [31], la microscopie optique a balayage [50] [49], . Dans la suite, nous nous
concentrerons sur les exemples de couplage de la microscopie électrochimique avec
la microscopie de fluorescence.

Il y a plusieurs fagons d’envisager ce couplage.

La pointe SECM peut permettre de déclencher localement un phénomene via une
réaction électrochimique, phénomeéne qui va pouvoir étre observé et/ou controlé par
microscopie de fluorescence.

Par exemple, Heinze et ses collaborateurs ont utilisé ce couplage pour, d'une
part, créer des gradients de pH locaux par génération électrochimique de H™ et
OH™ a l'aide de la pointe SECM et, d’autre part, mesurer ces gradients a 1’aide de
fluorophores sensibles au pH. [11] Sur la Figure 1.27, le dispositif expérimental uti-
lisé ainsi que quelques exemples de cartographie de gradients de pH obtenus sont
représentés.

Bard et ses collaborateurs ont, quant a eux, mis a profit ce couplage pour dessi-
ner des motifs fluorescents de quelques centaines de nanometres sur un substrat de
verre a 1’aide du SECM, et visualiser ces motifs par microscopie de fluorescence. Le
schéma du dispositif expérimental utilisé ainsi qu'un exemple d’image de fluores-
cence obtenue sont reportés sur la Figure 1.28. Ils ont préparé en premier lieu des
mono-couches autoassemblées fonctionnalisées par des azotures par immersion de
substrat de verre dans une solution de 11-bromoundécyltrichlorosilane puis mise en
présence de NalN3. Les substrats fonctionnalisés par des fonctions azotures sont mis
en présence d’alcynes fluorescents et d"un complexe de cuivre (II). La pointe SECM
est alors utilisée pour réduire localement le cuivre (II) Salen en cuivre (I) qui est alors
capable de catalyser une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire pour immobiliser
localement le fluorophore sur le substrat. [47]

La pointe SECM peut également étre utilisée comme une sonde. Dans ce cas,
I'expérimentateur bénéficie d’'une détection locale double par électrochimie et par
fluorescence. Les informations apportées par cette double détection peuvent étre
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FIGURE 1.27 — Dispositif expérimental utilisé par Heinze et ses colla-
borateurs pour générer les gradients de pH et les observer par micro-
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croisées pour en vérifier la cohérence mais aussi se compléter I'une 1’autre pour par-
venir a une meilleure compréhension du phénomene observé.

S. E. Salamifar et R. Y. Lai ont notamment étudié la libération de ROS par des cel-
lules du cancer de la prostate. Le schéma du dispositif expérimental utilisé est des-
siné sur la Figure 1.29. Les cellules P3 sont déposées sur la platine du microscope de
fluorescence. Ru(NH,),>" est utilisé comme médiateur redox tandis que la pointe du
microscope se déplace parallelement a la surface de I’échantillon. L’application d"un
potentiel de —0,3 V a la pointe lors de ce balayage donne une image topographique
des cellules (voir Figure 1.29 C) : la présence de la cellule s’opposant a la diffusion
du complexe de ruthénium a la surface de la pointe, on enregistre la décroissance
du courant de pointe lorsque la distance pointe-cellule diminue. L'application d"un
potentiel de —0,65 V étant suffisant pour réduire les ROS extracellulaires, le cou-
rant de pointe mesuré est alors la somme de deux contributions (Figure 1.29 D) :
celle décrite précédemment sensible a la topographie tend a diminuer lorsque la
pointe surplombe les cellules, tandis que celle due a la réduction des ROS extracel-
lulaires tend a augmenter. Lors du passage de la pointe au-dessus d"une cellule, on
observe d’abord une diminution du courant de pointe puis, a distance tres faible
pointe-cellule, une forte augmentation du fait de la réduction prépondérante des
ROS. Enfin, le courant redescend a sa valeur initiale lorsque la pointe s’éloigne de
la cellule. Les données recueillies ici par SECM sont cohérentes avec celles obtenues
par le microscope de fluorescence, témoin des ROS intracellulaires (Figure 1.29 B).
[85]

L'équipe d’Amemiya s’est intéressée a la perméabilité des noyaux cellulaires et
plus particulierement au complexe de pore nucléaire qui gere les transports nu-
cléocytoplasmiques.[44] L'objectif est de comprendre comment délivrer efficacement
au sein du noyau des macromolécules thérapeutiques. Pour cela, la pointe SECM
est utilisée pour étudier quantitativement la perméabilité de ces complexes a dif-
férents ions sondes en fonction de leur caractere hydrophobe. IIs ont observé qu’a
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concentration en ions extrémement hydrophobes suffisamment importante, 1'inter-
action entre le complexe et les ions devient assez significative pour perméabiliser
les complexes nucléaires a des macromolécules auxquelles ils sont normalement im-
perméables. Dans leur cas également, la microscopie de fluorescence apporte une
information complémentaire a la microscopie électrochimique puisqu’elle leur per-
met d’étudier le mécanisme de perméabilité. Selon ces études, le transport se fait a
la périphérie des pores.

1.7 Conclusion

Les exemples de couplage entre microscope de fluorescence et microscope élec-
trochimique restent cependant peu nombreux dans la littérature. De plus, dans tous
les exemples cités dans le paragraphe 1.6.5, la réponse électrochimique et la réponse
en fluorescence proviennent de composés différents. Une alternative pourrait donc
étre de développer des systemes dans lesquels les signaux électrochimique et de
luminescence sont mesurés simultanément a 1’échelle locale a partir d"une unique
molécule. Un tel développement fait 1'objet des chapitres 4, 5 et 6. La preuve de
concept est rapportée dans le chapitre 4. Dans le chapitre 5, le dispositif expérimen-
tal de couplage est adapté pour les mesures de fluorescence résolues en temps. Dans
le chapitre 6, le concept est étendu aux milieux aqueux par l'utilisation d"une sonde
électrofluorochrome soluble dans 'eau.

Avant cela, les chapitres 2 et 3 traitent du développement d’électrodes modifiées
électrofluorochromes. Dans le chapitre 2, les électrodes sont modifiées par un film
polymere. Dans le chapitre 3, elles le sont par une monocouche.
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Chapitre 2

L’électrofluorochromisme de
polymeres conducteurs a base
d’unité TBT fonctionnalisée par
des chloroalkoxytétrazines

2.1 Mise en contexte et présentation des objectifs

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons au couplage entre électrochimie et
fluorescence par la préparation d’électrodes fonctionnalisées par des films de po-
lymeres luminescents incorporant des tétrazines comme groupes pendants. Il est
attendu de ces polymeres des propriétés d’électrofluorochromisme originales puis-
qu’on espere contrdler le caractere électrofluorochrome de la tétrazine non pas direc-
tement mais par 1'intermédiaire du polymere (en oxydant puis réduisant ce dernier),
mais également contrdler la luminescence du polymere (par réduction-oxydation
des unités tétrazines). La stratégie adoptée est décrite plus en détail dans la section
2.1.3. Auparavant, les films de polymeres étant préparés par électropolymérisation,
une rapide description de cette technique et des propriétés des polymeres conduc-
teurs (plus particulierement des propriétés de conduction et de luminescence) est
proposée en introduction de ce chapitre, ainsi qu'un état de l'art sur l'intégration
des tétrazines au sein de polymeres conducteurs.

Dans la section 2.2, sont successivement décrites la synthese des monomeres (ef-
fectuée par I'équipe du laboratoire Architectures Moléculaires et Matériaux Nano-
structurés de I'Institut Charles-Gerhardt de Montpellier) et la caractérisation de leurs
propriétés photophysiques et électrochimiques. La section 2.3 est quant a elle consa-
crée aux polymeres. L'électropolymérisation et la caractérisation électrochimique et
photophysique de ces polymeres y sont abordées. L'objectif est de s’assurer que la
synthese a bien permis d’obtenir des films de polymeéres, de montrer que la tétrazine
est électroactive au sein des films et qu'une fluorescence peut étre détectée.

Dans la derniere section 2.4, électrochimie et fluorescence sont couplées puisque
I'électrofluorochromisme des films est étudié de deux fagons :

e en regardant la fluorescence des tétrazines, 1’électrochimie est utilisée pour
oxyder ou réduire le polymere;

e en regardant la luminescence du polymere, 1'électrochimie est utilisée pour
réduire la tétrazine en radical anion puis régénérer la tétrazine neutre.
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Chapitre 2. L’électrofluorochromisme de polyméres conducteurs a base d’unité
TBT fonctionnalisée par des chloroalkoxytétrazines

2.1.1 Les polymeéres conducteurs
Les différents modes de préparation des polymeéres conducteurs

La synthése des polymeres conducteurs peut se faire par voie chimique ou par
voie électrochimique.
Parmi les méthodes de synthese électrochimique, on distingue :

e la voie cathodique (la moins courante),

e la voie anodique (celle qui nous intéresse dans la suite).

La voie électrochimique est une méthode simple qui ne nécessite pas 1’ajout d'un
substrat redox sacrificiel ou d'un catalyseur redox. Elle est mise en ceuvre sur une
électrode de travail métallique immergée dans une solution électrolytique.

Le mécanisme de polymérisation envisagé par voie anodique commence par
I'oxydation du monomeére et la formation du radical cation associé. Deux radicaux
cations réagissent ensemble et liberent deux protons pour donner un dimere neutre.

Comme le dimere est plus oxydable, I'électrode 1’oxyde a son tour en radical
cation. Il réagit avec un nouveau radical cation du monomere pour former le trimere
correspondant et ainsi de suite. Finalement, le polymére devenu insoluble précipite
et forme un film a la surface de I'électrode de travail.

Le transfert d’électrons est assuré par 1'électrode de travail. Le milieu électro-
lytique, composé du solvant et du sel de fond, doit permettre la solubilisation du
monomere de départ. De plus, il doit rendre le radical cation le plus réactif possible
afin d’éviter qu’il ne diffuse en solution favorisant ainsi la formation d’oligomeres.
Enfin, I’électrolyte-support intervient comme anion ou cation dopant dans la matrice
polymere.

Le polymere ainsi formé est dit dopé-p. Dans la suite, nous définissons la no-
tion de dopage et nous nous intéressons donc aux propriétés de conduction d'un
polymere conducteur.

Propriétés de conduction des polymeres conducteurs

Dans leur état neutre, les polymeres conjugués sont non conducteurs, leur con-
ductivité électrique étant de ’ordre de 10712 a 1077 S/m. Cette conductivité aug-
mente de plusieurs ordres de grandeur lorsque la chaine est oxydée ou réduite. Cette
opération est souvent appelée "dopage" par analogie avec les semi-conducteurs in-
organiques. Le dopage p correspondant au polymere oxydé, et le dopage n au poly-
mere réduit. Leur conductivité se rapproche alors de celle des métaux (jusqu’a 10°
S/m).

L'analogie avec I'injection de charges dans les semi-conducteurs inorganiques est
en réalité limitée. En effet, ce ne sont pas les porteurs de charges libres (les électrons
et les trous) qui assurent la conduction mais des polarons et des bipolarons. Dans le
semi-conducteur inorganique, trous et électrons se déplacent librement et le maté-
riau acquiert un caractere métallique. Dans le polymere dopé, il peut étre favorable
énergétiquement de localiser la charge créée sur la chaine et d’avoir autour de la
charge une modification locale de la géométrie de la chaine. Cette charge associée
a la modification de la géométrie est appelée polaron. La création d"une deuxiéme
charge peut se faire a un autre endroit de la chaine. Dans ce cas, il y a formation d'un
deuxiéme polaron. La création d’un polaron au méme endroit de la chaine nécessite
la comparaison entre 1’énergie nécessaire a ’'appariement des deux électrons et celle
gagnée par la relaxation de la structure. Si la deuxiéme est supérieure a la premiere,
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il y a création d’un bipolaron. Ces especes ont la capacité de se déplacer le long de
la chaine par un mouvement des liaisons simples et des liaisons doubles.
Expérimentalement, cette propriété peut étre étudiée par voltamétries cycliques
successives en faisant varier la vitesse de balayage. L’ objectif est d’étudier la relation
entre courant de pic (courant faradique) ou courant de plateau (courant capacitif) et
vitesse de balayage. En effet, une relation linéaire entre ces deux grandeurs est carac-
téristique d'un polymere conducteur, ou au moins d’un transfert de charge rapide
(comparable a celui observé sur une électrode modifiée par une monocouche). Si la
relation linéaire se trouve entre le courant et non plus la vitesse de balayage mais
sa racine carré, alors le transfert de charge est dit diffusif, le mécanisme est de type

"hopping".

Propriétés de luminescence des polymeres conducteurs

La descriptions de la luminescence des polymeres conducteurs fait appel, quant a
elle, a la notion d’exciton. Ce dernier correspondrait a la recombinaison d"un polaron
positif et d’un polaron négatif. La desexcitation de 1’exciton ainsi formé produirait
le phénomene de luminescence.

Propriétés d’électrofluorochromisme des polymeres conducteurs

Pour certains polymeéres, cette luminescence peut étre contrdlée par électrochi-
mie car la présence de charges limite la desexcitation des excitons par voie radiative.
IIs sont donc électrofluorochromes. Des exemples de polymeres électrofluorochro-
mes ont été donnés dans les sections 1.4.4 et 1.5.2.

2.1.2 Tétrazines et polymeres conducteurs

Dans la littérature, les tétrazines ont déja été incorporées dans des polymeres
conducteurs.

e soit directement dans la chaine [4],

e soit comme groupe pendant fonctionnalisant la chaine [54].

Ainsi, I'équipe d’Audebert a préparé un polymere dérivé du polythiophéne in-
tercalant des unités tétrazines directement dans la chaine.[4] Le schéma du mono-
mere ayant servi d’unité a ce polymere est représenté sur la Figure 2.1. Ce polymere
est électroactif en oxydation et en réduction. Les voltamétries cycliques enregistrées
en oxydation et en réduction sont représentées en bas a gauche de la Figure 2.1. Les
deux entités thiophene et tétrazine influent I'une sur 1’autre par leur caractere res-
pectivement donneur et accepteur puisque le potentiel standard en oxydation du
polymere ainsi obtenu est plus élevé que celui du polythiophene classique (+0,65
V contre +0,2 -0,4 V) tandis que celui en réduction est plus faible que celui de la
bis-2thiényltétrazine (-1,2 V contre -0,9 V). Ceci est di a ’accroissement des effets
donneurs sur le noyau tétrazine lorsqu’on passe d'un a deux substituants thienyl.
Toutefois, si le comportement est celui d'un polymere conducteur en oxydation, le
transfert de charge cathodique est limité par un processus pseudo-diffusif. En effet,
il est observé une relation linéaire entre les courants de pic anodique et la vitesse
de balayage et entre les courants de pic cathodique et la racine carrée de la vitesse
(Figure 2.1 en bas a droite). De plus, les propriétés spectroélectrochimiques du poly-
mere ont été étudiées.
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FIGURE 2.1 — En haut : monomere pour la synthése du polymere

contenant la tétrazine dans la chaine. En bas a gauche : voltamétries

cycliques en oxydation et en réduction d’un film de polymere dans

le dichlorométhane sur électrode de platine, vitesse de balayage : 50

mV/s. En bas a droite : courants de pic, en oxydation et en réduction,

enregistrés en fonction de la vitesse de balayage en échelle logarith-
mique.[4]

Dans des travaux postérieurs, la méme équipe a incorporé la tétrazine a deux
nouveaux polymeres conducteurs, cette fois-ci en tant que groupe pendant.[54] Ainsi,
des unités de carbazole et de thiophéene-pyrrole-thiophéne ont été fonctionnalisées
par des groupes chloroalkoxytétrazines. Ces deux monomeres, dont la voie de syn-
thése est représentée en haut de la Figure 2.2, présentent une fluorescence tres faible
(rendement inférieur a 1 %) probablement du fait d'un transfert d’électron photoin-
duit au sein de ces molécules bifonctionnelles. En effet, la tétrazine excitée possede
un fort caractere oxydant et peut donc étre facilement réduite par l'unité carba-
zole ou thiophéne-pyrrole-thiophéne. Réciproquement, le carbazole ou le thiophéne-
pyrrole-thiophene présentent a I’état excité un fort caractere réducteur. Ils peuvent
donc étre facilement oxydés par la tétrazine.

A partir de 'unité carbazole, il est possible d’obtenir un film polymeére mais
celui-ci s’aveére tres peu stable sous voltamétries cycliques successives en oxydation.
De plus, la signature électrochimique de la tétrazine est visible une unique fois en
réduction du fait probablement d'une dégradation ou d'une dissolution. Dans le
cas de l'unité thiophene-pyrrole-thiophéne au contraire, le film de polymeére s’avére
électroactif et tres stable. En oxydation, le pic de courant varie linéairement avec la
vitesse de balayage : le transfert d’électrons est donc rapide, comme visible dans
I'encart en bas a gauche de la Figure 2.2. En réduction, la signature de la tétrazine
est bien visible et se rapproche de celle d"un systéeme idéal. A grande vitesse, le com-
portement tend vers celui d'un systeme pseudo-diffusif. Ceci est bien visible sur les
voltamétries cycliques en bas a droite de la Figure 2.2. Un tel comportement dif-
fere de celui observé pour le polymere avec la tétrazine incluse dans la chaine pour
lequel le transfert de charge était lent quelque soit la vitesse de balayage. Une telle
différence peut venir du fait qu’incluse dans la chaine, la tétrazine rigidifie beaucoup
cette derniere.
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FIGURE 2.2 — En haut : schéma de synthése des monomeres utilisés
pour la préparation des polymeres a base de carbazole (CBTZ) et de
thiopheéne-pyrrole-thiophéne (SNSTZ). En bas a gauche : voltamétrie
cyclique en oxydation d’un film de polymere poly(SNSTZ) préparé
a partir de 10 cycles a50 mV/s dans une solution de monomeres a
103 M. Vitesse de balayage : 200 mV/s. Solvant : dichlorométhane.
(encart : représentation des courants de pic en fonction de la vitesse
de balayage) En bas a droite : voltamétrie cyclique en réduction d’un
film de poly(SNSTZ) pour deux vitesses de balayage différentes. [54]
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Chapitre 2. L’électrofluorochromisme de polyméres conducteurs a base d’unité
TBT fonctionnalisée par des chloroalkoxytétrazines

Dans le cadre de cette thése, des travaux similaires ont été effectués en rempla-
cant les unités carbazole ou thiophéne-pyrrole-thiophéne par une unité thiophéne-
benzéne-thipoheéne (TBT). Les objectifs et la stratégie employée font I’objet de la par-
tie suivante.

2.1.3 Stratégie : choix des monomeres et propriétés attendues du poly-
mere correspondant

Dans la partie précédente, il a été vu que les polymeres conducteurs pouvaient
étre électrofluorochromes. De plus, les travaux de I’équipe d”Audebert ont montré
qu’il était possible d’incorporer la tétrazine dans un polymere conducteur, notam-
ment en tant que groupe pendant, et que polymere et tétrazine restaient électroactifs
respectivement en oxydation et en réduction.

L’objectif du travail effectué dans le cadre de cette these et décrit dans ce chapitre
est de s’appuyer sur ces connaissances pour préparer un nouveau polymere lumi-
nescent incluant des unités tétrazines en tant que groupe pendant a partir duquel il
sera possible de moduler électrochimiquement la fluorescence du polymeére et des
unités tétrazines au sein du polymere par le controle électrochimique du transfert
d’électrons photoinduit entre les deux entités de ce polymere.[37]

En effet, cette modulation ne peut se faire par contrdle direct du degré d’oxyda-
tion de I'une ou de 'autre des deux unités mais de fagon croisée. La modulation di-
recte de la luminescence du polymere consisterait a oxyder la chaine pour I'éteindre
puis a la réduire pour 1’allumer. La modulation directe de la fluorescence de la tétra-
zine consisterait, quant a elle, a réduire les unités tétrazines pour les éteindre puis
a les réoxyder pour les rallumer. Or, a 1'état neutre (état oxydé de la tétrazine et
état réduit du polymeére), la luminescence des deux unités s’inhibe mutuellement
par transfert d’électron photo-induit (voir I’étude la fluorescence des monomeres au
paragraphe 2.2.2). En effet, la tétrazine a I’état excité est un tres bon accepteur d’élec-
tron et est donc facilement réduite par le TBT neutre. Le TBT a l'état excité est, quant
a lui, un tres bon donneur d’électrons et peut donc facilement étre oxydé par la té-
trazine. Un contrdle croisé est par contre envisageable : si la fluorescence des unités
"tétrazines" est inhibée a I'état neutre, 'oxydation du polymere doit permettre de
bloquer le transfert d’électron photoinduit et donc de restaurer leur fluorescence. De
méme, si le polymere n’émet pas a 1'état neutre, la réduction des unités tétrazines
doit restaurer la luminescence du polymere.

Le polymere attendu doit donc étre électrofluorochrome et présenter trois états :
polymeére éteint/tétrazines allumées, polymere éteint/tétrazines éteintes et poly-
mere allumé/tétrazines éteintes, le passage d’un état a I’autre étant controlé par un
mécanisme différent du mécanisme classique d’excitons mais se rapprochant de ce-
lui des dyades moléculaires décrit dans le premier chapitre.

Le choix de I'unité de polymérisation s’est porté sur le TBT puisque le polyTBT
est un polymere luminescent dont la luminescence peut étre décrite classiquement
par le mécanisme des excitons. De plus, le potentiel standard associé a son oxydation
est plus haut que ceux des polymeres issus du carbazole ou du thiophene-pyrrole-
thiophene précédemment utilisés par 1’équipe d’Audebert, ce qui fait de ce polymere
un meilleur candidat pour le contrdle électrochimique du transfert d’électron pho-
toinduit. En effet, on espere ainsi que ce potentiel soit suffisamment haut pour éviter,
a I’état déja oxydé de la chaine du polymére, le transfert supplémentaire d’électrons
entre le polymere et la tétrazine, ce qui correspondrait a une suroxydation de la
chaine et ce qui ne permettrait pas de restaurer la fluorescence de la tétrazine.
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FIGURE 2.3 — Schéma des deux monomeres TBTmonoTz et TBTbisTz
utilisés pour 1’électropolymérisation
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FIGURE 2.4 — Schéma de la synthése du monomere TBTmonoTz

Les deux monomeres de TBT fonctionnalisés par une et deux unités de tétrazine,
notés respectivement TBTmonoTz et TBTbisTZ, et utilisés par la suite pour 1’élec-
tropolymérisation, sont représentés sur la Figure 2.3. Dans la partie suivante sont
décrites leur synthese et leurs caractérisations électrochimique et photophysique.

2.2 Les monomeéres : syntheése et caractérisation

2.21 Synthése des monomeres

La synthese des deux monomeres a été réalisée au laboratoire des Architectures
Moléculaires et Matériaux Nanostructurés de I'Institut Charles-Gerhardt de Mont-
pellier.

Les deux unités TBT fonctionnalisées respectivement par une et deux tétrazines
sont formées par des voies de synthése similaires en deux étapes résumées sur les
schémas des Figures 2.4 et 2.5. La premiere étape est un couplage de Stille entre
le benzene dibromé substitué par un ou deux groupes hydroxyles et le 2-tributhyl-
tinthiophene. Ce couplage est réalisé sous irradiation micro-ondes en présence de
PdCl(PPh3),. La deuxieme étape permet de fonctionnaliser le TBT formé lors de la
premiére étape par la tétrazine. Pour cela, il est mis en solution dans le dichloromé-
thane avec la dichlorotétrazine en présence d’une base : la 2,4,6-collidine a 0 °C. La
réaction de la dichlorotétrazine avec le TBT substitué par un ou deux alcools fournit
respectivement les monomeres TBTmonoTz et TBTbisTZ avec des rendements de
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FIGURE 2.5 — Schéma de la synthése du monomere TBTbisTz

77 et 71 %. Cette substitution nucléophile aromatique est probablement non quan-
titative du fait de la dégradation du TBT. En effet, ce dernier est potentiellement
photooxydable par la tétrazine a I'état excité.

2.2.2 Les propriétés photophysiques
Les propriétés d’absorption

Les spectres d’absorption des deux monomeres sont représentés sur la Figure
2.6. Dans la région UV (entre 300 et 400 nm) apparait 1’absorbance caractéristique
du TBT. Cette large bande masque la bande UV de faible intensité de la tétrazine
habituellement visible autour de 330 nm (voir paragraphe 1.4.3). La bande de la
tétrazine dans la région entre 500 et 550 nm est par contre largement visible. Il est
a noter l'intensité relative des bandes d’émissions des contributions du TBT et de
la tétrazine respectivement vers 350 nm et 525 nm représentatives grossierement du
nombre d’unités tétrazines par unité de TBT.

Les propriétés d’émission

Les deux monomeres présentent une fluorescence relativement faible.

Les spectres d’émission du monomere TBTmonoTz enregistrés lorsque sont exci-
tés le TBT (longueur d’onde d’excitation = 360 nm) ou la tétrazine (longueur d’onde
d’excitation = 520 nm) sont représentés respectivement par - - -- et - — - — - sur le
graphe de la Figure 2.7. Ainsi, I'excitation du TBT fait apparaitre une bande d’émis-
sion autour de 420 nm tandis que celle de la tétrazine donne une fluorescence dont
le maximum se situe a 570 nm.

Les spectres d’émission obtenus pour le monomere TBTbisTz aux deux longueurs
d’excitation représentés sur la Figure 2.8 sont relativement semblables a ceux en-
registrés pour le monomere TBTmonoTz. On retrouve les fluorescences caractéris-
tiques du TBT et de la tétrazine respectivement autour de 420 nm et de 570 nm.

Pour chacun des monomeres, les rendements quantiques ont été évalués aux
deux longueurs d’onde d’excitation. Les résultats sont reportés dans le Tableau 2.1.
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FIGURE 2.8 - Spectres d’absorption (trait plein) et d’émission
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spectres d’émission, les longueurs d’onde d’excitation ont été choisies
respectivement égales a 360 nm et 530 nm

Rendement quantique (en %) | TBTmonoTz | TBTbisTz
tétrazine 0,26 0,24
TBT 2,13 0,81

TABLEAU 2.1 — Rendements quantiques calculés pour les monomeéres
TBTmonoTz et TBTbisTz lorsqu’ils sont excités a 360 nm (excitation
du TBT) et a 520 nm (excitation de la tétrazine)

Les faibles rendements quantiques sont probablement dus a une inhibition mutuelle
entre TBT et tétrazine. En effet, la tétrazine a 1'état excité présente un fort caractere
oxydant et oxyde probablement le noyau TBT. Au contraire, le TBT a 1’état excité est
réducteur et réduit donc sans doute le noyau tétrazine. Cette hypothese est renforcée
par le rendement quantique plus faible du TBT au sein du TBTbisTz : la présence de
deux unités tétrazines inhibe plus fortement le noyau TBT.

2.2.3 Les propriétés électrochimiques

Les deux monomeres sont électroactifs aussi bien dans 1’acétonitrile que dans
le dichlorométhane. Sur la Figure 2.9 sont représentées les voltamétries cycliques
obtenues pour chacun des monomeres en réduction puis en oxydation. Cet ordre
est choisi afin d’éviter la modification de 1’électrode du fait de la polymérisation du
monomere. Sur les deux voltamogrammes apparaissent la réduction réversible de
I’entité tétrazine ainsi que 1’oxydation non réversible de I’entité TBT qui polymérise.
Il semble qu’il y ait tres peu d’influence mutuelle des deux systémes 1'un sur l'autre.
Un tel comportement est comparable a celui observé pour des systémes tétrazines-
triphénylamine, les deux entités étant reliées par des liens non conjugués.

Dans la suite sont décrites les électropolymérisations des deux monomeres pré-
cédemment décrits. Les polymeres ainsi obtenus sont aussi caractérisés électrochi-
miquement et photophysiquement.

58



2.3. Les polymeéres : électropolymérisation et caractérisation

3.0 -

2.5

2.0 -

= TBTmonoTz

1.5 = TBTbisTz

1.0 -

0.5 -

0.0 —

106 Courant /A

-0.5 -

-1.0 —

1.5 - b

-2.0 — -
——TTTT— 7T
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Potentiel /V

FIGURE 2.9 — Voltamétries cycliques successives enregistrées d’abord

en réduction puis en oxydation pour les deux monomeres TBTmo-

noTz et TBTbisTz a 50 mV/s en solution dans le dicholorométhane

(respectivement a 3 1073 M et 2 1072 M) en présence de tétrabuty-

lammonium hexafluorophosphate a 0,1 M. L'électrode de travail est

un disque de carbone de 1 mm de diameétre, la référence un fil d’ar-
gent et la contre-électrode un fil de platine.

2.3 Les polymeres : électropolymérisation et caractérisation

2.3.1 Electrosynthése des polymeéres

Immergée dans une solution électrolytique de monomere, I'électrode de travail
est polarisée de fagon a oxyder le monomere qui commence a polymériser. Le poly-
mere en formation précipite et forme un film directement sur cette électrode.

Pour les deux monomeres, le dichlorométhane et le tétrabutylammonium hexa-
fluorophophate (0,1 M) sont utilisés respectivement en tant que solvant et sel de
fond. La solution est dégazée a I’argon préalablement a 1’électropolymérisation.

Sur la Figure 2.10 est représentée la synthése accumulative du polymere formé a
partir du monomere TBTmonoTz sur électrode de carbone (disque de 1 mm de dia-
metre). Dans la suite, ce polymeére est noté poly(TBTmonoTz). L'allure des courbes
est conforme a ce qui est attendu dans ce type d’expérience. La premiere voltamé-
trie présente un unique pic en oxydation correspondant a 1'oxydation du monomeére.
Cette oxydation est irréversible. Le balayage retour permet la réduction du film nou-
vellement formé. Dés le deuxieme cycle apparaissent successivement les pics corres-
pondant a I'oxydation du film et du monomere. Cycle apres cycle, la réponse du
polymére est de plus en plus importante.

Sur la Figure 2.11 est représenté un exemple de synthése accumulative du poly-
mere formé a partir du TBTbisTz, noté quant a lui poly(TBTbisTz). Cette synthese
semble beaucoup moins efficace. Si un film conducteur se dépose sur l'électrode (ce
film est bien visible lorsque 1’électrode de carbone est remplacée par une lame trans-
parente d'ITO), il est difficile de conclure s’il s’agit réellement d’un polymere ou
simplement d'un mélange d’oligomeres plus petits.

De la méme facon, des films polymeéres peuvent étre obtenus par chronoampé-
rométrie. Un exemple de courbe de courant mesuré lors de la formation d’un film
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FIGURE 2.10 - Synthese accumulative du poly(TBTmonoTz) par vol-

tamétries cycliques successives dans une solution de TBTmonoTz (3

10~3 M) contenant du tétrabutylammonium hexafluorophosphate a

0,1 M. Départ en oxydation. Le polymere forme un film sur 1’élec-

trode de travail, un disque de carbone (diametre 1 mm). Vitesse de

balayage : 50 mV /s. Electrode de référence : fil Ag | AgCl. Contre élec-
trode : fil de platine.
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FIGURE 2.11 - Synthese accumulative du poly(TBTbisTz) par volta-

métries cycliques successives dans une solution de monomere TBT-

bisTz (3.10~2 M) contenant du tétrabutylammonium haxafluorophos-

phate a 0,1 M. Départ en oxydation. Le polymere forme un film sur

I'électrode de travail, un disque de carbone (diametre 1 mm). Vitesse

de balayage : 50 mV/s. Electrode de référence : fil Agl AgCl. Contre
électrode : fil de platine.
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FIGURE 2.12 — Synthése d'un film de poly(TBTmonoTz) par chro-
noampérométrie sur une électrode de carbone (disque de 1 mm de
diametre). L'électrode est immergée dans une solution de monomere
TBTmonoTz et de tétrabutylammonium hexafluorophosphate dans le
dichlorométhane préalablement désoxygénée a I'argon. Electrode de
référence : fil AglAgCl Contre électrode : fil de platine. Potentiel a
I'oxydation pour 1’électropolymérisation : 1,2 V. Potentiel lors de la
réduction du film nouvellement formé : 0 V.

de poly(TBTmonoTz) par cette technique est reportée sur la Figure 2.12. La Figure
2.13 représente, quant a elle, un exemple identique de synthése a partir de l'autre
monomere TBTbisTz. La chute de courant initiale est attribuée a la consommation
du monomere a 1’électrode : la cinétique est limitée par sa diffusion.Finalement, le
courant atteint un palier dans le cas du poly(TBTbisTz) voire remonte dans celui
du poly(TBTmonoTz). Cette phase est associée a la croissance du film en trois di-
mensions. Si la croissance est efficace, la surface de ’électrode et donc le courant
augmentent. Dans le cas ot des réactions parasites "consomment" du radical cation,
le rendement de polymérisation diminue et le courant stagne. Ainsi, ces courbes de
courant confirment un comportement a la polymérisation différent des deux mono-
meres.

2.3.2 Caractérisation électrochimique des polymeéres

L’électroactivité des polymeres ainsi obtenus est caractérisée par voltamétrie cy-
clique en oxydation et en réduction. En pratique, I'électrode de travail est sortie de
la solution contenant le monomere, rincée, puis immergée dans une solution électro-
lytique de tétrabutylammonium hexafluorophosphate a 0,1 M dans le dichloromé-
thane ou I’acétonitrile préalablement dégazée.

Ainsi, sur la Figure 2.14 sont représentées les voltamétries cycliques en oxyda-
tion (Figure 2.14 a) et en réduction (Figure 2.14 b) obtenues a partir d’un film de
poly(TBTbisTz) formé préalablement par trois voltamétries cycliques successives
(vitesse de balayage : 50 mV/s) sur une électrode de platine (disque de diametre
1 mm) dans une solution de monomere a la concentration 10~3M. La vitesse de ba-
layage utilisée est de 200 mV/s. En oxydation, c’est la chaine du polymere qui est
oxydée puis réduite lors du balayage retour. Le film de poly(TBTbisTz) présente un
comportement typique de polymere conducteur standard. En réduction, le pic ob-
servé semble pouvoir étre associé a la réduction de la tétrazine en radical anion. Lors
du balayage retour, le pic d’oxydation est le témoin de la régénération de la tétra-
zine neutre a partir du radical anion transitoirement formé. Les deux pics étant trés
resserrés, il semblerait qu’a cette vitesse de balayage, 1'échange d’électrons se fasse
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FIGURE 2.13 - Synthese d'un film de poly(TBTbisTz) par chronoam-
pérométrie sur une électrode de carbone (disque de 1 mm de dia-
metre). L'électrode est immergée dans une solution de monomere
TBTbisTz et de tétrabutylammonium hexafluorophosphate dans le
dichlorométhane préalablement désoxygénée a 1’argon. Electrode de
référence : fil Ag | AgCl. Contre électrode : fil de platine. Potentiel a
l'oxydation pour 1’électropolymérisation : 1,0 V. Potentiel lors de la
réduction du film nouvellement formé : 0 V.
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FIGURE 2.14 — Voltamétries cycliques d'un film de poly(TBTbisTz)
préparé par trois cycles successifs a 50 mV/s, sur une électrode de
platine (disque de diametre 1 mm) dans une solution électrolytique
de monomere a 10~3 M. a) Voltamétrie cyclique en oxydation; b) Vol-
tamétrie cyclique en réduction. Vitesse de balayage : 200 mV /s.

rapidement au sein du film. Toutefois, il semblerait que cela soit moins vrai a des
vitesses de balayage de 1’ordre du V/s.

Cette hypothese fait suite a des expériences mises en ceuvre pour caractériser
les cinétiques de transfert de charges par voltamétries cycliques successives a des
vitesses de balayage différentes.

L’expérience est réalisée en oxydation, pour étudier la chaine de polymere po-
lyTBT, et en réduction, pour étudier la cinétique de transfert de charge avec les uni-
tés tétrazines. Les résultats obtenus en oxydation sont reportés sur le graphe de la
Figure 2.15 dans le cas d’un film de poly(TBTmonoTz) préalablement préparé par
deux balayages en oxydation a 50 mV /s dans une solution de monomere a 10~3 M.
Il apparait que les deux grandeurs, courant de pic et courant capacitif, sont effec-
tivement proportionnelles a la vitesse de balayage : le transfert de charge est donc
rapide.

Les résultats en réduction apparaissent sur le graphe de la Figure 2.16 dans le
cas d’un film de poly(TBTbisTz) préparé par trois cycles successifs a 50 mV/s. Ainsi,
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FIGURE 2.15 — Représentation graphique des courants de pics et de

plateau en oxydation enregistrés lors de l'oxydation d’'un film de

poly(TBTmonoTz). Le film a été préparé préalablement par deux ba-

layages en oxydation a 50 mV/s cgians une solution de monomere a
107> M.

pour de faibles vitesses de balayage, la relation avec les courants de pics semble
relativement linéaire : le transfert de charge se fait probablement via le polymere
conducteur. Pour une vitesse de balayage de 1 V/s, le comportement deviendrait
diffusif. La déviation par rapport a la linéarité peut également étre causée par le
mangque de stabilité du film sous l'effet de cycles répétés dans la zone de réduction
de la tétrazine.

A ce titre, des tests ont également été mis en ceuvre pour tester la stabilité des
films dans le dichlorométhane. Pour cela, des voltamétries cycliques successives a
vitesse de balayage constante sont enregistrées. Le résultat obtenu dans le cas d'un
film de poly(TBTmonoTz) est montré sur la Figure 2.17. Ce film a été formé préala-
blement dans le dichlorométhane en appliquant un potentiel de 1.2 V a I’électrode
de travail pendant 30 secondes puis le film a été réduit a 0 V pendant 30 secondes.
On retrouve sur le graphe de la Figure 2.17, lors du balayage en réduction, le pic ca-
ractéristique de la génération du radical anion a partir de la tétrazine neutre tandis
que le pic lors du balayage retour est le signe de la réoxydation de ce radical anion
en tétrazine neutre. Toutefois, il est a noter que les intensités des pics de réduction et
d’oxydation décroissent rapidement au fur et a mesure des cycles : le film se passive
completement au bout de seulement 10 balayages en réduction.

Les tests de stabilité en réduction ont été reconduits dans plusieurs solvants,
notamment dans l’acétonitrile et le DMSO. Ces tests n’ont toutefois pas permis de
déterminer si ce manque de stabilité avait pour origine la redissolution du film, la
dégradation des tétrazines ou une combinaison des deux phénomenes.

Des tests similaires ont permis de tester la stabilité du poly(TBTbisTz). Sur la
Figure 2.18 sont représentées des voltamétries cycliques en réduction d"un film de
poly(TBTbisTz) déposés sur une électrode de platine de diametre 1 mm. Ce film
a été obtenu par immersion de 1’électrode dans une solution du monomere dissout
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FIGURE 2.16 — Représentation graphique des courants de pics en ré-

duction enregistrés lors de I'oxydation d"un film de poly(TBTbisTz).

Le film a été préparé préalablement par trois cycles successifs a 50
mV/s.
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FIGURE 2.17 — Voltamétries cycliques successives en réduction d'un

film de poly(TBTmonoTz) sur une électrode de carbone (disque de

1 mm de diametre). Solution : dichlorométhane/TBAF. Electrode de

référence : un fil Ag | AgCl. Contre électrode : un fil de platine. Vitesse
de balayage : 50 mV/s.
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FIGURE 2.18 - Voltamétries cycliques successives en réduction d'un

film de poly(TBTbisTz) sur une électrode de carbone (disque de 1 mm

de diametre). Solution : dichlorométhane/TBAF. Electrode de réfé-

rence : un fil Ag | AgCl. Contre électrode : un fil de platine. Vitesse de
balayage : 50 mV/s.

dans du dichlorométhane a environ 107> M en présence du sel tétrabutylammonium
hexafluorophosphate et polarisation de celle-ci a 1 V pendant 40 s puis réduit a 0V
pendant 30 s. Le pic de la réduction de la tétrazine en radical anion et celui de sa
réoxydation en tétrazine neutre lors du balayage retour sont visibles sur le graphe
de la Figure 2.18. Contrairement a I’autre polymere, 1'intensité des pics augmente au
fur et a mesure des cycles puis se stabilise, probablement du fait de réarrangements
du film.

2.3.3 Caractérisation photophysique des polymeres

Dans ce paragraphe, 1'objectif est de détecter la fluorescence de la tétrazine au
sein des deux polymeéres et de la relier a I’épaisseur des films. Pour cela, a partir des
deux monomeres TBTmonoTz et TBTbisTz, plusieurs films sont préparés en utili-
sant des lames d'ITO transparentes préalablement nettoyées a 1'isopropanol comme
électrode de travail. Leur polarisation, a une valeur permettant 1’'oxydation du TBT,
pendant des temps variables, permet le dépot de films d’épaisseurs variables. Puis
les films nouvellement formés sont réduits a 0 V pendant 30 secondes environ. Les
électrodes sont rincées et placées sous microscope de fluorescence. L'intensité de
fluorescence dans la zone d’émission de la tétrazine est enregistrée a I'aide d'un
spectrophotomeétre, le plan focal du microscope se trouvant au niveau du film poly-
mere étudié.

Les résultats sont présentés sur la Figure 2.19 pour le poly(TBTmonoTz) et sur
la Figure 2.20 pour le poly(TBTbisTz). Bien que faible, la fluorescence des tétrazines
peut étre détectée pour les deux polymeres. De plus, cette fluorescence croit avec
I'épaisseur des films, considérée proportionnelle a la charge coulombienne mesurée
par intégration de la courbe du courant en fonction du temps lors de cette électro-
polymérisation. Ce résultat est observé pour les deux monomeres.
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circulé lors de la formation du film de poly(TBTmonoTz) sur I'élec-

trode d’ITO transparente et I'intensité de fluorescence moyenne du
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2.4 FEtude des propriétés électrofluorochromes des polymeéres

Dans la suite, le comportement électrofluorochromique du poly(TBTbisTz) est
étudié.

Dans le cas du monomere, une trés faible fluorescence a été mise en évidence
(voir le paragraphe 2.2.2). Ceci s’explique par une inhibition mutuelle des deux uni-
tés TBT et tétrazine par transfert d’électron photoinduit. En effet, la tétrazine a 1’état
excité est un tres bon accepteur d’électron et est donc facilement réduite par le TBT
neutre. Le TBT a I'état excité est, quant a lui, un trés bon donneur d’électrons et peut
donc facilement étre oxydé par la tétrazine.

Sile TBT est oxydé, il ne peut plus transférer d’électrons a la tétrazine neutre. Il
est donc attendu une restauration de la fluorescence de la tétrazine sous l'effet de
I'oxydation du TBT. De méme, si la tétrazine est réduite, elle ne peut plus oxyder
le TBT neutre qui doit donc émettre de la fluorescence. De plus, contrairement a
I’état monomere dans lequel le TBT cation-radical ne peut étre stable, il est attendu
au sein du polymere une stabilisation a la fois de 1’état oxydé du (poly)TBT et de
I'état réduit de la tétrazine. Il doit donc étre possible au sein du polymere de passer
réversiblement entre trois états :

e un état que nous pouvons noter "polyTBTfluo" correspondant a la tétrazine
réduite et au polyTBT neutre fluorescent,

e un état sans fluorescence ou "inhibé" correspondant a la tétrazine neutre oxy-
dante et au polyTBT neutre réducteur,

e un état que nous nommerons "Tzfluo" correspondant au polyTBT oxydé et a la
tétrazine neutre fluorescente.

2.4.1 Mise en oeuvre expérimentale
Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental utilisé pour cette étude est semblable a celui décrit sur
la Figure 1.26. Une cellule électrochimique a trois électrodes est couplée a un micro-
scope inversé de fluorescence, la cellule électrochimique étant posée directement sur
la platine du microscope. Un fil de platine et un fil d’argent, recouvert de chlorure
d’argent, sont utilisés respectivement en tant qu’électrode auxiliaire et électrode de
pseudo-référence. Elles sont immergées dans la solution du monomere pour 1’élec-
tropolymérisation puis dans la solution électrolytique pour I'étude de I'électrofluo-
rochromisme du film nouvellement formé. L'électrode de travail est une lame d’ITO
préalablement nettoyée a 1'isopropanol. Elle occupe le fond de la cellule.

Les deux étapes de la procédure expérimentale sont les suivantes :

e premieérement, I’électropolymeérisation. Dans cette étape, la polarisation de I’élec-
trode de travail doit permettre la polymérisation par oxydation du TBT et en-
trainer ainsi la croissance d"un film de polymeére directement sur I'ITO.

e deuxiémement, 'étude de 1’électrofluorochromisme. Dans ce cas, I’électrode
de travail est la lame d'ITO sur laquelle est déposée le film de polymeére. L'in-
térét de I'ITO est ici double. D'une part, comme il est transparent, il permet
d’exciter le film de polymere a travers le substrat et de collecter de la méme
facon la fluorescence qui en résulte. D’autre part, comme il est conducteur, il
doit permettre de controler les degrés d’oxydation du polyTBT ou de la té-
trazine directement par la valeur du potentiel qui lui est appliqué a 1’aide du
potentiostat et ainsi de moduler I'intensité de fluorescence émise par le film.
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Mise en ceuvre de I’électropolymérisation

L’électropolymérisation est mise en ceuvre, a ’abri de la lumiere, avec, dans la
cuve, du TBTbisTz en solution a la concentration 2. 10~* M dans le dichlorométhane
avec du tétrabutylammonium hexafluorophosphate a 0,1 M dont le role est celui
d’électrolyte support. Il est a noter que la solution a été préalablement dégazée pen-
dant 5 minutes pour déplacer I'oxygene dissout. Le flux est ensuite maintenu douce-
ment en surface durant toute la réaction électrochimique. Pour la polymérisation en
tant que telle, le potentiel de 'ITO est porté a +1,2 V pendant 15 s, ce qui conduit a la
formation d’un film. Les courbes de courant présentent la forme classique attendue,
a savoir celle d"un déclin suivi d"un plateau.

La solution contenant le monomere est finalement retirée de la cellule.

Procédure d’acquisition pour I’étude de 1’électrofluorochromisme

Les mesures d’électrofluorochromisme sont faites immédiatement apres 1’élec-
tropolymérisation (sans démonter la cuve). Pour cela, la cuve et le film au fond de
la cuve sont rincés plusieurs fois avec du dichlorométhane par remplissages succes-
sifs. Puis, une solution de tétrabutylammonium hexafluorophosphate a 0,1 M dans
’acétonitrile devant servir d’électrolyte est placée dans la cellule.

Le film d'ITO est excité avec une lampe blanche associée a un filtre d’excitation et
un mirroir dichroique. Le faisceau d’excitation est focalisé a travers un objectif sur le
film de polymeére. L’émission de lumiere par le poly(TBTbisTz) est collectée a travers
le substrat puis 'objectif. Le faisceau d’émission traverse le miroir dichroique et un
filtre d’émission avant d’étre analysé par le spectrophotometre. Selon 1'unité excitée
(polyTBT ou tétrazines), le jeu de filtres utilisé differe. Les caractéristiques en sont
données en annexe.

Parallélement a cela, deux types de signaux électrochimiques sont appliqués a la
lame d’ITO selon qu’il s’agisse d’étudier la fluorescence du polyTBT, modulée par le
controle électrochimique du degré d’oxydation de la tétrazine, ou celle de la tétra-
zine, modulée par le contrdle électrochimique du degré d’oxydation du polyTBT.

2.4.2 Modulation de la fluorescence des films de poly(TBTbisTz) par con-
trole du potentiel appliqué au substrat

Modulation de la fluorescence du polyTBT par controle électrochimique du degré
d’oxydation des unités tétrazines

Dans la suite, le passage entre les états "polyTBTfluo" et "inhibé" est étudié. Le
potentiostat applique a la lame d'ITO, sur laquelle est déposée le film de polymere,
la séquence en potentiel suivante : -0,2 V (50 s), -1,2 V (70 s), -0,2 V (80 s). Un jeu
de filtres permet d’exciter le polyTBT et d’observer sa luminescence. Le passage de
-0,2 V a -1,2 V doit permettre la réduction de la tétrazine et la restauration de la
fluorescence du polyTBT (préalablement inhibé par la tétrazine oxydante). Le retour
a-0,2V doit conduire a la régénération de la tétrazine neutre et donc au retour a 1’état
éteint du polyTBT. L'enregistrement du courant traversant 1’électrode de travail doit,
quant a lui, permettre de mesurer un courant de réduction négatif (témoin de la
réduction de l'unité tétrazine) lorsque le potentiel de I'électrode de travail est porté a
-1,2'V puis un courant d’oxydation lors du retour a -0,2 V (témoin de sa réoxydation).

Sur la Figure 2.21 sont représentés les spectres du TBT effectivement enregistrés
au cours du temps par le spectrophotometre lorsque, parallelement, le potentiostat
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FIGURE 2.21 — Spectres d’émission du polyTBT enregistrés au cours

du temps lorsqu’on applique a la lame d’ITO sur laquelle est déposé

le film de poly(TBTbisTz) la séquence en potentiel suivante : -0,2 V
(50s),-1,2V (70's),-0,2 V (80 s).

applique a I'électrode de travail la séquence en potentiel décrite ci-dessus. L'intégra-
tion de ces spectres permet d’obtenir le chronofluorogramme de la Figure 2.22 qui
est, par ailleurs, mis en relation avec le courant ayant traversé 1'électrode de travail.
Ainsi, le passage de -0,2 V a -1,2 V s’accompagne de 1'augmentation attendue de
la fluorescence du TBT tandis que le retour a -0,2 V s’accompagne d"une rediminu-
tion de I’émission. Si le passage de -0,2 V a-1,2 V permet effectivement d’enregistrer
un courant de réduction, le courant d’oxydation attendu lors du retour & -0,2 V n’est
pas observé. Il peut donc étre supposé que I'augmentation de la fluorescence observé
entre 50 s et 150 s est bien due a la réduction de la tétrazine. Toutefois, cette réaction
n’est probablement pas ou peu réversible, probablement du fait d'une destruction
des entités tétrazines lors du processus de réduction.

Modulation de la fluorescence des unités tétrazines par controle électrochimique
du degré d’oxydation du polyTBT

A présent, c’est le passage entre I'état "inhibé" et I'état "TzFluo" qui est étudié.
Pour cela, le potentiostat applique a une lame d'ITO, sur laquelle a été déposée un
film de poly(TBTbisTz), la séquence en potentiel suivante : -0,2 V (10s), 1,2V (40 s),
-0,2V (70 s), 1,2 V (80 s). Le jeu de filtres permet, dans ce cas, d’observer la fluores-
cence de la tétrazine. Par le passage de -0,2 V a +1,2 V, il est attendu une oxydation
du polyTBT et donc 'enregistrement d"un courant positif. Cette oxydation doit per-
mettre de bloquer le transfert d’électron entre le polyTBT neutre et la tétrazine a
l'état excité, avide d’électron, qui inhibe la fluorescence de cette derniere. Il est donc
attendu une augmentation de 1’émission de lumiere. Par le retour du potentiel de
I'électrode de travail a -0,2 V, il est attendu le retour a l'état réduit du polyTBT et
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FIGURE 2.22 — Fluorescence du polyTBT obtenue par intégration des

spectres de la Figure 2.21 (courbe rouge) et courants (courbe verte)

enregistrés en fonction du temps lorsqu’on applique a la lame d'ITO

sur laquelle est déposé le film de poly(TBTbisTz) la séquence en po-
tentiel suivante : -0,2 V (50 s),-1,2 V (70 s),-0,2 V (80 s).

donc l'enregistrement d"un courant négatif. Cette réduction doit rétablir le transfert
d’électron entre le polyTBT et la tétrazine et donc entrainer un retour a 1’état inhibé
initiale (baisse de l'intensité de fluorescence).

Sur la Figure 2.23 sont reportés les spectres effectivement enregistrés sous 1'ef-
fet de l’application de la séquence en potentiel préalablement décrite. Ces spectres
présentent la forme attendue pour 1’émission d'une tétrazine. De la méme fagon que
pour le polyTBT, ils sont intégrés. Le chronofluorogramme qui en résulte est repré-
senté sur la Figure 2.24 parallelement au courant ayant traversé 1’électrode de travail.
Le passage de -0,2 V a +1,2 V entraine l'apparition d"un courant positif : le polyTBT
est donc probablement oxydé comme attendu. Parallelement, le signal enregistré en
fluorescence augmente brusquement (non représenté sur la Figure 2.23). A -0,2V, le
polyTBT réduit inhibe la fluorescence de la tétrazine excitée particulierement oxy-
dante. L'oxydation du polyTBT a +1,2 V semble donc, comme espéré, permettre de
bloquer ce transfert d’électron photoinduit et donc de rétablir la fluorescence de la
tétrazine. Le retour a -0,2 V s’accompagne quant a lui d"un courant négatif : 1’'oxyda-
tion du polyTBT est donc réversible, le polyTBT neutre peut étre restauré. De plus,
cette restauration est marquée par une diminution de la fluorescence. Cette dimi-
nution est cohérente avec le rétablissement du transfert d’électron photoinduit et le
retour a I’état inhibé.

Il est a noter que lorsque le potentiel de I'électrode de travail est a nouveau porté
a +1,2 V, un courant d’oxydation est encore enregistré et il s"accompagne une nou-
velle fois d'une augmentation de la fluorescence. Ainsi, la réaction d’oxydation du
polyTBT est réversible et cette réversibilité se traduit par le comportement attendu
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FIGURE 2.23 — Spectres d’émission de la tétrazine enregistrés au cours
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