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/ Comprendre : \

» Les aspects théoriques sur I'absorption et I'émission spontanée en fluorescence et en phosphorescence, le

principe de Franck-Condon.

» Le fonctionnement d’un spectromeétre de fluorescence et I'interprétation du spectre d’absorption et d’émission, le
rendement quantique de fluorescence Qy,,.

» Le principe et la méthodologie du dosage spectrofluorimétrique, les effets de I'environnement (quenching) et
I'interprétation des spectres, |'identification des artefacts.

» Lintroduction a la scintillation liquide utilisée en « nucléaire » et la spectrofluorimétrie LASER.

Q_a microscopie de fluorescence comme méthode d’imagerie. /

Savoir :

1.Proposer une méthode de mesure permettant un dosage d'une espece fluorescente.
2. Distinguer une espece moléculaire fluorescente ou non.

3. Interpréter des spectres de fluorescence.

. .
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------



Généralités

Deux phénoménes de PHOTOLUMINESCENCE :

FLUORESCENCE : propriété a absorber de la lumiere et a la réémettre jusqu’a
I'arrét de l'illumination.

PHOSPHORESCENCE : propriété a absorber de la lumiere et a la réémettre
pendant un temps plus long apres l'arrét de l'illumination.

A la base de nombreux dosages tres sensibles !!
(détection et identification molécules, marquage, etc...)

O. Shimomura, M. Chalfie et R\. Tsien
Lauréats du Prix Nobel de Chimie 2008
Green fluorescent proteins (GFP)




Schéma de la structure d’'un atome :
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1. Rappel sur 'atome et le lien entre
énergie et longueur d’'onde

= longueurdonder  Relation de Planck — Einstein :

Célérité
(3x10° m.sY)
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phénomeéne rapide
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Relation de Planck — Einstein :

Célérité
(3x10°m.s)
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Pour la fluorescence et la phosphorescence :
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2. Diagramme de Perrin-Jablonsky
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3. Les voies de désexcitation d’'une
molécule

Lorsqu’une molécule est portée de I'état électronique fondamental Soa un état excité S: par l'absorption d’un
photon, plusieurs voies de désexcitation sont possibles :

CAS1 CAS 2 CAS 3 CAS4
Dissociation : Réémission : Fluorescence : Phosphorescence :
E (eV) E (eV) .
C,H,CH(CH,)CH,I N 4+ Mmolécule fluorochrome
I 2 e /> A
N/ __interne Q’}Q/ Q\Q,

NS N

© S;=—% Sy -(\Q"Q e fé&é
oV & '

o
R o o
C — —
[ &1 S, v S,
état singulet fondamental
Eémise — Eabsorbée Eémise < Eabsorbée
Aémise — Aabsorbée Aémise > Aabsorbée 0




Principe de Franck-Condon

I /Principe de Franck-Condon : \

Energie
|
I
o

= Lors du phénomene de fluorescence, les
noyaux des atomes restent en place = les

p distances interatomiques restent figees
3 \\pendant les transitions électroniques. /

s —ps
Qo1

Coordonnées nucléaires
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spectrofluorimeétre

GI La lumiere est émise par fluorescence d)

f: u de lumiere maniere isotrope (= dans toutes les

pol m“ﬂml directions de |'espace).
\/ .

] O La détection se fait généralement a 90° de la

—— direction incidente pour éviter la lumiere
™~ \ transmise a travers |'échantillon. J
porte échantillon

Source M hm teur \ o~

polychromaticue dumtatuma flurescenc e {dans toutes les directions)

(spectre dans (d'exct n) selon une hande spectrale

UV

flux incident d ‘excitation
mono cromatique A I Monoc hromateur
{dl . R n}

A émission sélectionneée,
pour mesure d'intensité de flux

( Déter teur
12



_s.spectre d’excitation et d’émission

Un spectre d'excitation est obtenu en contrélant I'émission a une longueur d'onde fixe tout en faisant varier la
longueur d'onde d'excitation.

Dans un spectre d'émission une longueur d'onde d'excitation est cette fois fixe et l'intensité du rayonnement émis

est mesurée en fonction de la longueur d'onde : la molécule excitée devient une source polychromatique.

e

J

EX1 EM1
Spectres d'excitaon @ === /AT 77 dsg;g;: .
5 § T , .
2 EX 2 EM 2 8 » Permet d’obtenir pour un
i§ & & e : molécule fluorochrome :
.m '8
c
3 3 . ...
= EX 3 EM 3 = }\exc1tatlon et )\emlssmn
"""""""""" e Y & \ (nécessaire pour dosage !)
] | ] | ] | ] | | ] ]

Longueur d’onde 13



6. Le déplacement de Stokes

A /Pour la fluorescence et la phosphorescence : A
Déplacement de Stokes
Eémise < Eabsorbée
Aémise > Aabsorbée
- /

absorption émission

intensité

AN, A ayr Ag o changent avec
I'environnement moléculaire (polarité,
formation de liaisons H, complexation etc ...

Longueur d’onde A

|
AO,O Amax

14



_7. Emission dans le temps

Lors de la phase de désexcitation, 'intensité du
rayonnement émis décroit rapidement avec le ’  Quenching

temps de maniere exponentielle selon : -

Ity = |f(0).e_kt

[ft) : Intensite de fluorescence au temps t 0.1
[t : Intensité de fluorescence au temps t =0

> Fluorescence : décroissance « instantanée » J Wil Ih“‘|||ll"|| ||| i =I o
. Lif! . | PV i
1' ¥

\ . ) . . T I
des la suppression de I'excitation. i
0.01 o 32% SWINT 80 ps ‘

> Phosphorescence : décroissance plus lente.

! | ' | ! | ! | ! |
0 200 400 600 800 1000
time delay (ps)
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fluorescence

L'efficacité du processus de fluorescence d’une molécule fluorochrome est mesurée par la
valeur du rendement quantique de fluorescence Qg :

4 I
nb photons émis

Qo = nb photons absorbés

\ )

=> Pour des conditions données (concentration du fluorochrome, solvant, pH, température, force ionigue
etc. ...), Qq,, €st une constante, avec une valeur maximale de 1.

16



_Dosage spectrofluorimétrique

Au préalable : Pour réaliser ces mesures, on doit connaitre le couple de longueur d’onde Agxcitation €t Aémission
(voir 5. Spectre d’excitation et d’émission).

I, ﬂL’intensité lumineuse de fluorescence p(m
A

une excitation et une émission données est
proportionnelle a la concentration [M] du
fluorochrome tant que [M] est faible !

F =k.Iy. [M]

-III’IIIIIIIIIIIIII

' I F : fluorescence de la solution
€ ic <0.051 : k : une constante
| I lo: 'intensité de la source lumineuse incidente
. : i W: la concentration de I'espece fluorescente M /
I

17



Quenching

Quenching de fluorescence

Seule une proportion donnée Q;,, de la lumiere incidente est reémise par fluorescence, I'énergie de |'état excité pouvant
aussi étre dissipée :

*Thermiguement : par chocs moléculaire

*Par passage vers un autre état excité qui n'émet pas de fluorescence (croisement intersystéme)

*Par "quenching" interne : di a des mouvements moléculaires de rotation-vibration de grande amplitude, il s'observe si
I'état excité a une configuration moléculaire non rigide ("flexible")

*Par quenching externe : |'état excité M* du fluorochrome réagit chimiquement avec une autre molécule Q dans le
milieu. Cette autre molécule peut-étre une seconde moélcule de fluorochrome M ("self-quenching") ou non (par

exemple, une impureté) :

M* + Q produits (quenching externe)

M* + M

v

v

produits (self-quenching)

18



Quenching

Self-quenching ("auto-inhibition")

Des molécules de fluorochrome M a I'état fondamental peuvent entrer en collision avec les molécules de fluorochrome excitées
M* et les désactiver par de nombreuses voies photophysiques (transfert d'électron, de proton ...) ou photochimiques.

C'est ce que I'on appelle le probléme du "self-quenching" et cet effet peut étre évité si I'on travaille a faible concentration
de fluorochrome.
M-+ M*
Transfert
d'électron

Molécule
excitée

Transfert de luo €1 [M]
proton

MH* + M- > non-linéarité entre

| (MM)*
Dimere
excité

(excimere)

Photoproduits

réaction photochimique
bimoléculaire

19



_ 11. Artefacts potentiels

Lors de la mesure de fluorescence, plusieurs phénomenes parasites, principalement dus au solvant, se produisent. On observera
plusieurs bandes d'émission en plus de celle liée a la fluorescence.

Intensite Rayleigh [-La diffusion Rayleigh :]Ie solvant réémet une partie

/\ e de l'intensité incidente a la méme longueur d'onde

gue |'excitation. Ce phénomeéne de diffusion
élastique s'effectue sans perte d'énergie.

Lumiere diffractee

[-La diffusion Raman :]il y a excitation des molécules
Fluorescence Harmoniques du solvant (énergie de vibration). Le retour a |'état

|' \L fondamental s'effectue avec émission de photons a
Diffusion v de plus grande longueur d'onde. Elle est beaucoup
Raman m plus faible que la diffusion Rayleigh. Ce phénomene
de diffusion inélastique s’effectue avec une perte

14 d'énergie.

\ *Un pic lié éﬁa lumiere diffractée.]

Longueurd’onde

20



spectrofluorimétrie

1—- Connaitre le couple de longueur d’'onde Aexcitation €t Aémission POUr la molécule a doser.
> permet de paramétrer le spectrofluorimeétre...
(voir 5. Spectre d’excitation et d’émission)

2— Analyser un échantillon a une faible concentration de molécule a doser [M].

= sinon ’'intensité n’est plus proportionnelle a [M], on doit diluer I’échantillon pour la doser ...
(voir 9. Dosage spectrofluorimétrique)
3— Prendre en compte la nature des solvants (environnement de |’échantillon) pour
considérer les phénomenes de quenching.

= ex : la fluorescence de la quinine est inhibée par les ions Cl-, on ne la dose pas dans un milieu HCI ...
(voir 10. Effets de ['environnement — Quenching)

4— Sur le spectre, discriminer la bande d’émission associée a la fluorescence par rapport aux
bandes parasites (artefacts).

= permet d’identifier I'intensité de fluorescence, attention a une potentielle superposition !
(voir 11. Artefacts potentiels)

Z1



liguide

Principe de la scintillation liquide :

radioactive solvent fluor photomultiplier

molecule molecule molecule tube
/B 5 h v .. Détection des
B — () = PN+ ey oo
Absorption d’une Emission d'un
énergie d’une particule photon

1200 1

subatomique

AN

.
%
]
§

Number of events
E 8
-~
| "1

200 4
\\—‘—ﬁ—\ﬁ_‘
£ UV, 0 " v T g :
Compteur a scintillation ° 200 400 600 200 1000 1200

liquide Channel &
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LASER : Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation

Emission spontanée Emission stimulée
E (eV) E (eV)
A A
S, S;

Milieu amplificateur En sortie : Faisceau LASER

t Particule
y excitable

Source Miroir
d'énergie semi-transparent

23



14. Utilisation en microscopie : vers
une imagerie

Montage du microscope

Appareil . .
photonumérique Microscopie de fluorescence en

_ mode réflexion =

Oculaire —»
- épi-fluorescence,
Eoi ou fluorescence épiscopique

Cube > P
avec : illumination 0 .
+ filtre dardt | L'illuminateur est congu pour

C » miroir dichroique Boitier focaliser la lumiére d'excitation sur
° filtre d’excitation avec lampe a arc
Preparatlon HBO ou xénon I'échantillon via un premier
Condenseur ——»& . .
O passage dans  l'objectif du
Trans-

illumination microscopique. On récupere alors a

180° la fluorescence, que l'on

iltre d"arrét separe de la lumiere excitatrice par

1
d’excitation

un filtre d'arrét ("barrier filter").

(documentation Nikon)

483114 J930x3

Masoir (ﬂ 24



une imagerie

100 N
Excitation ! Microscopie de fluorescence en
Filter mode réflexion =
Aao I R | épi-fluorescence,
§ ou fluorescence épiscopique
g 60 L'illuminateur est concu pour
E focaliser la lumiere d'excitation sur
£ 40 I'echantillon  via  un  premier
g passage dans  l'objectif du
; microscopique. On récupere alors a
20 180° la fluorescence, que l'on
separe de la lumiere excitatrice par
0 ! 1 e un filtre d'arrét ("barrier filter").
300 400 500 600 700

Wavelength (Nanometers)
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Exercice 1: pic Raman de I’eaun

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- dessaus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ng.L” ) excitée par un laser de =470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

il
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- deamus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

p—

500 nm 550 600

Exercice 1

Décalage Raman Stokes : par rapport a 'excitation.
- 1¢ étape : mettre en nombre d’onde
I'excitation monochromatique
- 2¢me étape : calculer le nombre d’onde
absolu Raman de I'eau quand excité a 254 nm
- 3¢me étape : repositionner en longueur
d’onde

27



Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

e i o ——

= b d

500 nm 550 600

Exercice 1

Décalage Raman Stokes : par rapport a 'excitation.

- 1¢ étape : mettre en nombre d’onde
l'excitation monochromatique : (1/(254 . 10 7cm)

- 2¢me étape : calculer le nombre d’onde
absolu Raman de I'eau quand excité a 254 nm

- 3¢me étape : repositionner en longueur
d’onde
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

e i o ——

Exercice 1

Décalage Raman Stokes : par rapport a I'excitation.
- 1¢ étape : mettre en nombre d’onde
l'excitation monochromatique : 39370 cm -1,
- 2¢me étape : calculer le nombre d’onde
absolu Raman de I'eau quand excité a 254 nm
- 3¢me gtape : repositionner en longueur
d’onde
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

e i o ——

= b d

500 nm 550 600

Exercice 1

Décalage Raman Stokes : par rapport a I'excitation.
- 1 étape : mettre en nombre d’onde
I'excitation monochromatique : 39370 cm 1,

- 2éme étape : calculer le nombre d’onde
absolu Raman de I'eau quand excité a 254 nm :
(39370 — 3380) cm1= 35 990 cm

- 3¢me étape : repositionner en longueur
d’onde
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

| N\ el

i-. (au) // \

Tt N
500 nm 550 600

Exercice 1

Décalage Raman Stokes : par rapport a I'excitation.
- 1¢r¢ étape : mettre en nombre d’onde
I'excitation monochromatique : 39370 cm -,

- 2éme étape : calculer le nombre d’onde
absolu Raman de I'eau quand excité a 254 nm :
(39370 - 3380) cm1= 35 990 cm?

- 3¢me étape : repositionner en longueur
d’onde : (1/35 990) . 102 m= 277,86 nm
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- deamus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

p—

500 nm 550 600

Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau : ??
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

e i o ——

'\ |:u=||u:|-‘-‘r / \

500 nm 550 600

Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau :

- 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation
a 470 nm, a quelle lambda sort le Raman Stokes de
I'eau comme en (1)
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.

e i

Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau :

- 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation
a 470 nm, a quelle lambda sort le Raman Stokes de
l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit
558 nm
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.
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Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau :

- 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation
a 470 nm, a quelle lambda sort le Raman Stokes de
l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit
558 nm

- sur le spectre d’eau seule : en accord
avec maxi a 557 nm
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Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalag& Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ci- desmus est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 ngL ] excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.
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Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau :

- 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation
a 470 nm, a quelle lambda sort le Raman Stokes de
l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit
558 nm

- sur le spectre d’eau seule : en accord
avec maxi a 557 nm, en présence de la forte
fluorescence de la fluorescéine a 512, le maxi de
I'eau semble glisser vers 554.
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Exercice 1

Exercice 1: pic Raman de I’eau

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport _
35990 cm™, soit 277,9 nm.

signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d'onde doit-on  2- Fluorescence maximale a 512 nm de Ia

effectuer la mesure (le décalage Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ? fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
2. Le spectre de la figure ::L-deaac-us est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la  gttribué a l'eau :
fluorescéine 107° M. (0.3 ng L’ ) excitée par un laser de =470 nm. Les auteurs de ce travail - 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation

attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier. & 470 nm, & quelle lambda sort le Raman Stokes de

l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit

- 558 nm
/ \ || - sur le spectre d’eau seule : en accord
/ N/ \ avec maxi a 557 nm, en présence de la forte
[ifuorescéine) fluorescence de la fluorescéine a 512, le maxi de
| Al N I'eau semble glisser vers 554.
i
| / 1\
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3. Question supplémentaire :
Que se passe-t-il si l'on « basifie » la solution pour avoir un pH plus haut que 4?
Pourquoi faut-il éviter une excitation a 437-440 nm pour observer la fluorescence de la fluorescéine? 37



Exercice 1

Exercice 1: pic Raman de I’eau

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm™=

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport _
35990 cm™, soit 277,9 nm.

signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d'onde doit-on  2- Fluorescence maximale a 512 nm de Ia

effectuer la mesure (le décalage Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ? fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
2. Le spectre de la figure ::L-deaac-us est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la  gttribué a l'eau :
fluorescéine 107° M. (0.3 ng L’ ) excitée par un laser de =470 nm. Les auteurs de ce travail - 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation

attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier. & 470 nm, & quelle lambda sort le Raman Stokes de

l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit

- 558 nm
/ \ || - sur le spectre d’eau seule : en accord
/ N/ \ avec maxi a 557 nm, en présence de la forte
|{ﬂms¢;éine] fluorescence de la fluorescéine a 512, le maxi de
! M\ M- I'eau semble glisser vers 554.
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:1 (eau) \ 3- La molécule perd un proton : fluorescence
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3. Question supplémentaire :
Que se passe-t-il si l'on « basifie » la solution pour avoir un pH plus haut que 4?
Pourquoi faut-il éviter une excitation a 437-440 nm pour observer la fluorescence de la fluorescéine? 38



Exercice 1: pic Raman de I’eau

Le test classique pour évaluer la sensibilité d'un fluorimeétre consiste a mesurer le rapport
signal’bruat du pic de diffusion Raman avec une celle de lem de trajet optique remplie d’eau.

1. La longueur d’onde d’excitation étant réglée a 254nm. a quelle longueur d’onde doit-on
effectuer la mesure (le décalage Raman de I'cau est de 3380cm™. vib d’¢longation —OH) ?

2. Le spectre de la figure ::L-deaac-us est celur du pic de fluorescence (A=512 nm) de la
fluorescéine 107" M. (0.3 pg.L” ) excitée par un laser de 4=470 nm. Les auteurs de ce travail
attribuent le pic situé a A=554 nm au pic Raman de 1’eaun. Vérifier.
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3. Question supplémentaire :

Que se passe-t-il si l'on « basifie » la solution pour avoir un pH plus haut que 4?
Pourquoi faut-il éviter une excitation a 437-440 nm pour observer la fluorescence de la fluorescéine?

Exercice 1

1- A 254 nm soit 39370 cm 1, le nombre d’onde
absolu Raman de l'eau est a (39370 — 3380) cm1=
35990 cm™, soit 277,9 nm.

2- Fluorescence maximale a 512 nm de la
fluorescéine, excité a 470 nm, et pic a 554 nm
attribué a l'eau :

- 1¢r¢ étape : estimer avec une excitation
a 470 nm, a quelle lambda sort le Raman Stokes de
l'eau comme en (1): 21276-3380=17896 cm, soit
558 nm

- sur le spectre d’eau seule : en accord
avec maxi a 557 nm, en présence de la forte
fluorescence de la fluorescéine a 512, le maxi de
I'eau semble glisser vers 554.

3- La molécule perd un proton : fluorescence
change!

Si excitation a 437 : superposition du Raman de
I'eau et de la fluorescence! Probleme
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