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Spectroscopies optiques conventionnelles

 Spectrophotomètrie, Spectrofluorimètrie,

analyse macroscopique en solution

caractérise l’Interaction du rayonnement electromagnétique
du domaine UV-Visible avec la matière



Spectre des ondes électromagnétiques

λ

spectre visible: 400 < λ < 745 nm

Ondes radio

10 nm 5 pm1 mm30 cm

E = h.C/λ

h= 6,626069×10-34 J⋅s

(constante de Planck)

C=299 792 458 m/s

(vitesse de la lumière dans le vide)

Donc E=f(1/λ)



Densité optique et spectre d’absorption

Le phénomène d’absorption par une molécule de l’énergie E=hC/λ caractéristique d’une onde électromagnétiquedans le
domaine UV-visible correspond à la transition d’un électron de son état électronique fondamentale vers un état électronique
excité.

Expérimentalement, pour caractériser l’absorption d’une molécule à la longueur d’onde  λ, on mesure l’intensité It de la lumière
transmise par rapport à l’intensité I0 de la lumière incidente

On définie alors la densité optique (d.o.) de la solution comme suit: d.o= -log(It/I0)

La spectroscopie d'absorption consiste à mesurer cette d.o en fonction de la longueur d’onde λ du rayonnement incident.

L’absorption d’une lumière de longueur d’onde λ par une solution d’une molécule donnée dépend :

du coefficient d'absorption ελ caractéristique de l’efficacité d’absorption de cette molécule à la longueur d’onde λ
de la longueur l du parcours traversé par la lumière (en cm)
de la concentration de la solution en molécules (en Moles/litre)

on définie alors la relation suivante: d.o= -log(It/I0) = ελ.C.l
avec I0 correspondant à l’intensité de la lumière incidente et  It correspondant à l’intensité de la lumière transmise

Ainsi si l’on connaît la valeur ελ de la molécule étudiée, on a une relation directe entre la mesure expérimentale de la d.o et la
concentration C de la solution.

Rq.1 : les valeurs de ελ caractéristiques des molécules utilisées pour des marquage en fluorescence sont généralement de
l’ordre de 10.000 pour la longueur d’onde d’absorption maximale. Ainsi pour une solution de ce type de molécule, une d.o. égale
à 0,1 (soit 1% d'absorption de la lumière incidente) mesurées sur une cuve de parcours 1cm correspond à une concentration de
la solution de l’ordre de (0,1/10.000) soit 10-5 M.



Rendement quantique, spectre de fluorescence
et durée de vie de fluorescence

Les molécules qui ont absorbée l’énergie de la lumière d’excitation retourne rapidement dans leur état fondamentale en
dissipant leur excès d’énergie.

L’une des voies de désexcitation correspond à l’émission de la fluorescence.

L’énergie dissipée par émission de fluorescence peut varier d’une molécule à l’autre ce qui se traduit par des émission à
différentes longueurs d’ondes. L’énergie restituée est toujours ≤ à l’énergie absorbée. Donc λem > λabs.

L’analyse de l’intensité de la fluorescence réémise aux différentes longueur d’onde correspond au spectre d’émission de
fluorescence: Ifluo = f(λ)

Le rendement quantique de fluorescence Φf est défini comme le rapport de l’intensité de la lumière de fluorescence
réémise par rapport à l’intensité de la lumière incidente absorbée. Plus ce rendement est élevé plus la molécule est
fluorescente. Φf = Ifluo / Iabs

La durée de vie de fluorescence τf correspond au temps moyen qui s’écoule entre l'absorption de l’énergie de la
lumière incidente et le retour à l’état fondamental par émission de fluorescence.

Pour les marqueurs fluorescents, l’ordre de grandeur de τf est de quelques nanosecondes (10-9 seconde)

Rq.2 : Le spectre d’émission et la durée de vie de l’état excité sont des caractéristiques spécifiques de chaque molécule
fluorescente et ne dépendent pas de sa concentration. Ces paramètres sont par contre extrêmement sensible à
l’environnement  (nature du solvant,  interaction avec d’autre molécules, température, pH, polarité, …).



Spectrophotomètre, Spectrofluorimètre

Monochromateur

Lampe

Σλ
Voie d’excitation

I0,λ

Cuve
échantillon

Voie d’analyse de
l’absorption

It/I0=f(λ)

Voie d’analyse de l’émission de
fluorescence

Ifluo,=f(λ)

détecteur

Monochromateur

détecteur

PM (Photomultiplicateur)
Caméra CCD

PM (Photomultiplicateur)

Laser λ 
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Instrument Molécule

F=I0.(2.3.ελ.c.l).φF.Ω.Tλ.Sλ

Détecteur

Ω :angle solide de collection de la voie d’analyse
Tλ: facteur de transmission de la voie d’analyse
Sλ : sensibilité du détecteur de signal



λ (en nm)

Fluo

Absorption

Spectre d’absorption et de fluorescence de
l’Hypéricine en solution dans le DMSO
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Filtres

Passe bas Passe bande
BP

Passe haut
Long Pass : LP

Miroir
Dichroïque : DM
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Analyse Spectrale en Microscopie de
fluorescence

 

Détecteur multi-canal



 

 









 Mesures des durées de vie

en Microscopie de fluorescence



Analyse dans le domaine temporelle

FluorescenceFluorescence  responseresponse  toto  singlesingle  pulsepulse  excitationexcitation

Mono or multi-exponential decayMono or multi-exponential decay

R(t) = R(t) = ΣΣ  ααqq . exp ( . exp (-t/-t/ττqq))
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ττff = 0.5 ns = 0.5 ns

ττff = 3 ns = 3 ns



 

déphase et  démodulation de l’émission fluorescente
par rapport à l’excitation dans une mesure de la
durée de vie de fluorescence dans le domaine

fréquentiel

 

La phase et la modulation en fonction
de la fréquence de modulation. La

phase croît avec la fréquence pendant
que la modulation décroît. Les deux

paramètres sont tracés pour une durée
de vie de 10ns et 1ns

Analyse dans le domaine Fréquentielle

<τ > <τ > = (1/2= (1/2πωπω) . Tang () . Tang (ΔφΔφ))

 <τ>   <τ>  = (1/2= (1/2πωπω) . [(1/m) . [(1/m22) - 1]) - 1]1/21/2



Theoretical dependence of the fluorescence phase shift  and the demodulation versus
modulation frequency  of the excitation in the case of a  single-exponen tial decay. Lifetimes
(from down to up in the left graph and  from up to down in the right one): 0.1, 1, 2, 3, 4, 5 and

10ns.



Förster Resonance Energy Transfer
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Dispositif expérimental



Apport de l’analyse temporelle

 

Spectre d’absorption et de fluorescence de
l’Hypéricine en solution dans le DMSO

 

Évolution de l’intensité de fluorescence de
l’Hypéricine en fonction du nombre moyen de
molécules solubilisées par LDL



 

Mesure des durées de vies de l’état excité de
l’hypéricine par analyse du déphasage et de la
démodulation du signal de fluorescence
Induit par une excitation modulée à haute
fréquence de 1 à 150 MHz

    ......…. Hyp/LDL= 30     τf = 3 nsec
                       Hyp/LDL= 90  τf = 7,5 nsec

 

Évolution de la durée de vie de
fluorescence de la forme monomère de
l’hypéricine solubilisée par les LDLs en
fonction du rapport moléculaire
hypericine/LDL



 



Application à l’étude de la vectorisation
cellulaire d’un oligonuclétide par une

porphyrine cationique

Imagerie de fluorescence de cellules B16 après 3 h
d’incubation avec le complexe Oligonucléotide-Porphyrine

Analyse spectrale et des durées de vies
du même échantillon

analogue synthétique d’un oligonucléotide
marqué par une sonde fluorescente

 (poly-dT15-rhodamine)



Contrôle de l’intégrité d’un oligonucléotide
modifié après internalisation cellulaire

Imagerie de fluorescence de cellules B16 après

vectorisation de l’oligonucléotide marqué 

Analyse spectrale et des durées de vies
du même échantillon



Proteins conformation 
changes

In living cells





Cytométrie en flux

Analyse statistique
multiparamétrique
d’une population

de cellules



Cytométrie de flux : voies de détection

Laser 488 nm

Diffusion dans l’axe
FSC

Diffusion à 90°
SSC

λ> 630 nm
(Cyanine)

500 nm< λ <560 nm
(FITC)

560 nm< λ <630 nm
(Phycoerythrine)

HP 500

LP 610

LP560



Diffusion de la lumière



Représentation de la population

dans un espace bi-dimensionnel



La représentation bi-dimensionnelle de ces deux paramètres
permet par exemple de distinguer dans un sang périphérique

les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes



 Représentation en histogramme



Histogrammes des populations de
différentes cellules végétales



Tri cellulaire



Témoin
89%

11%

95%

2,2% 1,6%

1,2%

88,5%7,6% 4,5% 2,6%

91,5% 1,4%

Témoin E

FL1 = Oligreen fluorescence

FL2 = Ong 153 fluorescence
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