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Résumé — La synthésed'un dérivé du tétraaza-porphyrinogéne tétra-substitué par un groupe diméthyl-aminé,
¢lectro-donneur, sur les positions 3, 8, 13, 18 nous a perruis de montrer I'influence de ce substituant sur les
propriétés ionophores de oe macrocycle. L'étude du pouvoir complexant de ces composés vis-a-vis des cations
alcaling, ammonium et calcium a été réalisée selon la méthode d’extraction liquide-liquide. Dans touslescas, le
pourcentage d'extraction obtenu pour le dérivé tétra-substitué est nettement accru par rapport & son
homologue non substitué. Au niveau du transport & travers une membrane liquide épaisse, cet effet se fait
moins ressentir (notamment pour les cations NH; et Ca®*).

Abstract—The synthesis of a tetraaza-porphyrinogen tetra-substituted by dimethylamino groups
{clectrodonor groups) has shown the influence of those substitutions above the ionophoretic properties of this
macrocycle. The complexation of alkali, ammonium and calcium cations by these compounds has been
studied by the extraction method. In ail cases, the complexing ability of the substituted compound is higher
than its unsubstituted homologue. This effect is less pronounced for the transport of the same cations across a
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liquid membrane.

Au cours de publications précédentes, ont été
rapportées la synthése' et I'étude des propriétés
complexantes* du tétraméthyl-2,7,12,17-tétraaza-
1,6,11,16-porphyrinogéne 1 vis-a-vis des cations
alcalins.

Sachant que la nature des substituants portés par un
macrocycle est capable d’exercer une influence au
niveau de la complexation,® nous avons cherché 4
substituer les positions 3,8,13,18 du tétraaza-
prophyrinogéne (qui correspondent en fait a des
positions pyrazoliques-4 si chaque noyau est considéré
isolément).

L'obtention d’une tétra-substitution pouvant étre
délicate{formation possiblede plusicurs isoméres) nous
avons choisi d'appliquer au macrocycle tétra-
pyrazolique une réaction de substitution électrophile
connue dans la chimie du pyrazole permettant
dlintroduire une fonction nitrée* en position
pyrazolique-4. Par réduction, celle~ci peut procurer une
fonction aminée,® de nature hydrophile, susceptible
d’étre transformée en groupe diméthylamino,®’ de
caractére lipophile.

Substitutions des positions 3,8,13,18 du tétraméthyl-
2,7,12,17-tétraaza-1,6,11,16-porphyrinogéne 1

Par action du mélange acide nitrique fumant/acide
sulfurique concentré sur le tétraaza-porphyrinogéne 1,

nous avons obtenu un composé caractérisé par une
absence de solubilité dans les solvants usuels et dont le
spectre de masse présente un pic moléculaire m/e =
3556. Ceci permet de vérifier que la nitration s’est bien
effectuée sur les quatre noyaux pyrazoles procurant
ainsi le tétranitro-3,8,13,18-tétraméthyl-2,7,12,17-
tétraaza-1,6,11,16-porphyrinogéne 2 (Fig. 1).

Aprés réduction des quatre fonctions nitrées du
composé 2 par le chlorure stanneux dans I'acide
chlorhydrique, nous avons obtenu le tétraamino -
3,8,13,18 - tétraméthyl - 2,7,12,17 - tétraaza - 1,6,11,16-
porphyrinogéne 3 (Fig. 1) dont le spectre de masse (pic
moléculaire mje = 436) et Pabsence de proton
pyrazolique H-4 sur les spectres rmn sont en accord
avec la tétrasubstitution (Tableau 1).

La base tétraaminée 3 est soluble dans I'eau et les
solvants polaires mais trés peu soluble dans les solvants
organiques apolaires. Afin d’accroitre le caractére
lipophile du groupe donneur nous avons alkylé la
fonction aminée.

La N-diméthylation de la base tétraaminée 3 a pu
€tre réalisée selon 'une ou 'autre des deux méthodes
suivantes que nous avons transposées au noyau
tétraaza-porphyrinogéne : action du sulfate de méthyle
en milieu basique fort® (Fig. 2: voie 1); action du
mélange paraformaldéhyde-acide formique en milieu
réducteur par la méthode de Leuckart” (Fig. 2: voie 2).
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Tableau 1. Spectres RMN du *H du macrocycle 3(D,0, § en
ppm)

3 3

chlarhgrdrate ba;e Aspect Intensité  Attribution

242
5,28

12H
8H

2,20 s
508 sélargi

CH,-2,7,12,17
CH,-5,10,15,20

Le tétra(diméthylamino) - 3,8,13,18 - tétraméthyl -
2,7,12,17 - tétraaza - 1,6,11,16 - porphyrinogéne 4 ainsi
obtenu a été identifié par son spectre de masse (pic
moléculaire m/e = 548) et par son spectre RMN du 'H
(Tableau 2a: présence d’un signal supplémentaire dans
la zone N—CH, & § = 2,65 ppm avec un rapport
d'intensité 2:1 comparativement au méthyle
pyrazolique).

Cette structure a été confirmée par I'étude du spectre
RMN du !3C: le Tableau 2b présente les valeurs des
déplacements chimiques du dérivé 4 comparativement
a celles du composé 1.

L'introduction du groupe diméthylamino sur le
noyau tétraaza-porphyrinogéne augmente le caractére
lipophile de cette molécule: le composé 4 présente en
effet Pavantage d'étre plus soluble dans les solvants
organiques apolaires que les autres dérivés, tout en
n’étant pas soluble dans Peau.

Etude des propriétés ionophores

La capacité ionophore du noyau tétraaza-
porphyrinogéne non substitué (composé 1) avait
déja pu étre mise en évidence vis-d-vis des -cations
alcalins.? Parmi les dérivés substitués de ce noyau
sur les positions 3,8,13,18 seul le composé
tétra(diméthylaminé) 4 répond aux critéres de solu-
bilité nécessaires & I'application de la méthode d’ex-
traction liquide-liquide.3-1°

Outre les cations alcalins, nous avons testé
également le calcium et certains cations ammoniums,
Nous avons de plus mis en évidence le transport effectif
de ces cations par le macrocycle & travers une
membrane liquide épaisse.

Les propriétés ionophores du macrocycle 4 ont
été étudiées comparativement au tétraaza-por-
phyrinogéne non substitué 1 et & un ether-couronne
référence, le dibenzo 18 C6.
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Etude du pouvoir complexant

Les résultats que nous avons obtenus sont
rassemblés dans le Tableau 3. L’ensemble des résultats
obtenus montrent que le tétraaza-porphyrinogéne 1 et
son homologue diméthylaminé 4 présentent une
aptitude a extraire les cations alcalins, calcium et
ammoniums supérieure a celle d'un éther-couronne tel
que le DB 18 C6. Cependant, plusieurs remarques
peuvent étre formulées:

1. Les valeurs d'extraction des cations alcalins
observées pour le macrocycle 1 sont différentes de celles
décrites dans la réference 2, ¢eci étant di a des
conditions différentes de solvant et de concentration.
De plus, les essais déja effectués avec Phomologue
linéaire du tétraaza-porphyrinogéne? ont montré des
pourcentages d’extraction négligeables quel que soit le
cation testé confirmant que la structure cyclique
entraine la formation de complexes plus stables et une
meilleure protection du cation.

2. Dans le cas des cations ammoniums, on pouvait
envisager un mécanisme de trans-protonation qui
aurait pu rendre compte de I'importance de I'extrac-
tion observée. Cependant, la grande difference entre les
pKa des ammoniums {supérieurs & 10) et ceux
du tétraméthyl-3,5,1,5'-dipyrazolyl-1,3-méthane
(pKa, = 3,39 et pKa, = 0,6°® rendent cette hypothése
non plausible. Cest donc dans la nature méme des
interactions entre ammoniums et sites de complexation
quenous devonsrechercher I'origine de cette extraction
accrue. Il a été démontré, en effet, que ce sont des
liaisons hydrogénes qui assurent en grande partie la
complexation des cations ammoniums par les dérivés
couronnes.'!!?

La préférence d’une liaison hydrogéne pour un
atome d'azote par rapport a un atome doxygéne
explique donc Paugmentation du pouvoir complexant
rapportée pour les ligands azotés, ce que nous avons pu
également noter au cours de nos expériences avec
les dérivés tétraaza-prophyrinogénes. L'extraction
moindre du cation ammonium NH; que nous
observons comparativement au cation organique t-
Bu—NHj est certainement die i la polarité élevée et
au caractére hydrophile du cation NH] .!?

3. En ce qui concerne le calcium, cation caractérisé
par une densité de charge élevée, la complexation est
faible avec les ether-couronnes.!?

Le pouvoir extractant trés fort des tétraaza-
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Tableau 2a. Spectre RMN du 'H du macrocycle 4 (CDCl;)

& (ppm) Aspect Intensité Attribution
2,23 ] 12H Me-2,7,12,17
2,65 ] 24H Me-38,13,18
5,05 ] 8H CH,-5,10,15,20

Tableau 2b. Spectres RMN du '3C des macrocycles 1 et 4 (CDCl,)

C-2,7,12,17 C-38,13,18 C-49.14,19 C-5,10,15,20 Me-2,7,12,17 N{Me),-3,8,13,18
Macrocycle 1 138,8 103,9 146,1 46,0 11,3
Macrocycle 4 1336 130,9 142,5 45,5 99 4438

porphyrinogénes comparativement au dibenzo 18 C6
que nous avons mis en évidence pour le calcium
s’explique probablement par la préférence de ce cation
envers des ligands azotés commeil a été indiqué dansla
littérature.**

4. Le manque de sélectivité des macrocycles 1 et 4
pour un cation donné est a rapprocher de celui observé
avec le cyclohexano 15 couronne 5° éther-couronne
dont la taille de 1a cavité centrale est proche de celle des
tétraaza-porphyrinogénes.

5. Le macrocycle substitué par le groupe diméthy-
lamino 4 posséde un pouvoir extractant supérieur au
tétraaza-porphyrinogéne 1. Cette augmentation est
relativement constante pour I'ensemble des cations
étudiés (toutefois plus marquée pour Ca?*)et refiéte la
lipophilie accrue de 4 par rapport a 1.

Les études de décomplexation (remplacement de la
phase aqueuse aprés complexation par un volume égal
d'eau pure et observation du passage du cation en
retour dans la phase aqueuse) nous permettent de
vérifier que le complexe est capable de relicher
totalement le cation (décomplexation totale ou
supérieure a 95%), ceci permettant une application du
transport de ces cations  travers une membrane liquide
épaisse.

Etude du transport

Afin de caractériser les capacités de transporteur des
macrocycles tétraaza-porphyrinogénes, nous avons
entrepris I'étude du transport des cations par ces
macrocycles & travers une membrane liquide épaisse
constituée par une couche de Dichlorométhane
séparant deux phases aqueuses selon une méthode

Tableau 3. Extraction liquide-liquide

Pourcentage d’extraction du picrate dans le

dichlorométhane (%)
DB 18C6 Macrocyclel  Macrocycle 4

Li* <1 3 13
Na* 1 33 52
K* 20 36 46
Cs* 2 14 21
Ca?* <t 22 54
NHZ 1 12 18
t-Bu—NH; 9 28 36

décrite antérieurement? (dispositif expérimental et
conditions utilisées indiquées Fig. 3).

Mis 4 part le cation t-Bu—NH7 en partie soluble
dans le dichlorométhane a la concentration 1073 M,
nous avons vérifié que aucun transfert de picrate n’est
observé dans la phase réceptrice 2 au cours d’essais &
blanc effectués en absence de macrocycle. Pour ceite
raison le cation t-Bu—NHJ ne figure pas dans le
Tableau 4 dans lequel sont indiquées les vitesses de
transport déterminées a partir de nos expériences.

Precisons que les conditions utilisées (en particulier
concentrations et agitation) peuvent modifier de fagon
importante les valeurs de vitesse de transport!31®
expliquant les divergences observées quelquefois avec
des résultats de la littérature. Cependant les valeurs
relatives obtenues au cours d’expériences conduites
selon le méme protocole expérimental présentent une
affinitéidentique a celle obtenue au cours d’expériences
différentes. Clest ainsi que nos résultats confirment la
sélectivité du dibenzo 18 C6 pour le potassium et une
préference du tétraaza-porphyrinogéne non substitué
pour le sodium.

Le pouvoir transporteur du tétraaza-porphyrino-
géne substitué par le groupe diméthylamino est
supérieur d celui du tétraaza-porphyrinogéne non
substitué en ce qui concerne les cations alcalins. Le

T UV
A =385 am

3

[ —

Fig. 3. Cellule pour membrane liquide. 1, Phase aqueuse
source: picrate 10~ > M, nitrate 0,1 M : 10m!; 2, phaseaqueuse
réceptrice: eau distiliée déionisée: 20 mi; 3, membrane
dichlorométhane: ligand 7x 107° M: 50 ml. Dimensions
de la cellule: 49 mm diamétre interne. Tube en verre
(28 mm diamétre interne, 32 mm diamétre externe) suspendu
13 mm au-dessus de la base de la cellule. Barreau aimanté:
25 mm x 7 mm. Vitesse d’agitation: 1,5 tours/seconde.



424

Tableau 4. Transport des picrates a travers la membrane
dichlorométhane

Vitesse de transport x 105 mole/hr

DB18C6 Macrocyclel  Macrocycle 4

Li* 0,03 0,21 0,81
Na* 0,11 1,00 1,22
K* 1,10 026 0,48
Cs* 0,45 043 0,46
Ca?* 0,02 091 0,77
NH; 0,51 0,82 0,64

phénoméne inverse est observé pour le calcium et
'ammonium, ce qui, vraisemblablement, comme
indiqué dans la littérature,'® est dii 4 une vitesse de
décomplexation inferieure pour ces deux cations
avec le composé 4 par rapport a 1.

De tous les cations étudiés, nous observons que c'est
le sodium qui est le mieux transporté par les macro-
cycles tétraaza-porphyrinogénes. Nos expériences
ayant mis en évidence la complexation possible des
ammoniums par les tétraaza-porphyrinogénes, nous
avons testé le transport d’un sel d’amine protonée et
nous avons choisi la phénéthylamine, chef de file
d’amines biologiques ou pharmacologiquement
actives.

Le picrate de phénéthylammonium étant soluble
dans le dichlorométhane, c'est le transport du
chlorhydrate de phénéthylamine que nous avons
étudié, ce dernier pouvant étre suivi directement en
spectrophotométrie UV (4 = 256 nm). Précisons a
nouveau que les conditions expérimentales étant
différentes de celles utilisées dans le cas des picrates des
cations alcalins, calcium et ammonium, les vitesses de
transport du chlorhydrate de phénéthylamine pré-
sentées Tableau 5 ne sont pas directement comparables
avec les vitesses de transport des picrates des autres
cations (Tableau 4). :

Nous avons effectué cette étude comparativement a
dibenzo 18 C6 que nous avons choisi comme ether-
couronne référence pour 'ensemble de nos recherches
mais également par rapport au dicyclohexano 18 C6
qui a été pris comme modéle au cours des travaux de la
littérature.!’

Les vitesses déterminées a partir de nos expériences
(Tableau 5) indiquent un transport du chlorhydrate de
phénéthylamine par les macrocycles tétrapyrazoliques
tout a fait comparable soit au Dicyclohexano 18 C6
pour le tétraaza-porphyrinogéne tétra-substitué 4, soit
audibenzo 18 C6 pour le tétraaza-porphyrinogéne non
substitué 1.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les spectres RMN du 'H ont été enregistrés sur un
spectrométre Varian T60. Les déplacements chimiques sont
donnés en ppm a partir du tétraméthylsilane pris comme

Tableau 5. Transport du chiorhydrate de phénéthylamine a
travers la membrane dichlorométhane

Vitesse de transport x 10° mole/hr

DCH 18C6 DB 18C6 Macrocycle 1
0,22 0,08 0,11

Macrocycle 4
0,19

B. Lupo et G. TARRAGO

référence pour les solutions chioroformiques. La référence
interne utilisée pour les solutions dans I'eau lourde est le sel de
sodium de I'acide (triméthylsilyl)-3-propane sulfonique. Les
spectres de masse ont été enregistrés sur le spectrométre de
masse Jeol JMS D-100du Laboratoire de Mesures Physiques
del’'USTL par Monsieur L. Guiraud. Les points de fusion, non
corrigés, ont été déterminés en tubes capillaires avec un
apparecil Tottoli jusqu’a 250°. Les points de fusion supérieurs a
250° et jusqu'a 350° ont été déterminés sur une platine
chauffante Leitz.

Tetraméthyl-2,7,12,17-tétraaza-1,6,11,16-porphyrinogéne 1
Le composé 1 a été préparé selon le mode opératoire décrit
dans la littérature.

Tétranitro - 3,8,13,18 - tétrameéthyl - 2,7,12,17 - tétraaza -
1,6,11,16 - porphyrinogéne 2

Le composé 1 (1 g, 0,0026 mole) est ajouté par petites
portions tout en agitant a un mélange refroidi a 0° de 2 ml
d’acide nitrique fumant (d = 1,49) et de 2 mld’acide sulfurique
concentré(d = 1,83). Unefoisdissous, le milieu réactionnel est
ensuite chauffé a reflux pendant 4 hr. Aprés retour a
température ambiante, la solution est versée sur de la glace
pilée et le précipité blanc obtenu est filtré sous vide, lavé par
I'alcool et I'éther. Le composé 2, obtenu avec un rendement de
72% se présente comme un produit de solubilité trés faible et a
été utilisé brut pour les réactions suivantes. Composé 2 : solide
blanc, insoluble, F > 350°. Spectre de masse : pic moléculaire
mfe = 556 (Ca0H,oN,,04, M = 556). Rendement ; 72%.

Tétraamino - 3,8,13,18 - tétraméthyl - 2,7,12,17 - tétraaza -
1,6,11,16 - porphyrinogéne 3

Le composé 2 (2 g, 0,0036 mole) est ajouté par petites
portions & une solution refroidie 4 5° de chlorure stanneux
(9,7 g, 0,0043 mole) dans I'acide chlorhydrique 12 N (40 ml)
renfermant quelques grenailles d'étain. La suspension obtenue
est chauffée & 60° pendant 8 a 10 hr jusqu’a ce que le milieu
devienne limpide. Aprés retour  température ambiante, filtrer
si nécessaire et évaporer le filtrat chlorhydrique a sec. Le résidu
solide est lavé par I'alcool et un fin précipité blanchitre
s'organise. Aprés filtration, ce précipiteé est dissous dans I'eau
et I'on fait barboter dans la solution aqueuse un courant
gazeux d’hydrogéne sulfureux afin d'éliminer les sels d’étain
formeés au cours de la réaction sous forme de précipité que I'on
filtre. La phase aqueuse est ensuite évaporée. Le résidu solide
blanc hygroscopique, obtenu avec un rencement de 65%,
correspond au chlorhydrate de 3 qui se décompose vers 250°
en brunissant. Afin de régénérer la base aminée libre, le
chlorhydrate ainsi obtenu est dissous dans I'eau et la solution
aqueuse est neutralisée par une solution aqueuse saturée de
bicarbonate de sodium. L'eau est ensuite évaporée sous vide;
le résidu solide de couleur créme est repris a plusieurs reprises
par l'é¢thanol a chaud. Filtrer et rassembler les phases
organiques alcooliques puis concentrer sous vide. Le composé
3sous forme de base libre obtenu avec un rendement de 559, se
présente sous I'aspect d’un solide pulvérulent blanc
hygroscopique qui ne fond pas jusqu’a 360° (se décompose en
brunissant). Chlorhydrate de 3: solide blanc hygroscopique,
soluble dans 'eau, F : se décompose vers 250°. Anal. calculée
pour C;oH 5N, 5, 4 HCL 4 H,0: C, 36,7; H, 6,1; N, 25,7.
Trouvé:C,37,1;H,6,2;N,253. RMN du 'H(D,0): Tableau
1. Rendement: 65%. Composé 3 base: solide blanc
hygroscopique, soluble dans I’eau et I'alcool, insoluble dans le
chloroforme, le dichlorométhane, F : se décompose vers 360°.
Spectre de masse: pic moléculaire m/e = 436 (C,oH,4N,,,
M = 436). RMN du 'H (D,0): Tableau 1. Rendement:
55%, (a partir de 2).

Tétra - (diméthylamino) - 3,8,13,18 - tétraméthyl - 2,7,12,17 -
tétraaza-1,6,11,16-porphyrinogéne 4

(a) Méthylation par le sulfate de méthyle. Le composé 3(1,5g,
0,0034 mole) est mis en suspension dans une solution aqueuse
de soude a 40% (4,35 g de NaOH, 0,108 mole). A I'émulsion
aqueuse obtenue est ajouté le sulfate de méthyle (7,56 g,
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0,06 mole ou 6 ml) avec un goutte-a-goutte trés lent tout en
agitant et en maintenant la température inféricure a 20°,
Une fois Vaddition terminée, le milieu réactionnel est agité
4 température ambiante et devient peu & peu limpide.
L'agitation est maintenue pendant 48 hr. Le milieu réactionnel
est ensuite extrait par le chloroforme & plusieurs reprises. Les
phases organiques sont rassemblées, lavées par I'eau, séchées
sur sulfate de sodium puis concentrées. Le résidu solide jaune
obtenu est chromatographié sur alumine avec pour éluant le
mélange CH,Cl,-EtOH (94:6). Composé 4: R, = 0,38
{alumine, CH,Cl,-EtOH, 94:6). Solide cristallin, F = 190~
192°. Spectre de masse: pic moléculaire m/je = 548
(CaH N3, M = 548). Anal. calculée pour C,gH Ny5: C,
61,29; H, 8,08; N, 30,63. Trouvé: C, 60,89; H, 8,07; N, 30,42
RMN du 'H (CDCl,): Tableau 2a. RMN du '*C (CDCl,):
Tableau 2b. Rendement : 25%.

(b) Méthylation par laréactionde Leuckart. On ajoute 25 mg
decatalyseur Nickel Raneyet 0,98 (0,033 mole)de paraform &
un mélange de 1 g(0,0023 mole) de 3 et S ml d'acide formique
98% (d = 1,22; 473 g, 0,11 mole). Le milieu réactionnel est
chauffé & reflux pendant 12 hr. Apres retour & température
ambiante, diluer par I'eau et éliminer P'excés d’acide formique
par distillation. Le résidu aqueux est rendu alcalin par une
solution aqueuse de soude 10%. Extraire ensuite par le
dichlorométhane. Les phases organiques rassemblées sont
séchées sur sulfate de sodium et filtrées, puis le
dichlorométhane est évaporé sous vide. La résidu solide, de
couleur violacée, est chromatographié sur alumine avec
Péluant CH,C1,-EtOH (94:6) R, = 0,38; puis recristallisé
dans le mélange CH ,Cl,-Et,0. Le composé 4 obtenu avec un
rendement de 23% posséde les mémes caractéristiques
physicochimiques que celles décrites précédemment.

Etude du pouvoir complexant par la méthode dextraction
liquide—liquide

La cellule et le systéme de détection utilisés sont les mémes
que ceux décrits précédemment,? avec les conditions ex-
périmentales suivantes : phase organique (50 ml) : solution 7 x
10~ % M en ligand dans le dichlorométhane ; phase aqueuse (50
mi): solution 7x107% M en picrate du cation i tester, en
présence de 0,1 M d’hydroxyde de ce méme cation (dans le cas
descationsLi*,Na*,K*,Cs*,NH{ et1-Bu—NH3 Joude0,1
M de nitrate (dans le cas du cation Ca?"). Chaque
détermination correspond 4 la moyenne de deux mesures,
procurant des résultats reproductibles 4 +5%. Les
pourcentages d’extraction obtenus sont indiqués Tableau 3.

Etude du transport a travers une membrane liquide épaisse

La membrane liquide &paisse est constituée par une couche
de dichlorométhane renfermant la macrocycle & tester et
séparant deux phases aqueuses.
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(a) Cas des picrates. Le dispositif expérimental et les
conditions utilisés sont présentés Fig. 3. L'apparition du co-
anion picrate dans la phase aqueuse réceptrice 2 est suivie en
spectrophotométrie UV & 355 nm. Les vitesses de transport
déterminées 4 partir des expériences sont indiquées Tableau 4.

{b) Cas du chlorhydrate de phénéthylamine. La méme ceilule
que précédemment a été utilisée (Fig. 3) avec les conditions
suivantes : phase source 1 ; solution aqueuse de chlorhydrate
de phénéthylamine 0,1 M : 10ml ; phase organique 3 : solution
du transporteur dans le dichlorométhane 2 1073 M: S0 ml;
phase réceptrice 2: eau pure: 20 ml.

Les vitesses de transport exprimées en 107 moles
transportées/heure sont indiquées Tableau 5. Lapparition du
chiorhydrate de phénéthylamine dans la phase aqueuse
réceptrice 2 est suivie par spectrophotométrie UV a 256 nm.
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