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Présentation de la collection
des

ABREGES DE PHARMACIE

Les Abrégés de pharmacie s'adressent aux étudiants des six années
d'études qui conduisent au diplaome d'Erat de Docteur en pharmacie. Hs
sont concis, maniables, économigues et retiennent Uessentiel de la pensée
magistrale. lls bénéficient de 'expérience didactigue de leurs auteurs qui
sont des enseignants réputés.

Ces auteurs ont fait Ueffort de condenser en peu de pages leurs cours. Hs
ont su distinguer le fondamental de Uaccessoire, écarter 'éphémére du
durable. Ils choisissent de garder l'essentiel et d'épargner les jeunes esprits.

Année aprés année, la collection couvre progressivement 'ensemble
des enseignements de pharmacie.

Congus pour une durée de service aux mains des étudiants, ces Abrégés
sont mis a jour au fur et i mesure des besoins dictés par le progrés scien-
tifique, 'évolution de la profession pharmaceutique, ["adoption de
nouveaix concepts pédagogiques. ls s"inscrivent dans la continuité de la
collection des Précis de pharmacie que dirigeait notre maitre, le regretté
Professeur M.-M. JANOT et apportent leur originalité a la bibliothéque de
'étudiant en pharmacie.

Ouvrages du premier cvele ou du dewxiéme cycle des études pharmaceu-
tigues, leur connaissance est nécessaire pour aborder le troisiéme cvele
pharmaceutigue.

La souplesse que nous avons choisie pour cette collection en fait son
sucees ef Iégitime Uespoir gue nous avons placé en elle.

Yves COHEN

Doyen honoraire de la faculté des sciences
pharmaceutiques et biologiques

de Numiversité de Pans-Sud (Panis X1)
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CHAPITRE PREMIER

GENERALITES
SUR LES METHODES OPTIQUES

De nombreuses méthodes analytiques sont fondées sur les interactions entre
la matiére et une radiation electromagnetique. 1l peut s'agir de photométrie
dans le visible, 'ultraviolet ou l'infrarouge, voire dans le domaine des rayons X.
Les mesures sont réalisées aussi bien sur un liquide ou sur un solide ([comme
dans les spectromeétries d'absorption moléculaire) que sur une vapeur atomique
produite par exemple dans une Mlamme.

Il est également possible d’etudier les diverses spectrometries de résonance
magnétique mais aussi les phénoménes de diffusion de la lumiere ou de
polarisation rotatoire qui sont a la base de déterminations qualitatives et
quantitatives importantes.

Avant d'envisager un certain nombre de ces methodes analytigues, 1l est
opportun de faire quelques rappels concernant les radiations électroma-
gnetigues.

RAPPELS SUR LES RADIATIONS LUMINEUSES

Toute radiation lumineuse est constituée de deux composantes : un vecteur
champ magnetique et un vecteur champ electrique, qui sont perpendiculaires
el varient d'une lacon sinusoidale. En realite, chacun de ces deux vecieurs
champ, est lui-méme le résultat de la composition de deux vecteurs symetriques
de longueur constante et animés d'un mouvement circulaire uniforme de sens
opposeé el de méme vitesse (v. p. 159 et p. 194).

La vibration lumineuse se propage dans une direction perpendiculaire aux
deux vecteurs pour former une onde lumineuse : c'est le caractére ondulatoire
de la lumiére (fig. 1)

Mais I'existence de cette onde ne peut pas expliquer toutes les propriétés
opligues et 1l est necessaire de considerer en outre la radiation comme une
serie discontinue de « paguets » ou « guantums » d'energie, ou photons ; ¢'est
le caractére guantigue de la lumiere. Les interactions entre la matiere et la
lumiére correspondent a Pabsorption ou i I'emission par la premiére de I'un
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2 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORGANIQUE

de ces quantums d'énergie et, dans ce cas, il est nécessaire de faire appel &
cette notion de photon. Mais trés souvent, l'utilisation du caractére d'onde
est plus aisée, notamment lorsqu'interviennent de nombreux photons.

e — - e E—— e —— S — — ——

Plant alie il il edun oliamigs el b

P L [DIEE AN FR LTENT
]
Pian ole wilmanioe s du chgamm mranata i

Fic. 1.

Notions quaniitatives

Les aspects quantitatils concernant la radiation lumineuse portent surtout
sur le caractére ondulatoire. C'est ainsi gque la distance qui sépare deux passages
du vecteur champ (électrique ou magnétique) i la méme valeur algébrique,
est la longueur d'onde . Cette valeur doit théoriquement étre exprimée en
systeme international (S1), c'est-a-dire en métres, mais dans le domaine
lumineux, cette distance est petite el est exprimée en micrométres (pm)
correspondant 4 107% m, en nanométres (nm) correspondant a 10~ * micro-
métres (10 % m) ou méme en picométres (pm) (10714 m)*,

De ce [ait, il existe trés généralement un certain nombre de longueurs d'onde
dans l'unité de longueur. Ce nombre est appelé nombre d’ondes v’ (ou o) et
comme tel il n'a pas de dimension :

L

_Im
Y im

Mais 'habitude a prévalu de neghiger le fait que le numérateur est exprime
en metre : le nombre d'ondes est alors affecté d’'une unité qui est I'inverse du
metre ou m ' Ainsi, 4 une radiation de longueur d'onde de | pm (10 ® m)
correspond un nombre d'ondes de 10° m ™', Toutefois, cette valeur est trés
grande el peu maniable, aussi 'habitude a-t-elle prevalu de conserver dans ce
cas I"ancien systéeme C.G.S. et d’exprimer le nombre d'ondes en em ™', Dans
lexemple choisi, il est de 10000 cm ™",

* On utilisait autrefois une unité qui n'est pas cohérente : 'Angstrom : 1 A = 0,1 am.
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Qutre les notions spatiales, il existe des données temporelles : le temps qui
sépare deux passages du champ a la méme valeur algébrique est la période T.
Le nombre de périodes par seconde est la fréquence.

I sec
v T sec

L unité usuelle de fréquence est le hertz (Hz) ou cycle par seconde (c.ps.) :
1 Hz =1 cps.

Enfin une derniére notion correspond a la vitesse de propagation de celte
vibration lumineuse. Dans le vide elle est : ¢ = 29979 % 10° m . s ',

Dans les milieux transparents matériels elle est toujours inférieure i cette
valeur. Le rapport n entre les vitesses dans le vide et dans un milieu materiel
est l'indice de réfraction par rapport au vide, toujours supérieur i 1.

Cette vitesse ¢ est constante et correspond donc au rapport entre I'espace
parcouru et le temps mis i le parcourir. Cest-a-dire que :

A

&
C=_
T

il en résulte que

v | o«
T Ay
Il v a donc proportionnalité entre la fréquence et le nombre d’'ondes dans
le vide v = ¢v'.
I
Dans un milieu materiel la vitesse v de la lumiere est v = E = _,

Il en résulte que An = Ay, c'est-ia-dire que A est plus courte que A,.

Energie d'un photon

L'énergie E d’un photon est directement proportionnelle 4 la fréquence :

he
E=hkhv=—=hev
Iy

ou h est la constante de Planck, trés proche de 6,6256 x 10 % J.s.; hv est le
quantum d'énerge.

Ces equations montrent que I'énergie est inversement proportionnelle a la
longueur d'onde, mais en relation directe avec la fréquence et le nombre
d'ondes. Ceci explique que 'on préfére actuellement définir les spectres en
termes de [réquence ou de nombre d'ondes plutol gu'en longueurs d'onde.

Mais cependant, pour les zones spectrales connues depuis le plus
longtemps, comme le visible ou l'ultraviolet, on continue a exprimer les valeurs
des maximums des pics en longueurs d'onde.

com
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Inrensite lumineuse

Un rayon lumineux porie une certaine énergic qui est cmise par une source
el propagée a travers un milieu ou une série de milieux vers un récepteur ou
il est detecte.

Sur son trajet, le rayon peut subir une absorption partielle, il peut egalement
changer de direction par réflexion, réfraction ou diffraction, ou encore 1l peut
¢tre particllement ou totalement polarise,

L'énergie lumineuse émise par unité de temps est le pouvoir de radiation
parfois improprement appelé intensité. L'intensité lumineuse proprement dite
est le pouvoir radiant émis @ partir de la source par un angle solide unité
dans une direction donnée.

INTERACTION ENTRE RAYONNEMENT ET MATIERE

Dans le cas des méthodes spectrales, c'est géneralement le vecteur champ
électrique gui est le plus important. En effet, par définition, si une particule
chargée est placée dans ce champ, elie est soumise a une force. Dans le cas
du rayonnement eleciromagnétique, le champ électrique varie d'une fagon
sinusoidale. Ainsi une particule chargée (électron ou molécule polaire) située
dans la trajectoire du rayon, subit la premiére moitié d’une période une lorce
la poussant dans une direction donnée et pendant la seconde moitié du cycle,
une force la poussant en sens oppose, elle subira amnsi des attractions et des
répulsions alternées. Si cette particule est animée d'un mouvement de rotation
ou de vibration, 1l est possible que la fréquence de la radiation électroma-
gnetigue soit en phase avec ce mouvement. il en résulte une absorption
d'énergie se traduisant par une amplification du mouvement et donc une
augmentation de 'énergie du systéme (résonance).

La fréquence du mouvement est liée d la masse de la particule qui le subit :
seules de faibles masses autorisent des fréquences élevées (faible inertie). Il en
resulte que les variations d’énergie les plus importantes, correspondant aux
frequences les plus elevees, ne peuvent concerner que les electrons, dont la

masse est de beaucoup plus [aible que celles des noyaux atomiques et donc
des atomes entiers.

Transitions spectrales

Cependant, 'énergie d'une particule qui ne peut se mouvoir que dans un
espace tres restremmt (de Nordre au maximum des dimensions moléculaires) est
limitée a certaines valeurs, contrairement i ce qui se passe pour les objets A
notre echelle.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

GENERALITES SUR DES METHODES OPTIQUES 5

Seules sont donc « permises » certaines valeurs : c'est la quantification de
'énergie. L'énergie ne peut étre absorbée ou émise que sous forme de quantums
hv bien définis, on a alors une transition. Les énergies permises pour un type
de mouvement de vibration ou de rotation et pour un atome ou une molécule
donne, sont souvent represeniees par un diagramme comportani des niveaux
honzontaux sur une echelle verticale d'energie. Ces miveaux correspondent a
des etats d'énergie stationnaires. Le passage d'un niveau i un autre est
schematise par une lléche verticale dont la longueur est proportionnelle
au quantum d'energie hv (v. p. 15).

Tous les états stationnaires possibles n'ont pas la meme stabilite. Le plus
stable posséde le niveau dénergie le plus laible @ c'est [érar normal ou
Sondamental. Les autres niveaux correspondent a un gain d'énergie et sont, de
ce fait, nommes érats excités. Tout systeme excite doit revemir a ['etat
[ondamental en perdant I'energie absorbee : c'est la relaxation. Un systeme a
état fondamental ne peur passer d un état excité que s'il regoit un quantum
d'energie (photon) exactement approprié.

e Terme spectral. — La [réquence v et donc le nombre d'onde v sont tels

gue le quantuam hv absorbable correspond a la différence d’énergie entre
2 niveaux,

hv = E, — E;
soil

E,

¥ = el \-’—El
T h h " he  he

~

e est appelé rerme spectral. Le fant que le nombre d'onde correspond 4 une
-

difference de 2 termes avait déja eté découvert experimentalement par Balmer
et Ritz dans le cas du spectre de Mhydrogéne, puis par Rydberg dans le cas
des alcalins. Il a conduit & proposer la notion de nombre quantique.

& Nombres guantigues. — Sans revenir sur un domaine qui a éé étudié en
chimie génerale, il est utile de rappeler quelgues points.

Pour rendre compte de I'existence de termes spectraux dont la difference
correspond aux transitions mettant en jeu Pémission ou absorption d'un

photon, il a été nécessaire de faire intervenir des nombres entiers, dits nombres
guantigues.

* Les théones modernes veulenl gue Penergie soi consideree comme negalive. 1
faudrait donc écrire en toule ngueur °
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Dans le cas de Fatome, 4 nombres quantiques existent dont le jeu déhinit

complétement la situation d'une particule {par exemple de Pélectron vis-a-vis
du noyau). Ce sont :

~ le nombre quantique principal n qui doit toujours étre supérieur a 0

— e nombre quantigue secondaire | qui est inférieur ou égal a n — |

— ke nombre quantique magnétique m, qui est tel que sa valeur est comprise
entre —let +1: —lsm< +1

— enfin le quatriégme nombre quantique ou spin, qui, dans le cas de
Félectron, prend des valeurs demi-entiéres : + 1/2 et non plus entiéres.

Tres frequemment et notamment en résonance magnétigue, on appelle
« nombre quantique magnetique m» la somme du nombre quantique m; et du
S[in.

Dans le cas des molécules, d'autres nombres quantiques sont utilisés : les
nombres gquantiques de rotation J et de vibratton v dont les valeurs sont
toujours entiéres.

DIFFERENTES SORTES DE SPECTRES

Définition d'un spectre

Lorsque, a I'aide d'un systéme dispersil : prisme ou réseau, on décompose
une lumiére quelcongque, on observe une suite continue ou discontinue de
radiations, dont chacune posséde une [réquence bien définie. Une telle
radiation est dite monochromatique. Elle correspond d une transition bien
définie, telle que nous I'avons étudiée précedemment.

En réalité, une radiation exactement monochromatique est une abstraction,
car ¢lle serail infiniment fine et donc inobservable, Ce que I'on peut voir sur
un spectre, méme si celui-ci est discontinu, ce sont des radiations ayant une
certaine largeur, de lordre de 0,1 x 10 * nm (0,1 pm) au minimum.

Il est possible de distinguer les spectres en fonction de différents caractéres.

Specires continus ou discontinus

En théorie, tout spectre est compose d'une suite de radiations distinctes,
correspondant chacune @ une transition déterminéc.

En fait, lorsque les différentes radiations monochromatiques sont inliniment
nombreuses et rapprochées, le spectre est continu; c'est le cas par exemple du
spectre de la lumiére solaire.

Dans le cas contraire, o il ¥y a un nombre fini de radiations, le spectre est
discontinu.
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Spectres de raies — spectres de bandes

Lorsque le nombre de radiations est relativement petit dans un intervalle
de longueurs d'onde donne, les raies apparaissent nettement s¢parces et
distantes les unes des autres, méme s Fon ne dispose que d'un appareil &
pouvoir de résolution assez faible. Un tel spectre est dit : spectre de raies.

Au contraire, dans d’autres cas, le nombre de radiations est grand. Les raies
apparaissent bien moins séparées el sont regroupées en suites continues
constituant des bandes, d'ou le nom de spectre de bandes.

Cependant, ¢en augmentant le pouvoir de résolution, on se rend compte
quune bande est constituee par I'association de rases. 11 semblerait donc inutile
de faire cette distinction. En réalité, elle est trés importante, car l'origine de
ces 2 types de spectres est dilferente. Les spectres de raies sont produiis par
des atomes, les spectres de bandes, par des molécules.

Spectres d'émission et d'absorption

Si le spectre observe présente des raies ou des bandes brillantes sur fond
noir, cect traduit une emission de lumiére 4 la suile d’une transition intéressant
Fatome, le radical ou la molecule examines; il s'agit donc d'un spectre
d'emission.

Si au contraire, les raies ou les bandes sont sombres ou mémes noires sur
fond brillant, c’est gu'il ¥ a eu absorption de certaines parties d'un spectre
imitialement continu. Le spectre observé est un spectre d'absorption.

Comme cela a ete vu precedemment, la difference entre les 2 niveaux
d'énergie intéressés par une transition donnée est la méme, qu'il y ait passage
d'un miveau E, excilé & un mveau E, avec émission d'une radiation de
fréquence v, ou quil v ait passage du mveau E,; au mveau E, par absorption
d'un quantum d'énergie hv.

La lrequence et donc le nombre d'onde ou la longueur d'onde sont donc
exactement identiques dans les deux cas.

Différentes régions spectrales

L'observation de spectres électromagnetiques peut etre realisee dans un trés
large domaine de requences.

Le tableau | donne les limiies classiques de ces domaines.

Les domaines dont les fréquences sont les plus grandes, ¢est-i-dire on les
transitions sont les plus énergétiques, correspondent a des variations concer-
nant les ¢lectrons.

Le changemeni de niveauw d’'un ¢leciron périphérique correspond a l'ultra-
violet ou au visible, tant dans le cas des atomes, que des molécules. Si des
electrons internes sont concernés, on entre dans le domaine des rayons X.
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Mais on obscrve ¢galement des variations d'énergie dues d la vibration des
liaisons entre atomes constituant la molécule. ou 4 la rotation des molécules.
C'est le domaine de linfrarouge moyen ou lointain (micro-ondes).

Enfin les variations de spin font intervenir des éncrgies qui correspondent
aux ondes radio. Elles conduisent aux spectrometries de resonance magnetique.

Spectres de fluorescence

Dans le cas oo un quantum d'énergie est absorbé par un atome ou une
molécule, celui-ci est done porté & un miveau énergetique plus élevé que le
niveau de départ. Ce niveau excité est instable et I'énergie acquise doit étre
eliminée.

Dans le cas de atome, et pour le passage au niveau énergetique imme-
diatement superieur, il y a reémission d'un photon identigue a celm qui a été
absorbe, mais dans celui d'une molecule, Uénergie acquise peut étre dissipée
par un certain nombre de mécanismes : transformation en chaleur, vibrations
des atomes constituant la molécule. Il n'y a donc pas normalement de luniére
réémise. Cependant, dans certaines structures, ou la présence de cycles entrave
les mouvements et donc la déperdition d'énergie, une partie de celle-ci est
emise sous lorme d'une radiation lumineuse pour permettre le retour de la
molécule 4 son niveau d'énergie initiale. C'est le phénoméne de fluorescence
ou la radiation émise a une fréquence plus faible que la radiation absorbeée.
Ceci est compréhensible puisque I'énergie réémise sous forme d’un photon est
plus l[aible que I'energie absorbee.

C'est ainsi que maints composés organiques, irradiés par une lumiére
ultraviolette, fluorescent dans le domaine visible.

'observation des spectres de fluorescence se [ait évidemment non pas dans
la direction du faisceau lumineux excitateur, mais dans une direction perpen-
diculaire,

Par analogie, Vobservation de lumiére reémise par des atomes dans des
conditions opératoires identiques est appeléee fluorescence atomique. Elle est
réalisée dans le domaine visible et ultraviolet. 1l existe également une
Nuorescence atomique dans le domaine des rayons X,

Spectres de diffusion Raman

Un phénomene qui présente a premiére vue quelque rapport avec la
uorescence est 'effet Raman. lci encore une lumiére est émise par un
echantilon irradié par une radiation monochromatique, et cette lumiére donne
un specire dont les raies présentent des vanations de longueur d'onde par
rapport @ celle de la radiation initiale.

Mais dans la Nworescence, la lumiére monochromatigue incidente est
absorbable par I'echantillon et fait donc partie du specire de la substance
etudiée,

Au contrare, en spectroscopie Raman, la lumiére incidente correspond i une
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raie qui ne peut pas ¢ire absorbée d'une fagon appréciable par la molécule
é¢tudiee. La variation de longueur d'onde dans l'effet Raman est due i
l'extraction d'une certaine partie de I'énergic des photons incadents. Cetle

energie est utilisée pour porter les molécules 4 un niveau énergétique de
vibration plus eleve.

ASPECT QUANTITATIF DE L'ABSORPTION D'UN RAYONNEMENT :
LOI DE BEER-LAMBERT

Cette loi exprime que la diminution de l'intensité lumineuse {done du nombre
de photons) d'une radiation monochromatigue est proportionnelle auv nombre

. . . ol
de particules {(atomes ou molécules) qui absorbent, soit - = — kI, o0 dl est
i

lintensité lumineuse absorbée 4 partir d'une valeur 1 de Pintensité, par
Faugmentation dn du nombre de particules absorbantes. k est une constante.
Par integration entre les limates : 1, intensité initiale et | intensité finale

Ili[ M
J. = —.I:j dn
I ] ¥

|
lnl—z—EN

0

on obbent

N est le nombre de molécules ayant absorbé, pour un rayon lumineux de
section égale & I'unité.
Pour une section de surface s I'equation devient
I .
In— = — k'N,
[[l
La quantité N, exprime le nombre de particules ayant réalisé labsorption,
Il est plus classique de faire appel pour déterminer ce nombre 4 la
concentration et a l'epaisscur traversée par la lumicre

In I = — k"l¢

I.u.
Comme toujours, on passe aux logarithmes decimaux

|
log 'Eﬂ = A = El¢

L inversion du rapport I" a pour but de supprimer le signe négatil. A est nommé

extinction, ahsorbance, ou densité optigue. Le rapport — est la transmission
0

. : . i
(transmittance). 1l est souvent exprime en transmission pour cent : 100 — .
a

.com
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E est le coefficient d'extinction ou absorptivité (indice d'absorbance). 1l est
exprimé pour une concentration de 19/ et une longueur de 1 cm.

La Pharmacopée lrangaise utihise également une expression dans laquelle
la concentration est exprimée en grammes pour cent, on a alors le coelli-

« [ e

cient E,

Enlin pour tenir compie du poids moleculaire M on utihse 'absorptivité
molaire ou coeflicient d'extinction molaire & :
AxM

!:: —
Ic

PRINCIPALES SOURCES LUMINEUSES

Selon les cas, I'analyste a besoin de sources lumineuses qui produisent un
spectre continu ou au contraire une lumiére monochromatique sélectionnée
a partir d'un spectre discontinu.

Sources continues

Les sources les plus habituelles de spectres continus sont incandescentes.
Dans le cas théorique du corps noir comme dans les cas réels, I'émission donne
des photons d’autant plus énergétiques que la température du corps noir
augmente. Ainsi le domaine de I'infrarouge, relativement peu énergetigue, est
couvert pour des températures de I'ordre de 2000°K alors qu'il faut atteindre
des températures nettement plus élevées pour obtenir un spectre visible et a
fortiori ultraviolet,

Un spectre continu peut aussi etre obtenu par decharge electrique dans des
gaz a pression relativement élevée, c'est le cas des lampes a hydrogéne, i
deutérium, ou & arc au xénon,

Sources discontinues

Pour obtenir un spectre discontinu il est possible de réaliser une décharge
electrique dans un gaz contenanl des atomes libres, tel qu'une vapeur
metallique ou un gaz rare, sous pression reduite.

Les atomes libres peuvent également étre excités par un phénoméne
thermique (lamme) ou électrique (arc ou étincelle).

Lasers

Le laser® est une source de radiation monochromatique particuliérement
mteressanie lorsqu'il s'agit de fournmir une energie importante. En effet la
lumiére émise est cohérente ¢t de ce fait, un faisceau de lumiére paralléle a

* Light Amplification Stimulated Emission Radiation.
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trés peu tendance a diverger lors de sa propagation. Ceci permet de concentrer
une grande energie sur une petite cible, méme i distance considérable.

L'importance analytique des lasers provient, outre ce fail, du caraclére
hautement monochromatique de la lumiére émise. Le laser est notamment
utilise comme source d'excitation en spectroscopie Raman, en (luorescence et
en speciromeine de masse.

TRANSFORMEE DE FOURIER

Une fonction, relative par exemple au temps, f(t) peut étre transformée
mathématiquement en une fonction de la frequence F(v), c'est-a-dire en un
spectre.

Cette fonction F{v) est appelée transformée de Fourier de fi1).

La possibilite d’obtenir des transformeées de Fourler n'est pas exclusive d'une
fonction du temps. Elle est également applicable i d’autres variables.

Dans le cas de la spectrometnie de résonance magnetique nucleaire si1, au
hieu de soumettre I'échantillon & un champ sinusoidal H, de fréquence v,
pendant un temps important, on le soumet & ce champ pendant de courts
moments (impulsions), on enregistre 4 chaque fois un champ magnétique,
induit par la résonance, selon laxe des x, qui, lorsque le champs H, esi
supprimeé, décroit en fonction du temps, selon une courbe périodigue.

La transformee de Fourier permet d'accéder au spectre F(v) et comme les
impulsions sont trés bréves, il est possible de laire la somme d'un grand nombre
d’enregistrements.

Ceci conduit 4 une amelioration importante de la sensibilité,

Dans le domaine de l'infrarouge, si I'on enregistre un interférogramme (3
deux ondes) celui-ci dépend de la dilférence de marche A entre les 2 ondes,
qui est vanable pour chaque longueur d’onde {ou [réguence).

On peut done ici obtenir F(v) en fonction de f{A).

(est egalement par cette méthode que I'on obtient le « lissage » des courbes,

AUTRES METHODES OPTIQUES

A coté des techniques spectrales gui font intervenir des phénoménes au
niveau atomigue ou moléculaire, d’autres méthodes sont utilisables en chimie
analytique. Clest par exemple la réfraction qui permet d'étudier le rapport
entre les vitesses de la radiation d'une fréquence donnée dans le vide et dans
le milicu considére, ou indice de rélraction.

Dans un autre domaine, la polarisation et Pactivité optique sont 4 la base
de la polanmetrie et d'éludes structurales griace 4 la dispersion rotatoire et
au dichroisme circulaire,
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ETUDE DES SPECTRES ATOMIQUES
(spectres de raies)

Ces spectres font intervenir la variation de Penergie des electrons d'un atome
ct, essenticllement de ceux qui s¢ trouvent sur la couche la plus externe
(¢lectrons de valence). Toutefois, peuvent egalement exister des transitions qui
intéressent les électrons des couches profondes et qui conduisent 4 une
spectroscopie de rayons X, Seul est envisagé dans cetl ouvrage, le domaine des
spectres visibles et ultraviolets,

ETUDE THEORIQUE

Cette etude a pour but essentiel de rappeler et de préciser un certain nombre
de notions, qui ont éte, au moins en partie, vues dans les cours de chimie
generale et de physique.

Régles de sélection pour les transitions électroniques

A Tetat normal, un atome possede un ou plusieurs electrons qui se trouveni
a un niveau dénerge E, dit niveau londamental.

Les miveaux d'énergie ont é1é clussés selon les orbites électroniques : K, L.
M. N.... en couches numerotées 1, 2, 3, 4. et | de plus, a l'intéricur de chacune
des couches, en sous-couches dénommees s, p, d et .

Awmsi, un niveau donne est defim par Je numero de la couche puis par la
lettre indiquant la sous-couche. Par exemple, le miveau fondamental de
Pélectron de valence de M'stome de sodium est 35

Lors de Fabsorption d’un photon, latome passe a un etal excité el, comme
cet ctat est mstable, retombe au niveau fondamental en réeémettant un ou
plusicurs photons selon les cas.

Le gquantum dénergie ainsi absorbe ou émis, correspond 4 la différence
d'energie des deux miveaux interessés. Dans le cas de la raie D) du sodium, la
transition correspond au mveau fondamental 35 et au mveau excite 3 p.

Muais toutes les transibions theonguement possibles en fonchion des diffe-


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

14 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORCGANIQUE

rentes couches ¢l sous-couches électroniques ne donnent pas lieu a 'obser-
vation de rajes dans le spectre d'un element.

Ce fait conduit & proposer des régles de sélection expérimentales, qui
indiquent que seules sont permises les transitions correspondant au tableau I

Tableaw 1.

] 1 5 n I."a

LN ?nm
i d H><rrld
n, n

Le sens des [leches indique la transition correspondant a "absorption d'un
quantum d’energie.

Dans le cas des transitions s — p. p — d, d — [, le chilfre n, peul étre égal
ou superieur @ n,: dans le cas mverse : p — s, d — p, [ — d, n, est obliga-
toirement supéricur & n,. Les autres transitions envisageables, gui ne corres-
pondent pas i des raies du spectre, sont pour cette raison, considérées comme
interdites.

i
&

Multiplicité des raies

Dans le cas des sous-couches p, d et [ 1l existe non pas un seul, mais n
niveaux énergétiques, différents, bien que généralement proches. Le nombre
neorrespond au numéero de la colonne de la classification péniodique, augmente
d'une unite. L'existence de ce nombre plus ¢leve de niveaux provoque la
multiphicite des raies. Ainst dans le cas du sodium ou du potassiom gqui
appartiennent i la colonne 1 de la classification périodique, ce fait se traduit
par un dédoublement des raies. Le phénomeéne a ¢t¢ mis en evidence
inihalement dans le cas de la rate 1D du sodium.

Cette multiplication des niveaux energeligues, provient de caractéristiques
de spin differentes pour chacun des électrons de valence.

Raies de résonance

Parmi les transitions electroniques susceplibles de se produire, il en est une
gui correspond au passage de I'electron de son niveau fondamental au niveau
immeédiatement supéricur, puis au retour de ce niveau instable vers le mveau
fondamenital. Dans le cas du sodium, elle correspond a la classique raie D
qui provient de emission ou de 'absorption de photons dont la longueur
d'onde est de 589 nm {ou 589,59 nm). La transition mise en wuvre se produit
entre le niveau fondamental 3 s et 'un des deux niveaux excités immeédiatement
superieunrs ip.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

ETUDE DES SPECTRES ATOMIQUES 15

Ce sont les radiations correspondant a ce type de transition qui permettent
d’obtenir le phénoméne de résonance lumineuse. Elle consiste a envoyer dans
un ballon contenant sous faible pression une vapeur atomique de I'élément
(par exemple le sodium), la lumiére monochromatique correspondant 4 la
transition décrite ci-dessus (par exemple la raie D). Le ballon s'illumine alors
en émettant exclusivement une lumiére de fréquence identique, C'est en raison
de ce phénoméne que la radiation qui le provoque est nommée radiation de
reésonance.

La raie de résonance est généralement la plus intense du spectre d'un atome
faiblement excité car elle correspond & la transition la plus flacile puisque la
moins énergétique. C'est la raison pour laquelle, elle est utilisée préférentielle-
ment dans un but quantitatif, notamment en photométrie de lamme ou en
spectrométrie par absorption atomique.

Si au contraire, 'atome regoit un quantum d’énergie qu'il est susceptible
d’absorber mais qui est plus grand que celui qui produirait la résonance, il
est porté d un niveau énergétique supérieur, par exemple, dans le cas de 'atome
de sodium initialement a I'état fondamental, de 35 a 4 p ou 5 p. Dans ce cas,
I'tlectron ne va pas nécessairement retourner @ son niveau fondamental par
un processus unigue. Mais il pourra passer par des états intermédiaires, comme
le montre la figure 2.

ap
8 - 3d

45

3s

a by
FiG. 2. — Représentation schématique des raies émises
apres absorption par un atome de sodivm d ‘un photon hv.
a) Dans les cas des raies de résonance.
by Dans un autre cas.

iBien que le niveau 3d soil théoniquement dédouble, il a ¢1€ représenté par un niveau
unigue, la dilférence entre les 2 niveaux éant infime.)

Une radiation émise dans ces conditions n'est donc pas obligatoirement
celle qui a ete absorbee. 1l n'y a donc pas réesonance mais production de raies
plus ou moins nombreuses. Ainsi, si F'on fournit 4 atome une énergic
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importante, par exemple & Paide d'un arc électrique, de nombreux électrons
de valence, dans chaque élément, peuvent étre excités ¢t portés a des niveaux
énergétiques variés. 1l en résulte gque le rayonnement peut contenir un grand
nombre (parfois jusqu’a plusieurs milliers) de raies de longueurs d'onde précises
et reproductibles, surtout dans le domaine du spectre visible et ultraviolet.
Cette observation est a 'origine de 'analyse qualitative et quantitative par
spectroscopie d'émission.

fomisarion

Lorsqu'un électron regoit une énergic sullisamment importante, il peut non
seulement passer d'un niveau moins energétique a un mveau plus excite, mais
s'eloigner du noyau i une distance telle, qu'il se libére de son attraction : c'est
Fonisation,

A leur tour, les electrons externes de 'ion amnsi forme peuvent éire excites,
mais il est évident que la structure électronique de ion est différente de celle
de I'atome neutre; ainsi, 'ion He " issu de I'hélium, qui ne posséde plus gu'un
électron périphérique, ressemble plus a 'hydrogéne qui I'atome dont il est
issu. Pour cette raison il est nommé « hydrogénoide ». Le spectre de cet ion
s¢ rapproche de celui de Phydrogéne, mais n'est plus comparable a celui de
I'hélium. D'une maniére générale, on peut dire que le spectre d'ion porteur
d’une seule charge positive, ressemble & celui de 'atome neutre correspondant
4 la colonne de la classification periodique, de numéro immediatement
inferieur. Ainsi par exemple le spectre de I'ion Ca " ressemble i celui de "atome
de potassium. Cette ressemblance ne se situe evidemment pas au niveau de
la valeur des longueurs d'onde, mais correspond a des aspects voisins
notamment au mveau de la multplicite.

Ceci explique gue 'étude du spectre d'étincelle d'un élément, dans lequel
I'énergie fournie par une étincelle électrique est trés importante, montre de
trées nombreuses rales, mais dont une grande proportion est différente des
raies observees sur un spectre d'arc electrique. En effet, dans ce dernier cas,
Pénergie est sculement suffisante pour exciter les atomes alors que, dans le
rayonnement ¢mis par Pétincelle eélectrique, on observe le spectre des 1ons
formés, alors que celul de latome neutre tend & disparaitre. 11 en est
fréquemment de méme avec le spectre d'émission obtenu par plasma.

REMARQUES

al Liomisation par absorption d'énergie dont il est quesiion ici, est dilférente dans
son principe et dans ces resultais, de la formation des ions conventionnels, 1els quils
peuvent exister en solution ou dans un cnistal 1onigue. Notamment la régle de Fociet
n esl pas obligaloirement suivie. Clest pourguod, des ions « non classigues » comme He*
ou Ca® onl €& clés précédemment.

by Liomisation peut ne pas sarréter 4 des ions porteurs d'une seule charge et il est
pussible en lournissant sulfisamment d'énergie de dépouiller peu & peu un atome de ses
clectrons, A chaque ion correspond un specire différent.
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Potentiel d'excitation — Potentiel d'ionisation

Pour rendre compte quantitativement de I'énergie nécessaire pour exciter
puis pour 1omser un atome, on peut laire appel a la notion de potentiels
d'excitation et dlionisation,

Lorsqu'une certaine eénergie E, est fournie 4 un atome, par exemple 4 la
suite d'un choc avec un autre atome ou un électron elle est utilisée d’'une part
pour exciter ou iomiser 'atome et d’autre part pour communiquer une certaine
éncrgie cinétique E, 4 Patome (et 4 I"electron dans le cas de Pionisation). On
peut ecrire :

E, = hv + E,
ou E, =e¢V+E

ou ¢ est la charge de I'électron et V le potentiel d'excitation ou d'ionisation
de I'atome.

Ces potentiels peuvent ¢tre mesurés par la méthode de Franck et Hertz qua
cst fondée sur le principe suivant,

Si un ¢lectron de faible énergie cinétique entre en collision avec un atome,
cel electron rebondit sensiblement sans perdre son énergie cinétique; le choc
est pratiquement ¢lastique. Mais si Pénergie cinétique de 1'électron est
augmentée en le soumettant 4 une dilférence de potentiel de plus en plus
importante, il arrive un moment ou Pélectron peut céder une partie de son
energie, a4 l'atome qu'il a heurte; le choc n'est plus elastique, et dans cetie
collision, I'un des électrons de IN'atome peut étre amené a un €tat excilé ou
meéme étre arraché.

He
v 8 e
20lf h
B
"1{”-
e . R
101 { % i TN '-‘:;"
b
Lt Na X
ob— v a0 i 1 i L
10 20 30 40 50 &0 70 BO 90
Ficc. 3. — Potentiels d'ionisation des différents déments.

I.’¢lectron auteur du choc a cédé une partie de son énergie et ne conserve
donc comme éncrgie cinétique que la dilference entre la valeur imitiale et
Fenergie cedee :

E = FE, - eV
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Il sullit donc de tracer la courbe de I'eénergie cnetique des électrons (ou
d'un paramétre qui lui est lié) en fonction du potentiel appliqué. Sur cette
courbe on observe les valeurs du potentiel pour lesquelles I'énergie cinétique
chute {par suite de la cession d'énergie aux atomes). Ces valeurs correspondent
aux polentiels d'exatation puis aux potentiels dhionisation de 'atome consi-
déré. Les énergies d'excitation et d'ionisation sont en relation étroite avec les
propriéiés chimiques des éléments. Ainsi les potentiels des métaux alcalins
sont les plus faibles, alors que ceux des gaz rares sont les plus éleves (fig. 3).

Proportion d'atomes excités : loi de Boltzmann

Les etats excités présentent un niveau énergétique supérieur a |'état
fondamental. Or tout syst¢me tend & évoluer vers un état de momndre energie.
Il en résulte que les états excités sont instables et que la probabilité pour un
atome de se trouver d I'état excite est plus petite que celle d'exister 4 I'état
fondamental. De plus la probabilite diminue au fur et 4 mesure que l'etat
énergétique est plus cleve.

Cette régle est traduite gquantitativement par la loi de Boltzmann qui, en
premiére approximation, s'exprime par 'equation :

N=Nge

o1l

N est le nombre d'atomes a 'état excité denerge E_,

Ng le nombre d’atomes a I'eétat fondamental,

E, lénergie du niveau excité,

E, l'énergie du niveau fondamental,

T la temperature absolve et k une constante.

DYun point de vue pratique, la proportion N/N, dépend évidemment du
potentiel dexcitation de Natome considéré. Dans les meilleurs cas clle est de
Fordre de 10°* & 107 ® pour les atomes excités.

Largeur des raies

Comme cela a eté vu precedemment, les raies correspondent @ une lréquence
fou 4 une longueur d’'onde) déterminée avec précision par le quantum hv
absorbé ouw émis. Elles devraient donc étre infimiment fines, en realite
l'observateur constate que ces raies sont visibles et donc quelles ont une
certaine largeur. Mais si 'on mesure Pintensité lumineuse émise {ou absorbée)
pour chague valeur de la fréguence, on constate que cette intensité varie en
fonction de la [réquence comme lindigue la figure 4.
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Fic. 4.

Une telle courbe est appelée profil de raie. Le maximum correspond a la
requence théorique et I'épaisseur de la raie Av est mesurée i mi-hauteur de
la courbe : cet élargissement est essentiellement di @ deux influences : celle

de la vitesse de I'atome qui émet ou absorbe et celle du champ électrique on
s¢ lrouve I'atome.

e Origine de I'élargissement des raies. — L'effet Doppler-Fizeau correspond
i l'influence de la vitesse de l'atome. 11 est observable pour tous les phénoménes
vibratoires aussi bien en astronomie (mesure des vitesses relatives des corps
célestes) que dans le domaine sonore ou ultrasonore (radar).

La variation exprimée en longueur d'onde est

ﬂlzlqcusﬂ
'

ou v est la vitesse de la particule

¢ la vitesse de la lumiére dans le vide

0 l'angle que [ait la trajectoire de I'atome avec la direction de I'observation.
Les valeurs de la vitesse v et de I'angle 0 sont différentes pour chaque atome

et se répartissent statistiquement. Ceci explique aspect gaussien de la courbe

traduisant I'intensite lumineuse en fonction de la longueur d'onde ou de la

fréquence.

L’effet Lorentz correspond i linfluence de la pression. Au fur et 4 mesure
que la pression s'¢léve, les collisions se multiplient, provoquant par la méme
des variations de vitesse.

L’effet Stark est observe dans le cas ou la source lumineuse est soumise i
un champ électrique, comme par exemple dans un arc électrique ou un tube
de Geissler.

On observe alors la décomposition de la raie spectrale en plusicurs raies
reparties symeétriguement autour de la frequence théorique. Ces raies ¢lant
nombreuses, il en résulte i encore un élargissement du profil de raie.

o Conséguences de Pélargissement des raies sur la validivé de la loi de
Beer-Lambert — Variation du coeflicient d’extinction. — Si une lumiére
correspondant i une raie d’emission d’un element, est envoyeée dans une vapeur
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atomique contenant notamment des atomes de cet élément i I'état fondamen-
Lal, ces derniers absorbent cette lumiére. Mais cette absorption est d’autant
plus importante gue la fréquence de la radiation est plus proche de sa valeur
théorigue. Il en résulte que la loi de Beer-Lambert ne sera applicable que pour
des valeurs sullisamment proches de cette fréquence idéale. En effet, le
coellicient d’extinction E n’est constant que pour une raie trés fine et varie en
réalité, pour une raie présentant une largeur donnée, selon une courbe
gaussienne tout & fait analogue & la précédente. 11 est donc nécessaire pour
pouvoir appliquer d'une {agon relativement précise la loi de Beer-Lambert de
partir d'une raie d'émission aussi etroite que possible. La figure 5 montre ainsi
que si P'on veut assimiler le coeflicient d'extinction E 4 une constante dans
un intervalle dv (courbe a) il faut que I'épaisseur de la raie d’émission (qui
sera donc absorbée par les atomes que 'on veut doser) soit au plus de &v
(courbe b). 11 en résulte que les conditions de température, de pression et de
champ ¢lectrique existant dans la source de radiations doivent étre compatibles
avec cette inesse. 11 ne faut donc pas depasser une certaine énergie dactivation,
sous peine de voir les résultats des mesures lausses.

E'T. b4

o e e e .

Fua. 5.

Autoabsorption. — Lorsque la concentration en atomes augmente dans la
vapeur, ceux d'entre eux qui sont i 'état fondamental, et donc beaucoup plus
nombreux que les atomes excités gui émettent des photons, sont susceptibles
d'absorber ces quaniums d'énergie, au niveau meme de leur émission et donc
sans qu'ils puissent étre détectes, dans le cas de la photometne de flamme, ou
étre utilisés, pour absorption atomigque.

Cette absorpiion in sita au niveau de la source de radiation est, ici encore,
d"autant plus intense que la fréquence est plus proche de la fréquence théorigue.

En elfet, cest pour cette valeur quiil v a a fa fois le maximum d’émission,
donc le plus de photons, et la plus grande probabilite d’absorption. Une
diminution de 'émission est ainsi observée pour celte longueur d'onde {ou
requence) theorigque (fig. 6). H peut meme arriver que cette absorption de la
longueur d'onde du maximum soit totale et que ne persiste de la raie gu'une
faible intensité de part et d'autre de la position théorique du maximum. Cest
le phénomene de renversement des raies.
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Or seules les lrequences correspondant & des longueurs d'ondes proches du
maximum sont susceptibles de permettre une détermination guantitative,
puisque le coellicient d'extinction n'est sensiblement constant que pour ces
valeurs. Ce phénoméne d'autoabsorption est donc particuliérement génant
pour des determinations quantitatives.

APPLICATIONS ANALYTIQUES DES SPECTRES ATOMIQUES

o Généralités. — Les spectres de raies font intervenir des transitions intéressant
des atomes libres et non pas des molécules. Or les atomes n'existent pas
I'état libre, dans les conditions normales de temperature, saul 51l s’agil de gaz
rares. lls ont tendance i s"associer pour donner :

— par des haisons covalentes des molécules
— par des haisons ¢lectrovalentes des composes ionigues.

Il faut donc fournir a ces composes une énergic relativement importante
pour rompre ces liaisons et permetire I'obtention d’atomes indépendants.
Ceux-ci doivent en outre rester isolés les uns des autres, pour ne pas réagir
entre eux. Cette derniére exigence nécessite le seul état de la matiére
qui permelie un hibre parcours moyen sullisant : I'élat gazeux. Les elements a
etudier se trouvent done toujours a 'état de vapeur atomique. Pour obtenir
cette vapeur I'énergie nécessaire est apportée par une élévation de tempeérature
produite par une lamme, un systéme électrothermique (four), un arc ou une
etincelle electrique, un plasma.

Dans ces conditions seuls persistent a coté des atomes, quelques radicaux
(OH", CN°) et de rares moleécules (H,0, CO ;).

o Domaine d'application. — Pratiguement tous les elements peuvent etre
ctudiés i I'étal d'atomes ou & I'état dions, si une éncrgie suflisante leur est
fournie. Cependant les methodes analytiques londees sur 'utilisation des
spectres atomiques sont, le plus souvent, appliquées aux métaux el d quelques
metalloides comme arsenic ou le selenium.
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Le spectre peut étre obtenu :

- soil par émission, en fournissant a "atome a I'état de vapeur ou a l'ion
forme a partir de cet atome, une énergie supplémentaire pour I'amener a un
ctat excite, qui lum permetira ensuite d'emetire des radiations de frequences
données;

— soit par absorption, en maintenant les atomes a I'etat fondamental et en
leur fournissant sous forme de lumiére des photons doués d'une énergie telle,
gqu'elle corresponde & une ou plusieurs radiations absorbables. Dans I'un et
I'autre cas, on peut atteindre un certain nombre de résultats utilisables en
chimie analytique. Tout d'abord, la fréquence (ou la longueur d’onde) d’une
raie est trés generalement caractéristique d'un élément donné. Cette observa-
tion conduit & une possibilité nouvelle d’analyse qualitative. Mais les spectres
de raies ont ¢galement des applications dans le domaine quantitatil en utilisant
la loi de Beer-Lambert.

Tant pour DNdentification que pour le dosage, l'analyste a la possibilité
d’'opérer en émission ou en absorption. Le choix de I'une de ces deux methodes
dépend surtout de raisons pratiques (réalisation d'appareils susceptibles de
donner le plus commodément le spectre désiré). En effet selon le but recherché,
le type de spectre souhaité est dilférent :

— quand on opére une recherche gqualitative, on ne peut pas se borner a
déterminer une scule raic pour caractériser un élément, saul dans des cas
simples comme les métaux alcalins, 11 est donc intéressant d’obtenir un spectre
riche en raies, donc réalisé avec une source trés énergétique : arc ou étincelle
electrique. Pour éviter les erreurs ou les difficultés dattribution, il est
souhaitable de mesurer les longueurs d'onde de 3 raies. Le spectre peut étre
observe visuellement (spectroscopie) photographié (spectrographie) ou enregis-
tré quantitativement (spectromeétrie);

— si I'on recherche un but guantitatil, il faut faire en sorte que le plus
grand nombre possible d’atomes soit le siége de la méme transition, alin que
les échanges d’énergie affectent la méme raie, dont l'intensité est ainsi maxi-
male. Dans ce but, il est souhaitable de ne produire que peu de raies, donc
de réaliser soil une excitation relativement faible, (par exemple par une lamme)
pour privilegier I'emission d'une raie donnée, le plus souvent la raie de
résonance, soil au contraire une excitation trés intense (plasma). Dans le cas
de la spectrométrie d absorption, il est en outre trés important d'utiliser une raie
de forte intensité, donc portant beaucoup de photons, pour augmenter la
probabilité de rencontre entre un photon et un atome. Clest pourquoi ici
cncore, on sélectionne trés géneralement la raie de résonance.

e [fnrérét. — Lintérct de ces diverses methodes utilisant les spectres de raies
porte sur deux points principaux.

I La spécificité tout d'abord puisque il n’y a pratiguement pas d'exemple
de raies de fréquence exactement identigque, émises par deux éléments différents.
Cette gqualite évite d'avoir a réaliser une séparation préalable de 'éléement i
doser. ce qui est important aussi bien pour les méthodes quantitatives que
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pour les identifications. Cependant dans le cas de difféerences trés importantes
entre les concentrations de deux ¢éléments dont les raies sont voisines, et
compte tenu de I'¢largissement des raies (v. p. 19) il est possible d'observer
certaines interférences spectrales qui peuvent géner le dosage de I'élément dont
la teneur est la plus faible.

2) En outre, la nécessite d'é¢lever la température pour former une vapeur
atomique, entraine évidemment la destruction d'une matiére organigue
éventuellement présente, soit associée avec I'élément (dérivés organométal-
liques) soit libre (milicux biologiques). 11 ne faut pas toutefois, négliger le risque
de formation de bandes spectrales par suite de la présence de radicaux ou de
molécules. Ces bandes peuvent parfois géner 'observation de raies gu’elles
recouvrent ou qu'elles yjouxtent, d'ou I'intérét de mesurer la longueur d'onde
de plusieurs raies pour identifier un ¢lément.

F) Une autre qualité des méthodes spectrales est leur sensibilité qui est
relativement élevée : selon les éléments, il est possible de déceler et de doser
des concentrations de 5. 1072 g. 1" "4 5.10 ® g.1 ! soit de 50 4 0,005 ppm.
Ceci explique gu’'une technigue comme la spectrophotomeétrie par absorption
atomique concurrence de plus en plus les meéthodes chimiques, notamment
pour les dosages dans des milicux contenant un grand nombre de substances,
comme les médicaments ou les produits biologiques.

Production de la vapeur atomique
ef excitation des atomes

Deux cas differents peuvent se présenter, lorsqu'il sagit de former une vapeur
atomique, puis, éventuellement d'exciter les atomes ainsi formes.

Le premier et le plus simple consiste & partir du métal (ou du meétalloide)
lui-méme, 4 le placer dans une enceinte a I'abri de toute substance pouvant
IFaltérer, et a fournir I'énergie nécessaire aux changements d'état (fusion et
volatthisation), puis & Pexcitation des atomes ainsi obtenus a I'état de vapeur.
’est ce qui se produit lorsque 'on désire realiser une source de radiation
monochromatique.

Mais le deuxiéme cas possible est celui oa I'on part d’un composé minéral
ou organique solide, ou plus géneralement d'une solution contenant ce
compose el que 'on cherche a transformer les ions existant dans ce milicu
initial, en vapeur d’atomes neutres; ceux-ci peuvent absorber des photons ou
sont éventuellement ensuite excités en vue de mesurer 'intensité de la lumiére
qu'ils émettent en retournant a Pétat fondamental,

L'énergic fournie dans ce but peut étre thermique (Mamme, fours) ou
electrique (arc, eétincelle).

o Phénoménes se produisant lors de la formation de la vapeur atomigue. —
L’échantillon analyseé est parfois un solide ou plus souvent une solution de ce
solide dans un solvant approprie.

Le plus généralement, le hguide contient en solution des ions : cations el
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anions. Mais I'élément i doser peut également exister sous forme de complexes
chargés ou non (v. Tome 11 p. 49), ou méme a I'état de dérives organométal-
liques.

Drans le cas le plus réquent d'une solution ionique, qui est envisagé ici pour
factliter I'expose, les 1ons seront supposés monovalents et symbolisés par A
et M'. Clest le plus souvent le cation qui donne, aprés translormation, la
vapeur atomigque.

Evaporation du solvant, — L’énergie fournie au systéme a tout d'abord pour
but d'¢liminer le solvant. La vitesse de cette operation depend evidemment
de la quantite de solvant 4 évaporer, mais aussi de sa nature. Ainsi 'évaporation
de l'eau est un phénoméne endothermique, tandis que la combustion de
solvants organiques est exothermique.

Fusion. — Les particules obtenues subissent, grice 4 un nouvel apport
d'énergie, le phénoméne de fusion. Dans le cas de complexes organiques ou
de dénves organometalhiques, cette étape correspond aussi a la combustion
de 1n substance et Pon retrouve donc 4 la fin de cette phase des composes
ioniques : sels ou oxydes. Evidemment la rapidité du changement d’état est
fonction, non seulement du volume des particules qui la subissenl, mais
egalement de la nature des sels ou oxydes formés. 1l est connu en effet, que
par exemple, les halogénures alcalins fondent dés une temperature de 500 “C

a 800 °C, tandis que les sulfates ou les phosphates sont beaucoup plus
réfraclaires,

Vaporisation. — Les sels ou oxydes fondus, qui se trouvent encore i I'état
ionique, peuvent par apport d'énergie passer a I'état de vapeur. Ici encore, la
taille des particules et la natore des sels formés jouent un role important. On
obtient linalement les associations dhons les plus simples possibles 4 I'état de
vapeur, par exemple M "A 7, qui peuvent étre comparées i des molécules.

Dhissociation en atomes neutres. — Ces associations pseudomoléculaires
simples peuvent encore recevoir de I'énergie et passer i I'état d'atomes ou de
radicaux.

M*TA = My + Ay

Il faut remarquer que conlrairement 4 ce qui se passe en solution, la
dissociation ne correspond pas 4 la formaton dlions mais d'atomes neutres.
Il est done necessare de fournir une energie importante. A titre d'exemple, la
vitpeur de chlorure de sodium se dissocie ainsi en atomes de chlore et de
sodiium indépendants.

La vitesse de cetle reaction est fonction de la temperature, mais il existe
une constante d'egquibbre @ une temperature donnée, qui correspond i
expression de la lon d'action de masse relative aux gaz;

Ma * Pa

L YT

= K (1
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OU Py Pa €L pua sont les pressions partielles correspondant aux atomes (ou
radicaux) et aux « molécules ».
La valeur de la constante dépend de la température et de la nature du sel.

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — [D’une maniére génerale, si la temperature
s'eléve, la constante augmente. 1l y a donc, de ce point de vue, intérét i opérer
d une temperature la plus élevée possible.

INFLUENCE DE LA NATURE DU caTioN. — [l existe des élements qui donnent
des sels ou des oxydes réfractaires comme par exemple 'aluminium, le titane,
le vanadium, le silicium; en revanche les ions alcalins sont facilement
transformés en atomes. Les constantes ont donc des valeurs trés différentes
pour les uns et les autres i une température donnée.

INFLUENCE DE LA NATURE DE L'ANION. — Pour un élément métallique donné,
la nature de l'anion jouc en géncéral peu, saul dans le cas de composés
particuliérement peu dissociables, Ce caractére est trés habituellement lié i la
[aible solubilité dans I'eau. En effet, il y a dans ce cas, association en chaine
de nombreux anions et cations au moins bivalents.

On peut citer ainsi parmi les sels peu dissociables les sullates alcalinoterreux
et de nombreux phosphates, silicates, etc... Mais il n'est pas nécessaire que le
composé soit initialement insoluble dans une solution agueuse. Ainsi la
presence des phosphates dans une solution contenant des ions alcalinoterreux,
meme s les sels formes sont solubles en milieu acide, géne la dissociation au
niveau de la vapeur atomique,

ErverpEsEL — REcUL pEDissociaTion. — Sidans la solution initiale contenant
le sel MA, existent d'autres sels du méme anion, ces différents sels subissent
les mémes changements d'état et sont donc dissociés en donnant I'atome ou
le radical A, . La pression partielle p, s’¢léeve donc. Pour respecter la loi d’action
de masse, il est donc nécessaire que la pression partielle due aux atomes du
métal py, diminue et que celle des « molécules » py,, augmente. La dissociation
el donc le nombre d'atomes métalliques vont ainsi diminuer.

INFLUENCFE DE LA CONCENTRATION DE LA VAPEUR ATOMIQUE (ET DONC DE LA SOLUTION
INITIALE £N SEL A DOSER). — La concentration en sel MA intervient de la manicre
suivante : soit 2 le rapport entre le nombre de « molécules » dissociées en atomes et le
nombre total N de « molécules » (dissociées ou non)dans un certain volume Y de vapeur.
a esl le degré de dissociation el sa valeur est telle que

D=a<| (2)

Le nombre de molécules dissociées est done Na. 1l y a done dans le volume considére
Na atomes de metal M, et Na atomes (ou radicaux) Ag.
Le nombre de molécules non dissocices est

Mil )

Deans ba formule (1) exprimant la loi daction de masse, 1l est possible d'exprimer les
pressions partielles en fractions moleculaires de la pression totale .
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St pour simphfier, on considére gque tous les atomes (ou radicaux) A proviennent de
la dissociation du sel MA, 1l est possible d'écrire :

N
r!u=m=iurl’=uP

CN(1 - )
Pan = N
La formule (1) devient alors

xP=(l -aP

K= = 3
t—a)P 1-na )
[RLF]
K o
— -— 4
P - “
Or 1 l'on assimile la vapeur atomigue @ un gaz parfail
NRT
PV = NRT done P= Vi
L'eguation devient :
KV o’
NRT ~1-a )

Il en résulte que, si la concentration augmente, le nombre N augmente, donc le rapport

KV

NRT diminue. En eflet R est par definition une constante, et T et V sont également

constants, puisque I'on a choisi un volume donné, et que la température doit éire stable
pour permelire d'écrire l'equation (1). Ceci entraine que la valeur

|l —m

diminue. Cette diminution n'est possible que si o lui-méme diminue, compte tenu des
limites indiquees dans I'éguation (2), puisque ainsi le numerateur diminue et le
dénominaleur augmenle.

Ce raisonnement permet donc de comprendre que, plus la concentration en sel
augmenle, plus le degré de dissociation et done la proportion d’atomes libres diminuent.

Formation d'oxydes. — Les dilferents phénoménes qui aboutissent i la
formation d’atomes libres nécessitent Fapport d'une certaine ¢nergie qui
provogue lélévation de la température. Or, le plus fréquemment, cette
formation de vapeur atomigue n'est pas réalisée @ 'abri de I'oxygéne: bien au
contraire, F'énergie peut étre fournie par une réaction de combustion mettant
en jeu cet élément. Dans le gaz ou se forment les atomes libres, existent donc
des molecules telles que I'eau, des radicaux OH” et des atomes et molécules
d'oxygene, qui sont susceplibles de réagir avec les atomes metalliques pour
former les oxydes correspondants.

Or, la constante de dissociation des oxydes a generalement une valeur peu
clevee @ ils sont donc assez relractaires: c'est le cas par exemple des oxydes
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alcalino-terreux, pour lesquels le pourcentage de dissociation ne dépasse guére
1 % aux températures habituellement atteintes. 11 y a donc ld encore, une
diminution possible de la concentration en atomes libres.

Excitation des atomes. — La proportion d'atomes excités correspond a la
loi de Boltzmann. Elle est donc d’autant plus importante que le nombre total
d’atomes est grand et que la temperature est plus élevée.

lonisation des atomes. — L'apport d’énergie peut étre sullisant pour réaliser
l'ionisation de certains atomes selon

Mu: 1"‘l.“'

ou ¢ symbolise I'électron.
Il s'agit d'un équilibre et on peut envisager d'eécrire la loi d’action de masse
en acceptant I'hypothése d'une « pression partielle délectrons » p,.

H.=PH+ :':Fl"‘
M

L'ionisation est un phénoméne perturbateur puisque le spectre des ions est
différent de celui des atomes. Pour pallier cette difficulté, il faut donc diminuer
la constante K et augmenter la pression partielle en électrons p,.

Or ces électrons peuvent provenir non seulement de l'ionisation des atomes
de I'élement a doser, mais encore de celle d’autres éléments. 11 est done possible
de limiter l'lonisation par addition i la substance a doser, d’'un sel d'un métal
facilement ionisable comme par exemple les métaux alcalins. Dans ces
conditions et avec une concentration sullisante, on établit une forte pression
d'¢lectrons de telle sorte que la pression py, . soit trés faible et donc que
FMonisation puisse étre considérée comme négligeable; on dit alors que 'on
atteint un plateau dionisation,

o Vaporisation par la flamme. — Une lamme est un courant gazeux dans
lequel se produit une reaction chimique exothermique. Les atomes ou
molécules, constituant le gaz en ignition, circulent avec une certaine vilesse
et ne se trouvent donc pas 4 deux moments donneés dans la méme position.
Il est donc nécessaire de considérer qu'il s"agit d'un phénoméne dynamique
et que, par conséquent, I'ensemble des transformations qui aboutissent a la
vapeur atomique, doit étre réalisé en un temps compatible avec la durée de
la réaction de combustion. 87l n'en est pas ainsi, le courant gazeux se refroidit
el il n'y a plus de possibilités de fournir une énergie suflisante pour vaporiser
el eventuellement exciter les atomes.

Il est donc logique d'envisager l'emplon d'une lamme hautement énergétique
pour réaliser cette fin, mais en se souvenant que, pour obtenir le maximum
d’atomes subissant la méme transition de resonance, I'énergie fournie ne doit
pas étre trop importante. Il v a donc une limite & ne pas dépasser.

Différents mélanges wtilisés. — Les énergies fournies sont évidemment fonction des
temperatures alleinies el celles-ci dependent des proportions, mas surtoul de la nature
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du mélange de comburant et de carburant. Le tableau 111 indigque les températures
approximatives obtenues avec les melanges les plus couranis.

Tableau I11.
Curburant Comburant Température
butane air 1 900 °C
propane air 1 915 °C
méthane air | 950 °C
hydrogene air 2100°C
acétyléne anr 2 250°C
methane oxygéne 2750°C
hydrogéne oxygéne 2 850 °C
acétyléne oxygéne J100C
CYyanogene Oxygéne 4 B350 *°C
acétyléne protoxyde dazote 2950 °C

Différentes zones d’une flamme. — Quelle que soit la forme d'une lamme,
conique ou allongée en pinceau (v. p. 41), deux zones distinctes sont faciles a
observer. Ces deux parties sont classiquement appelées «cones» en consi-
dérant 'aspect de la lamme du classique brileur de Bunsen.

Li cone inTernE, le plus proche du brileur présente une température
relativement basse. La réaction ne s'est pas encore totalement effectuée, et le
melange gazeux n’y est pas en équilibre thermique.

LE cONE EXTERNE, qui surmonte le précédent et se trouve ainsi 4 quelque
distance du braleur, correspond, au moins dans sa partie la plus proche du
cone interne, 4 une zone d'¢quilibre thermique.

Pour que le dosage soit fiable, c'est donc cette derniére partie qui devra
étre observee, soit en déterminant 'intensité émise, soit en la laisant traverser
par le laisceau de lumiére monochromatique dont on mesure I"absorption.

Nébulisation de la solution. — Pour qu’une mesure quantitative puisse étre
effectuée pendant un temps suffisant, et en raison du caractére transitoire du
courant gazeux gue constitue la lamme, il faut que lintroduction de I'élément
a doser soit réalisée avec un débit homogéne au cours du temps. Le moyen
le plus habituel consiste, i partir d’une solution, a réaliser un fin brouillard
qui ne géne pas trop la combustion du mélange carburant-comburant. En
effet, les differents phénoménes qui ont €1é vus précédemment sont endo-
thermiques, surtout si F'on part d'une solution aqueuse, et il faut veiller 4 ne
pas arreter la reaction exothermique de combustion par introduction d'une
quantité trop importante de solution aqueuse. La formation de ce brouillard
se [t par nebulisation pneumatigue ou par ultrasons.
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La nébulisation par ultrasons utilise le phénoméne de cavitation, a l'intérieur
d’un liquide soumis i une vibration sonore suffisamment intense. Elle permet
la formation de particules de dimensions plus faibles que la nébulisation
pneumatique. Ceci est particuliérement intéressant dans le cas de solutions
concentrées ou de solutés réfractaires.

Dans le cas de la nébulisation pneumatique, qui correspond encore i la
majorite des appareils, un jet gazeux, qui est soit le carburant, soit le
comburant, est animé d'une grande vitesse grice au rétrécissement de 'orifice
d’écoulement. Il arrive tangentiellement sur la surface du liquide 4 nébuliser.
Il arrache ainsi 4 ce liquide des vésicules qui sont réduites en fines gouttelettes
dans la veine gazeuse qui les transporte. Lorsque le liquide arrive au contact
du courant gazeux par l'intermédiaire d'un tube mince, la force du courant
gazeux entraine Iaspiration automatique de la solution a partir d’un récipient
dans lequel plonge l'autre extrémité du tube., Les deux canahisations, ache-
minant le gaz et le hiquide, peuvent étre perpendiculaires (a) ou coaxiales (b)
comme le montre la higure 7.

— S—

Gar — Gar —= —
L

Fia. 7.

t

Lol Lepueke

Facteurs agissant sur le diamétre des particales du nébulisat. — Le diamétre des
gouttelettes du nébulisat, qui a une importance primordiale sur la formation de vapeur
atomique dans la lamme, dépend d’un certain nombre de facteurs. Les uns correspondent
4 des caracténistiques du nébuliseur lui méme, les autres, i la nature du liquide & nébuliser.

FACTEURS DEPENDANT DUNERULISEUR. — Les débits du gaz et du liquide interviennent
surtoul lorsgue le débit du liguide est relativement grand. Lorsque le rapport des débits
du liguide et du gaz est inférieur ou égal a4 107%, le diamétre des gouttes devient
pratiquement indépendant de ce rapport. Par contre, la vitesse du courant gazeux est
importante, et l'on peut sensiblement écrire que le diamétre est inversement propor-
tionnel & la vitesse du gaz.

FACTEURS DEPENDANT DU LIGUIDE, — La tension superficielle, la viscosité el la densité
de la solution onl une nfluence tres grande.

La viscosilé notamment, & un role considérable lors de Paspiration du liquide par le
tube semi-capillaire. En pratigue, il faut prendre garde de ne pas comparer, dans les
mithodes de spectrophotométrie de lamme, des liguides dont les propriétes physigues
sont trés differentes comme par exemple Ueau et les solvants organiques.
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Qualités requises d’un nébuliseur. — Pour que le nebulisat soit introduit d’'une facon
homogene dans la lamme et donc permette I'obtention d'une vapeur alomique de
concentration stable, il est nécessaire que soient réalisés -

— un débit constant dun nébulisat fin et homogéne, en éliminant les grosses goulles;
sinon la sensibilité et la reproductibilité diminuent;

— labsence de « mémoire », c'est-d-dire Iélimination des goultes d'une solution
précédemment pulvérisée, qui pourraient venir contaminer la solution suivante dont la
concentration n'est pas forcement identique;

— enlin, il est utile que le temps de réponse soit aussi bref que possible. 1l est d'autre
part évident que le matériav dans lequel est réalisé le nébuliseur doit résister aux
agressions chimiques eventuelles de la solution : on emploie donc des piéces en verre
ou en acier inox yidable,

Differents iypes de nébuliscurs pncumatiques. — Deux systémes sont utilises :

LE SYSTEME A CONSOMMATION TOTALE, ol la totalité du nébulisat, y compris les
grosses gouttes, arrive dans la Namme, porté par 'un des gaz (comburant ou carburant).
L'aulre gaz est amene directement dans la Namme. Ce systéme entraine la production
d'une Namme turbulente. Linconvénient majeur de ce type de nébuliseur vienl d'une
stabilité de la Mamme et d'une reproductibilité assez mediocres.

LE sYSTEME A PREMELANGE dans lequel le gaz, qui assure la pulvérisation, le plus
souvenl le comburant, est mélange lorsqu'il contient le ncbulisat, avec Iautre gaz dans
une chambre munie d'un sysiéme de chicanes ou d'hélices, oi les plus grosses gouttes
sont eliminées par projection sur les parois. L'avantage d'un tel systéme est que 'on
ohtient ainsi une Namme laminaire stable. Mais il existe certains inconvénients que 'on
peut dailleurs pallier par construction.

I.'un des risques majeurs tient & la géométrie d'un tel systéme, qui influe sur le tlemps
de réponse el surtoul sur labsence de mémoire. La construction doit donc en étre
particuliérement bien étudiée. Un autre inconvénient est le risque d'explosion, puisque,
dés avant Ninllammation, le mélange des gaz comburant et carburant est réalisé; mais
cette éventualité est trés peu probable dans les apparcils actuels. Enfin, le débit du gaz
comburant qui assure la nébulisation ne peut plus éire modifie sans modifier celle-ci.
La Mamme ne peut donc plus étre réglée qu'en agissant sur le débit du carburani. Ceci
peut étre génant. Aussi une arrivée supplémentaire de comburant est-elle prévue dans
la plupart des appareils utilisant ce systéme.

Phénoménes perturbateurs et moyens 4’y remédier. — Pour réaliser des
mesures convenables, il faut que la concentration en atomes de la vapeur soil
stable. Dans le cas de l'utilisation de la flamme comme moyen d'obtention de
la vapeur atomigque, les atomes formeés dans le courant gazeux ne restent pas
indéfimment dans la Namme, ils ne font que passer avec un certain débit,
Comme la mesure demande un certain laps de temps, il faut que, pendant ce
temps. la concentration en atomes de la lamme soil constante, c'est-a-dire
que leur debit soit constant. Limportance du systéme nébuliseur-bruleur est
donc considérable, puisquil conditionne un débit du gaz constant et une
nebulisation constante en guantité et en diamétre des gouttelettes. Mais la
stabilité de la teneur en atomes du courant gazeux n'est possible que dans le
cas ou I'on observe une zone, ou est realisé un equilibre thermique, c'est-d-dire
la partie inféricure du cone externe.
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L'etude générale concernant la formation de la vapeur atomique a montré
précedemment la nécessité d'opérer sur une solution relativement peu con-
centrée. En outre, chaque changement d'état est d’autant plus long que la
taille de la particule intéressée est plus grande. L'élévation de la température
accelére ces processus, mais elle accelére également les phénoménes doxy-
dation ou d'ionisation. 1l y a donc un optimum & trouver pour chaque cas
particulier et l'importance de la taille des goutlelettes de nébulisat est
considérable. A titre d'exemple, une gouttelette de 1 micrométre introduite
dans la Namme air acétyléne ayant une vitesse de 10 m . s~ ' est transformée
en vapeur atomigue en 0,03 mm de parcours, alors qu'il faut une distance
100 fois plus grande pour vaporniser une particule 10 lois plus grosse seulement.

EFFeT mispersIF=. — 51 tous ces phénomenes ne sont pas produits avant
Farrivée dans le cone externe, il y a un risque important d'erreur di a la
diffraction lumineuse. En eflet, si des particules, solides ou liquides, ne sont
pas entierement volatilisées avant larnivee dans le cone externe, elle font écran
i la lumiére et la dilfractent. Dans le cas d’une spectrométrie d’absorption, il
en résulte une perte de lumiere, qui est alors interprétée comme une absorption
supplémentaire, d'ou un risque d’erreur par exces.

Mais ces particules sont incandescentes et comme telles, elle émettent de la
lumiere, il y a donc eventuellement un nsque d'erreur, si dans le spectre emis,
s¢ trouve la radiation monochromatique étudiée. Cette erreur est par deéfaut
en absorption et par excés en émission.

En outre, les particules qui n‘ont pas été volatilisées n'ont donc pas libéré
les atomes qui les forment; il en resulte une erreur par défaut tant en émission
qu'en absorption. L'incidence de cet effet dispersil sur les mesures n'est donc
pas prévisible et rend illusoire toute recherche de précision. La méthode la
plus sure pour éviter cet effet est donc d'opérer sur des gouttes de nébulisat
aussi petites que possible et avec des solutions initiales diluées.

ForMmation D'oxXypES U DE SELS PEU voLaTILS. — Ces phenomeénes perturba-
teurs ont eté decrits precedemment. Pour y remedier, il est possible d’agir sur
la température de la lamme, puisque la constante d'équilibre augmente avec
la température; mais en réalisant une flamme plus chaude, on la rend
genéralement plus oxydante, d’ou formation accrue d'oxydes. D'autre part, si
'on rend la lamme moins oxydante par réduction du débit de comburant, la
tempeérature baisse et la constante d'équilibre diminue.

Il existe un autre moven, utilisé en spectrométrie d’absorption atomigue
pour pallier ces inconvénients. 1l consiste a mjouter i la solution initiale, un
ion susceptible de donner des sels (phosphates), ou des oxydes, encore plus
refractaires que ceux de I'élément étudic. 11 v a alors déplacement de celui-ci
a partir de ses composes relractaires pour respecter la constante d'equilibre.
Le sel le plus utihisc @ cet elffet est le chlorure de lanthane.

* en anglais scattenng effect.
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lonisation pes atomes. — Elle correspond a un équilibre ot intervient la
pression partielle d'électrons. Or, c'est la composition totale de la vapeur et
donc de la solution initiale qui est en cause, car les électrons peuvent provenir
de l'ionisation de tout atome.

Le moyen utilisable pour limiter I'ionisation d'un atome donné consiste
donc @ ajouter a la solution, un sel d'un métal facilement ionisable, comme
un halogénure alcalin. On atteint ainsi une pression d'électrons sullisante pour
rendre trés faible le phénoméne; on dit que I'on a atteint un plateau dionisation.

o Vaporisation par la flamme sans nébulisation. — Formation d’hydrures
volatils.

En faisant réagir dans la solution 'hydrogéne (zinc + acide chlorhydrigque) ou
un borohydrure alcalin en milieu acide, on obtient des hydrures metalliques
volatils; ces dérivés peuvent étre entrainés par un courant gazeux el sont
ensuite brilés dans la lamme. Ils peuvent également étre décomposés en

hydrogéne et vapeur metalhique par simple chaullfage sans lamme vers
1 D00 “C.

e Formation de vapeur atomigue sans flamme. — Vapeur froide. — Dans le
cas des dérives mercuriels notamment, il est possible de réduire chimiquement
le mercure a I'état élémentaire; on entraine le metal ainsi forme, sous forme

de vapeur, par un courant gazeux inerte, & une température inférieure a 100 *C.

Systémes électrothermiques (fours). — L'échantillon liguide ou méme solide,
est place dans un tube de carbone (graphite) élément réfractaire et peu
susceptible de reagir sur les atomes libres. Pour éviter encore plus la formation
de carbures métalliques ou métalloidiques souvent réfractaires, l'intérieur en est
souvent recouvert d'une couche de carbone pyrolytique encore plus inerte
chimiquement. .

Le tube a lintérieur duquel passe le faisceau lumineux monochromatigue,
est chaullé par une résistance électrique (effet Joule), en présence d'un courant
de gaz inerte pour éviter toute oxydation ultérieure des atomes par I'oxygéne
de l'air. L'azote initialement envisagé risque de former parfois des nitrures
réflractaires; aussi est-ce le plus [réquemment I'argon qui est utilisé.

L'interét de ce systéme est de permettre une séparation des différentes étapes
citées ci-dessus, en fonction du temps.

I °élimination du solvant est tout d’abord obtenue en portant le four & la
température d'ébullition du solvant. La vapeur en est entrainée par le courant
pazeux el ne pourra plus réagir ultérieurement avec la vapeur atomique.

Lelevation de la température (entre 200 et 1 800 °C environ) permel ensuite
une destruction de la matiére organique éventuelle par pyrolyse et une
climmation de produits minéraux relativement volatils, qui ne laissent qu'une
faihle quantité du dépot initial, sans pour autant entrainer la perte d’atomes
a doser par volatilisation.

La formation de vapeur atomigue est alors obtenue par une nouvelle
augmentaltion de la temperature permettant la volatilisation et la dissociation
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des sels ou oxydes a doser. La quantite d'atomes présents dans la vapeur n'est
pas constante dans le temps comme cela est le cas lors de 'utihisation d'un
nébulisat. Ici, comme la vaporisation demande un certain délai et que le
courant gazeux entraine peu 4 peu la vapeur atomique formee, la vanation
de lintensité lumincuse absorbée, proportionnelle au nombre d’atomes
présents, correspond 4 une courbe de Gauss. Pour augmenter au maximum
le temps pendant lequel le faisceau lumineux est en contact avec la vapeur
atomique (et donc la sensibilite) 1l est possible de diminuer le débit gazeux,
voire méme de larreter pendant un temps suffisamment court pour ne pas
endommager 'appareil.

Une derniére etape consiste a porter la température a sa valeur maximale
pendant un temps court pour éliminer tout résidu dans le four,

Le principal avantage de ce procédé est Maugmentation de la sensibilite en
rason du temps, 100 4 1 000 fois plus long que dans la llamme, du séjour des
atomes dans le faisceau lumineux et de "absence dinterférence du au caractére
oxydant de la Namme.

En outre, il permet de realiser des dosages d'une part sur des solutions
concentrées ¢l méme des poudres el, d'autre part, sur de petits volumes
de prise d'essai {(quelques microlitres). Les applications aux microdosages
en biologie, et au dosage des éléments a I'état de traces (ohgo-¢léments,
polluants...) sont la conséquence directe de ces observations.

Arc et étincelle électrigues. — La premiére de ces méthodes peut étre utilisée
pour former une vapeur atomigque contenant essentiellement des atomes i
I'tlat fondamental et donc susceptibles de réaliser absorption atomigue.
Touielms elle est plus generalement appliquée a la formation d’atomes exciies,
donc d une spectroscopie d'émission. La seconde est toujours utilisée dans ce
dernier cas.

L'ar¢ électrique est obtenu en établissant entre deux électrodes, un courant
continu de l'ordre de 4 ampéres sous 110 4 220 volts. Les 2 électrodes peuvent
ctre réalisées dans le métal dont on veut obtenir la vapeur atomique et
Fémission lumineuse des atomes excités. Mais plus généralement, on opére
enire une clectrode constituee de I'echantillon ou le portant, et une contre
electrode gui ne doit pas contenir I'élément étudié. Lorsque 'échantillon n'est
pas susceptible d'étre fagonné directement en electrode, mais quiil existe sous
forme de poudre, voire de liquide, il peut étre placé dans une cavité creusée
g l'extrémité d'un barreau de graphite. Ce barreau est placé verticalement
pour des raisons pratiques, la cavite en haut, c'est-a-dire en position d'électrode
inféreure, et connecté au circuit, généralement en tant gu'anode. L'electrode
supericure {cathode) est également un barreau de graphite, le plus souvent a
extremite effilee. Le graphite presente Mavantage d'étre hautement réfractaire
et sullisamment bon conducteur de 'électricité. De plus, il n'introduit pas de
raics spectrales qui hu soient propres. 11 a cependant un inconvement : le
carbone chaulle reagit vigoureusement avec 'azote de "air pour former du
cyanogene qui, par excitation, donne des bandes lumineuses dans la région
de 360 a 420 mm. Pour pallier cette difliculie, 'arc peut étre entouré d'une
enveloppe contenant de la vapeur d’cau ou un gaz inerte.
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1l est également possible d’opérer sous vide ou tout au moins sous pression
trés réduite, de I'ordre de 1 millibar d’un gaz ou d'une substance pouvant exis-
ter sous forme de vapeur : mercure, sodium. Cette décharge électrique dans
les gaz raréfiés est mise d profit dans les tubes de Geissler (lampes 4 vapeur
de mercure, lampes au xénon).

L'étincelle électrigue correspond 4 un phénoméne assez analogue au
précédent. Une étincelle jaillit entre deux électrodes dont la différence de
potentiel est au moins de I'ordre de 15000 & 40000 volts. Contrairement a
I'arc electrique, il s’agit d’un phénoméne trés brel de I'ordre de la microseconde.
Ce sont souvent des electrodes de quartz, percées d'un capillaire amenant la
solution @ examiner, qui sont utilisées. L'excitation est évidemment beaucoup
plus forte qu'avee l'arc ¢lectrique.

Plasma. — Les plasmas sont des gaz dans lesquels un apport important
d’énergie a permis une ionisation plus ou moins grande. Pour des raisons
d’absence de réactivite, de relative facihite dionisation et de bonne conductivité
¢lectrigque, le gaz plasmagéne le plus fréquemment utilisé est "argon.

L'eénergic susceptible d'étre fournie par ces plasmas est considérablement
plus importante que celle d'une flamme. En effet, la température atteinte
correspond a des valeurs de 5000 a 6 000° K, mais la plupart des plasmas ne

sont pas en équilibre thermodynamique.

C'est deja un plasma qui est produit dans Parc ou I'étincelle électrique, mais
ici il est formé uniquement i partir de gaz rare et maintenu sous forme d'un
courant gazeux un peu analogue a celui d'une flamme, d'ou le nom impropre
de «famme électrique» qui leur est parfois donne. 1l est préféerable de les
appeler torche a plasma.

Il existe des plasmas a courant continu obtenu par décharge entre
2 electrodes, dits plasma-arcs. Mais ce sont surtout les plasmas dans lesquels
I'¢nergie cst fournie par une radiofréequence qui sont utilisés. lls sont
couramment nommés plasmas induits par haute fréquence (PIHF)*.

[Yun point de vue pratique, la solution a doser, est nébulisée, puis aprés
dessiccation pour éviter toute perte inutile d'énergie, le nébulisat est introduit
dans le plasma o il subit immédiatement, compte tenu de I'énergie mise en
euvre, une transformation en vapeur atomique el souvent méme en ions.

A ces temperatures, il n'existe plus de corps réfractaires et méme les oxydes
les moins volatils sont dissociés.

Laser. — Un rayonnement laser peut étre focalisé sur une surface trés faible
de I'échantillon. 1l provoque une vaporisation localisée, méme dans le cas des
produils les plus réfractaires. La vapeur atomique ainsi formée peut avoir requ
sullisamment d'énergie pour contenir une certaine guantité d'atomes excites,
La localisation trés précise de Peffet peut étre un avantage, en permettant
I'examen de surfaces trés faibles de l'ordre du milliéme de millimétre carre:

* En anglas ;- inductively coupled plasma (1CP).
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clle peut aussi €tre un inconvénient, car elle rend assez illusoire la représen-
tativité de I'échantillon analysé, dans le domaine macroscopique. En revanche,
un second avantage de I'utilisation du laser est que I'echantillon n'a pas besoin
d'étre conducteur de I'électricité.

Sélection des radiations

On peut utihiser des [liltres interférentiels ou mieux des systémes dispersils :
prismes ou réseaux. Leur étude a éte réalisée au cours de physique et il n'est
pas dans le but de ce manuel de traiter cetie gquestion.

Detection et mesure dex intensités lumineuses

Inalement, la detection Tut visuelle, Cette méthode peu précise est encore
utilisée dans les spectroscopes. 11 est également possible d’opérer par enregis-
trement photographique : c'est la spectrographie. Aprés détermination de la
longueur d'onde sur la plaque photographigue. les intensités sont mesurees
par microphotométrie.

Mais le systéme le plus habituel est fondé sur I'effet photoélectrique. 11 utilise
des photomultiplicateurs d'¢lectrons dont le principe a i€ exposé au cours
de physique : c'est la speciroméirie.

METHODES UTILISANT L'EMISSION

Ce sont les plus anciennement connues; elles nécessitent l'excitation des
atomes et done la cession d'une énergie suflisante pour dépasser le ou les
potentiels d'excitation.

Spectrométries d'are et d'étincelle

Le spectre est riche en raies, puisque Pexcitation a &té trés intense, allant
meme dans le cas du spectre d'élincelle jusqu'a Piomisation. 11 existe donc
de nombreuses transitions posstbhles jusqu'a ce que latome retrouve [etat
fondamental.

Si linterprétation se fait dans un but qualitatil, la longueur d'onde des raies
les plus caractéristiques de 'élément est mesurée, Ces raies sont, sot fes plus
intenses, soit celles gqui sont situees dans une zone peu encombrée du spectre
¢t donc laciles a wdentilier.

Mais il est également possible de mesurer lintensité d'une ruie donnde pour
fuire une détermmation quantitative. La dilliculte est de relier cetle intensite
lumineuse @ la concentration en atomes (ou en tons) initialement présents
dans I'échantillon. Pour que des mesures absolues soient possibles, il faudrait
que le pourcentage d'atomes excités par rapport au nombre total d'atomes
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contenus dans la vapeur soit constant, donc que I'équilibre des températures
soit satisfaisant. Or etant données les fluctuations de la source au cours des
diverses mesures, celui-ci est assez illusotre. La meilleure solution consiste i
réaliser une determination relative en utilisant un étalonnage interne.

[Dans cette méthode, on mesure le rapport des intensités de deux raies apparienani
aux specires de 2 éléments distincts. La concentration de Péchantillon dans Mun des
elements est connue, c'est donc 'etalon. Elle permet de determiner la concentration
inconnue dans Fautre elément sous certaines conditions., I faut que les longueurs d'onde
des deux raies soient assez voismes el que les potentiels d'excilation soient egalement
aussi proches que possibles. Ces 2 raies ainsi choisies sont appelees paire homologue.

L'intensité lumineuse des 2 raies varie alors parallélement en fonction de la
concentration selon

iy = K,c, pour le 1 éément

i, = Ko, pour le 2° élément

Sur un échantillon dont les concentrations dans les 2 éléments sonl connues, on
determine les constantes K, et K.

Il est ensuite aise, en fasant le rapporl des intensités lumineuses mesurdes, d'en déduire
la concentration en élément a doser. De I'equation

I Koy
iy Koy
il est [acaile de birer o) connassant ¢,
iy Ky
Ly = o
i K,

Des tables indiquent les paires d'elements donnant des raies homologues, les longueurs
d'onde de celles-c1 et le rapport des constantes K, /K ;.

A titre d'exemple, pour doser des traces de magnesium, c'est le molybdéne gui esi
ulihse comme elalon. Plusieurs paires homologues sont utitisables dans ce cas. Les raies
@ 2798 nm (Mg et 281,6 nm (Mo) forment I'une de ces paires. Le rapport des intensités
lumineuses émises est reporié en ordonnées sur un papier logarithmigue fou la différence
des absorbances sur un papier semi-logarithmigue a ordonnée linéaire} el donne en
abscisses la concentration en magnésium pour une concentralion fixe en molybdéne
ifig. 8).

Celte methode rapde est en méme temps trés sensible. Dans lexemple choisi, il est
possible de déterminer 1 nanogramme (10 g) de magnésium dans un volume de
I millilitre, avec une précision de 5 & 10 pour cent, qui est satisfaisante au vu des faibles
quantités mises en jeu.

D¢ meme, apres concentralion au moyen d'une précipitalion sous forme doxinate,
en ulibizant le chlorure d'indium comme entraineur et le chlorure de palladium comme
clalon interne, il est possible de déterminer des quantités de 'ordre de la partie par
milliard (p.p.b.} de nombreux métaux de transition dans du chlorure de potassium.

Il faut cependant noter que ces méthodes sont concurrencées par la spectrométrie
d'emission de rayons X (flvorescence X), encore beaucoup plus sensible.
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Fii. 8. — Courbe d'éralonnage pour le dosage
du magnésium en wiilisant le molybdéne comme étalon interne.

Photométrie de flamme

Le terme exact devrait etre photométriec de flamme par émission, mais
comme pendant trés longtemps I'émission a ¢té la seule fagon de faire des
dosages en spectrophotométrie de lamme, I'habitude a prévalu de garder ce
nom pour la méthode utilisant I'émission, et de nommer, par opposition,
spectrophotométrie par absorption atomique, la méthode analytique qui peut
¢galement laire appel a la lamme pour former la vapeur atomigque mais qui
opeére par absorption d'une radiation lumineuse.

o Champ d'application. — Dans le cas de I'émission, la formation d'atomes
libres, mais également leur excitation, sont réalisées par la lamme. Parmi les
raies emises par I'élément i doser, c'est généralement la plus intense qui est
choisie, et donc d'aprés ce qui a &€ dit précédemment (v. p. 14) la raie de
resonance. En effet I'énergie fournie par la flamme est beaucoup moins
importante que dans le cas de I'arc électrique, et I'excitation la plus probable
est celle qui améne 4 un niveau énergétique immediatement supérieur au
niveau fondamental. Ceci n'est d'ailleurs pas un inconvénient, puisque I'on
concentre les échanges d'énergie sur une seule raie dont I'intensité est donc
grande.

Mais pour qu'il y ait émission observable, il faut que le nombre d'atomes
excités soit sullisamment grand et donc que le potentiel d'excitation de
I'éléement considéré ne soit pas trop élevé. En pratique, seuls les éléments
alcalins, alcalinoterrcux ¢t quelques meétaux lourds sont dosables par cette
technique.
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o Appareillage. — Les problemes posés par la nature du mélange en ignition
et par le pulverisateur (nebuliseur) ont été traités précédemment. Comme il
est necessaire d'eliminer, outre les raies émises par d'autres atomes, les bandes
spectrales provenant de molécules issves de la combustion (cau, oxvdes de
carbone, cyanogéne...), et le spectre continu de la lamme, un dispositil de
sclection des raies est place entre la flamme et le systéeme détecteur. Dans les
appareils les plus simples, il s"agit d'un filtre interférentiel; les plus élaborés
comporient prisme ou réseau.

Le dispositil de mesure, cellule photoelectrique ou photomultiplicateur,
produit un courant gui est envoyé dans un milliampéremétre.

Il est possible de lire directement la déviation de I"appareil, mais également
de Ffaire Fintegration des mesures pendant un temps donné. Ceile derniére
technigque. dans laguelle la valeur n'est donnée gu'aprés un temps déterminé
amehiore la stabilite et donc souvent la précision.

Il est important de remarquer que intensité lumineuse émise n'est souvent
pas exactement proportionnelle a la concentration des solutions. En d'autres
termes, la courbe d'étalonnage n'est pas linéaire. Clest le cas. en particulier,
du dosage du sodium. 11 est donc nécessaire de préparer plusieurs solutions
elalons et de realiser des mesures relatives en encadrant le dosage entre deux
elalons.

o Caracteristigues de la méthode. — Les appareils courants permetient surtout
le dosage des meétaux alcalins : potassium, sodium, lithium. Ceci conduit 4
une utilisation dans le domaine biologique (potassium et sodium) et pharma-
cologique (lithium).

It y a toujours intérét a atteindre un plateau dlionisation, c'est-i-dire 4
introduire dans la solution a4 doser une quantité sulfisante d'halogénures de
metaux facilement jonisables, pour limiter au maximum les erreurs dues i
Viomisation. Par exemple, on ajoute une quantite relativement importante de
sel de sodium pour doser le potassium (ce qui correspond aw cas du sérum
sanguin), mais également une guantite suffisante de sel de potassium pour
doser le sodium,

Dans ces conditions, la sensibilite de la methode est de l'ordre de 0,1 &
0,01 partie par million (p.p.m.) selon les appareils et la précision d'environ 5 %,

Phorométrie de flamme appliguée aux molécules

Bien gquiaux temperatures utilisces, les molécules solent trés généralement
dissocices en atomes, un certain nombre d'exemples de molécules siables dans
ces conditions ont et¢ donnés. Leur présence est généralement génante
[evanogene). Cependant, des méthodes analvtiques nouvelles sonl fondées sur
leur dosage pur spectrophotométrie d'émission dans wne fMamme, et cest
la raison pour laguelle cette 1echnique est rapprochee de la photometrie
de flamme classique, qui concerne les atomes. Les molécules intéressées
conbennent du soulfre ou du phosphore et permettent done le dosage indirect
de ces elements, ce qui a fait dire gue M'on pouvait réaliser le dosage du soulre
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et du phosphore par photométrie de flamme. Mais il faut préciser gqu'il ne
sagit pas du dosage de ces éléments a I'état atomique. Cette méthode est
surtout appliquée a la détection de composés soufrés ou phosphorés en
chromatographie en phase gazeuse (v. Tome II p. 221).

Le principe de la méthode consiste 4 porter des dérivés organiques de ces
deux metalloides dans une lamme hydrogéne-air pauvre en comburant donc
reducince Dans conditions opératoires bien précises on observe une
émission lumineuse centrée sur 526 nm pour le phosphore et 394 nm pour le
soulre. En réalite, 'émission & 526 nm correspond a 'excitation d'un composé
HPO et celle & 394 nm, de molécules de soulre S,.

Spectromérrie d'émission par plasma

Cette technique se développe rapidement et tend i concurrencer dans de
nombreux domaines la spectrométrie par absorption atomique.

En effet, en raison de I'importance de I'énergie, qui correspond a des
températures de 'ordre de 5000 a 6000 °C, il n'existe plus de sels réfractaires
dont la dissociation en atomes ne serait pas possible.

Seuls de rares radicaux ou molécules peuvent persister dans ces conditions :
ce sont notamment OH", C,, N; et N;.

Pratiquement tous les eléments sont susceptibles d'étre doses. Que ce soit
i I'état d’atomes neutres excités ou a I'état dions eux-meémes excités, ils sont
susceptibles d'emettre des radiations dans le domaine du wvisible ou de
Fultraviolet. Méme les halogénes donnent dans ces conditions des spectres
utilisables.

L'avantage principal sur la spectrométrie par absorption atomique réside
dans le fait qu'elle ne nécessite pas 'emploi d'une source de radiation
monochromatique différente pour chaque éléement. En outre sa sensibilité est
trés souvent supérieure i celle de la méthode par absorption en flamme. En
revanche, la necessite d'un systeme plus complique au miveau du nebuliseur
(puisqu’il faut sécher le nébulisat forme) entraine un certain défaut de
reproductibilité et une précision requemment inférieure a celle de la spectro-
meétrie par absorption atomique avec four dans le cas du dosage des faibles
traces d'eléments.

Il est en revanche intéressant de noter que le dosage du carbone et donc

de traces de produits organiques est possible en utilisant la bande d'émission
de la molécule C, dont il a eté fain mention préecédemment.

METHODE UTILISANT L"ABSORPTION :
SPECTROPHOTOMETRIE PAR ABSORPTION ATOMIQUE

Bien gu'en theorie rien ne s'‘oppose a une absorption d'une lumiére
convenablement choisie par les atomes, la mise au point d’'une méthode de
dosage fondée sur ce principe a présenté beaucoup plus de dilicultés que les
precedentes et ce n'est qu'en 1955 gqu'elle a é1é réalisée par Walsh.
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Principe

Le principe en est simple : un faisceau de lumiére monochromatique de
réquence telle qu'il soit absorbable par I'élément a doser est envoyé dans une
vapeur atomique de cet élément. La mesure de l'intensité lumineuse, avant et
aprés le passage dans la vapeur atlomique permet de determiner le pourcentage
d’absorption. Dans des conditions bien déterminées, celui-ci est fonction non
sculement de la concentration en atomes de la vapeur atomique, qui.n'a pas
grand intérét, mais surtout de la concentration de la solution ou du produit
initial que I'on cherche i déterminer. Pour obtenir ce résultat, il faut produire
un faisceau de lumiére incidente suffisamment intense. Mais il est nécessaire
également que le mode de production de la vapeur atomique soit bien précise.
En effet, si I'on compare cette méthode i une colorimétrie classique suivant
la loi de Beer-Lambert, I'on retrouve les mémes éléments, mais les difTicultés
sont plus grandes. Le milieu absorbant qui doit étre produit par transfor-
mation du produit i@ doser, n'est pas une solution liquide de concentration
constante, mais un gaz dont la concentration est sujette a beaucoup plus de
fluctuations. En outre, les atomes peuvent exister dans cette vapeur a des
niveaux d'énergie dilférents, et il faut que le plus grand nombre possible se
trouve 4 un niveau compatible avec I'absorption, c'est-d-dire au niveau
fondamental. 1l convient également de rappeler (v. p. 19) que la lumiére doit
¢tre assez rigourcusement monochromatique. Enfin il faut, lors de la mesure
de I'intensité lumineuse aprés absorption, éliminer I'interférence de lumiére
parasite due a la réémission des atomes excités, mais aussi au spectre propre
de la lamme.

Comparaison avec la photométrie de flamme ( par émission )

Cetle comparaison simpose notamment lorsque la vapeur atomique est
produite a 'aide d’une amme. Elle permet de souligner les dilférences entre
les deux meéthodes

o Phénoménes produits dans la flamme. — En ellet, si les phénoménes produits
dans la Mamme sont évidemment identiques dans les deux cas, ce ne sont pas
les mémes que 'on exploite : dans I'émission, on recherche l'excitation des
atomes pour quils puissent ensuite emettre. En absorption atomique, on
cherche i s’arréter au stade de la dissociation des molécules en atomes libres,
mais a I'état energétique fondamental, alin qu'ils puissent absorber.

e Nivean énergétigue. — 51 dans la photométrie d’émission, tous les atomes
excites emettent, puisque seul le miveau fondamental est stable, en absorption,
tous les atomes susceptibles d’absorber ne le font pas obligatoirement. 11 est
necessaire pour cela, que 'atome rencontre un photon; il n'y a donc qu'une
certaine probabilité de rencontre. Cette probabilité est d’autant plus grande
que le nombre d'atomes est plus grand, mais il a été indigque précéedemment
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que pour d'autres raisons il était souhaitable d'opérer en milieu dilué (p. 31).
Pour augmenter les chances de I'absorption il est donc souhaitable d’aug-
menter le nombre de photons et donc lintensité lumineuse mais aussi
I'épaisseur de vapeur atomique traversée.

e Avantages de I'absorption. — s decoulent du fait que l'on s’adresse a des
atomes i I'état fondamental. Dans I'émission, la sensibilité dépend du rapport
entre le nombre N° des atomes excités et celui N beaucoup plus grand des
atomes a I'état fondamental, puisque ce sont les premiers qui émettent. Dans
I'absorption, ce sont les atomes a I'état énergétique le plus peuplé qui
interviennent. 11 n'y a donc plus de limitation par les potentiels d'excitation
ou d'ionisation. 11 sullit seulement gue la dissociation en atomes soit sullisante.
Ceci a pour résultat Fapplication de la méthode par absorption atomique,
a un bien plus grand nombre d'ééments gue dans le cas de I'emission.
Pratiquement, tous les metaux sont dosables et méme certains métalloides;
seuls sont exclus les atomes dont les raies de résonance se trouvent dans le trés
lointain ultraviolet (A { 180 nm) ou les diicultés d’appareillage sont grandes :
c'est le cas notamment de 'oxygéne, de I'azote, du carbone, des halogénes,
dus soulre ou du phosphore.

Appareillage

Il comporte schématiquement :

— une source lumineuse,
— un systéme de production de la vapeur atomique,
— un monochromateur et un récepteur.

Production de la vapeur atomigue

Les questions touchant & la production de vapeur atomique ont été traitées
précédemment (p. 23). Dans le cas de la spectrométriec par absorption
atomique les moyens les plus employés sont la nébulisation dans la lamme,
mais aussi et de plus en plus les fours en carbone. Dans le cas de 'utihsation
d’une Namme, le brileur est d'une forme allongée, en pinceau, afin de permettre
une probabilite de rencontre plus grande entre un photon et un atome.

Sowrce lumineuse

C'est un organe essentiel car la mesure depend en grande partie de ses
caractéeristiques. En effet, lNintensite émise doit étre aussi grande que possible,
car ce n'est gue si le Mux de photons est suflisamment important que la
probabilité de rencontre avec un atome est suflisamment grande pour espérer
unc mesure quantitative.

Mais cette intensité émise ne doit pas étre dispersée dans tout le spectre
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car une scule fréquence va étre utilisée : il faut donc condenser sur cette
[requence le plus d'energie possible. Si dong, en théorie 'utilisation d'un spectre
continu n'est pas 4 rejeter, a condition de disposer d'un monochromateur
sulfisamment sélectif et résolutif pour obtenir une raie de largeur maximale
de 3 pm v, p. 200 en pratique, la construction d’un tel monochromateur serait
tres onereuse et surtout il ¥ aurait une perte considérable dénergie conduisant
4 une intensité trop faible pour la raic considérée.

En outre, l'intensité émise doil étre constante, c'est-a-dire la source stable.
En effet, les mesures quantitatives sont fondées sur la loi de Beer-Lambert. 11
serait illusoire de prétendre a des mesures exactes, si Fintensité initiale variait
entre Je passage de solutions €talon et de la solution a doser.

Enfin, la raie doit étre sulfisamment fine pour que le coeflicient d'extinction
s01f une constante.

o Choix de la radiation. — Trés généralement, on utilise la radiation de
résonance, bien que toute raie de la série principale soit exploitable. Toutes
ces transitions font intervenir comme point de départ en absorption, ou comme
point d'arrivee en émission, le niveau lfondamental de I'élément. Si la raje de
résonance cst preferee, cest qu'elle présente la plus forte intensite, puisqu’elle
met en jeu Pénergie la moins importante. C'est méme souvent la seule gui
présente avec les sources useelles une intensité suffisante.

Parmi les raies de réesonance d'un élément (doublet de la raie D du sodium),
it n'est pas indifférent d’utiliser 'une ou lautre, car intensité n'est pas identique
pour les deux. CTest classiquement la plus intense qui est choisie, l'autre nétant
employée que si Fon veut diminuer la sensibilite en raison de concentrations
importantes. L'utilisation des autres raies de la série principale n’est envisagée
qu'en cas d'interlérences specirales.

o Réalisation pratigue de la source. - L'ulihisation d'un spectre continu ctant
rejetée, il faut donc s'orienter vers Pobtention d'un spectre de raies. Pour
obtenir la raic de résonance, il suffit de disposer d’une source contenant
elle-méme le metal ou le métalloide concerné, a 'état de vapeur atomique.
L'excitation de cette vapeur fournit le spectre caractéristique de I'élément.

A partir de ce spectre, il reste a isoler la raie choisie, grice i un
monochromateur. Ce dernier doit étre de bonne qualité, mais n'a pas besoin
d'etre aussi selectif que si l'on utilisait un spectre continu puisque les différentes
raies sont bien séparées. En pratique, une résolution de 2 x (07" nm est
sullisante et permet une bonne luminosité. Le seul point délicat, pour obtenir
une rake ausst fine qu'il est nécessaire, est de veiller i diminuer tous les
phenomenes d'elargissement qu ont été indiqués precédemment (p. 19). 11
convient de noter ici un inconvénient de la spectrophotométrie par absorption
atomique par rapport i la spectrophotométrie d'émission par plasma : c'est
la necessite d’utiliser une source différente pour chague élément a doser.
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Différents types de lampes utilisées

Elles utilisent toutes, la luminescence produite par une décharge ¢lectrique
dans des gaz sous pression réduite; ceux-ci peuvent étre des gaz permanents
(argon, néon, azole) mais aussi des vapeurs (mercure, sodium...).

e Lampes d vapeur spectrale. — Lorsque le métal dont on veut obtenir le
spectre est aisement volatilisable, il suffit de I'introduire dans une enceinte
sous-vide qui comporte évidemment une anode et une cathode. Une différence
de potentiel est appliquée et permet le chauffage et l'allumage. Les lampes les
plus utilisées sont d vapeur de mercure, de thallium, de métaux alcalins (surtout
le césium). Toutefois elles tendent i disparaitre devant les autres matériels.

e Lampes d cathode creuse. — Elles sont nécessaires dans le cas ou 'obtention
directe de vapeur atomigue n'est pas sullisamment lacile. Une telle lampe est
constiluée par un tube rempli sous trés faible pression d’'un gaz rare : néon,
hélium, argon, (tube de Geissler) dont I'anode est un simple fil métallique le
plus souvent en tungsténe, mais dont la cathode est constituée par I'éléement
dont on veul obienir le specire. Cetie derniére électrode se présente souvent
sous la forme d’un cylindre métallique creux dans lequel a été déposé le métal
ou le métalloide. Compte tenu de la forme de la cathode, cet éléement peut
etre liquide.

En ellet, trés souvent les bords du cylindre formant I'électrode sont
legérement refermés pour éviter tout écoulement (fig. 9).

b rwetiae

00 AP B

FiG. 9. — Schéma o ‘une
lampe d cathode creuse.

ilIM-—

Un courant continu est appliqué avec une intensité que l'on peut régler,
mais gui, une fois choisie, est maintenue stable,

Sous l'effet du courant le gaz s'ionise et donne par exemple des ions He
ou Ne' ... Ces ions positifs sont attirés par la cathode d'une lagon d'autant
plus forte que la différence de potentiel est grande. Si les ions sont suflisamment
accelérés du fait de cette attraction, ils acquiérent une energie telle que.
lorsqu'ils frappent la cathode, ils en arrachent des atomes. 11 se produilt ainsi
une vapeur atomigue de I'élément contenu dans la cathode. Etant donné la
forme de I'électrode, les atomes restent dans 'enceinte creuse et, en raison de
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I'énergie cinétique qu'ils ont acquise, subissent, entre eux ou avec les ions de
gaz rare, des chocs qui leur permettent d'emmagasiner de I'énergie. lls

atteignent ainsi un état énergétique excité. Ces états étant instables, les atomes
retombent au niveau fondamental en emettant des radiations lumineuses de

réquences correspondant aux raies du spectre de I'élément contenu dans la
cathode, et en particulier a la raie de résonance, puisque I'énergie nécessaire
pour exciter 'atome est dans ce cas la plus petite possible et donc la plus
probable.

Intensité lamineuse. — FElle est fonction de lintensité électrique et de la différence de
poientiel apphiquées. En pratique, les lampes & cathode creuse sont alimeniées sous 100
4 300 volts par 5 4 100 mA. Si lintensité électrique augmente, I'ionisation du gaz rare
augmenie aussi el donc le nombre d'atomes metalliques arrachés el excités. Il en resulle
une intensité lumineuse plus importante.

Stabilité d"émission. — Elle est lice i la stabilisation de l'intensite elecingue. Toulelois
I'équilibre d'émission n'est realisé qu'a une température constante, 1l Taut donc
initialement meitre en marche la lampe; par effet Joule sa température s'éléve puis se
stabilise au bout de 10 4 15 minutes. Cependant, méme aprés ce lemps, il ¥ a un risque
d'incandescence de I'anode ou du fil de la cathode qui peut faire brutalement baisser
Fintensite lumineuse des raies.

Finesse des raies. — Elle déepend de la limitation des causes d'élargissement; or, s
l'énergie fournie, c'est-d-dire lintensiteé élecirique, est augmentée pour obienir une
intensité lumineuse plus grande, les ions el les atomes arraches sont acceleres, et I'on
doit craindre 'élargissement par effet Doppler-Fizeau ou Lorentz. En méme temps, le
champ électrique existant entre anode et cathode s’accroit, d'ou élargissement possible
par elfet Stark. 1l ¥ a donc la des exigences contradictoires concernani la finesse et
I'intensité des raies. 11 faut trouver un compromis el ne pas dépasser un oplimum
d'intensité electrigue. Si celle-ci étail augmeniée considérablement, il faudrait craindre
le phénomeéne d autoabsorption au sein de la cathode (v. p. 20) et également une
diminution de la durée de vie de la lampe.

Emission propre de la lampe. -~ En dehors du spectre de raies de l'élément métallique,
la lampe ¢met le spectre du gaz rare et des jons et celui dimpuretés diverses. Le tout
produit un spectre plus ou moins continu dont I'intensité est variable selon le gaz et la
region du spectre. 11 en résulte qu'en fonction de la longueur d'onde de résonance de

I'élement & doser, on choisil le gaz rare gui donne le spectre continu (bruit de fond) le
plus faible,

Lampes multicléements. — 11 esi possible de labniquer des lampes a cathode creuse
aver un alliage (ou un simple mélange) de plusieurs métaux, a la seule condition gue
les raies utilisables pour chaque élement soient sullisammeni eloignées. L'iniérél esi de
pouvoir doser plusieurs clemenis sans changer la lampe. Ainsi des lampes existent, gui
contiennent par exemple : calcium, magnésium et zinc {ou aluminium), ou encore : fer,
cuivre, manganése, chrome, cobalt, nickel. 1l n'est possible d'associer minsi, gue des
eléments necessitant la méme inlensité du courant d alimentation.

Lampes 5 haote intensité lnminewse. — Pour eviter d augmenter Fintensite du courant
dalimentation, ce gui entraine Pélargissement des raies, une source secondaire d'exci-
tation des atomes deja a 'cltat de vapeur est constituée par un couple délecirodes
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secondaires au voisinage immédiat de la cathode. On obtient ainsi une luminosite
metlleure,

Lampes & émission pulsée. — En alimentant les lampes par un courant lui-méme
pulse, on realise une emission lumineuse vanant dune fagon réguliére. Lintérét de telles
lampes sera précise 4 propos de la détection.

e Lampes sans électrodes. — Elles sont constituées d'une ampoule contenant soil
l'élément lui-méme soit un sel (iodure) de cet élément sous faible pression d'un gaz inerte.
Cette ampoule est placée dans un cylindre en céramique sur lequel est enroulé un
résonateur heélicoidal. Lorsqu'un champ de radiolréquence est appliqué, I'énergie
produite ionise le gar rare et excite les atomes.
L'intérél de ces lampes tient & la grande intensité du spectre émis. Elles présentent
en revanche souvent un elargissement des raies qui peut étre nuisible,

Meswre de Fintensité lumineuse non absorbée

o Difficulrés particulieres de la 5.4.4. — Cetie mesure est réalisée par les
moyens qui ont élé indiqués précédemment mais un certain nombre de
difficultés sont propres a I'absorption atomigue.

Elimination de radiations parasites. — Outre la fraction de lumiére émise
par la source et non absorbee par la vapeur atomique, un certain nombre de
radhations parasites interviennent egalement. Celles qui peuvent provenir de
la source : rajes du gaz rare, spectres d'impuretés, sont éliminables en guasi
totalite en choisissant le gaz. Mais les plus génantes sont celles issues de la
flamme, et tout d’abord la lumiére de longueur d'onde exactement identique
4 la radiation incidente, qui est réémise dans toutes les directions par les
atomes excités, et en particulier dans une direction paralléle au faisceau
lumineux. Cette réémission provoque donc une erreur par défaut. Il faut ajouter
I'emission de bandes plus ou moins continues provenant de spectres molé-
culaires.

Fluctuations dues a lappareillage. — Des variations peuvent apparaitre tant
dans 'émussion de la source que dans la concentration en vapeur atomigue.
Il en resulte des risques d'erreur qu'il faut amenuser le plus possible,

o Llimination des causes d'ervewr. — Cette limimation doil #tre aussi totale que possible.
Les ameéliorations de Nappareillage portent sur Uatténuation des erreurs dues a I'émission
de radiations par la lamme et sur celles dues aux fluctuations de la source.

Elimination des radiations dues d la Mamme. — Elle ne peut ére que partielle. Elle
esl realisee a 2 miveaus.

MowocHroMATEUR. — Toutl dabord. ke monochromateur nécessaire pour
sclectionner la radimtion monochromatique choisie est place non pas avant la flamme
mans apres celle-ci, Cette position permet en effet d*climiner une grande partie du spectre
e par la flamme en méme lemps gue les autres raes du spectre de la source. Elle ne
presente pas diimconvenient mageur, du fait gue la source cmet la radiation de résonance
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avec une inlensité lumineuse trés supérieure 4 celle des autres raies. La proportion

d'atomes de la vapeur, qui absorbent les photons correspondant 4 des raies, est ainsi
negligeable.

~ MODULATEUR. — Un disque® divisé en secteurs, alternativement transparents et
opagques, €l tournant dans un plan perpendiculaire au faisceau lumineux, est placé entre
la source et la lamme et transforme ainsi le faisceau lumineux d'intensité constante en
un [asceau alternatifl {fig. 10). Par une construction appropriée, le systéme de détection
n‘amphiie que la Jumiére présentant ce caractére alternatif; cest-d-dire celle qui provient
de la source. Les radiations émises par la lamme ne sont donc pas amplifiées, mais

clles sont malgré 1out détectées. Aussi les appareils modernes n'utilisent-ils plus guére
Ce sysieme.

Ce===A==~=[ ] - B
=

ColCe Pt dgal gt F § gomamie Plsraaa v i e et ecteur

Frc. 10

Elimination des Nuctuations de Ja source : MONTAGE EN BIFAISCEAL, — A la place du
modulateur, un dispositif lournant presentant des secteurs allernés transparents et
réfléchissants est introduit. Son axe fait an angle de 45" avec le faiscean lumineux. Ce
sysiéme permet d'envoyer aliernativement la lumiére par un chemin oplique ne
traversant pas la vapeur atomique : faisceau de référence, et directement 4 travers la
lamme : faiscean de mesure {hg. 11).

N .._____D

)
Rl

Fic. 11.

Ces 2 lasceaux sonl done envoyés successivemeni el avec une périodicilé irés petite
dans le sysiéme de mesure gui est réglé pour mesurer & loul moment le rapport des
imlensités ;| L

Dans un lel systeme, les perturbations duees & la lamme ne sont éliminées que s 'on
a pris soin d'utiliser comme source vne lampe & courant pulsé gui joue alors un rile
anadogue au modulateur,

* En anglais chopper.
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Correctewr de fond spectral & lampe de deutévium

Elimination de I'absorption non spécifique de la lamme. — Deux lampes sont utilisees
pour ¢e montage :

11 ume lampe i cathode creuse classigue émetlant la raie analvtique,

2} une lampe d deswtérinm emeliant un spectre conlinu,

Cirace i@ un obturateur tournant & miroir, analogoe i celui qui a été indigqué dans le
montage en bilasceau, les 2 fisceaux traversent alternativement la flamme puis le

monochromateur el arrivent sur le photomultiphicateur.
La radiation monochromatique ¢mise par la lampe & cathode creuse est atténuce :

par absorption spécifique de 'élement a doser
— par absorplion propre de la lamme (he 12).

e ———r
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Fri, 12, — Absorption spécifique (2) ef non spécifigue (B) dans le cas
a} d'une radiation monochromatigue,

£ d'un faisceau émis par une lampe a deutenium.

Le faiseeau cmis par la lampe d dewtérinm a une largeur spectrale en longueurs d'onde
gqui correspond a celle de fa bande passante du monochromateur. Cette largeur est
beavcoup plus grande que celle de la radiation monochromatique utihisée pour Uanalyse,
Elle soriira de la Namme atténuée sur toute sa largeur puisque la lamme absorbe selon
un spectre pratiquement continu, L'absorption due aux atomes de 'élément & doser ne
[t imtervemr qu'une largeur de re irés Nine par rapport 4 la bande passanie et est
pratiguement negligeable, Le détecteur accorde sor la fréquence de rotation du miroir
mesure la difference entre les absorbances des deux laisceaux, C'est-a-dire praliguement
Uabsorbance spéciligue.

Correctenr de fond spectral par effer Lecman

Lorsqu'une source de lumiére monochromatique est placée dans un champ
magnétique, la raie emise se transforme en multiplet selon wne répartition
symetnigue par rapport i la lréquence {(ou a la longueur d'onde) initiale
correspondant i Pabsence de champ. Les différentes composantes du multiplet
sont polarisées de maniére différente.

com
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Yans le cas ou Pobservation est faite dans une direction perpendiculaire a
celle du champ magnétique, il apparait un triplet dont les 3 composantes sont
pelarisées rectilignes. La raie centrale dont la longueur d'onde A est celle de
la lumiére initiale, est polarisée dans une direction paraliéle a celle du champ.
Les deux raies latérales, situces symétriquement a des longueurs d'onde . — Ak
et & 4+ Ak sont polansees dans une direction perpendiculaire a celle du champ
(Ak dépend de la valeur du champ magnétique).

Si 1 est Vintensite lumineuse en ["absence de champ magnétique, les intensités
de la raie centrale et de chacune des raies latérales sont respectivement I/2 et /4.

L'utilisation en absorption atomique pour la correction de fond spectral
consiste 4 appliguer un champ magnétique d'une maniére modulée. La
fréquence de modulation est identique # celle de l'amplificateur. Le champ
magnétique peut étre appliqué soit au niveau de la source lumineuse (ellet
Feeman direct) soit au niveau de la vapeur atomigque absorbante (¢ffet Zeeman
INVErse).

La lumiére traverse ensuite un polariseur fixe qui ne laisse passer que les
radiations perpendiculaires au champ magnétique.

Lorsque le champ magnétique est nul, la radiation de longueur d’onde & est
la seule qui exisie et efle n'est pas polarisée. Aprés le passage dans le polariseur,
il est done possible de deétecler une certaine intensité lumineuse dont la valeur
dépend de I'intensité absorbée tant d"'une maniére spéciflique que non spécifique.

En revanche, lorsque le champ magnétique est appliqué, seules les raies
polarisées perpendiculairement au champ peuvent traverser le polariseur. La
raie centrale est donc éliminée et seules subsistent les deux radiations de
longueur d'onde & + AL gui sont donc impossibles 4 absorber par les atomes
de I'element i doser. Seule 'absorption non spécifique est ainsi mesurée.

L’avantage de ce correcteur sur le sysiéme d lampe de deutérium réside
dans le fail que les radiatons etant produies par la méme source, il n'y a
avcun risque de constater la moindre modification géométrique ou quanti-
tative au niveau du fasceau lumineux. La précision de la mesure en est done
amelioree.

Fluovescence atomigue

Ii esi possible d'uliliser 4 des flins analyliques le phénoméne considéré jusqu’a
présent comme parasite, de 'émission de lumiére par la vapeur atomigue excilée par
la radiation incidente. On peut mesurer en se placant perpendiculairement a la direction
du Taisceau incident Uintensité ainsi réémise, Par analogie avec le phénoméne de
Nuorescence, on parle de Muorescence alomique.

La methode la plus importantie est la fluorescence de resonance dans laguelle
la radiation excitatrice el ka raie réémise ont la méme longueur donde. Généralement
m les sources continues, meme les plus fortes {(arc au xenon), m les lampes a cathode
creuse ne donnent une intensite lumimeuse assez mportante pour obtenir une absorplion
el donc une réémission suflisanile. Lo source utiliste est generalement une lampe a
decharge sans electrode qui comporte une enceinle de quartz contenant une (able
guaniilé de métal el un gaz rare - trés, genéralement Vargon — sous laible pression.
L ensembie esi excile par un champ intense de microondes et émel pratiquement le méme
spectre gqu'une lampe a cathode creuse, mais avec une inlensité plus grande. lei la largeur
de ki rawe emise par la lampe n'a pas d'imporiance puisgu’on ne mesure pas labsorption.
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La mcthode permet de détecter des concentrations de Uordre de guelques pp.b.
L apparition de sources d'excitation laser a longueurs d'onde variables permet d'ame-
iorer encore la sensibilité; mais les appareils utilisanl ces sources sonl encore peu
repandus.

o Caractéristigues de la méthode. — Sensibilité : le moyen le plus habituel de
la définir est la limite de détection qu est la concentration du métal en
microgrammes par millilitre ou parties par million (p.p.m.) gui produit une
absorption {ou une emission) égale au double de la grandeur de fluctuation
ou « bruit de fond » de l'appareil. On peut lexprimer également en 10~ p.p.m.
ou p.p.b. {partic par milhard).

Specificite ; Elle est tres bonne en theorie ¢f meme en pratique, toutelos 1l
existe des interférences spectrales génantes. Elles sont dues non pas a4 des
coincidences de rales, rarissimes, mais 4 I'absorption par des molécules
présentes dans Ja lamme. Un réglage de la lamme ou le passage & une méthode
sans Mamme permei de les éviler.

Elle depend aussi de l'elimination des interferences chimigques d'excitation
ou d'ionisation, au moyen dun réglage approprié de la lamme et de l'addition
de sels convenables : chlorure de lanthane, sels alcalins.

Il faut également tenir compte des interférences «de malrice » qui sont
relatives aux caractenstiques physigues et chimigues de la solution : composi-
tion, concentration, viscosite, tension superficiclle. L'importance de ces inter-
ferences est diminuée en operant par rapport a des solutions ¢talons de
composition aussi voising que possible de celle de la solution & doser. Dans
de bonnes conditions, la reproductibilité est 4 1 4 2 % prés.

o Champ d'application. — Un elément est dosable par absorption ou
fluorescence si sa raiec de résonance ou une autre raic suMsamment intense
présente une longueur d'onde comprnise enitre les himites accessibles aux
mesures. Ces limites sonl délerminées par le lait qu'en degd de la limite
inferieure (ultraviolet lointain) et au-dela de la limite supérieure {infrarouge)
les radiations sont absorbees par la Namme. Actuellement les limites sont
1937 nm, qui correspond a la rare de résonance de I'arsenic, et 8521 nm, raie de
resonance du césium.

Quant aux ¢lements qui ne sont pas dosables directement : soufre, phos-
phore, halogenes, oxygéne, azote, il est possible éventuellement de les doser
cn formant des composes insolubles avec des sels de métaux susceptibles d'étre
detecies par la méthode.

o Utilisation des chélates. — Elle entraine Maugmentation de la sensibilite en
extrayant le metal et donc en le concentrant. Dans ce but on utilise la dithizone
mais surtout les dithiocarbamates et notamment le pyrrolidinedithiocar-
bamate de sodium. Elle permet également de doser les molécules organiques
susceptibles de former ces chélates et donc d'étendre la méthode 4 un domaine
qui semblait lui étre tout a fait étranger (v, Tome 11 p. 49},
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CHAPITRE 1H

GENERALITES
SUR LES SPECTRES MOLECULAIRES

Ce sonl des spectres dont les rajes sont groupees, et le plus souvent
suflfisamment rapprochées pour que, i 'observation, elles paraissent confon-
dues et forment des bandes plus ou moins larges.

L'¢tude de ces spectres de bandes a été réalisée historiqguement par
Deslandres. 1l a etabh des los expenmentales, qui, parallélement au cas des
spectres de raies, ont permis de parvenur a la theorne quantigue.

L'origine d'une raie, appartenant & une bande, est ici encore expliquée par
la transition entre deux niveaux d'énergie. Hormis le cas cite précédemment,
de la photométrie de lamme (par émission) de trés petites molécules minerales,
les spectres moléculaires sont toujours obtenus par absorption. Aflin d’étudier
les transitions spectrales possibles, il convient de préciser les moyens pour
une molecule d'emmagasiner de P'energie.

ENERGIE D'UNE MOLECULE

Bien que le plus souvent les molécules qui sont étudiées par des meéthodes
spectrales, se trouvent sous forme hguide ou méme solide, c'est-ia-dire dans
des etats condenses de la matiere, il est plus facle de rasonner tout dabord
sur une molécule indépendante et donc a 'état gazeux.

A cet etat en effet, chague molécule posséde un libre parcours moyen
important, et peut donc se mouvoir dans lespace sur une distance relativement
grande sans heurt, c'est-ia-dire sans ¢change d'énergie, 1l est done possible de
parler alors de énergie d'une molecule ssolee.

Comme pour un objet @ Péchelle macroscopique, il s'agit d'une énergie
cinétigue due aux divers mouvements gui peuvent correspondre i :

la translation |
— la rotation autour du centre de gravite de la molécule

la vibration, les uns par capport aux autres, des atomes dont Fassociation
constitue cetle molécule.
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Mais, en plus de cette énergie, il faut considérer une énergie ¢lectronigue
qui dépend de la répartition des électrons au sein de la molécule, et qui peut
prendre plusicurs valeurs, comme dans le cas de I'atome isolé. L'étude de ces
dillférents types dénergie est effectuee i1 dans un cas simple, celmi d'une
molécule triatomique, telle que 'eau.

Energie de translation

Elle résulte du mouvement de la particule; sa valeur est déterrince grace
a4 la théone cinétique des gaz, en fonction de la valeur de la vitesse. Celle-ci,
tout comme la trajectoire elle-méme, peut étre définie par rapport 4 un tricdre
de référence. On oblient ainsi, par projection du vecteur vitesse sur les trois
axes Ox, Oy, Oz, correspondant aux trots directions de Pespace, trois
composantes dont la somme vectorielle est le vecteur vitesse réel. La
connaissance de ces trois vecleurs permet donc de déterminer I'énergie
cinelique de la particule, puisque celle-ci est hée a la vitesse. La molécule,
comme toul objet en mouvement, est susceptible de se déplacer selon une
trajectoire qui peut étre décomposeée vectonellement selon les trois directions
de I'espace. Ce fait conduit a envisager gu'elle est libre de se déplacer dans
ces trois directions, c'est-d-dire qu'elle posséde 3 degrés de liberté pour ce
mouvement de translation (fig. 13).

Fua. 13

Enevgie de rotation

La moleécule peut emmagasiner de I'énergie par un mouvement de rotation
sur elle-meme. o1 encore, il y a possibilité d'obtenir un mouvement de rotation,
autour de chacun des trois axes du triédre de référence, passant par le centre
de gravite. 1l y a done trois degrés de liberte de rotation comme le montre la
fgure 14

Il existe cependant un cas particulier, qui correspond i des molécules
hncaires dont tous les atomes sont alignés. La rotation est alors comparable
a cclle d'une tige et le mouvement qui correspond 4 la rotation autour de
Faxe de la molécule nécessile une énergie négligeable par rapport aux autres,
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Fic. 14,

Il ne reste donc que deux possibilités de rotation, sclon les 2 axes
perpendiculaires 4 la molécule : ceci limite 4 2 le nombre de degres de liberte
de rotation dans ce cas. C'est par exemple, celui de la molécule d’anhydride
carbonique (hig. 15) mais aussi de toutes les molécules diatomiques.

4 ?

O

&

&

- A
é“ o S

Fue, 15.

e Absorption d'une radiation lumineuse par une molécule en rotation. — |l a
deja ete indique que, pour guil v ait absorplion dans ce cas, il est nécessaire
que les poles positil et negatil, de la molécule, résultant de la présence de
charges partielles, ne soient pas géométriguement confondus. 11 en résulte que,
pour qu'une molécule absorbe ainsi de I'énergie, il faut qu'elle soit dissymé-
trigque. Dans le cas de molécules biatomiques, l'oxygéne O,, I'azote N, ou le
chlore Cl, par exemple, ne sont pas susceptibles d’absorber; par contre, le
monoxyde d’azote NO, le monoxyde de carbone CO ou le chlorure d’hydro-
géne HCI, peuvent capter de cette fagcon un photon. De méme, la molécule
d'eau, dans laquelle les 2 poles positif et négatil sont dilférenciés peut capter
de I'energie.

Energie de vibration

C'ontrairement aux deux précedents mouvements, gui necessitent un volume
libre sullisant, pour se réaliser sans choc et sans [rottement, les mouvemenis
de vibration peuvent exister, méme lorsque les molécules sont rapprochées,
c'est-i-dire a I'état liquide ou solide. Pour concevoir ces mouvements, on peult
représenter une molécule en assimilant les atomes qui la composent a des
masses ponctuclles et les liaisons qu'ils forment entre cux, & des ressorts. En
clfet, dans la molécule, les liaisons, formées par les électrons, n'ont aucune
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raison d'étre strictement rigides. Elles présentent une certaine flexibilité, et
sont donc capables de vibrer.

o Nombre de vibrations normales. — Comme dans le cas de la translation et
de la rotation, on peut déterminer le nombre de degres de vibration pour une
molécule donnée. Cest ce que 'on appelle habituellement le nombre de
vibrations normales. Pour le calculer dans le cas d’'une molécule constituée
d'un nombre n d'atomes, il convient tout d'abord d’envisager ces n atomes
isolés, donc indépendants. Chacun d’eux ne peut ainsi subir qu'un mouvement
de translation et donc, d’aprés ce qui a été vu précédemment, posséde 3 degres
de liberté. Pour I'ensemble des n atomes, il y a donc 3n degrés de liberte.

Si ces atomes se rapprochent progressivement les uns des autres, jusqu’a
¢tablir des liaisons pour former une molécule, le nombre de degrés de liberté
n'a pas changé et reste toujours égal a 3n. Par contre, il n'est plus possible
d’en attribuer 3 4 chaque atome, car ces atomes sont devenus interdépendants,
et pour la molécule entiére, il faut attribuer 3 degrés de liberté aux mouvements
de translation et 3 autres (ou 2 si la molécule est linéaire) aux mouvements
de rotation.

La différence soit 3n — 6 (ou 3nm — 5 si la molécule est linéaire) donne le
nombre de degrés de hberté correspondant aux mouvements de vibration,
c'est-i-dire le nombre de vibrations normales.

o Caractéres des vibrations normales.

Vibrations symétriques et asymétriques. — Les vibrations normales res-
pectent la symétrie de la molécule, mais elles ne sont dites symétrigues que si
tous les elément de symétrie de la molécule sont également des éléments de
symétrie pour la vibration. Si au moins 'un des éléements de symétrie de la
molécule, ne I'est plus pour la vibration, celle-ci est dite antisymétrique ou
asymetrique.

[Dans le cas simple d'une molécule triatomique, les trois atomes déterminent
un plan P, qui les contient, et est donc un €léement de symétrie. La droite D
bissectrice de 'angle formé par les deux liaisons, et le plan P, perpendiculaire
a P, et passant par D sont eux aussi des éléments de symétrie de la molécule
(Nig. 16).

L.e nombre de vibrations normales possibles est de 9 — 6 = 3. Celles-ci sont
decrites dans la figure 17, ou I'on se place dans le plan P, .

Il est aisé de constater que, si pour les vibrations 1 et 11 non seulement le
plan P, de la molécule, mais 'axe D et le plan P, sont des éléments de symétrie,
il nen est pas de meme pour la vibration I, qui est donc asymétrique. alors
que les deux auires sont symelriques.

Si 'on essaie dimaginer d’autres mouvements pour ceite molécule triato-
migue, on conslate qu'ils correspondent soit 4 une rotation, soil 4 une
translation, mais absolument pas a une vibration. Il n'y a donc dans ce cas
que trois mouvements pour lesquels la somme des produits du déplacement
par la masse de chacun des atomes est nulle. est ce qui est exprime en
indhiquant que les vibrations normales sont orthogonales.
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Fiui. 17. = Vibrations normales d une molécule reiagtomigue (pour atome central, les

mouvements respectant la symétrie sont tracés en pointillés, la résultante des forces
esl tracée en trail plein).

Remaroue @ dans le cas on la molécule triatomique est linéaire, le nombre
de vibrations normales est de 9 — 5 = 4. On retrouve les trois types indiqués
précédemment, mais dans le troisieme cas il y a deux vibrations puisque I'une
peut avoir lieu dans le plan P et I"autre dans le plan perpendiculaire P, (lig. 18).

Vibrations de valence et de déformation. — L'observation des mouvements
de vibration dans les figures 17 et 18 montre que dans les cas 1 et 11, le
mouvement des atomes a licu le long de 'axe de hiaison ideal qu les rehe,
d'ou le nom de vibration de valence qui est donné i ce type (en anglais
stretching).

Au contraire, dans les cas 111 et 1V, les atomes se déplacent a peu prés
perpendiculairement i la liaison de valence. Il en résulte que Mangle des deux
liaisons n'est plus constant, et que la molécule se déforme. Ce sont donc des
vibrations de déformation {en anglais bending).
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Fic. 18.

Dans le cas precis, elles portent le nom de vibration de cisaillement. Plus
genéralement, lorsqu'il v a plus de trois atomes dans la molecule, ces atomes
ne sont pas forcément dans un plan donné. On distingue donc les vibrations
qui s¢ produisent dans le plan de la molécule, ou si celle-ci n'est pas plane,
dans le plan formé par les atomes intéressés par la vibration, et celles qui se
produisent hors du plan ainsi défini.

VIBRATIONS DE DEFORMATION DANS LE PLAN. — Qutre la vibration de cisaillement
déja signalée, il existe une autre vibration dans le plan, qui dans le cas d'une

molécule triatomique correspondrait & une rotation, c'est la vibration de
rotation plane (en anglais rocking).

Cisaillement Rotation plane

Fic. 19,

VIBRATION DE DEFORMATION HORS DU PLAN. — L’atome central ¢tant sensible-
ment lixe, si les deux atomes périphérigues se déplacent en méme temps
au-dessus, puis au-dessous du plan, le mouvement est dit de balancement
iwagging). Au contraire, si I'un des atomes périphériques se deplace au-dessus

du plan, pendant que l'autre passe au-dessous, le mouvement obtenu corres-
pond i une rorsion (twisting).
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Fi. 20. — Vibrations hors du plan d'un groupement de 3 atomes, le signe + indique le
mouvement vers l'avani {au-dessus du plan), le signe — indique un mouvement vers
I"arriére (au-dessous du plan).

Lorsqu’un nombre plus grand d’atomes sont en jeu, par exemple, un atome
central et trois périphériques (groupement —CCl,) on observe des vibrations
de valence symétrique et asymeétrique, mais aussi des vibrations de déformation
symétrique et asymétrique : ligure 21,

A A

Symétrique Asymétrique

Fic. 21. — Vibrations de déformation de —CX,.

e Absorption d'une radiation lumineuse par wune molécule en vibration, —
Lorsqu'une molécule vibre, les distances interatomiques varient, ¢t il en résulte
une modification :

— de la position des poles positifl et négatif,

— de la charge électrique résultante portée par chacun de ces poles, qui
peut éventuellement varier en fonction de la position €tirée ou comprimée de
la molécule. Le moment électrigque dipolaire de la molécule est donc variable.
St ces vinations sont en phase avec celles du champ électrigue oscillant de la
radhation, 1l y a absorption d'énergie. Dans le cas le plus simple d'une molécule
biatomique, il est donc nécessaire, comme pour absorption d'énergie par
rotation, que la molécule soit dissymétrique pour absorber. Dans le cas plus
general de molecules polyatomiques, il faut considerer deux possibilites, selon
gu'elles présentent ou non un centre de symétrie.
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Molécules ne présentant pas de centre de symétrie. — Toutes les vibrations
normales sont en principe actives, puisqu’il y a variation du moment dipolaire,
comme le montre dans la figure 22 la différence des distances entre poles
electriques d, et d_.

©)

©

___..._G}_____

Fig. 22

Molécules présentant un centre de symétrie. — Dans toute vibration
symeétrique par rapport i ce centre, le moment dipolaire est constamment nul,
puisque les poles positil et négatif sont confondus (fig. 23). 1l n'y a donc pas
de possibilité d’absorption de la radiation.

® ®
o—-O—0 O O— -O

-y —— -——— L= -

Fii. 23, — Vibration symétrigue.

Au contraire, dans les vibrations antisymétriques par rapport au centre de
symetnie, s1 d 'equilibre les 2 poles sont confondus il n'en est plus de meme
dans les autres cas, Les mouvements correspondant aux schémas 11, 1l et IV
de la ligure 18 entrainent les positions indiquées dans la ligure 24, ou les poles
clectriques sont distincts et se trouvent dans des situations diamétralement

Oo——O) O O o—0
~-—-QO-—-— - Q@ -=--

—b—

Vibration antisymétrique de valence

®
a0 Oigyﬂ

- § = — h —_
Vibration antisymétrique de déformation

Fii 24, — Vibrations amlis ymcirigues,
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opposées selon les temps consideres (a et b). Un moment dipolaire existe donc
dans la molécule: méme s'il est susceptible de s’annuler temporairement, il
peut s'inverser, el donc subit des variations susceptibles de rendre compte de
Fahsorption.

Energie électronigue

Létude des trois types d'énergie moléculaire qui a été faite précédemment,
est fondée sur des analogies avec un objet macroscopique et ignore la structure
réelle de la molécule, faite d’atomes et done de noyaux et deélectrons. Il y a
liew de considérer une quatriéme forme d'énergie qui correspond i la
répartition des Electrons et 4 ses variations. L'¢tude de cette énergie est assez
analogue 4 celle qui est faite dans le cas des alomes. En effet, la nature
corpusculaire de I'électron n'est pas aussi affirmée que celle d’'un noyau (el
donc de I'atome entier), et il n'est pas possible de raisonner en utilisant la
notion de degré de liberté d'un électron. Le calcul de cette énergie est donc
de ce fait beaucoup plus difficile.

QUANTIFICATION DE L'ENERGIE MOLECULAIRE

Comme dans le cas de Fatome isolé, et contrairement aux phénoménes qui
se produisent i notre échelle, les vanations de I'énergie de la molécule ne sont
pas quelconques et continues. 1l est nécessaire de faire intervenir des restrictions
quantigues, qui indiquent que 'énergic moleculare ne peut présenter gqu une
suite discontinue de niveaux, tels que :

et donc

E L
; *est appelé, ici encore, terme spectral.
s

Limitation des restrictions quantiques

I 'y a pas de solution de continuité entre Péchelle moléculaire ¢t échelle
macroscopique; les restrictions gquantigues sont d'autant moins importantes
que le volume dans lequel s¢ meut la particule (molecule, atome, noyau ou
¢lectron), est plus grand. Autrement dit, dans 'echelle des énergies, les niveaux
perims sont plus nombreux, et les differences entre eux diminuent, gquand la
position de la particule est moins bien determinée par suite d'une plus grande
liberte de mouvement. Ceci est vran dans le cas de énergie électronigue, o
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la conjugaison de doubles haisons par exemple, en permettant aux élec-
troms n de se deéplacer dans un volume relativement grand 4 l'intérieur de la
molécule, entraine la diminution des écarts entre niveaux énergétigues, De
méme la position des atomes qui compose la molécule étant maintenue dans
des himites asser sirictes, I'énergie de vibration est quantifiée. Quant aux
mouvements de la molécule toute entiére, il v a une différence trés nette entre
la rotation, qui nécessite pour s¢ produire un volume relativement petit de
l'ordre de celui de la particule elle-méme, et la translation; celle-ci fait intervenir
des volumes beaucoup plus importants, qui se rapprochent de I'échelle
macroscopique. Il en résulte que I'énergie de rotation est quantifiee, alors que
I'énergie de translation ne I'est pas. Ainsi, seuls les mouvements de rotation
et de vibration, et les déplacements electronigques sont quantifies. Or ce sont
les restrictions quantiques qui sont, au niveau moléculaire comme au niveau
atomigue, i@ Norigine de la production de raies spectrales. Donc dans I'étude
des spectres moléculaires, seule est considérée, ['énergie totale gquantifiée -

. E=E,;+E, +E,
ou
E,; est lenergie atomique
E,. est 'energie de vibration

E, est I'énergie de rotanon.

La methode la plus rabonnelle, pour relier les energies permises aux
propriétes moléculaires, est fondée sur 'équation de Schrodinger. Cependant,
il a été indique ci-dessus que on passe de ['échelle moleculaire & I'echelle
macroscopique d’une fagon continue. Il est donc possible de déterminer des
relations entre la structure et 'énergie, a I'aide de la mécanique classique, puis
d'introduire ensuite, comme en surimpression, les restrictions quantiques.

Approximation de la séparation de I'énergie de Born-Oppenheimer

Les dimensions et la masse des noyaux sont beaucoup plus importantes
que celle des électrons. Les mouvements intéressant les noyaux (et donc les
atomes) sont ainsi beaucoup plus lents, en raison d'une inertie plus grande,
que ceux des électrons. Or les photons absorbables portent d'autant plus
d'énergie, que la fréquence de la radiation est grande (E = hv), et si les
mouvements des électrons, en raison de la faible masse de ceux-ci, peuvent
étre rapides, et donc en phase avec une radiation de fréquence ¢levée, il n'en
est plus de méme pour les mouvements des atomes entiers : vibration et
rotation.

L'energe électronique est done de beaucoup supericure aux aulres types
d'énergie. Quant i la comparaison des énergies de vibration et de rotation, il
sullit de raisonner i l'echelle macroscopique pour concevoir guiil est plus
facile de faire tourner un objet (rotation) que de I'étirer ou le tordre (vibration).
I.'énergie de vibration est donc grande par rapport i I'énergie de rotation. En
partant de ces constatations, on peut envisager, en raison de ces grandes
dilférences de valeurs, que I'on puisse éludier séparément 'énergie de rotation
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seule, puisqu’elle est la plus faible, puis 'énergie de vibration, et enfin I'énergie
électronique, en négligeant en premiére approximation les énergies Irés
inférieures. C'est la méthode de I'approximation de la séparation de I'énergie.

Niveau énergétique d'une molécule

En corollaire de cette dilférence considérable de valeur des énergies, on peut
indiquer que les variations d'énergie ne sont pas non plus, du méme ordre
pour chaque type et donc, que la distance qui sépare deux niveaux énergétiques
consécutifs est trés variable. Pour I'énergie électronique, les niveaux sont trés
eloignés; pour I'énergie de vibration, ils le sont beaucoup moins, de telle sorte
que I'on peut observer de nombreux niveaux énergétiques de vibration a
I'intérieur d'un intervalle d’énergie électronique.

De méme, les niveaux d'énergie de rotation sont encore beaucoup plus
rapprochés que ceux de vibration, si bien qu'ici encore, un grand nombre de
niveaux d'énergie rotationnelle existent i I'intérieur d'un seul intervalle entre
deux niveaux de vibration (fig. 25).
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Vi, 25 — Niveaux énergétigues theorigues d 'wne moldcule. EGE | cnergie clectronique,
V,. V¥V, V, energiec de vibration, R, R, : energie de rotation.
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La conséquence immédiate de ces differences de distance entre niveaux
energetiques, est qu'une varnaton de I'energie de rotation peut eire observee
seule, sans variation des autres types d'eénergie. De méme une variation
d'énergie de vibration peut étre observée sans modification paralléle de
I'énergie clectronique, mais par contre, elle est pratiguement toujours accom-
pagnée d'une variation de I'énergie de rotation.

Enfin, il n’y a pratiquement jamais de variation de 'énergie electronique,
qui n'entraine pas une modilication concomitante des énergies de vibration
et de rotation.

Ce l[ait entraine la constatation d’une dilférence importante entre les spectres
atomique et moléculaire, bien que, dans les deux cas, I'absorption (ou
I'éemission) d'un photon hv conduise a I'observation d'une raie.

En elfet, en considérant par exemple, une transition électronique donnée,
st un grand nombre d’atomes participent a cette transition, ils absorbent ou
emettent tous la méme quantité d'énergie. Il n'apparait donc qu'une seule raie
au niveau du spectre.

En revanche, si la transition ¢lectronique intéresse une molécule, la variation
concomitante des énergies de vibration et de rotation entraine la possibilite
de nombreuses transitions, correspondant chacune a une raie du spectre.
Chaque molécule absorbe bien un photon déterminé en produisant une raic,
mais plusieurs molécules n'absorbent pas nécessairement le méme quantum.

Il apparait donc plusieurs raies de lréquences (ou de longueurs d'onde)
dilferentes dont 'ensemble forme une bande.

DIFFERENTS SPECTRES MOLECULAIRES

Les variations d'¢nergie d'une molécule sont proportionnelles a la frequence
de la radiation absorbée. Les plus faibles variations énergétiques mettent en
jeu des radiations de frequence, et donc de nombre d'ondes, petits. Les
longueurs d'onde sont donc grandes, et les radiations qui interviennent
correspondent aux plus grandes longueurs d'onde du domaine de l'infrarouge
ou, ce qui revient au méme, aux plus petites du domaine des ondes radio. Les
spectres de rotation pure sont ainsi appelés spectres de micro-ondes. Le terme
de specires infrarouges est classiquement réservé aux spectres intéressant
I'énergie de vibration el accessoirement celle de rotation, c'est la raison pour
laguelle de tels spectres sont également nommes spectres de vibration-rotation.

Enfin la varnation de 'éncrgic ¢lectromique fait intervenir des énergics
importantes el correspond done a des nombres d'ondes trés grands et a des
longueurs d'onde faibles. Elle produit ainsi les specires visibles et ultravioleis
yui ne différent que par un caractére physiologique et donc subjectil. C'est la
raison pour laquelle ils sont presque toujours regroupes, et souvent nommes
spectres eélecironiques.
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SPECTRES DE MICRO-ONDES

Les spectres les plus couramment utilisés en analyse fonctionnelle sont les
spectres infrarouges, qui correspondent a la variation simultanée des énergies
de vibration et de rotation, dans laquelle la premiére est prépondérante. 11 est
néanmoins utile de connaitre les modifications énergétiques dues i la rotation
pure, i la fois pour I'étude ultérieure des spectres infrarouges et pour leur
intérét propre. En effet 'analyse des spectres de rotation permet d'acceder aux
dimensions moléculaires dont la détermination est trés importante : ainsi pour
resler dans le domaine pharmacecutigue, il est d'un mteret considerable de
connaitre ces distances interatomiques au niveau de I'étude des relations entre
structure chimique et activité pharmacodynamique,

ETUDE QUANTITATIVE DE L'ENERGIE DE ROTATION

La molecule tourne autour d'un axe passant par son centre de gravite. Pour
laciliter le raisonnement, c'est le cas le plus simple d'une molécule biatomique
qui est envisage; 'axe de rotation est ainsi perpendiculaire a la hason enire
les deux atomes. L'etude quantitative a pour but d'établir les valeurs permises
de 'énergie de la molécule. Dans ce type de mouvement, cette énergic existe
unigquement sous forme cinétigue soit :

E = 1/2 mp?

Constater gquil n'y a que certaines valeurs de I'énergie gui répondent i la
guantification, équivaut a considérer que scules certaines vitesses de rotation
soni permises. En [, C'est le moment cinétique de retation appelé auss) momeni
de gquantite de mouvement gui est soumis a la quantification. Le but de I'étude
est done d’abord de caleuler par la mécanigque classique ce moment cinéligue,
puis d'en déterminer les valeurs permises en tenant comple de la mécanigue
quantgue.
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Caleul du moment cinétigue de rotation

Par définition le moment cinétique de rotation correspond au produit de
trois termes : la vitesse, la masse et le rayon de rotation. Pour le calculer, dans
le cas d'une molécule biatomique il suflit d'appliquer les résultats de la
meécanique classique aux deux masses correspondant aux 2 atomes.

e Approximation du rotatenr rigide. — Dans I'é¢tude des differentes valeurs de
I'énergic moleculaire, qui a ¢t¢ faite précédemment, il a été indiqué que 'énergie
de rotation est la plus faible, ¢t n'entraine donc pas de modification des autres
types d'énergic. 1l est done logique d'appliquer la méthode de séparation de
I'énergie de Born-Oppenheimer, et de supposer que la molécule ne vibre pas,
c'est-a-dire que la distance interatomigque ne vane pas. La molécule est ainsi
assimilée a un systéme de deux masses relices par une tige rigide. Les masses
sont supposées ponctuelles et le systéme peut étre schématisé selon la ligure 26.

,
y G Ag
- O FiG. 26.
i IR
:--I—T-l' r? J|
I'- . . __..JI

o Masse réduite du rotatenr. — Le centre de gravite ¢lant G, la distance A, G
a une valeur ry, la distance A,G une valeur ry, et la distance A, A, la
vitleur r. Les masses sont my et m,. Par définition méme du centre de gravité

Hi Py = MyT, (1)
sl
ry ry r, 4+ r

=4 = = - (2)
My my oy +m; Wyt om,

Mais un tel systéme comportant deux masses, ne permet pas une étude
mathématique aussi facile que dans le cas le plus simple d'une masse unique
tournant autour d'un point fixe avec un rayon r.

Il est donc souhaitable de pouvoir assimiler le rotateur a ce systéme plus
simple. Pour ce faire, il faut déterminer la masse qu'aurait ce dernier systéme,
cl qui cst appelee masse réduiie.

Pour calculer la masse reduite, on doit faire intervenir le rayon r de rotation,
puisgue le systéme mécanique est caractérisé par ces deux valeurs. En
mecanique, une nobion bien connue les [t intervenir toutes deux, c'est le
moment d'inertie 1. Par définition, c’est le produit de la masse par le carré du

rayon de rotation, Dans le cas du rotateur rigide, le moment d'inertie total
est la somme des moments correspondant 4 chague masse.
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Soit [ =m,ri + myr3 (3)
D'apres l'equabion (1) on peut remplacer dans le 2° terme m,r, par mr,
| =mry +mryr,
el I =myrylry +r3)
s01l l=mrr
En remplacant r, par sa valeur calculee a partir de 'equation (2) :
rim,

ry=—-" - on obtient l=——"—
my + i, iy 4+ s

my : . ; )
P a la dimension d'une masse, et correspond donc a la masse
my + my

reduite cherchée, qui est classiquement symbolisée par p; done :

| = pr? (4)

Le terme

o Momenit cinetigue de rotation. — 1l est maintenant possible de le determiner
dans le cas simple de la masse p tournant autour d’un point fixe, et en faisant
intervenir le moment d'inertie de ce systéme.

Le moment cinctique est par delinition

0 = |1 X ' X F

Or la vitesse v, dans le cas d'un mouvement de rotation, peut étre exprimeée
en fonction de la vitesse angulaire. En effet, la longueur d'un arc de
circonférence est donné par le produit du rayon par Pangle incluant "arc
exprime en radians :

Fig, 27.

La vitesse v est constanie ¢t correspond a la distance : parcourue pendant le
lemps 1.
P I or

I {

P o=

P . .
Le rapport ; cst la vitesse angulaire w, donc v = o,
Le moment cinéligue devient ainsi

g = por’ = lw
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Conditions de guantification

La quantification porte sur le moment cinétique et selon la mécanigque
quantique s'exprime, dans tous les cas, qu'il s'agisse du mouvement d'un
électron ou d'un atome, par la condition suivante : pour une période entiére
de mouvement, donc 11 pour une rolation compléte, ou angle ¢ vane de
0 2n, Nintégrale (dite integrale d’action)

2m
-[ a dip
i

doat etre egale a un nombre entier de fois la constante de Planck : h. Le
nombre entier est le nombre quantique de rotation J. En réalité, une legére
modification due a la mecanigque ondulatoire fant remplacer ce nombre par
un nembre vousim

I+ 1)

L'éguation devient dong :
in
}. a dp =h /N + 1)
u

Pour calculer cette intégrale, sachant que o = lw, il suffit de faire la dilférence
entre les valeurs obtenues pour ¢ = Det ¢ = 2r. Pour ¢ = 0 la valeur est nulle,

done 2l = h /3 + 1)

Cette formule permet de calculer les vitesses angulaires permises :

h ;
"]_iﬁ \‘J“""t]' I"I

Calcal de Uénergie de rotation

Cette énergie est une énergie cinétique, et puisque le systéme est assimilé i
une mMasse unigue pen rotation :
E

, = 12 pre

Cette equation peul etre translormée pour faire apparaitre la vitesse angulaire
afin de tenir compte de la quantification. U suffit de remplacer Ia vitesse par
s valear @ p o= LTy

. 5o
b, = 1/2 pow-r®
cl dapres Fegquation (4)

E, = 12w’
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En tenant compte de I'équation (5), exprimant les restrictions quantiques

2
E, = IJEII:% ,Hu+u1
it

s0il
2

E, - JJ 4+ 1) (6)

" Bl
e Distance des niveaux énergétigues de rotation. — Les différents niveaux
d’énergie sont donc proportionnels i J{J + 1). Le nombre J ne pouvant prendre
que des valeurs entieres 1, 2, 3, 4, 5, la progression des niveaux d’énergie est

donc proportionnelle a 2, 6, 12, 20, 30... Les niveaux d 'énergie de rotation ne
sont done pas équidistams.

SPECTRES DE ROTATION PURE
Régles de sélection

Les raies de spectre correspondent & une transition, comme dans le cas des
spectres atomiques, et ici encore, une régle de sélection doit étre appliquée :
elle exprime que seules sont possibles les transitions pour lesquelles la variation
du nombre quantique de rotation est égale a 'umité, soit :

Al=+1

Le phénoméne observé en pratique correspond a une variation positive donc
a un gain d'énergie. 1l correspond a un spectre d'absorption.

Caraciéristigue du spectre

Puisque les distances entre les niveaux énergétiques ne sont pas égales, a
chague transition correspond une raie différente. Il en résulte que le spectre
de rotation est compose d’'une bande formée de plusicurs raies.

o Calcul du nombre d'ondes d'une raie. — L'absorption d'un quantum d'énergic
fait passer la molécule du niveau énergétique E; au niveau E,, ,. Le nombre
d'ondes est defini par la dilference entre 2 termes spectraux :

. By Ey

Y he he

L'énergie E, correspond i I'équation (6), celle de E,, , a une valeur ou le
produit Ji) + 1) est remplace par (J + 1)) + 2) dans cette équation. Ainsi v
devient :

k)

h 1
= 2y -3 I
Vi= gty [(F+ )+ 2= JU+ 1] = he
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Lo M v U+ 1) (7
T anlle

Le méme caleul effectue pour le nombre d'ondes correspondant d la transition
de E;,, a E;,,, donne

) h
Visg =m” + 2)

e Distance entre 2 raies voisines. — Elle est exprimee par la dilférence entre
les 2 nombres d'ondes des raies.

AV =v,, =V

h
= ailc [+ 22—+ 1]

h

AV —
Y 4nle

(8)
Cette difference est indépendante de la valeur du nombre quantique de

rotation, elle est donc identique pour toutes les raies, si l'échelle est exprimée
en nombre d'ondes.

Les raies du spectre sont équidistantes. La distance Av’ est de 'ordre de |
4 20 cm ' La valeur des nombres d'ondes v’ est donc également trés petite.
Ceci expligue que les longueurs d'onde soient grandes, de 'ordre du millimétre,
¢t que l'on ne puisse observer ces spectres avec des appareils infrarouges
classiques.

INTERET DES SPECTRES DE MICRO-ONDES

La mesure de la distance entre 2 rajes successives du spectre permet de
connaitre le moment d'inertie :

h
I

CAnte AV
En elfet, tous les autres termes de I'égquation sont des constantes. Au moyen

de cette valeur du moment d'inertie, il est aisé d'accéder a la distance
interatomique connaissant la masse des deux atomes ¢

f-
r= |-
i

APPLICATIONS ANALYTIQUES

Cette methode est encore peu répandue mais elle parait promise & un certain
ol VETHI,

La necessite d’opérer en phase gazeuse pour permettre des rotations libres,
n'empeéche pas détendre les applications i des molécules polyatomiques de
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masse moléculaire allant jusqu'a 350 si elles sont volatilisables sous faible
pression,

e Analyse structuwrale. — 11 est non seulement possible de déterminer les
distances interatomiques mais également les angles de valence.

L'é¢tude de molécules possédant un ou plusieurs hydrogénes mobiles peut
etre réalisee par échange avec des atomes de deutérium. La comparaison des
spectres des molecules deuteniées ou non, permet de situer avec certitude la
position du deutérium et donc celle de 'hydrogéne mobile. Cette méthode est
utilisable lorsque les gquantités de produit @ analyser sont trop faibles pour
faire appel 4 la spectrométrie de résonance magnétique du proton.

o Anmalyse guantitative. — La méthode a été utilisée par exemple pour
déterminer des traces de polluants atmosphériques ou pour étudier des
produits de pyrolyse.
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CHAPITRE V

SPECTRES INFRAROUGES

Les spectres classiquement étudiés, qui permettent une véritable analyse
fonctionnelle des molécules organiques sont des spectres de vibration-rotation,
dans lesquels 'énergie de vibration, beaucoup plus grande que celle de rotation,
est prépondérante.

L'¢tude de ces spectres envisage tout d’abord, comme dans le cas des spectres
de rotation, la connaissance quantitative de I'énergie de vibration, dans le cas
le plus simple d"une molécule biatomique. Les applications pratigues, obtenues
en élendant les résultats théoriques a des molecules polvatomigues, sont
ensuile envisagees.

ETUDE QUANTITATIVE DE L'ENERGIE DE VIBRATION

Dans le cas d'une molecule biatomigue, la vibration se prodwit necessairement
ke tong de la liaison de valence. Pour que cette vibration entraine labsorption
d'energie, il faut nécessairement que la molécule soit dissymétrigue.

Ftude du mouvement de vibration

Daprés ce qui a ele indigué precédemment, lors de I'etude des vibrations
normales, le centre de gravité du systéme est un point fixe, sinon il v aurait
translation. Clest donc ce centre de gravite G, qui est pris comme centre des
coordonnees du mouvement des 2 atomes A, et A,.

La distance r. qui dans 'étude de la rotation etait considérée comme lxe,
varie ici entre 2 valeurs extrémes, Mune maximale r_ . lautre manimale r,,
autour de la position d'équilibre r, (hig. 2¥).

Le systéme a tendance a revenir a la position d'équilibre, car 1l existe une
force de rappel, dirigee en sens inverse du mouvement de Matome. Dans tous
les cas, les distances vy ¢l vy de chague atome au centre de gravité, sont définies,
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F N F R P R o

JOUOUOON

FiG. 28,

comme cela a été mentionne lors de 'etude de la rotation (voir page 64), par

r1 i'l r

my, m; m; + m,

: m,r
SO0 Fy=— -
m; + m,

myr
Fg=———
my + m,

Les forces agissant sur A, et A,, sont definies par le produit de la masse par
I"accélération. Les expressions donnant ces accélérations sont :

. 2
B d*r, _.:_J' rs

dt? de*
On peut, dans ces expressions, calculer les derivées en fonction non plus de r,
et r, mais de leur valeur exprimee en fonction de r.

Ti ¢l Tz

my, d’r
T = 3
my + m, di
m, d’r
12

m, + m, di’
La lorce f, d'attraction de A par A, est donc

2
mym, d-r

fi = my, = (¥)
: ' m, + m, di’
La lorce j, d'attraction de A, par A, est de meme :
_ mym, o’r

m, + m, di?

.com
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Les expressions de ces 2 forces sont égales puisque le centre de gravité est
immaobile. Leur valeur commune est identique & celle qui ferait intervenir une
seule masse réduite p,
iy My
po=———,
my + m,

vibrant par rapport & un point lixe & une distance r de ce point. On retrouve
la méme valeur p de la masse réduite que dans le cas de la rotation.

Approximation de I'oscillation harmonique

Lorsque le mouvement de vibration est assimilé & celui d'un ressort
parfaitement elastique, la force f de rappel est proportionnelle & I'écart r — r,
de son Elongation r avec sa position d'égquilibre r_. Clest la définition méme
de l'oscillateur harmonique, et I'etude théeorique du mouvement est poursuivie
dans ce cas.

On peut ecrire :

2
J’=Pi—:=—ﬂr—r,! (11}

Le signe négatil du deuxiéme membre, indique que la force est de sens opposeé
au mouvement.
Or

r=x+r,

ou r, est une constante, dont par definition la dérivée est nulle, donc -

d*r  d’x
dt*  di?
2y
La résolution de "équation différentielle p P Rl kx permet d'obtenir la

valeur de x =r —r,.
La solution est du type :

X = Xg sin 2nve

En effet la denvation de celte equation donne

i x
b= o= 2avx, cos 2mwvt (12)
f
2
. d*x ,
puis 7 i dn*vix, sin 2rvt

En remplagant dans U'éguation (12) les valeurs calculées :

— duivix, sin 2nvi = — kx,, sin 2mnvi

.com
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st
1k
v=— |- (13)
Inyp
OU ENcore k = drn*vip (13 bis)

On oblient ainsi la valeur de la frequence des oscillations.

k est appelée constante de force, et est caractéristigue de la molécule dont
elle mesure, la force de haison interatomique.

Expression de Uénergie de vibration

Contrairement au cas de la rotation, ou I'energie totale est égale i I'energic
cinétique, dans le cas de la vibration il faut considérer la somme de Pénergie
cinétique E_ et de I'énergic potentielle E,

= E, ‘o
Plus on s'tloigne de la position d'équilibre, et moins la vitesse, et donc 'énergie
cinélique

E, = 1/2 pei,

est importante, et plus Pénergie potentielle est grande.
Au contraire, plus on se rapproche de la position d'équilibre, plus I'énergie
cinétique est considérable, et plus l'énergie potentielle tend 4 s'annuler.
L'energie polenticlle est relice a la lorce [, mais elle est de signe contraire.
Elle est donc dans tous les cas :

E,— - J I dx
i

SOt E = —J. — kx dx
L]

r

L'énergie de vibration est done
E, = 1/2pef 4 1/2kx*
Pour eviter de laire intervenir les 2 types d'energie, on peul se placer dans

le cas de Namplitude maximale (ou mimmale). La vitesse, et donc I'énergie
cinétique, sont alors nulles, et

E, = 1/2kx}

—F,=F.—r

e ar mifm

Yo elant elongation maximum : x, = r,,
Or k est connue par I'équation (13 bis)

k = dnivip

done E, = En‘-'vzp.\'f, (14)

com
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Le tracé de la courbe E, = flxy), montre gque I'énergie de vibration dépend
de l'amplitude selon une équation parabolique.

Conditions de gquantificarion

La quantification porte, comme toujours, sur la vitesse, et pour introduire
ce paramétre il faut [aire intervenir Pénergie cinétique.
L'intégrale d’action est dans ce cas :

T
J- pe? di
£k

(ou v, est la vitesse de la particule umque de masse p). La condition, selon la
mécanique guantique, est que, pour une période entiére de mouvement, cette
intégrale soit égale & un nombre entier de fois la constante de Planck :

1
f pes de = vh
LI

ou v est le nombre quantique de vibration.
En realité, pour tenir compte de la mécanique ondulatoire, on démontre i

I'aide de 'equation de Schrodinger, qu'il faut remplacer le nombre v par v + ;

Calcnl de U'énergie de vibration dans le cas d'un oscillateur harmonigue

_ dx . .
En remplagant v, = Qi par sa valeur obienve dans "'equation (12} 1} vient :

i
1
dnivixip J. cos® 2nvl di = (1' + ;?-)J:
o

or daprés (13 hix) dnivip = k.

I'equation devient alors :

; I
1-.'\'::';J. cos? vt di = (v + _j)h
] ] =

sous integrale, on peut remplacer le carre du cosinus par sa valeur, sachant

\ | 4 cos 2x ,
que cos” X = 5 on obtient :

AT 4 cos dnve
i.x;,j ( 5 ).r.‘r

com
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La résolution de cette intégrale correspond 4 la différence des valeurs obtenues
pour i =0et1=T,de

kil

{ |
_i + - sin 41wr]

cette dilférence est
2
kxg

T
2

: 1
En eflet pour ¢ = 0 les 2 termes s'annulent, et puisque v = T

sin 4avT = sin 4x = (.

La condition de quantification s'écnit dong .

kxi |
; F:(v b 3)11

kx} , ]
or b = E, et I' =
2 W

i I I\ b Jk
dong E, = (v + z)hx = (v + 2) e \/IJ (15)

Cette équation montre que méme i I'état de plus faible énergie ot v = 0 la
molécule a une énergie vibrationnelle non nulle.

o [istance entre les niveanx énergétigues de vibration. — Pour une variation
du nombre quantique Av ¢gale a I'unite, la dilference d’energie est :

AE, = hv

Les niveaux énergéliques permis qui correspondent & une certaine frequence
et une certaine amplitude x,; sont done équidistants, puisque AE, est constante.
lIs sonl donc représeniés par des cordes horizontales équidistantes sur la
parabole, E_ = 1/2kx;.

il faut remarquer i la difference avec les miveaux d'energe de rotation gui
ne sont pits équidistants.

Cas reel de Voscillatewr anharmonigue

L'assimilation d'une molécule d un oscillateur harmonique, ne tient pas
compte de la nature de la haison chimigue. En ellet, lorsque les atomes
s'ecurtent beaucoup de leur position d'équilibre, leur interaction tend a
dimmuer et lorsque la distance est suflisante, elle disparait. 1l nexiste plus
alors gue deux atomes isolés, dont I'énergic est devenue pratiquement
constanie.

A I'inverse, s1 l'on rapproche trop les 2 atomes, leurs noyaux d'une part, et
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leurs couches électroniques réciproques d'autre part, tendent i se repousser,
el I'énergie neécessaire pour lutter contre cette répulsion est considérable.
La conséquence de ces 2 constatations est que la courbe E, = f{x,) n'est |
pas une parabole. 11 faut donc trouver une autre expression mathématique
pour rendre compte de la réalité. La plus habituelle est celle de Morse.

E, = D(l — e P)? (16)

ou fi est une constante dont la valeur est

2np
o [

el D est I'énergie de dissociation.

La courbe qui traduit cette équation est appelée de Morse. Avec une telle
courbe, les distances entre les niveaux énergétiques ne sont plus ¢gales comme
le montre la ligure 29.

£

FiG. 29,

—
X

Toutelois, la comparaison avec la parabole tracee dans le cas d'un oscillateur
harmonique montre qu'au voisinage du minimum, les deux courbes sont
presque confondues. Pour exprimer cette tangence, la premiére est appelée
parabole osculatrice a la courbe réelle (ig. 30).

Il en resulte que les niveaux énergétiques dans le cas on v est petit sont
quasi-equidistants.

Au fur et i mesure que la valeur du nombre quantigue de vibration
augmente, il est nécessaire, pour exprimer les dilférents niveaux, de réaliser
un développement en séne de (v + 1/2) et d'écrire que

E, = hv[iv + 1j2) —alv + 12 — biv + 1/2)...]

En général, 'expérience montre que le coelficient a est déji trés petit et que,
le plus souvent, on peut imiter le développement aux 2 premiers lermes.
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Fic, 30,

Lorsque la courbe tend vers une asymptote paralléle a P'axe des abscisses,
les niveaux eénergétiques arrivent a se confondre et il n'y a plus alors de
possibilité d'obtenir un spectre.

Remarouk @ I existe une répartition selon une courbe de Morse de I'énergie
de vibration pour chaque niveau d'énergie electronique (v. p. 136}

SPECTRE DE VIBRATION PURE

Nombre d'ondes d'une raie

En théorie, si les restrictions guantiques sont identiques a celles déja
indiquees en retation, la variation du nombre quantique ne peut étre que
d’'une unite, entre les niveaux energetiques de depart et darrivee, soit Av = + 1,
dans le cas de Fabsorption, qui est pratiquement le seul envisageable, Le
nombre d'ondes d’une raie est :

ro Eu-rll_E--_ 1 k

Donc dans le cas ou l'on peut assimiler la partie inférieure de la courbe de
Morse @ la parabole osculatrice, on n'observe qu'une seule raie puisque les
niveaux energetigues sont cquidistants. Le spectre de vibration pure présente
ainsi une seule raie pour une vibration donnée et comporte donc autant de
raies que de vibrations normales.

Vibrations harmonigues

En réalité, dans le cas de I'énergie de vibration, on peut observer des
transitions pour lesquelles Av est supéricur 4 + 1, soit Ay = + n dans le cas
de lNabsorption.
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Le nombre d'ondes v' de la raie ainsi émise sera

vorem—Z_ 2 [ (18)

he 2ne\ p
Le nombre d'ondes est alors un multiple de v;. Si elles sont possibles, ces
transitions sont cependant beaucoup moins probables que celles ou Av = 1.
On observe donc sur le spectre des raies correspondant a4 Av = 2, 3... dont
I'intensité est de plus en plus laible,
Leur distance exprimée en nombre d'ondes est théoriqguement la méme entre

. : ) . 1k
v, et v, ou entre v, et v, puisque i chaque fois, elle est égale d — [-. En

rs VAT
realité, en raison de l'anharmonicité de loscillateur, la valeur du nombre
d’'ondes d'une vibration harmonigque n'est pas un multiple exact de celle de
la vibration correspondant & Av = 1, comme le montre la figure 31, dans le
cas de la cyclohexanone.

Pourcentage de transmission

100

‘.1
) N

itaf
m U
0 “ Ll
dnm JEA:IIH Iﬂﬂ EH:] mm 1r;'|,.|'-| LA 1

Fii. 31, — Spectre infra-rouge de la cyclohexanone
entre 4000 cm ™" o1 12000 em™ .
a) Bande de vibration de valence du carbonyle : 1 710 cm ™.
b Bande harmonigue : 3360 cm ™",

ETUDE QUANTITATIVE
DE L'ENERGIE DE VIBRATION-ROTATION

L'observation d'un spectre réel @ I'élat gazeux montre que I'on n'observe
pas une raie trés fine, mais une bande due 4 la juxtaposition de raies tres
rapprochées. En effet, en méme temps que I'énergic de vibration, celle de
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rotation, beaucoup plus petite varie également. Le spectre réel est donc un

spectre de vibration-rotation, ou chaque raie d'une bande correspond a la

meéme transition de vibration, mais a des transitions de rotation diflérentes.
Pour étudier ces transitions, il faut donc envisager un oscillateur tournant

et utiliser Mapproximation de la séparation de I'énergie de Born Oppenheimer.
Dans ces conditions I'énergie de vibration rotation est

E,.,=FE +E

r

Dans le cas le plus habituel o la restriction gquantigue Av = + | est
appliquée, on obtient :

h k h?
E. L= : 1/2 |
| i ETI \/;l “' + h }+ H]'I:II. J” + }

Sachant que le second terme correspondant 4 'énergie de rotation est petit
devant le premier, on a donc plusieurs niveaux de rotation dans l'intervalle
qui separe deux miveaux de vibration.

SPECTRE DE VIBRATION-ROTATION

[ans le cas de 'absorption qui est seul utilisé, on envisage
Ay = + |

pour le nombre quantique de vibration: mais en raison de la valeur beaucoup
plus faible de I'énergie de rotation E,, il est normal d’envisager que I'on puisse
retrancher, aussi bien qu’ajouter, cette derniére valeur a I'énergie E_, tout en
conservant pour P'energie totale E, ;| une valeur positive. 1l y a done lieu de
considérer que la vanation du nombre quantique de rotation J peut ére
positive ou négative, donc gue :

Al=+1 (fig. 32)
On observe des raes correspondant aux transitions :

Av = + 1 Al = + 1
Av = + | A = — |

Par contre, la transition correspondant i la vibration pure, c'est-a-dire
Av | et Al =0 n'existe pas @ c'est done une « raie interdite ».

Nombre d"ondes d’une raie

Les nombres quantiques, guels qu'ils soient, el en particulier le nombre
quantigue de rotation, doivent étre positifs ow i la limite nuls, mais ne sont
[mas negatils.
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A = + 1 Ay = 4 Av = 41
A= + 1 4. ] Al==1
N I
e —— | et — e
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Haie interdite

Or, s1 le niveau énergétique initial correspond au nombre quantique J et
que la variation AJ soit neégative, AJ = — 1, le niveau flinal est defini par un
nombre quantique inféricur d'une unité soit J — 1. 1l faut donc preciser lors
du calcul que le niveau le moins éleve : J — 1 est au moins nul

J—=1=0 donc J=1

Dans I'établissement des formules, le nombre J ne doit donc jamais étre nul.
Le nombre d'ondes d'une raie est par déhnition :

soil

. _Ee.,
 he

.F-..J + E,z- El'l + E,|
he he

com
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En regroupant les variations dénergie de vibration et de rotation
- E,; + E,, - E,

he he

Si la différence des énergies de vibration est toujours positive, celle des énergies

de rotation peut étre positive ou négative. Comme les nombres d’ondes sont
toujours des nombres positils il en résulte que :

Vesr = Ve £ W,

v = (19)

Les nombres d'ondes correspondant i la vibration pure et 4 la rotation pure
ont été calculés précédemment (7) et {17). Toutefois, comme nous avons précisé
que le niveau le plus bas ne doit pas étre défini par J mais par ] — 1, la valeur
du nombre d'ondes de rotation est en fait :

= h
" Anlle
| k hJ

donc Vose=o— [=F ——
" me A p T Anlle

Distance entre les raies du spectre

La valeur v, ne varie pas d’une raie & l'autre puisqu'il s’agit d'une méme
bande. La distance entre deux raies est donc :

h
A = Av, =
Viesr r 4':_11‘:
Une seule exception se produit pour la distance entre la premiére raie pour
laquelle AJ = + 1 et son homologue o AJ = — 1. En effet :

h h h
F) v = ﬂ Ao _ - i
AVerr =AY, dn’le ( 43’]::‘) 2nlle

Cette distance est ainsi double de celle des autres. Ceci correspond i I'absence
de la raie AJ = 0 (fig. 33).

K} =

214

il ,H‘i’ R

2 ey U e ! b T

Fui. 33 Spectre IR de Voxyde de carbone.

com
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En réalité le moment d'inertie 1 = pr? dépend de la distance r, qui varie
entre deux valeurs extrémes du fait de la vibration. Celle-ci de plus ne
correspond pas & une oscillation harmonique. Les raies d'une bande donnée
ne sont donc pas exactement équidistantes, comme le montre la figure 33
donnant le spectre de I'oxyde de carbone.

o Intensive des raies, — Les transitions sont de moins en moins probables, au
fur et & mesure que le niveau initial de 'énergie de rotation est plus élevé, en
raison de la loi de Boltzmann. On devrait donc observer des raies de plus en
plus faibles, lorsque I'on s'¢loigne du centre de la bande. Cependant la trés
grande proximité des premiers niveaux de rotation, et le fait que I'énergie
absorbeée soit trés grande par rapport i la seule variation d'énergie rotation-
nelle, puisquielle fait intervenir la vibration, ont pour conséquence que ce ne
sont pas les premicres rajes correspondant a une transition (J = 1252 ] = ()
qui sont les plus intenses, comme le montre également la figure 33,

INTERET DES SPECTRES INFRAROUGES
DANS L'ANALYSE FONCTIONNELLE
DES MOLECULES POLYATOMIQUES

L’ctude theorigue qui a ete laite dans le cas d'une molécule biatomigue, est
trés difficile a réaliser, dés que l'on atteint des molécules de taille plus
importante, Or c'est le cas de la plupart des composés organmques, et surtout
de ceux gui ont un inlérét pharmaceutique, Pour envisager l'interprétation
d’un spectre, on peut ici encore prendre une analogie a l'échelle macrosco-
pique : c'est celle du couplage de deux mouvements pendulaires : si 'on
suspend deux pendules a un méme fil souple, selon la ligure 34 on constate

L -

—_— ——

b, 34

O

gue, st les longueurs des deux pendules sont assez différentes. le mouvement
imprimé i Pun d'eux, ne se répercute pratiguement pas i Pautre. Par contre,
si les longueurs sont trés proches, les deux pendules interagissent; on dit yuilya
couphige. Leur periode d'oscillation peut alors étre largement modiliée. Si 'on
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applique un raisonnement analogue au cas d'une molécule, on peut envisager
quau sein de celle-ci une association de deux atomes peut vibrer avec une
intensite importante, alors que le reste de la molécule reste quasi immobile.

Ceci permet, au prix d'une certaine approximation, d'attribuer une fréquence
observée dans le spectre a la vibration d'un seul groupement de deux atomes.
Toutelois, si plusieurs groupes de deux atomes sont susceptibles de vibrer a
des [réquences voisines, il faut tenir compte des possibilités de couplage,
auxquelles correspondront des vibrations dites de combinaison. De plus, si
une vibration est trés forte, elle peut renforcer 'amplitude d’une vibration de
nombre d'ondes voisin : c'est la résonance de Fermi.

Vibration de valence

L'¢tude théorique de I'énergie de vibration rotation a eté réalisée dans le
cas ou les mouvements de la molécule sont libres, cest-a-dire a I'élal gazeux.
Les spectres de molécules polyatomiques a I'état gazeux présentent eux-aussi
des bandes formées de nombreuses raies. Mais le plus souvent, ce sont des
spectres a I'état liguide ou solide gui sont obtenus, et dans ces conditions, les
rotations des molécules sont entravées. 11 en résulte que 'on observe des
bandes plus ou moins larges, mais ne présentant pas la structure fine de raies,
due a la libre rotation. Le nombre d'ondes (ou la fréquence) du maximum de
la bande correspond 4 une transition de vibration, ¢'est donc sur la valeur
calculée du nombre d'ondes de vibration que I'étude suivante est fondée. Dans

cette valeur :
ok
vV =— |=
2ne \ p

les deux scules vanables sont la constante de rappel, ou constante de florce,
k ¢t la masse réduite p. Ainsi quand on ¢tudie un groupe de deux atomes de la
molécule, plus la constante de lorce est grande, plus le nombre d'ondes est
¢levé. Au contraire, plus la masse réduite est importante, et plus le nombre
d’ondes est faible.

Avant d'envisager l'influence de ces deux paramétres, il importe de préciser
les limites habituelles des spectres infrarouges, Exprimées en nombre d'ondes,
elles vont de 4000 cm ' 4 400 cm ', voire 4 100 cm ! surtout lorsqu'il s"agit
de I'étude de substances minérales (moléculaires ou ionigues) constiluées
datomes relativement lourds,

o Influence de la masse des deux atomes imtéressés, — Liaisons faisant intervenir
Fhydrogéne. — Si l'un des deux atomes en vibration est de masse petite, la
masse reduite

iy i
po=
my 4 m,

est faible. Dans le cas de haisons ou entre un atome d’hydrogéne, la masse
reduite est proche de l'unite.
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En eflet sim, = 1,
m,

| = -
; my o+ 1

La masse réduite est donc voisine, qu'il s'agisse de liaisons :

OH:ip="0" NH:p=12 ou CHip=o
My IR T A AT )

Il en résulte que les bandes correspondant aux liaisons qui font intervenir
I'hydrogéne, se trouvent toutes dans la zone des grands nombres d’'ondes entre
4000 cm ' et 2500 cm ' comme le montre le tableau V.

Tl V. VIRRATIONS DE VALENCE NES GROUPEMENTS HY DROGENES,

w4000 Ja00 3400 3200 3000 2500
[ L i L i L i 'l i

. i . . 4

& — i = Bl o= = — — OH chilatds — — = —— —w

OH 5114 O
lies duneres ARBOCHES
- . .

+*
NH: m? o
as Sy eH
i o Lo - .
M A-MNH-—-H M=k
ererocyches 4. e e e e
MH assocws

WP
{.‘l L HI.:H:.= CH:}:':H :,E.H 3

% sym as”  &ym
LR L ]

L L e

- L}
=C-H Ar-Hq"=CH—][;I1:H}-5,;—H

A A e i A e . .

4000 3600 3400 3200 3000

b i’ A i

2500

[Dans le cas ou lhydrogene est remplace par son isotope lourd : le deutérium,
la masse réduite se trouve approximativement multipliee par 2, et donc le
nombre d'ondes de la bande divisé par /2.

Liaisons entre denx atomes awires que hydrogéne. — La masse réduite,
dans ce cas, augmente considerablement. Une haison entre deux atomes de
carbone par exemple, correspond & une masse réduite de

12 =12

"y "

H

* Les valeurs des masses sont presentées en omasse reelle d'on alome

mvasse de Falome gromme . . . ; :
_ . on peut. pour simphilier. considerer gue lon risonne en
nombre & Avogadro

unile de masse salomgue [wma).
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Il en résulte que, par rapport au nombre d’ondes de vibration d’une liaison
carbone-hydrogéne, qui est de 'ordre de 3000 cm ', celui d'une telle liaison

est J 6 = 2,45 fois plus faible. 1l est donc voisin de 1200 cm ™.

D'une facon générale, plus la masse de I'un au moins de deux atomes
concernés par la vibration de valence devient grande, plus le nombre d’'ondes
se déplace vers les faibles valeurs, comme le montre le tableau VI.

Tableau VI. — VIBRATIONS DE VALENCE DES LIAISONS ENTRE LE CARBONE
ET LES PRINCIPAUY HETERDATOMES.

Liaizon Nombre d’onde (en cm ™ ")
7{; H 3300 - 2 800
>L‘ _F 1400 1 000
5C -0 - L300 1 050
/
>L‘ N 1 360 - 1050
> c < 800 600
>-:: S %00 600
?E---P< 750 650
>L’ Br 650 - 550
NE - 600 . 500
Ve

o Influence de la constante de rappel. — Cette constante est lige au nombre
des liaisons établies entre les deux atomes impliqués, mais aussi a la longueur
de la haison.

Liaisons multiples. — La constante de rappel est sensiblement proportion-
nelle au nombre des liaisons. Ainsi, dans le cas des liaisons entre atomes de
carbone, elle présente les valeurs données dans le tableaw VII. Comme cest
la racine carrée de la constante gui intervient, le nombre d'ondes d'une
vibration d’'unc liaison éthylenique est environ \/2 = 1,414 fois plus grand
que celui de la simple liaison, et celui d'une liaison acétylénique .ﬁ_ﬁ = |,732
fois plus éleve (tableau VII)

L'inMluence de la constante de rappel est ainsi prepondérante, lorsque la
masse reduite est peu dilferente d'un couple d’atomes a lautre. Clest ainsi que
F'on retrouve dans la méme zone de nombre d'ondes, dérivés acétyléniques et
nitriles. d'une part, et dérivés éthyléniques, carbonylés el iminés d’autre part
{tableau VI
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|
Tableau VII.
Ligison k (dynes/cm) v icm )
- C=C - 15.10° 2 250-2 100
Nc=c¢ 10. 10° 1 700-1
p i . GO0
>c- c& 5.10° 1 260-1 100
Lorsque les masses réduites différent, il faut tenir compte des deux

paramétres. Clest le cas des liaisons

S o
KC_D et J‘,C—nﬂ

La premiére vibre i des fréquences /2 fois plus fortes que la seconde
(tableau YIII).

Longueur de la liaison. — La force d'attraction, et donc de liaison, est
d’autant plus grande que la distance entre les centres des atomes est plus
faible. Done plus I'un des atomes est gros, et moins la constante de rappel est
importante. C'est ce qui explique que la liaison —SH vibre 4 un nombre |
d’ondes beaucoup plus bas que la liaison —OH, alors que les masses réduites i
sont voisines (tableau V). i

Tableaw VI — INFLUENCE DES LIAISONS MULTIPLES SUR LE NOMBRE DONDES
NES RAIES DF VIRBRATION DFE VALENCF.

2500 2200 2000 1800 1500 1200 . 1000
L i i i 4 i i -, i " i i i 1 a
PR & - B# E - - -
Y F £ -~
—C=[ - fEHEKlmm.quL!i ._,.-F—If'.lx
- w L e = v e -
T N g
—C=N - ‘-_,E—f-l _I.-hf, L
L e I “n - w -
“c=0 #-C. @ wm SC-0-
& iy i
b il . e
L -5 —

o Influence de la nature de la vibration de valence. — Ces vibrations, dés
guelles intéressent trois atomes peuvent élre symeétriques ou asymétriques;

cest le cas de SCH,, ~NO,. ~CO, , —SO,—
Dans ces conditions, on observe toujours deux bandes. Celle qui présente
le plus grand nombre d'ondes, et donc qui nécessite labsorption de I'énergie

i plus forte, est toujours la vibration asymétrique.
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o Influence de l'environnement. — 1] résulte de ce qui précéde que tout ce qui
tend a diminver la force des liaisons, ou & allonger celles-ci, entraine un
déplacement du nombre d’'ondes vers les faibles valeurs.

Liaison hydrogéne. — Ainsi la liaison hydrogéne réalisée entre un hydroxyle
et un carbonyle, comme par exemple dans un groupement acide carboxylique

Q- wnH O
— i HHH ﬁ[ - ——
[ J— 0

entraine le deplacement de la vibration de — OH d des nombres d’ondes de
Fordre de 3000 cm ™' ou méme moins.

Comjugaison. — La comjugarson de haisons, cthyléniques par exemple,
entraine une délocalisation des électrons n. La force de rappel est donc alfaiblie
par rapport 4 une double haison, et augmentee par rapport & une simple liaison.
L'exemple le plus important 4 citer dans ce domaine, est celui des vibrations
des limisons carbontes des cycles aromatiques, qui correspondent 4 un nombre
d'ondes voisin de 150 cm ' donc plus bas gue les doubles liaisons
éthyléniques qui absorbent au-dessus de 1 600 cm ',

De méme dans le domaine des groupements carbonylés, on observe
Finfluence de la conjugaison des électrons n, avec des doublets électroniques
d’heteroatomes voisins, gui entraine une variation dans les nombres d'ondes
des vibrations. Ainsi, pour un ester aliphatique, ou 'on observe une certaine
attraction d'un doublet libre de l'oxygéne simplement 1i& (fig. 35(a)), le nombre
d'ondes observé est voisin de 1735 em ™', Dans Je cas d'un ester de phénol,
la suppression de I'effet inducteur donneur entraine un déplacement vers les
grands nombres d'ondes (environ 1 760 cm '), puisque la double liaison n'est
pas altéree (fig. 35(h)). Au contrawre, dans un amide, le caractére donneur de
Fatome d’azote, qui est plus important que celui de I'oxygéne, provoque un
affaibhssement de la force de rappel, et donc lappantion d'un nombre d'ondes
de vibration faible de lordre de 1650 em ™' (fg. 35(c)).

O—= ¢ 0

Fiu. 35
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Cet alfaiblissement de la double liaison devient maximal avec les ions dérivés
d’acides carboxyliques, qui ont tendance a prendre la forme mésomére :

le déplacement vers les faibles nombres d'ondes est alors considérable. Alors
qu'un acide sous forme libre absorbe vers 1760 cm ™', un sel donne
deux vibrations, I'une asymétrique de nombre d'ondes situé entre 1610 et
| 550 em ', 'autre symétrique, vers 1400 cm ™.

On peut également expliquer par des phénoménes analogues, I'élevation de

la constante de rappel dans le cas de liaisons %‘rC —H lorsque le carbone

contracte des liaisons multiples avec I'atome de carbone voisin. La détermi-
nation des nombres d'ondes de ces vibrations montre en effet, que les liaisons
correspondant & des carbures aliphatiques vibrent toutes i des nombres
d'ondes inférieurs 4 3000 ecm ™ '; celles qui correspondent a des carbures
aromatiques, éthyléniques, acétyléniques, donnent des vibrations plus énerge-
tiques i des nombres d’ondes supérieurs a 3000 cm ™' (tableau V).

Vibrations de déformation

L énergie nécessaire pour obtenir une vibration de déformation est toujours
plus faible que celle qui correspond a une vibration de valence. Cette
constatation peult déja se laire a I'échelle macroscopique, ot la vibration d'une
tige métallique, fixée a 'une de ses extrémités, est relativement facile dans une
direction perpendiculaire a son axe, alors que son étirement ou sa contraction
est difficile, sinon impossible.

A I'échelle moléculaire, également, les fréquences de vibrations de déforma-
tion sont beaucoup plus faibles que celles des vibrations de valence, pour un
méme groupement de 2 atomes. La zone du spectre qui leur est attribuée,
correspond donc aux [aibles nombres d'ondes.

Ces vibrations sont nombreuses (v. p. 55), et beaucoup plus sensibles
I'environnement que celles de valence, car elles ont besoin pour se produire
d'un volume plus important, et risquent donc d'étre entravées par la présence
d'atomes voisins.

Sl est souvent malaisé d'attribuer chague bande & une vibration de
deformation donnge, Ninteret de 'etude de cette partie du spectre correspon-
dant aux [aibles nombres d'ondes, n'en est pas moins considérable. En effet,
on y observe des dilférences significatives méme entre les spectres de substances
chimiguement trés voisines, comme des diastéréoisoméres. La specilicité est
telle que cette région spectrale a été comparée aux empreintes digitales d'un
¢tre humain. Si F'on observe donc. lidentite du spectre d'un échantillon avec
celui d'une substance connue, on peut conclure qu'il s'agit d’une seule et méme
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molécule. Toutefois, la constatation de dilférences entre deux spectres infra-
rouges réaliseés sur des produits solides, ne doit pas obligatoirement conduire
a allirmer quil sagit de deux molécules distinctes. En effet, deux formes
cristallines d'une méme substance peuvent présenter des spectres dilférents.
En plus de I'intérét de ces bandes dues aux vibrations de déformation, dans
Iidentification des substances organiques, on peut utiliser un certain nombre
d’entre elles dans un but d’analyse structurale. C'est le cas des vibrations de
déformation hors du plan des liaisons carbone-hydrogéne des dérivés aroma-
tiques. Elles permettent de déterminer la présence de substituants en position
ortho, méta ou para, en fonction des nombres d’ondes observés : tableau IX.

Tublvau 1X. — VIBRATION DE DEFORMATION HORS DU PLAN
BES LIAISONS T — H DANS LES DERIVES ARDMATIQUES.

viiem ™ )
Monosubstitution _ ... .. .. TT0-730

T10-690
Disubstitution, arthe . . .. TT0-730
Disubstitution méta ... ... RI0-750
Disubstitution para ... ... B60-800
Hydrogene isole ... .. ... QUO-860

Vibrations harmonigues et bandes de combinaison

L'existence de vibrations harmoniques a été indiquée précédemment. Quant
aux bandes de combinaison, elles correspondent le plus souvent a la somme
des fréquences de deux vibrations de déformation, ¢t sont donc voisines des
harmoniques.

Dans le cas des dérives aromatiques la combinaison de deux vibrations de
deformation hors du plan entraine Mapparition de plusicurs bandes entre
2000 cm et 1600 cm ', Cetie derniére est aussi caractéristique des noyaux
aromatiques que la bande a 1500 cm ' précédemment citée.

Dans le spectre des aldéhydes, plusieurs bandes situées entre 2820 et
2700 ¢em ', qui apparaissent en plus de la vibration de liaison € — H, sont un
exemple de ces combinaisons.

Liimportance au plan analytique des vibrations harmoniques ¢t de combi-
naison s'est encore accrue depuis quelques années. En effet, sont apparues des
techmiques quahtatives cf quantitatives utilisant le domaine du proche
mirarouge, situé, comme son nom lindique, entre le visible et Pinfrarouge
clussique. Ce domaine correspond a des fréquences de vibration, ou a des
nombres d'ondes, gui sont des multiples des valeurs observeées dans les spectres
qui ont cte envisages jusquict. 11 sagit donce notamment de vibrations
harmonigues.

Leurs applications analytiques sont exposées ci-dessous (v. p. 95).
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INSTRUMENTATION

Les spectrométres infrarouges les plus classiques exploitent la région du
spectre comprise entre 4000 cm ™" et 600 cm ™', soit sensiblement 2,5 pm
(2 500 nm) et 16 pm.

Les progrés de la technigue perrm:ltent d’atteindre des zones jusqu'a
100 cm ™' d'une part, et 4 10000 cm ™' d'autre part.

Marériaux wutilisés

Le plus gros probléme d résoudre est celui de la transparence des matériaux
au rayonnement infrarouge. En effet, celui-ci est peu énergétique, et facilement
absorbé par les produits courants : le verre est totalement opagque, le quartz
n'est transparent que jusqu'da 3.5 um (environ 2900 cm ') 11 faut alors se
résoudre @ utiliser des halogénures. Le fluorure de calcium n'est transparent
que jusqu’a 6 pm soit 1250 cm ', Dans les appareils de premiére génération
¢'étaient surtout les halogénures alcalins qui étaient utihsés. Le chlorure de
sodium est transparent jusqu'a 600 cm ', le bromure de potassium jusqu’d
400 cm ™' et I'odure de césium permet d'atteindre 200 cm ™', Toutes ces
substances présentent 'inconveénient d'une lorte solubilite dans I'eau; ceci
entraine la trés grande fragilité d'une optique, construite en ces matiéres, qui
risque de se dépolir par condensation de traces d’humidite. C'est pourquoi
d’autres minéraux souvent plus solides, mais, surtout, peu ou pas sensibles
I'eau sont actuellement utilisés : sulfure de zinc polycristallin (Irtran) ou
fMuorure de baryum, (transparents jusque vers 700 ou 750 cm ™ '), chlorure ou
bromure d’argent (rendus peu photosensibles par dopage), séléniure de zinc
et surtout bromoiodure de thallium (limites d'utilisation de 450 cm ' a
250 cm '),

Ce dernier posséde 'avantage d’un indice de réfraction élevé qui permet
des réflexions totales multiples (v. p. 93), mais il présente 'inconvénient de
sa toxicité comme tous les sels thalleux.

Certains appareils utilisent une optique en polyéthyléne. Ce polymeére
organique A structure de carbure saturé ne présente que peu de bandes
d’absorption. Son inertie vis-i-vis de I'eau permet de réaliser des mesures en
solution agqueuse.

Apparcillage

La source est constituee par un filament porté i I'incandescence. Ce lilament
est réalise i I"aide de corps réfractaires : oxyde de cerium (lampe de Nernst),
cirbure de silicium (lampe Globar). Dans le cas du proche infrarouge, c'est
une lampe halogéne-tungsténe qui est généralement utilisée,
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La diiculté la plus grande concerne la disproportion de I'énergie émise
aux dilferentes longueurs d'ondes. Ainsi une lampe Globar a une énergie qui
est 600 fois moindre 4 600 cm ' qu'a 5000 em ', 1l en résulte que, pour avoir
sullisamment d'énergie aux faibles nombres d'ondes, il [aut ouvrir trés lar-
gement la fente du monochromateur. Or, si la fente est trop large, la lumiére
émise correspond a une largeur de bande trop large, ce qui entraine un
élargissement et un écrasement des bandes (fig. 36).

VA

|

Fic. 3.

Fente Tine Fente large

Le systéme dispersif est, soil un prisme, généralement en sel gemme, soit
un réseau, soit un miroir de Littrow, dont la rotation est programmée par un
systéme de cames qui entraine en méme temps 'ouverture de la fente du
monochromateur. Le detecteur ne peut pas étre un photomultiplicateur
d’'electrons classique, car I'énergie n'est pas suffisante. Aussi utilise-t-on I'effet
calorifique da & l'absorption du rayonnement infrarouge. On emploie alors
des bolométres (dont le principe est fondé sur la variation de la résistance
electrique en fonction de la température) (voir cours de physique).

Il est important de noter également que la vitesse de 'enregistrement joue
un role non négligeable dans I'aspect des spectres, en raison de I'inertie de la
plume, qui met un certain temps a revenir i son point de départ.

Spectrométres d transformée de Fourier

La faible énergie portée par le rayonnement infrarouge a longtemps été un
obstacle 4 la détermination de spectres sur de petites quantités de substances.
En effet, les dilferences d'intensité lumineuse détectées étaient alors insullisantes
pour obtenir un trace satisfaisant, d’autant plus que 'utilisation d’un systéme
dispersif ¢t la sélection a I'aide d'un monochromateur entrainent une perte
importante de 'énergie émise par la source. Il en résultait la necessite de
disposer d'au moins un centigramme d'échantillon pour realiser une détermi-
nation convenable.

Depuis quelques annces, sont apparus des appareils fondes sur une loule
autre approche. Grice a l'augmentation de I'énergie lumineuse envoyée sur
I'echantillon, ils permetient une diminution corrélative de la masse de celui-ci.
Le principe en est le suivant : l'envoi d'une lumiére infrarouge polychromatique
(spectre continu) sur la substance @ ¢tudier, entraine une absorption simultanée
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aux differents nombres d'ondes. La séparation des dilféerentes radiations et la
mesure de I'énergie absorbée pour chacune d'elles est realisée en utilisant un
systeme de franges d'interférences & deux ondes.

Un bref rappel sur ce phénoméne parait souhaitable.

En lumiere monochromatique visible, un tel systéme est formé de franges
brillantes ou obscures selon que la différence de marche entre les deux ondes
est ou non, un multiple de la longueur d'onde.

Dans le cas d'une lumiére polychromatique visible, les raies brillantes
correspondant aux différentes couleurs, sont situées dans des positions
dilférentes selon la valeur de leurs longueurs d'onde. 1l se produit donc un
phénomeéne de dispersion. En infrarouge, comme dans le domaine précédent,
la mesure de lintensité lumineuse de chaque frange permet de déterminer un
interferogramme.

La transformeée de Fourier de l'enregistrement ainsi obtenu, fonction de la
différence de marche, permet d'obtenir une courbe dépendant de la fréquence
iou du nombre d’'ondes) cest-a-dire un spectre {v. p. 12).

De tels appareils permettent des mesures qualitatives et méme quantitalives
sur des échantilions de trés faible masse, telles que celles contenues dans un
effluent a la sortie d'un chromatographe. lls rendent également possible Ia
mesure de petites vanations d’absorption, comme par exemple celles obtenues
sur un solvant pur et sur une solution dans ce méme solvant, méme si celui-ci
presente une absorbance non négligeable en infrarouge. Clest notamment le
cas de I'ean.

Obtention des spectres; techniques d'échantillonnage

e Gaz ef liguides. — On utilise pour les gaz ou les liquides des cuves en sel
gemme, en bromure de potassium ou en bromoiodure de thallium. Dans le
cas des liquides, on peut utiliser des lames # faces paralléles de ces divers
matenaux sur lesquelles sont déposes des films de produits. 11 est possible
d'etudier ainsi des hquides purs ou des solutions. Dans ce dermier cas, 1l
convient de chowsir un solvant dont les haisons interatomiques ne vibrent pas
4 des fréquences qui interféreraient avec celles du soluté. On choisit le plus
souvent des hydrocarbures saturés ou des solvants chlorés, mais il n'existe
pas de solvants qui conviennent dans toute I'étendue du spectre. 1] faut en
utiliser plusicurs successivement; le tétrachlorure de carbone qui ne présente
pratiguement pas de bandes dans la zone comprise entre 4000 cm ' el
1 335 cm ' et le sulfure de carbone sensiblement transparent entre 1 350 ¢m ™!
et 400 cm ', forment ainsi un ensemble théoriquement satisfaisant.

Quoi quiil en soit, il vy a mtérét a réaliser des solutions assez concentrées,
pour éviter d’étre géné par une légére absorption du solvant, dans le cas de
dilutions exeessives. 1l est important en outre de noter gue U'emploi de solvants
polaires entraine le risque dinteractions solvant-soluté provoquant le dépla-
cement des bandes. Enfin, Putiisation de l'eau, autrcfois prolmbée, est
maintenant possible grice aux progrés technigques que nous avons cités
precedemment,
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o Solides cristallisés. — Si on ne les dissout pas, on peut les metire en
suspension dans un liguide visqueux, dont les bandes sont aussi peu génantes
que possible, comme 'huile de vaseline.

Un autre moyen d'étude, consiste 4 évaporer une goutle de solution
concentrée sur une lame d’halogénure optiquement plane. Mais le plus
habituellement, on utilise la technique de pastillage. Une petite quantité de
substance est triturée avec du bromure de potassium (ou un chlorure alcalin)
pur ¢t sec. Le mélange homogéne est ensuite comprimé sous forte pression et
sous vide, pour former une lame a face paralléles. Cette lame ou pastille est

alors placée dans le trajet du faisceau lumineux. Cette technique est deécrite 4
la Pharmacopée Francaise.

o Réflexion totale atténuée. — Lorsqu’un [aisceau lumineux arrive a I'interface
entre deux milicux d'indices de réfraction différents, il peut subir du coté du
milieu le plus réfringent une réflexion totale. 11 faut pour cela que l'angle
dincidence soit supérieur 2 un certain angle limite (v. p. 191 et cours de
physigque).

La theorie électromagnétique de la lumiere indique que, lorsque cette
réflexion se produit, une certaine guantité d'énergie lumineuse franchit
I'interface, pénétre legérement dans le second milieu, et subit seulement ensuite
la réflexion. Si ce second milieu absorbe la lumiére i cette fréquence, le faisceau
réfléchi transporte moins d'énergie que le faisceau incident, et il est possible
de réaliser de cette maniére un spectre d’absorption.

Cette propriélé qui existe dans toutes les régions spectrales est observee
plus nettement en infrarouge, ou la longueur d'onde de la lumiére est grande.
La distance de laquelle le rayonnement pénétre est en effet de I'ordre d'une
demi-longueur d'onde (soit dans le cas de I'infrarouge d'environ 5 pm pour
un nombre d'onde de ordre de 1000 cm ™).

Ce phénoméne porte le nom geénéral de réflexion totale atténuée. Des
porte-echantillons spéciaux permettant le plus souvent de réaliser des réflexions
multiples sadaptent au compartiment porte-echantillon des spectrophoto-
métres.

Echantilion

Fiei. 37.

Echantillon

Les spectres de réflexion totale atténuée ne sont pas absolument identiques
aux spectres conventionnels, mais ils sont cependant similaires. La distorsion
devient de plus en plus lorte au lur et & mesure que 'angle d'incidence approche
de I'angle limite. Toutelois c'est au voisinage de cet angle que 'absorption est

la plus forte. Aussi v a-t-il un optimum a trouver pour la construction d'un
tel sysiéme.
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L.'intéret de cette methode est grand. On peut déterminer ainsi le specire
de produits opaques : caoutchoucs, matiéres plastiques, polyméres divers...,
puisque le rayonnement ne traverse pas la substance.

Dans le cas de liguides ou de gels transparents, il est possible d'utiliser un
systéme de réflexions multiples pour permettre une augmentation du chemin
parcouru i l'intérieur de I'échantillon. Le spectre obtenu correspond alors
essentiellement & une absorption classique.

D'autres systémes ont éé plus récemment proposés et sont utilisés aussi
bien dans le domaine de l'infrarouge classique, que dans celui du proche
infrarouge. L'obtention de réfllexions muitiples sur I'interface air-echantillon,
s1 celui-ci est opague ou sur une paroi réflléchissante située sous I'échantillon,
si celui-ci est transparent, est obtenue grice d une sphére réllechissante qui
entoure presque totalement le systéme optique proprement dit et gqui contient
egalement le detecteur.

APPLICATIONS DE LA SPECTROMETRIE INFRAROUGE

ldentification 'un composé organigue

La spectrométrie infrarouge fournit une solution rapide 4 ce probléme. Tl
suffit de vériher identite de chacune des bandes du spectre de référence ct
du spectre du produit etudié, traces dans les mémes conditions d’échantillon-
nage (gaz, liquides, ou solides) et avec des appareils de mémes performances.
Le nombre d'ondes doit étre considére comme determiné avec une précision
de 5a 10 em ™' selon les zones du spectre.

La moindre différence structurale apparait sur le spectre surtout au nivean
des faibles nombre d'ondes (vibrations de delormation).

Il faut étre attentil au fait que les echantillons doivent se trouver sous le
meme ¢lal. En effet, on peut observer des déplacements de frequences entre
deux etats differents d'une meéme substance. Amsi la bande carbonyle du
methylacétamide absorbe d 1650 em ™' en phase liquide pure (ou en phase
solide); d 1 700 cm™ ' en solution diluée et 4 1 715-1 720 cm ' en phase gazeuse.

[Yautre part, dans le méme type d'échantillonnage, 8"l s'agit d’un solide, 1l
faut prendre garde de ne pas conclure & la non identité de deux substances
au seul vu de leur spectre en phase solide, puisque des formes cristallines
différentes peuvent conduire 4 des spectres différents. 1l convient done dans
ce cas de realiser en oulre des spectres en phase liquide ou en solution.

Analyse fonctionnelle

L interpretation du spectre permel de prévoir la présence de groupements
atomigues (v. p. 830 Ce ne sont done la, le plus souvent, que des Iractions
de groupements fonctionnels et 1l est necessaire de chercher dans le specire
plusicurs bandes pour conclure a la presence dune lonchon donnée,
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Analyse quantitative

La loi de Beer Lambert est applicable dans l'infrarouge comme dans les
aulres domaines spectraux. Toutefois, dans ce cas, 'absorption non spécifique
(effet calorifique) est importante et génait la précision des mesures avec les
appareils classigues, en dépit de l'utilisation de solutions concentrées, et donc
de cuves trés minces, limitant au maximum cette absorption parasite du
solvant.

L'apparition des spectrométres i transformee de Fourier augmente conside-
rablement les possibilités de dosage dans ce domaine. En effet, ces appareils
permettent des mesures directement en absorbance, sur des quantités inférieures
i 100 ng.

o Détectenrs infrarouges powr chromatographie. — L'amélioraton de la
sensibilité, dont il est fait état ci-dessus, rend possible i la fois une identification
précise de la substance et une grande sélectivité de la détection quantitative.

En effet, le premier but est atteint par I'obtention en moins d'une minute
du trace du spectre infrarouge correspondant 4 un pic, aussi bien en
chromatographie gaz-liquide qu'en chromatographie liquide. Au plan quali-
tatil, la détection est possible en opérant a un nombre d'ondes donne.

Or, contrairement au domaine du visible et de l'ultraviolet, ou les bandes
d’absorption sont trés larges et peu spécifiques et se chevauchent trés
[requemment pour plusieurs produits differents, les spectres infrarouges,
constitués de bandes plus étroites, permettent, par exemple, la detection des
scules substances possedant un groupement particulier {(carbonyle, amine
etc...).

o Spectrométrie dans le proche infravouge. — Cette méthode dapparition
récente, utilise le domaine spectral situé entre 800 et 2700 nm {c’est-i-dire
entre 12500 et 3700 em ).

Ces valeurs monirent bien quiil sagit du domaine commengant a la [in du
visible (rouge profond) et se terminant au niveau des plus grandes valeurs
(en nombres d'ondes) du spectre infrarouge classique, (maintenant appelé
infrarouge moyen).

Les bandes observees dans le domaine sont donc dues, non seulement aux
transitions ¢lectroniques les moins énergetiques, mais aussi et surtout a des
harmonigues ou i des combinaisons de frequences de vibration.

Les principales haisons intéressantes metient en jeu des harmomques des
vibrations classiques. L'intensite des bandes decroit avec le rang de 'harmo-
nigue. Cest pourguol ¢e sont trés souvent les hailsons mettant ¢n jeu
hydrogene et donnant une harmonique de rang 2 gui sont utilisées,

Ainsi. une liaison OH absorbe i 1420 nm (7045 ¢cm ')

NH 1 520 nm {6580 cm ™ ')
CH 1 750 nm (5715 cm ')
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Mais d'autres bandes peuvent étre utilisées méme s'il s'agit de troisiéme et
quatriéme harmoniques. C'est le cas des bandes C—O a4 2900 nm (3450 cm ™ ')
et C=0 a 1600 nm (6250 cm ™).

Toutes ces bandes sont naturellement moins intenses que les bandes
correspondant aux vibrations fondamentales. 1l en resulte que les spectres
obtenus ne risquent pratiquement pas de conduire 3 une saturation et qu’il
est ainsi possible de réaliser aisément des methodes de dosage.

En outre, comme les autres bandes des specires inflrarouges, elles sont
relativement étroites et nombreuses. De ce fait, elles conduisent a la possibihite
didentiication utibsant des techniques analogues a celles applicables &
Pinfrarouge classique. Toutefois, 'un des avantages de 'utihsation du proche
infrarouge est quil est possible d'opérer avec une optique en guartz et avec
une source lumincuse halogénc-tungsténe de trés haute énergie et, en outre,
de reahiser des specires convenables sur des produits sohdes, meme opaques,
grace i un systéme de réflexions multiples.

En ce qui concerne les liguides, 1l n'existe aucune difficulte theorique a
Fautomatisation et des cellules a circulation ont été proposées,

Pour I'étude des solides, il Taut que la surface ou se produit la reflexion soit
aussi plane que possible sous peine d'observer des distorsions dues a des
diffractions parasites. Cest ce qui se produit notamment pour des poudres de
granulométrie dilférente d'une méme substance, qui peuvent donner des
indications plus ou moins modiliées, Ceci nest d"ailleurs pas obligatoirement
nuistble, car il est possible ainsi de difféerencier des echantillons en fonction
de leur seule granulomeine.

En pratique, pour Uidentilication, les spectres sont rarement tracés et le
monochromateur est remplacé par une vingtaine de filtres interferentiels qui
permettent un nombre suffisant de mesures pour realiser de bonnes diagnoses
griace a1 un systéme de comparaison de plusicurs déterminations sur le méme
¢chantillon (distances de Mahalanobis).

A coté de cette utilisation pour la diagnose, ont ¢té proposées des méthodes
de dosage dans les médicaments terminés, les aliments ou les milieux
biologiques.
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CHAPITRE WV

SPECTRES DE DIFFUSION RAMAN

PRINCIPE

Bien que ces spectres utilisent des radiations de grande énergie, donc
correspondant i des transitons clectroniques, (domaine du wisible, et de
Fultraviolet), leur imtérét, comme celui de Pabsorption infrarouge, est de
connaitre les vibrations (ou les rotations) de la molécule. Chest la raison pour
laquelle ils sont étudiés aprés les spectres infrarouges.

Découverte en 1928 par le physicien indien Raman, puis quelgue peu
supplantée par la spectrometrie infrarouge, bien que les renseignements fournis
soient souvent complémentaires, la spectrométrie de Raman connait un nouvel
essor, grace a I'uthsation du laser.

Pour I'ctude du spectre de dilfusion d'une substance, on opére en solution
homogéne, el on procéde a lexcitation a 'aide d'une radiation monochroma-
tique de fréquence vy, qui ne produise m absorption ni Muorescence.
L'observation perpendiculairement 4 la direction du faisceau lumineux inci-
dent, montre que la lumiere diflfusee n'est plus monochromatique, mais gu'il
existe plusieurs rates. La rase centrale du spectre obtenu, qui est la plus brillante,
correspond & une réquence identique 4 celle de la lumiére ncidente, 11y a
dans ce cas un simple phénomene de diffusion. Aussi cette raie centrale est
clie appelée raie de Rayleigh, du nom de celui qui a, le premier, étudié la
dillusion lumineuse,

Mais de partl et d'auire de cette rate (g, 38), on observe de nombreuses
raies d'intensité plus faible, et dont les positions, en fréquence ou en nombre
d’'ondes, se situent symétriquement de part et d'autre de la raie de Rayleigh
Va,- On peut donc dire que ces lréquences sont telles que :

Vo=V, tv
ou v peut prendre differentes valeurs v, v, vy, . v,
Les frequences v, ne sont pas caracténstiques de la molécule. En effet, 1)
esl possible de realiser un autre spectre, pour la meme molecule, en utihsant

une raic incidente de lrequence differente vy, . On obtient alors un spectre de
dilfusion présentant des fréquences différentes vy telles que

Vg = Vg, + Vv


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

9% METHODES SPECTRALES ET ANALYSF ORGANIQUE

Stokes Anti Stokes
! o 1

AU

- + : - % ', b—
660 650 640 630 620 610 600 A len nm)
$ 4 . + 4 + J 4 t
15000 15800 16000 Y, lenem-1)
i i 4 ] 1 i i i L
T r 1 L] 1 L L ] ]
800 600 400 200 0 —200 —400 —6GOD0O —80O ,—V, lencm~!)

FiG, 38 — Spectre Raman du 1étrachlorire de carbone.
Longuenr J ‘onde dexcivation 6328 nm (loser bélinm-neéon ).

Ce sont les differences v, entre la fréquence initiale et les fréquences du
spectre de diffusion, qui somt caractenstiques d'une molécule donnée, quelle
gue soil la fréequence de la radiavion excitatrice. Elles sont de l'ordre de
grandeur des [réquences de rotation ou de vibration. L'ensemble des raies de
dilfusion constitue le spectre Raman. Les raies, correspondant a une diminu-
tion de fréguence sont souvent appelées raies Stokes par analogie avec la
Nuorescence. Elles sont plus intenses que les raies symétriques dues i une
clevation de fréquence (raes anti-Stokes). (Voir p. 134)

Or la valeur de la dilférence de nombre d'ondes entre la raie centrale et les
deux rases symeétriques est identique; c'est la raison pour laguelle on ne
represente frequemment que la moitié du spectre qui correspond aux rawes
Stokes,

ETUDE QUANTITATIVE

La premiére notion importante dans la spectrométrie Raman est la difference
considerable de grandeur, entre Pintensite lumineuse transmise et 'intensité
dilfusée, qui est trés petite devant la premiere. Cele difference est logigue,
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puisque la radiation lumineuse ne fait pas partie du spectre ¢lectronique de
la molécule.

Une seconde constatation doit étre faite; c'est que le nombre d'ondes v; de
la radiation incidente n'est pas trés different des nombres d'ondes des raies
diffusees. Ainsi dans 'exemple du spectre du tétrachlorure de carbone obtenu
a l'aide du laser hélium-neon (fig. 38) les différences v' = v — v, observees
ne sont que de 400 4 800 cm™' pour une lumiére excitatrice v de
15802 cm . La molécule ne conserve donc qu’une trés faible partie de I'énergie
du photon, qui I'a ébranlée.

On peut donc en premiére approximation, considérer que le photon
excitateur a élevé la molécule a un niveau energétique (E); mais ce niveau est
fictil (ou interdit), car il ne correspond pas 4 un niveau quantifié de la molécule.
Il ne peut y avoir absorption de cette énergie hv,, la fréquence v, ne faisant
pas partic du spectre d’absorption ¢lectronique. 11 s'agit simplement d’un
wchocr entre le photon et la molecule dont lexplication sera donnée
ultérieurement.

On peut cependant schématiser le phénoméne en écrivant :

(E) = Ep + hvy (n

E; etant le niveau d'eénergie initial de la molécule; v, etant la fréquence de
la lumiére excitatrice.

De ce niveau, la molécule revient d un niveau énergétique E, permis, donc

correspond a une énergie quantifiée. Ce retour s'accompagne de I'émission
d'un quantum d'énergie correspondant a une fréequence v, telle que

E, = (E) — hv, (2)

soit en tenant compte de (1)

La différence E, — E, correspond a la variation d'énergie AE au miveau de
la moleécule.

On peut distinguer trois cas selon que AE est nulle, positive ou negative.

a) sielle est nulle E, = E,, la molécule revient au niveau énergétique initial
et les Iréequences (ou nombres d'ondes) sont égales

Va = Vo

La raie dilfusée est la raie de Rayleigh.

h) Si I'énergie finale est supérieure 4 I'énergie initiale, AE est positive.

De la dilference v,, — v, > 0, on deduit que la [réquence dilfusée est inferieure
i la fréquence excitatrice : le photon a perdu de I'energie qui a été absorbée ]
par la molécule.

Il a eté indique precedemment que les raies correspondant a cette transition,
sont d'intensités relativement fortes. Ce sont les raies Stokes.
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¢) Le troisieme cas correspond 4 une vanation ncgative de I'eénergie; AE
est negative, et donc la molécule a cédeé de Pénergie au lieu d'en absorber.

Pour que ceci soit possible, il faut évidemment que I'état initial de la molécule
soit un etat excité, Compie tenu de la loi de Boltzmann, cette eventualite est
beaucoup moins probable que les précédentes. Cect explique que les raes
anti-Stokes, qui correspondent & ces transitions, soient beaucoup plus faibles.

MECANISME DE LA PRODUCTION DES RAIES RAMAN

Le raisonnement qui a été fait dans le précédent paragraphe, ne rend pas
compte tout i fait de la réalité, puisqu'il fait appel d un niveau d'énergie fictif,
non quantifie. Il y a donc licu de preciser par quel moyen se produit 'absorption
d'énergie en spectroscopic Raman,

Le [ant que la radiation excitatrice posséde une énergic v, importante, a
pour corollaire que sa fréquence v, est trés grande, et de beaucoup supéricure
a celle d'un mouvement de vibration d'une molécule. 1l en résulte que sculs
les electrons, du fait de leur masse tres lmble, peuvent se mouvoir suflisamment
vile pour s¢ trouver en phase avec les vanations de champ électnque de cetie
vibration lumineuse. Le phenoméne inime doit donc intéresser les electrons.
Mais il faut rappeler que la frequence v, ne correspond pas i@ une raie
d'absorption du spectre électronique de la molécule, et, d'autre part, que la
difference des fréquences excitatrice et diffusée qui, seule, est caractéristique
de la molecule, est de l'ordre des fréquences de vibration des atomes d'une
molecule. Ce double caractére des spectres Raman s'explique a 'aide de la
notion de polarisabilite d'une molécule,

Notion de polarisabilité

o Polarisabilité d'wn atome. — Un atome isolé, en labsence de tout champ
clectrique extericur, est tel gue les elecirons se repartissent uniformément
autour du novau, donc avec une densité qui présente une symeétrie sphérigue,
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Le moment électrique dipolaire permanent d'un tel systéme est amnsi nul,
puisque la résultante des charges négatives, comme la charge positive se trouve
au centre de la sphére. Lorsque 'atome est place dans un champ électrique

E, les électrons tendent & se deéplacer dans le sens opposé a celui du champ.
Les noyaux de leur cote, sont attirés dans le sens du champ puisqu’ils sont
chargés positivement. Ceci produit donc une dissymétrie de 'atome, et la
charge négative ne se trouve plus localisée au méme endroit que la charge

positive. 11 en résulte donc un moment électrique induit M. Dans le cas d'un
champ électrigue oscillant, comme celui d'une vibration lumineuse, visible ou
ultraviolette, les électrons, plus mobiles du fait de leur faible inertie, se
deéplacent, tandis que le noyau, du fait de son inertie et de la fréquence rapide
des variations, reste pratiqguement immobile. 1l y a production d'un moment
clectnigue induit. oscillant, dont la periodicite est identigue a celle du champ
¢lectrique de la radiation lumineuse. L'existence de ce moment ¢lectrique
entraine la possibilite d’absorption d'énergie par 'atome.
La polarisabilité o est deéfinie par

o ==

m|| 2

Dans ce cas simple les vecteurs M et E sont paralléles.

o Polarisabilité d'une molécule. — Comme dans le cas d’un atome isolé, on
observe, sous l'influence d'un champ électrique, 'apparition d’'un moment
dipolaire induit. Si le champ initial est oscillant, les variations de ce moment
provoquent également un champ ¢électrique induit. Mais, dans une molécule,
et méme en l'absence de tout champ électrique extérieur, existent déja des
attractions mutuelles entre électrons d’'un atome et noyau d’'un atome voisin.
Il v a donc dans ce cas, méme pour une molécule supposée au repos (sans
vibration ni rotation), ¢t en dehors de tout champ électrique, un moindre
degre de symetrie electronique que dans I'atome isolé. 11 résulte de ce [ait que
le moment électrigue M, n'est plus nécessairement paralléle au champ
electrique imtial provenant de la vibration lumineuse.

Le moment électrigue induit de I‘Equm::e vy, identique i celle de la vibration

lumineuse, doit étre exprime par M tel que
M? =M+ M + M}
ot M, M, M_ sont les composantes de ce moment dans les trois directions

de 'espace. La polansabilite est de la méme fagon exprimee grice a trois
composantes ., o, el 1. %,

* L'expression mathematigque correspond a un tenseur

1:.‘! "“Jr :l=
=y, ow, oo,
A, o, A,

X Ty
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A la variation de deux de ces composantes, correspond une courbe fermée
puisque la variation est périodique. Cette courbe est dans le cas le plus général
une ellipse. De méme a la combinaison de ces trois valeurs correspond une
surface fermée. Cette représentation mathématique peut prendre différentes
formes selon les molécules. Ainsi pour une molécule telle que CH, il s’agit
d'une sphére (x posséde une valeur constante pour n'importe quelle orienta-
tion). En revanche, pour la plupart des molécules, il est de forme allongée ou
aplatie : c'est Uellipsoide des polarisabilités.

Influence des mouvements des atomes d’une molécule
sur la polarisabilité

Les atomes d'une molécule subissent des vibrations (ou des rotations), qui
influent sur attraction réciproque des électrons de I'un d’eux sur le noyau de
Fautre, dong, sur le moment électrique induit et partant, sur la polarisabihite.
Dans le cas le plus genéral, envisage ci-dessus, ces variations de la polarisabilité
s¢ traduisent par une deéformation de lellipsoide. A cette délormation
correspond une modification du moment électrique induit. Or I'absorption

d'énergie par la molécule dépend de la varation de ce moment électrique
iv. p. 37). Elle est d’autant plus lorte gue celle-ci est grande.

Si les deformations de l'ellipsoide des polarisabilités, sont en phase avec le
mouvement de vibration ou de rotation de la molécule, I'absorption d'énergie
se produit avec la méme lréquence que celle du mouvement, et permet ainsi
d'entretenir celui-ci.

Cette absorption d'énergie, correspondant & un quantum hv de 'ordre de
grandeur de I'énergie de vibration ou de rotation, se traduit par '"émission de
raies lumineuses de fréquence v, dilférentes de v,.

REGLES DE SELECTION
VIBRATIONS ACTIVES EN SPECTROMETRIE RAMAN

Pour qu'une vibration soit active en spectrometrie Raman, 1l faut qu’elle
provogue une variation de la polarisabilité de la molécule, et donc du moment
¢lectrique induit. Cette variation n'entraine pas obligatoirement 'existence
d’'un moment electrique dipolaire permanent dans la molécule qui, comme
cela a e mentionné page 58, est nécessaire 4 labsorption en spectromeétrie
infrarouge. Bien au contraire, il existe, dans le cas de molecules présentant un
centre de symetrie, un principe d ‘exclusion mutuelle en absorption infrarouge
et Raman,

Dans ce cas, la vibration symetrique d'une molecule, comme celle d’anhy-
dride carbonigue, n'entraine Fapparition d’aucun moment dipolaire perma-
nent et est done inactive en infrarouge.

Par contre, I'eloignement et le rapprochement périodique des deux atomes

lateraux (fig. 23 p. 5¥) eniraine une variation de la polarisabilité. Cette
vibration symctrigue est donc active en Raman.
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Dans le cas d'une vibration antisymétrique {ou asymétrique) de valence, la
distance entre les deux atomes latéraux ne varie pas, et les variations dues au
mouvement de I'atome central sont égales et de sens opposés en fonction du
temps, au cours d'une méme période T. Elles s"annulent donc, comme le montre
les deux cas a et b de la ligure 24 qui différent environ d'une demi-période,
et ou la polarisabilité a la méme valeur pour les deux cas. Il n'y a donc pas
de variation sensible de la polarisabilité, et la vibration qui est active en
inlrarouge, est interdite en Raman.
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Frii, 40, — Specire infrarouge (a)

¢l specire Raman (b} (laser) du dinxanne.

Il est possible de deduire de cet exemple la régle suivante @ pour gu'une
variaiion soil active en absorption infrarouge, il fowi gu'elle seit antisymétrigue
par rapport au cemire de symétrie. Pour gu'une vibration soit active en
spectrometrie Raman, elle doit ¢ire symélrigue par rapport au centre.

Il sagit done d’une exclusion mutuelle dans le cas précis de molécules
présentant un centre de symetrie. Mais, meme dans le cas de molécules non
symetrigues, les spectrometries infrarouge et Raman sont des technigues
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complementaires, qui permettent de connaitre la molécule, de deux points de
vue différent. La figure 40 montre ainsi les spectres infrarouge et Raman du
dioxanne. On observe un certain nombre de rajes communes, mais aussi des
raies qui existent seulement en Raman (1 220cm ') ou seulement en infrarouge
(620 cm ).

Il est possible d’opérer avec une lumiére incidente polarisée. Dans ce cas,
les vibrations totalement symétrigues, toujours actives en Raman donnent des
raics polarisées souvent intenses; les autres types de vibration s'ils sont actifs
en Raman conduisent i des raies dépolarisées.

NOTIONS D'APPAREILLAGE

La dilficulte principale en spectrométrie Raman provient de la trés faible
intensité dilfusée, qui est de 'ordre de moins de 0,01 % de I'intensité incidente,
et de la necessité d'avoir une lumiére strictement monochromatique, pour
éviter la superposition de plusieurs spectres, correspondant chacun a une
lumiére de fréquence donnée.

Il faut donc i la fois, obtenir une source trés puissante, ¢t un détecteur trés
sensible. En outre, l'intensité du spectre augmente avec la fréquence de la
radhation incidente, et il est donc intéressant de choisir une lumiere de petite
longueur d’onde, mais il y a un risque de destruction de la molécule par un
photon trop énergique (ultraviolet) (v. p. 107).

On choisit done en pratique, soit une source a arc au mercure dont on isole
la radiation de longueur d'onde ). = 4358 nm, soit de plus en plus une source
laser.

Le systéme de détection, qui a été longtemps photographique, lait appel
actuellement a des photomultiphcateurs.

En effet la lumi¢re utilisée est constituée de photons sullisamment ¢nerge-
tiques pour permettre 'utilisation de I'eflfet photoélectrigue.

L'interét de la spectrométrie de diffusion Raman a été considérablement
accru par 'utilisation de sources laser, qui ont remplacé les lampes d arc
utilisces autrelois.

Ces sources laser donnent en effet une radiation strictement monochroma-
tigue et de tres forte intensité, gqui permet Fobtention d'une lumiére diffuse
sulfisante pour se préeter a des mesures quantitatives, aprés amplification par
photomultiphcation. Le choix des rayonnements utilisables est assez large el
vit de Pultraviolet au proche infrarouge. A titre d'exemple, le laser a gaz
helivm-neon frequemment wiihse donne une radiation de longueur d'onde
6128 nm.

L'apparition de systémes de détection constitués d'un grand nombre de
photodiodes (detection multicanal) {v. p. 128) a permis., en outre une
amclioration considérable de la sensibilité et de la rapidité de mesure.
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APPLICATIONS DE LA SPECTROMETRIE
DE DIFFUSION RAMAN

Cette méthode, fondée sur la diffusion, ne nécessite pas comme Pinfrarouge,
un conditionnement particulier des échantillons (pastilles, films). Elle présente
en outre Favantage d'étre non destructive, puisque la lumere utilisée située
dans le domamne visible entraine des nisques negligeables d'interactions
photochimiques.

Avec les appareils actuels, 'utilisation dun faisceau de lumiére cohérente
dont la section peut ne pas dépasser quelques micrométres carrés, permet
d'obtenir une analvse precise sur de trés petits echantilions.

Les domaines dapplication sont trés variés. A titre d'exemple, sont
réalisables aussi bien lidentification de microinclusions dans des pierres
précieuses gque la détermination de la structure locale et de I'état de cristallinite
de polyméres (matiéres plastiques) ou gque analyse d'échantilions biologiques.
Dans ce dernier cas, il est possible d'obtenir le spectre du contenu d'organites
intracellulaires {mitochondries) et ainsi d'identifier les substances qum y sont
présentes, comme par exemple les métabolites d'un medicament.

Dautre part, la possibilite des mesures en un temps trés court, de 'ordre
de la nanoseconde et méme de la picoseconde, permet I'étude des molecules
ou d’élats transitoires apparaissant au cours d'une réaction chimique.

Enfin, le Mux lumineux correspondant 4 une raie Raman caractéristique
d’une substance donnée est directement proportionnel au nombre de molécules
par unité de volume. Cette constatation permet d’accéder a une estimation
quantitative, si 'intensité lumineuse diffusée est suffisamment importante.

Microsondes Raman

L "utilisation d'une détection multicanal {v. p. 129) peut permetire P'acquisi-
tion d'un grand nombre d'informations et conduire ainsi a la déterminabion
des spectres de dilfusion Raman d’un grand nombre de zones d'un échantillon.

Il est ainsi possible non seulement d'identilier les substances présentes dans
chacune de ces zones, mais egalement de wvisualiser leur position dans
I'échantillon. En elfet, la mesure du Mux lumineux émis, 4 une longueur d'onde
correspondant a une raie du spectre d'une substance donnee, permet griace a
un systéme d’ amplilication, d’'obtenur une image de l'echantillon sur laquelle
apparaisseni lemineuses les seules zones ou se trouvent les molecules consi-
deérees.

Une observation a plusicurs longueurs d onde du spectre, permet d’éhminer
d'eventuelles interferences.
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CHAPITRE Vi

SPECTRES ELECTRONIQUES

Les méthodes spectroscopiques dans l'ultraviolet et le visible sont d'utilisa-
tion deja anciennes. Elles mettent en jeu de méme que la spectrométrie de
Nuorescence, des modifications dans la répartition électronique des molécules.

Le spectre d’absorption électronique correspond i@ une interaction entre
une radiation électromagnétique qui fournit de I'énergie et la matiére qui .
transitoirement absorbe cette énergie. L'énergie correspondant a ces transferts
est relativement importante, vis-a-vis de celle mise en jeu en spectroscopie
infrarouge. En ellet, les electrons ayant une inertie trés [aible, leurs mouvements
peuvent se trouver en phase avec les variations du champ électrique correspon-
dant @ des radiations de lréquences élevées. Ces échanges interviennent par
quantum d’énergie (v. pp. 5 et 7).

Dans le domaine des spectres eélectroniques la notation en longueur d'onde
(%) est habituellement utilisée.

) he
AE = hv = A

Pour gu'il vy ait absorption d'énergie par la matiere, il est donc nécessaire
que les quantums d'énergie associés i la radiation correspondent a la difference
entre deux niveaux énergétiques possibles de la molécule irradiée. En realité
cette condition nest pas sufflisante car certaines transitions ont une probabilité
nulle (ou trés faible) d'intervenir (transitions interdites) alors que d’autres ont
au contraire une grande probahilité de se réaliser (transitions permises). Cela
correspond i des « régles de sélection ». Ce chapitre se rapporte essentiellement
aux phenoménes mettant en jeu des radiations de longueur d'onde comprises
entre environ 200 et 850 nm.

Il & ¢te montre (v. p. 60) qu'a un moment donne une molecule possede une
energie « moléculaire » (E) qui peut étre décomposée selon le principe de Born
¢l Oppenheimer en trois types d'énergic : energie ¢lectronique (E,,), ¢nergie
de vibration (E, ) et energie de rotation (E, ).

E=E,+E, +E,

Du point de vue gquantitatil, 'énergie électronique provenant du changement
d'orbitale d’un electron correspond a une mise en jeu d'energie de l'ordre
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d'une centaine de kilocalories par mole; 'énergie mise en jeu (v. p. 61) par les
phénoménes de vibration est environ cent fois moins élevée (de 'ordre de
I keal . mol '),

Il est possible de calculer ces gquantites d'energie en fonction de la longueur d'onde.
N étant le nombre d'Avogadro (6,023 . 10*?), I'énergie exprimée en J . mol™" est
donneée par l'expression :
. heN 66256 x 107 x 29979 x 10®* x 6,023 = 10**
b *
et en kcal . mol ' (1 keal = 4,18 = 107 ))
2862 x 10°°

Eom—
A

Pour une radiation infrarouge de longueur d'onde de 30 pym (30 . 107" m) :

E=4kl. mol™' (=1 keal.mol™')

Pour une radiation ultraviolette de longueur Yonde de 200 nm (0,2 . 107" m) :
E=600k). mol™" (=150 kcal . mol ")

Pour une radiation visible de longueur d'onde de 600 am (06 . 10 " m) :
E-=20kJ.mol ' (=50 kcal. mol ")

L'énergie de rotation est tres faible et les différents niveaux ne sont pas
equidistants, E, varie en fonction de J (J + 1) (v. p. 67). L'énergie de vibration
est plus importante mais encore faible et les différents niveaux sont équidistants
(v. p. 75).

L'énergie electronique est trés élevée et les niveaux sont éguidistants. A
chaque niveau ¢lectronique correspond des niveaux de vibration et 4 chaque
niveau de vibration correspond des niveaux de rotation selon le schéma
classique (fig. 25).

Une molécule ne recevant pas d'énergie se trouve au niveau fondamental.
Lors de lirradiation, I'énergie moléculaire augmente et selon la quantité
d’énergie fournie, un niveau de rotation, un niveau de vibration, correspondant
au niveau clectronique fondamental, ou le premier mveau electronique excité
{ow un des niveaux de rotation ou de vibration de celui-ci) est approvisionne.

Il est également concevable d'approvisionner le deuxiéme niveau électro-
nique excite mais, dans ce cas, la quantité d'énergie absorbée est considérable
¢t une rupture de la molécule est possible.

Les spectres ¢lectroniques mettent en jeu des transierts d'énergie entre le
niveau fondamental et, en general, le premier niveau clectronique excite.

o Echanges d'énergie en spectrométrie : fluorescence — phosphorescence. —
Lorsqu'unc radiation lumincuse est absorbée, le niveau énergétique de la
molécule augmente et énergie absorbée est d'autant plus grande que la
longueur d'onde de la radiation est laible

&
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Si I'énergie fournie est suilisamment grande, il est possible d’approvisionner
le premicr niveau électronique excité, ou plus généralement un niveau de
vibration-rotation de celui-ci.

Cette transition se réalise en un temps trés court de 'ordre de 107 "% sec,
Cel état excité est instable et I'énergie moléculaire diminue faiblement pour
retomber au premier niveau électronique excité. Cette conversion se réalise
encore trés rapidement dans un temps de 'ordre de 107" sec. Ceci correspond
a une faible dissipation d’énergie (sous forme de chaleur) due aux déformations
de la molécule ou aux chocs avec les molécules du solvant.

La molécule est encore dans un état excite donc instable et ne peut sy
maintenir que pendant un temps trés court de I'ordre de 10~ ® secondes.

Pour revenir a I'état [ondamental, elle élimine I'énergie acquise selon
plusieurs processus.

o Chocs avee les molécules voisines. — L'agitation constante entraine des chocs
avec les molecules du solvant ou d'autres solutés. 1l se produit ainsi des
echanges d'énergie entre les molécules, mais également des mouvements
importanis au sein méme de la molécule excitée, au niveau des chaines
aliphatiques. Classiquement, pour des solutions peu concentrées, on estime
que le nombre de collisions est de I'ordre de 10* en 10 ® secondes. Si le milieu
n'est pas trop dilug, le nombre de collisions est tel que la totalité de I'énergie
peut étre dissipée pour ce phénoméne. C'est le cas général,

e Fluorescence. — En raison dune structure plus rigide de la molécule
(cyclisation) I'énergie absorbée ne peut plus étre entiérement eliminée par les
chocs pendant le temps imparti. La molécule doit alors rejeter I'énergie restante
sous forme d'un photon. Cette émission lumineuse immédiate correspond au
phénoméne de fuorescence. La longueur d'onde de la lumiére eémise est
fonction de I'énergic correspondant i la transition électronique; elle est, saul
exception, supérieure & celle de la lumiére absorbée (loi de Stokes).

o Phosphorescence. — 1| sagit encore d'une perte d'énergie par émission
lumineuse; mais dans ce cas, le phénoméne est différé puisqu’il se produit en
un temps relativement long de I"'ordre de quelques secondes i plusieurs minutes.

La raison de ce retard d'émission réside dans le blocage de la molécule
dans un état excité intermédiaire.

Pour expliquer la nature de cet état, quelques précisions sont nécessaires.
Elles concernent les conditions dans lesquelles se produit la transition
electronique. Dans une molécule, tous les électrons sont appariés sous forme
soit de haisons de valence, soit de doublets libres, de telle sorte que leurs spins
solent antiparalléles (principe d'exclusion de Pauli). L'état correspondant a
cette conformation pour une paire d'électrons donnée est dit érar singulet.

Labsorption d'énergie lumineuse lors de lexcitation, fait passer I'électron
dans une orbitale vacante plus énergétique. Le plus souvent, son spin ne varie
pas au cours de celte transition et 'élat correspondant aux deux élecirons
concernés demeure un état singulet. La déperdition d'énergie, selon les
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modalités décrites précédemment, entraine le retour de I'électron au niveau
fondamental, ou il peut sans difficulté reprendre sa place, puisque le principe
de Pauli est respecte,

Il n'en est plus de méme lorsque I'électron subit, a4 I'état excité, un
changement de spin, généralement en perdant de I'énergie. Les deux électrons
se trouvent alors présenter des spins de méme sens; i1ls ne sont plus appariés
et leur état n'est donc plus un état singulet.

Ils peuvent étre tous les deux a I'état o ou 4 I'état B (v. p. 170) avec une faible
probabilité de revenir a un état apparié. La multiplicite des situations étant
ainsi de 3, I'état correspondant est appelé état triplet. L'énergie de cet état est
inféricure a I'état singulet excité.

Le retour a I'état fondamental nécessite, au préalable, le changement de
spin de I'un des deux électrons pour permetire leur appariement. La probabilité
de ce changement est faible. Clest ce qui est classiquement exprimeé en disant
que la transition entre deux états de multiplicité differente (triplet-singulet)
est interdite.

Il faut souligner que ce caractére n'entraine pas une impossibilité absolue
de cette transition, compte tenu de I'importance des énergics mises en jeu
(v. p. 118) mais un retard trés important de sa réalisation en raison de son
caractére peu probable. 1l est ainsi possible de comprendre la lenteur relative du
processus. En outre le niveau energetique de I'etat triplet excité étant inférieur
a celu de I'etat singulet excite, la dilference d'énergie entre I'état triplet excité
et I'etat fondamental est plus faible gu'entre I'état singulet excite et I'état
fondamental. 11 en résulte que la longueur d'onde de la lumiére réémise par
phosphorescence présente une longueur d'onde plus grande que celle gui aurait
eté réémise si la molécule avait donné lieu au phénoméne de fluorescence.

SPECTROPHOTOMETRIE DANS L'ULTRAVIOLET
ET LE VISIBLE

o Généralités. — 1l n'existe pas de dilference essentielle entre la spectrométrie
dans le visible et dans I'ultraviolet.

Un ¢lectron sous linflluence d'une radiation lumineuse passe d'une orbitale
i une autre, plus energetique; il y a absorption d'¢nergic ¢t dong, de lumiére.
Les énergies mises en jeu varient en fonction de la longueur d'onde et
genéralement on distingue :

I} L'ultraviolet lointain pour les longueurs d'onde comprises entre
100 et 190 ou 200 nm (énergies : 1 200 & 600 kJ . mol ). Dans cette région,
Foxygeéne ¢l Fanhydnide carbonique de lair absorbent les radiations; il en est
de méme pour le verre el le quartz. Les mesures nécessitent des appareils
speciaux @il laut operer en atmosphere d’azote : ce type de spectroscopie n'est
pis utilisable de maniére courante.
J) L'ultraviolet proche pour les longueurs comprises entre 200 et 400 nm
(ou 350 nm si Fon considére lappareillage et non pas aspect physiologique)
(Energies : 600 4 300 kJ . mol ") A ces longueurs d'onde le verre absorbe,
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mais I'air et le quartz sont transparents. 1l est possible d'opérer avec du maiériel
en quartz sans autre précaution spéciale. Des mesures dans cetie partie du
spectre sont couramment utilisées en analyse.

3} Le wisible pour les longueurs d'onde comprises entre 350 {ou 400) et
00 nm (énergies @ 300 4 150 kJ . mol ™ '). A ces longueurs d'onde le verre
n'absorbe plus et cette zone correspond sensiblement aux radiations detectees
par Peeil humain,

En pratique courante on opére, dans I'uliraviolet proche et le visible 190 4
BOO nm.

Rappels sur la structure électronigue des molécules diaromigues

Avant d'envisager les dilferentes transitions exploitables en spectrometrie
ultraviolette pour les molecules de structure relativement complexes, il est
necessaire d'etudier succinctement la structure électronique des molecules en
prenant exemple le plus simple d'une molécule diatomique.

Trons principes generaux regissent le remplissage des orbitales -

I} Torbitale la moins énergétique est remplie en priorité,

2) deux electrons au maximum sont appariés par orbitale;

3} sur les orbitales degenerées, deux ¢lectrons peuvent étre non appariés :
selon la methode de LCAO (linear combination of atomic orbitals), lorbitale
d'une molécule diatomique est habituellement représentée par la somme (ou
la différence) de deux orbitales atomigues de fonction d’onde : ¥, et ;. Par
exemple dans Patome d’hydrogéne gui est constitué d'un proton et d’un
electron, ce dermier se trouve sur une orbitale | § et la fonction d'onde est
positive.

S1 Fon rapproche deux atomes d’hydrogene pour former la molecule H,, 1l
v & mise ¢n commun des deux électrons de chacun des atomes ¢t recouvrement
des deux orbitales pour donner par fusion une orbitale moleculaire qu1 peut
étre représentée par un ellipsoide symetrique. 11 y a apparition d'une liaison
interatomigue par augmentation de charge entre les noyaux. Cette structure
correspond done d une orbitale dite lianre qui est notée lo.

Il ¥y a au cours de la formation de la molecule, hbération d'energie, el
I'« énergie moleculaire » est inférieure a '« énergic atomigue ».

Selon la méthode LCAO, on peut écrire

Wy, = Ps + ¥ 5

Yy, etant la fonction d’'onde correspondant a la molécule, 4 el ¥ ctant
les fonctions d'onde de chacun des atomes.

Par opposition au cas précédent, il existe une autre possibilité dans laguelle,
tout en préservant Pexistence de la molecule, la répartition des charges est
différente. L'orbitale moléculaire étant, en eflet :

'-|-'H_- = W5 — Wys
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les deux orbitales s'annulent entre les noyaux el la charge y est donc nulle.
En revanche, la charge est maximale & 'extérieur de ceux-ci.

Line telle orbitale est dite antiliante. Elle respecte toujours la symeétrie axiale
et de ce fait doit étre représentée par le méme symbole que la précédente.

Cependant, dans ce cas, le niveau énergétique est obligatoirement supérieur
4 celui de 'orbitale liante. Ce fait est indiqué par une astérisque placée en
exposant.

Lorbitale antiliante est donc symbolisée par 1o®*.

Il est important de souligner que le niveau énergétique de I'orbitale antiliante
est inférieur @ celui correspondant & 2 atomes séparés puisque la liaison
interatomique créant la molécule persiste. La probabilite de trouver un électron
en un point particulier (et donc autour des noyaux) est dans tous les cas ¢gale

a Pl

Transitions électroniques

Elles correspondent pour chacune d'elles au passage d'un clectron d'une
orbitale liante, 4 une orbitale antiliante et donne lieu a une absorption d’énergie
sous forme d'une radiation lumineuse d’'une longueur d'onde determinee; il
est évident que 'environnement (nature des groupements substituants portés
par les atomes impliques) aura un retentissement plus ou moins important sur
les niveaux énergétiques correspondant a cette transition.

o Définitions — Vocabulaire. — 11 est nécessaire de rappeler la signification
des principaux termes utilises dans ce chapitre.

L'elfet hathochrome correspond a un déplacement du maximum d'absorp-
tion d'une bande vers des longueurs d'onde plus grandes alors que le
phénomeéne inverse correspond a un effet hypsochrome.

Lelfet hyperchrome correspond & laugmentation du coeflicient d'extinction
molaire au maximum d'absorption alors que effet hypochrome correspond i
effet inverse.

e Rappels sur les différents types d'électrons péviphérigues et sur leur variation
d'énergie au cours des transitions specirales. — Electrons liants. — Bien que
cette étude soit applicable i toutes les haisons covalentes appartenant i la
chimie minérale ou organique, I'¢tude développée ci-dessous prend 'exemple
de 2 atomes de carbone, constituants essentiels de la majorite des molécules
d'interét therapeutique ou biologique. La notion d’hybridation (Pauling)
permet de considérer que les hiaisons de Fatome de carbone correspondent 4
des orbitales mixtes (hybrides) proverant de la fusion des orbitales.

I Movicoeessauries. — Dans ces molécules le (ou les) atome de carbone
sunit a guatre atomes, les liaisons étant equivalentes; les quatre orbitales sont
elles-mémes equivalentes 1l v a hybridation de I'orbitale s avec les orbitales
p thybridation tétragonale sp?). Ces orbitales correspondent i la mise en
commun de deux électrons provenant respectivement de chacun des atomes
concernes par cetie laison.
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"angle de valence est de 109728, et le recouvrement des orbitales atomiques
est excellent. 11 en résulte que le niveau énergétique est trés bas et que la
liaison dite haison o est trés stable. Pour faire passer un électron o de son
orbitale hiante (¢tat fondamental) au niveau excite (orbitale antihante), 'energe
mise en ceuvre doit donc étre trés importante : la transition o -+ o* est trés
énergetique et par consequent, correspond a une longueur d’onde relativement
basse, On admet généralement que pour la haison C —C ou C - H le maximum
d'absorption se situe aux environs de 130 nm. Celte transition n'est pas
exploitable en analyse courante.

2% Movtcuees insaturies. — Dans ces molécules "atome de carbone peut
s'unir & seulement troas atomes (double liaison) ou & deux atomes (triple liaison).

Dans le premier cas, lorbitale s s"hybride avee deux orbitales p (hybridation
trigonale sp®) selon un mécanisme comparable 4 celui décrit pour 'hybridation
sp, en donnant trois liaisons o.

La dilference essenlielle reside dans le fail que ces trois haisons sont situées
dans un méme plan et que les angles de valence sont de 120° Le recouvrement
des orbitales atomiques est bon : pour ces trois liaisons o le maximom
d*absorption est comparable au précedent.

La troisieme orbitale est pure : elle est située selon un axe perpendiculaire
au plan formé par les axes des orbitales précédentes. Le recouvrement des
orbitales p (de deux atomes de carbone voisins dans le cas d'une liaison C=C)
est médiocre. Le niveau énergétique de cette liaison n est plus élevé que celui
d'une liaison o : la stabihité de la haison m est moins grande que celle de la
liaison o.

Pour laire passer un électron nde son orbitale liante & une orbitale antiliante,
I'énergie a melire en muvre est plus faible que celle mentionnce pour la
transition o — o* L'énergic correspondant au premier mveau excitée n* est
plus faible gque celle du miveau excité o®,

La transition m — n* est beaucoup moins énergétique que la transition
7 — o* Le maximum d'absorption se situe 4 des longueurs d'onde plus
grandes. Pour une double liaison isolée, on admet que celui-ci se trouve 4
environ 170 nanomeétres.

Dans le cas des laisons acétyvléniques (hybridation digonale sp) les maxi-
mums d'absorption sont comparables & ceux des liaisons ethyléniques.

Doubles linisons conjuguées. — Lorsqu'une molécule posséde plusicurs
doubles haisons non conjuguées, I'eflet de résonance est néghgeable du point
de vue de la speciroscopie. Dans le cas ou les doubles haisons sont conjuguées,
il apparait une délocalisation des electrons et Peffet de résonance est important.
Cet eflet peut eétre apprecie en envisageant 'énergie correspondant i Mhydroge-
nation de doubles limsons dans le cas de dénvés cycliques insaturés par
exemple.

L'hydrogenation de la double haison du cyclohexéne met en jeu 119.5 (soit
environ 120} kJ . mol ' et conduit au cvclohexane.
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Theéoriguement dans les mémes conditions, le benzéne qui posséde } doubles
liaisons devrait mettre en jeu pour son hydrogénation conduisant au cyclo-
hexane :

11954 = 3 =3586 kJ . mol ",

En réalite, lexpénience montre que cette hydrogenation necessite
208,1 kJ . mol ™",

Le benzéne possédant trois doubles liaisons conjuguees, un calcul simple
montre que Pénergie de résonance est dans cette molécule égale a
1505 kJ . mol™ .

E résonance = 3586 — 2081 = 1505 kJ . mol ",

La conjugaison entraine une modification importante en spectrométrie
ultraviolette et visible.

On peut constdérer qu'une molécule de butadiéne est « constituce » de deux
molécules dethylene, ll exisie done deux doubles haisons auxquelles s’associent
des ¢lectrons m et par conséquent deux niveaux fondamentaux m et deux
niveaux excités =% selon la figure 41, 1] en résulte gque la distance entre le
niveau fondamental n, le plus élevé et le niveau excité n% le moins élevé est
plus faible que la distance entre les niveaux n fondamental et excité dans la
molécule d'éthyléne. Tl en résulte que la transition est moins énergélique ct
que lelfet bathochrome est important. 1l est admis qu'une double haison
conjuguée sur un dérivée ethyléenique entraine un effet bathochrome d'environ
30 a4 50 punometres (v. p. 60).
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I, 41, Reprisentation schematigue des niveauy d énereie

dans Ueffet de conjugaison.

Ainsi le butadiéne presente un maximum d'absorption a 217 nm alors que
Féthyléne a un maximum @ 163 nm. Cetle augmentation par double haison
conjuguee supplementiire n'est valable que s1 la comjugaison n'est pas trop
importunte. Cet effet décroit si la conjugatson augmente. Toutelois, si le
nombre de doubles haisons conjuguees est suflisant, "absorption peut se faire
dins le visible, Ainsi le caroiéne est orange e le lycopene est rouge.
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L'exemple classique est celui des diphénylpolyénes g 42).

—-II——r
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n=1 T L
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FiG. 42. — Effer de conjugaison pour les diphénylpolyenes.

Le coellicient d'extinction molaire augmente également de fagon sensible-
ment linéaire.

Dérivés aromatiques. — Dans le benzéne il existe trois doubles haisons
conjugueées et par conséquent six orbitales n possibles, trois 4 I'état fondamental
el trois a I'état excité.

Les interactions électroniques modilient les énergies des états excites de
sorte qu'en réalité, en tenant compte de ces interactions, le diagramme est le

suivant (fig. 43).

Duatre e1a1s C— ———— __.-"'r
exCilEs ilbginéres : _____ l
S
e
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E E E
3 P £
al 8| =
Etat fond —_— e — =
En resyligeamni I inter- En tenan! comjie di
W D #lec roninue Pt action dlectronigque

Fii. 43, — Diagramme énergétigue du benzéne
{interactions clectroniques).

Il en resulte trons transitions possibles correspondant aux bandes dont les
maximums d'absorption sont les suvants

b : 183 nm, P 207 nm, el a ;264 nm

com
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Les coelficients d'extinction sont les suivants :
[ =~ 47000 p = T000 a = 220

Il existe eégalement une quatrieme bande, trés peu intense, appelée bande 1
340 nm,

Dans les homologues du benzéne les bandes B et p sont toujours présentes
mais subissent des effets bathochrome, alors que les bandes a et T peuvent
étre absentes, I'effet bathochrome pour ces derniéres étlant également impor-
tant. En regle generale, l'elfet bathochrome est d’autant plus important que
I'electronégativité du substituant augmente.

Reégles de Woodward Fieser. — Dans la série des composés insaturés,
Woodward a donné des régles empiriques qui, a la condition que les molécules
ne présentent pas une structure trop complexe, et que les tensions ne soient
pas trop importantes, permettent dans de bonnes conditions de prévoir
quelle longueur d’onde se trouvera le maximum d’absorption d’'un composé.

A partir d’'une molecule type, aflectée d'une longueur d'onde de base, le
calcul s'effectue en ajoutant des incréments variables selon les groupements
[onctionnels substituants. Tableaux X, X1 et XIL

Toblean X. — REGLES DE WOODWARD POUR LES CETONES 2-[} INSATURES.
Valewrs de hase :
cétone a-f§ insaturée acyclique ou sur un cycle 4 6 C e 215
— oftone a-f insaturée suruncycle a 5C ... ... .. ... ...... 02
aldéhyde «-f insature L 207
Ineriéments
— double liaison conjuguée supplémentaire .. ... ... ... ... ..., . 30
- par reste alcoyle ou portion Jde cycle
- L . 10
T . 12
enyouploslom ... .0 . I8
groupements auxochromes

1' . 35
OH .. B 3
OAcétyle . ... ... .. B 50
D00 BEO0O00OGOE00 00000 C (]
H = . 15
OCH, B . 30
P - 17
B e . 3l
SRy ..o e . RS
NRUB . 95
o T : 15
b 12
T Hcio 00n 00 B0 e D00 e e - o 9 25
~J Geeeccososcrozoso: B W0
mimporie guelle double linson exocyeligue ... ... .. ..., ..., 5
supplement pour homoannularié d'un diégne ... ... .. . L
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Tableau X1, — REGLE DE WOODWARD POUR LES DIENES CONJUGLUES. !
{en nm)
Hetéroannulaire
Absorption de base du diéne ou aliphatique . .. ........ 214
Homoannulaire . .. ... ... . 253
Incréments
— reste alkyleou portionde cyele .. ... .. ... ... 5
— nature exocyclique de n'importe quelle double liaison . .......... 5
— double liaison supplémentaire conjugueée . .. ....... ... ... ... 30
= =R oouCl. . e 5
e - S 3-10
e 5. | 3 60
— B R e e e o 30
— OCO-methyle ou OCO-phényle . ........ ... ... ... .. ... .. 0

Tabieauw X1, — REGLES DE WOODWARD POUR LES DERIVES CARBONYLES
CONJUGUES AU BENZENE.

@ <o

Valeur de base : len nm)
X=alcoyleoucycle ... ... oo iiiiiiiaarrasanarases 246
X o= H e 250
Xa=OHouOR ... i ittt 230

Incréments pour un substitwant R sur le noyau

R pura orthe ou meta
alcoyle ou cycle 10 3
OH ou O-alcoyle ou O-cycle 25 7
m o
0~ 78 20 11
Cl i 0
Br 15 2
NH, 58 13
NHCOCH, 45 20
NHCH, 73 .
NICH,J, 85 20 _ I
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Electrons non liants. — Une molécule organique peut contenir des hétéro-
atomes possédant un (ou plusieurs) doublet ¢lectronique libre.

Dans le cas de I'oxygéne il existe deux doublets électroniques libres (dont
les électrons ne participent @ aucune liaison) : ceux-ci sont des électrons s el
p non hybridés dont les orbitales ont des axes perpendiculaires i celui de
lorbitale n.

L'exemple le plus simple est celui du formaldéhyde (g 44). Dans cette
molécule les électrons o assurent les liaisons C—H et une liaison C—0,
L'autre liaison C —O est assuree par des electrons n.

Dans I'espace, 'orbitale des clectrons o assurant la liaison C=0 a pour
axe Ox, celle des ¢electrons n, Oz, Les clectrons des doublets libres appeles
¢lectrons n ont des orbitales qui ont pour axes respectivement Ox pour les
¢lectrons s symbolisés par n et Oy pour les électrons p symbolisés par n,.

Au niveau fondamental les électrons n, se trouvent & un niveau énergétique
situé entre celui des électrons o et celul des electrons n alors que les electrons
i, s¢ lrouvent @ un niveau énergetique situé entre celui des electrons n et n*.

. Zz

Fii. 44, — Principales liaisons dans le formaldeéhyde.

A parlir des ¢lectrons n quatre (ransitions sont théoriguement possibles :
n, = n*, n, = a*. n, = n*etn, - o* (g 45)

La transition la moins énergétique correspond 4 la transition n, — n*dont
la longueur d'onde correspondante est voisine de 270-280 nm. Les autres
transitions correspondent d des longueurs d'onde situées dans Fultraviolet
lointain et ne présentent pas d'interet pratique.

L]

i 45, — Principales transitions
alecironignes,

i

o =

I}

.com


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot; com

113 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORGANIQUE

Ces transitions n — n* necessitent le passage d'un électron n d 'une orbirale
d’axe Oy {ou éventuellement Ox) sur une orbitale n antiliante d'axe Oz; un
changement d'axe est obligatoire pour que cette transition intervienne. Il s’agit
donc en théorie d'une transition interdite. La transition a cependant une
certaine probabilité en raison de la vibration de torsion de la molécule, mais
cette probabilité est faible et le coefficient d'extinction molaire est en général
faible {de I'ordre de 5 a 100 selon 'encombrement stérique de la molécule
considéree) *,

Cette transition correspond 4 une bande souvent appelee bande R,

Ainsi, dans le cas du lformaldehyde on peut distinguer trois transitions :

I* o — o* de longueur d’onde voisine de 130 nm
2+ n* de longueur d'onde voisine de 190 nm (Bande K)
3* n — n* de longueur d'onde voisine de 305 nm (Bande R).

Seule la bande R peut étre exploitable avec les spectrophotométres
classiques.

livFLuENCE DES SUBSTITUANTS. — La bande R peut subir un effet hyposochrome
en raison de la mésoméric qui résulte d'un transfert de charge entre un
groupement non sature et une paire d'électrons libres (transition n — n*).

Le niveau fondamental des electrons n est peu affecte et le mveau énergetique
n* est plus éleve.

Il en resulte que la transition n — n* est plus énergetique d'ou Ieffet
hypsochrome marque.

LUn bon exemple est celui du formaldéhyde et de ses homologues, Le composé
de formule générale R — CO — R’ est en équilibre avec ses formes mésoméres
suivant les réactions :

R o " RE{\\\\ R\
NeE o= c-0°= c—01°
R"’"ﬁ o -"""I“l".'l'J E*""’f 'E:IR’"“"'.:-"I;:m‘lr

Les electrons m sont plus attirés par Foxygéne, en raison du caractére
donneur d'electrons du groupement méthyle. 1l résulte de cette attraction qu'ils
sont moins libres de se deplacer, surtout au niveau antiliant o ils sont encore
plus rapprocheés de lN'astome d'oxygéne.

Ceci entraine une elévation du niveau énergetique n* et donc une baisse
de la longueur d'onde correspondant & la transition n — n*.

Amns1 le Tormaldehyde, pour lequel cet elfet n'existe pratiquement pas
puisque R et R représentent des atomes d'hydrogéne, présente un maximum
d'absorption a 305 nm. En revanche, la présence d'un seul groupement méthyle

* On considére gu'une transition imerdite a un coeflicient d'extinclion molaire
inférieur i 107 (log ¢ < 4).
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{acétaldéhyde) entraine un effet hypsochrome de 15 nm (& = 290 nm) et celle
de deux groupements meéthyle (acetone) donne un elfet deux fois supérieur
(A = 275 nm).

On peut remarguer que cetle mesomerie conduit parallélement & une baisse
du niveau o* de la haison CH,—C=, puisqu'il y a augmentation du volume
dans lequel les électrons se meuvent, mais ceci n'a aucun intérét pratique.

L'allongement de la chaine aliphatique d'une cétone entraine, en revanche,
du fait du caractére donneur des autres chainons méthyle et méthyléne, un
affaiblissement de la charge positive particlle portée par le carbone en o du
carbonyle et donc une diminution de la mésomérie. 1l en résulte donc un léger
effet bathochrome par rapport i 'acétone. Les maximums d'absorption de
dilférentes cétones sont les suivants : acélone : 275 nm, butanone : 278 nm,
methyl-2 pentanone © 283 nm.

Effets stériques. — Ces effets stériques peuvent auvgmenter ou diminuer les
interactions ¢lectroniques ou éventuellement en apporter de nouvelles. Il est
évident que l'effet de résonance est maximum si les deux systémes qui
interviennent sont coplanaires. Dans le cas contraire 'effet diminue. Ces effets
sont trés complexes mais il est possible de donner quelques régles générales.

Le passage de la forme trans a la forme cis entraine un effet hypochrome
el un effet hypsochrome. A titre d'exemple, dans le cas des deux isoméres du
stilbéne (diphenyl-1,2 éthyléne) le dérivé trans présente un maximum 4 295 nm
(e = 29000) alors que le cis stilbéne absorbe @ 280 nm (e = 10450). 1l peut
apparaitre éventuellement dans le cas de systémes conjugués une bande
supplémentaire vers les grandes longueurs d'onde.

Les modifications sont trés importantes dans le cas de dérivés cycliques ou
les tensions de cycle sont importantes.

Effets de solvani

Les effets de solvant sont trés importants ¢t on observe un elargissement
des bandes avec 'avgmentation de la polarité et de la constante di¢lecirique
du solvant,

En régle générale les modifications sont d'autant plus importantes que
I'interaction soluté-solvant est grande,

En solution dans un solvant apolaire (hexane) le specire d'un compose esi
identique 4 celui observe en phase vapeur.

Llinteraction soluté-solvant, en particulier la solvatation, entraine des
modifications des niveaux eéncrgétiques, aussi bien a Pétat fondamental qu’ 4
"'état exaite. Plus Uinderaction est grande, plus Péenergie est [aible.

L'effet de solvant dépend done de la nature du solvant, de fa nature du
soluté et de la nature de la bande.

o Interactions dipole-dipole. — 1Linteraction est d’autant plus grande que la
polarité du solvant ¢t sa constante diclectngue avgmentent.
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Pour les électrons m au niveau fondamental I'interaction est pratiquement
nulle {ou trés faible) et le niveau énergétique = n'est pas sensiblement modifié.
A l'etat excite, la molécule prend une certaine polarité et Uinteraction avec le
solvant entraine une diminution de I'énergie du niveau x*,

Il en résulte gu'en solvant polaire la transition £ — =* (bande K) est moins
éncrgétique qu'en milieu apolaire et il apparait un effet bathochrome qui est
relativement peu important.

Pour les électrons m interaction est importante du fait de la polarité des
molécules. Le niveau fondamental correspond a une énergie beaucoup plus
faible en milieu polaire qu'en milieu apolaire. Comme au niveau n* Peffet est
peu intense, la transition n — n* (bande R) met en jeu une énergie plus
importanie en miliew polaire gqu'en milieu apolare @ 1l apparait un effet
hypsochrome important. En elfet, pour réaliser Pexcitation, il faut fournir de
Iénergie dune part pour rompre la haison de solvatation et, d’autre part,
pour réaliser la transition électronique (fig. 46).

m

Dipale-Dipole Liaison " hydrogene’

Fii. 46, — Effeis de solvant.

e Liaisons hydrogéne. — Les solvants susceptibles de contracter des liaisons
hydrogéne modifient sensiblement le spectre.

Ces liaisons hydrogene résultent de Uinteraction entre un hydrogéne d'un
solvant (par exemple un alcool) et un doublet d’une orbitale n, (par exemple
acétone).

CH,_ N 3
C=0 -H -0 ~-R
CH, -

L'orbitale est stabilisee et I'energie de lhaison entraine une diminution du
niveau eénergétigue des électrons n.

La transition n — n* (bande R) devient plus énergétique et il apparait un
effel hypsochrome.

Il faut remarquer que ces deux effets interviennent le plus souvent de fagon
concomitante et que le phenoméne observe résulte de leur addition.

1l est possible a partir de l'effet de solvant de déterminer la nature d'une
bande. Cet eflet entraine dans le cas des bandes K un effet bathochrome alors
gque fes bandes R subissent un elfet hypsochrome.
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L'exemple de l'isopropylidéneacétone appelée couramment oxyde de mési-
tyle est classique :

fH""x o
;,E‘:-;:{H - C - CH,
CH, alln

“r}(]f
[l

Cette molécule présente une bande K et une bande R et 'elfet solvant est
résumé dans le tableau X111,

Tableau X111, — EFFET DE SOLVANT SUR LE SPECTRE DE L'OXYDE DE MESITYLE
(les nombres représentent la longueur d'onde, en nm, du maximum d'absorption).

Solpant Isim .-I!.w.u- { ..irh.rm- Methanol Ea
LN TS FH‘”‘PII‘ ;I.'FJ‘HI.‘
Tramsit fom F = 2 o= M ;=35 g = 33 = TR5
(Bande K) 2305 2 237.5 217 2425
iBande R) L rd| V4 Y155 M

L’effet bathochrome sur la bande K est discret alors que Peffet hypsochrome
sur la bande R est important.

o Effer du pH. — Les acides et les bases faibles sont en fonction de leur pK
et du pH du milieu réactionnel & I'état moléculaire ou i l'etat ionisé; par
exemple pour le phénol ou pour une amine aromatique.

OH o
Q = Qw

RNH! = RNH, +H*

La forme moleculaire et la forme ionisée ont une structure électronique
dilférente et des spectres dillérents. En effet, dans le cas d'un phénol la forme
wnmisce possede sur Moxygene trois doublets ¢lectromgues non hiants capables
de ce conjuguer avec les clectrons 1 du noyau. L'¢lévation de la mésoméric
et done du volume dans lequel se deplacent les electrons) entraine un effet
bathochrome et hyperchrome par rapport @ la forme moléculaire.

Au contraire, pour une amine aromabigue la forme lomsée provient du don
du doublet hbre de Fazote i un proton. Ce doublet est donc moins disponible
pour une conjugaison et la mésomeérie de l'ensemble est diminuée. Ainsi, dans
ce cas, c'est la forme ionisée qui absorbe & une longueur d'onde plus faible
que la Torme molcculaire,

.com
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e Halochromie. — Certaines molécules telles que les alcools sont susceptibles,
par action d"acides de Lewis (v. Tome I} de conduire i des carbocations. Dans
le cas ou la molécule présente en outre des doubles liaisons conjuguées, la
charge positive apparue attire les clectrons voisins et entraine de ce fait un
déplacement de 'ensemble des doubles liaisons et par li-méme une délocali-
sation de la charge positive. 1l s'en suit une mesomene, responsable de la
diminution consécutive de la distance entre les niveaux d'energie fondamental
et excite. L'absorption lumineuse se produit donc pour des radiations de
longueurs d'onde beaucoup plus élevées que ce gui est observe pour la molécule
elle-méme.

Les acides de Lewis initialement utilisés étant des halogénures (trichlorure
d'antimoine, trichlorure d’aluminium) ce type de réaction porte le nom
d’haloechromie.

Un exemple classique est celui de la réaction du trichlorure dantimoine
sur la vitamine A, connue sous le nom de Carr et Price et conduisant 4 une
coloration bleue se pretant au dosage,

Le meécanmisme en est le suivant (hg. 47) :

Fig. 47.

Mais il convient de souligner que l'acide sullurigue concentré peut aussi
conduire 4 de nombreuses réactions colorées, notamment avec les stéroides,
qui sont fondées sur le méme principe.

Applications

Les applications de la spectroscopie ultraviolette sont nombreuses, et la
littérature est riche en exemples.

Cependant, 1l est nécessaire de rappeler avant de decrire ces applications,
quelques notions importantes,

o Solvamts, — Chague solvant posséde un groupement fonctionnel gui
entraine un speclre caractéristigue de celui-ci. Le spectre d’une solution d'une
substance 3 ¢tudier dans ce solvant va étre la résultante des spectres du solvant
et du solute.
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Il est évident qu'en reglant Pappareil sur le solvant pur, il est possible
d’éliminer 'interférence de celui-ci.

Cependant, méme si le coefficient d’extinction molaire du solvant est faible,
Pextinction due a celui-ci est importante et il est nécessaire d'élargir les fentes
de l'appareil pour obtenir une intensité lumineuse suffisante. Il en résulte une
selectivitée d’autant moins bonne.

Pour cette raison, en fonction du maximum d’absorption, un solvant donné
ne peut étre utilisé au-dessous d’une longueur d'onde donnee.

Les limites d'utilisation des solvants usuels sont rassemblées dans le
tableau X1V.

Tableauw X1V, — LIMITES D'UTILISATION DES SOLVANTS.

Nanométres
Bl e e 205
Methanol .. . 210
Ethanol ... .o 210
BT . 210
ACBLOMIITIIE . . 210
Cyclohexane . ... . e 210
Méthylcyclohexane . ... . 210
Butanol . . .. e 210
Isopropamol . .. ... . e 210
22 AriméthylPentane ... .. . e 210
Térahydrofuranne .. ... . .. e 220
Dichlorométhane. ... ... ... .. i s 235
Dichloro-1.2 éthane ... .. ... .. . e 235
Chloroforme . .. e 245
Tétrachlorure de carbone . ... ... ... .. ... 265
N.N-diméthylformamade ... .. ... ... ... L. L. 270
Benzene .. 280
Térachloroéthyléne ... . . i 2940
Pyndine ... . e s
ACBIOMIE . . . ot ) 130
Tribromométhane ... .. ... . ... i e 360
Mitrométhane . ... ........... e e IR0

o Chevauchement des bandes. — Un composé plurifonctionnel peut posséder
plusicurs bandes, ou un composé contenant des impuretés peut présenter
plusieurs bandes. L'importance relative de celles-ci conditionne I"aspect du
specire.

51 les deux bandes ont des maximums a des longueurs d'onde tres voisines
et des intensites trés différentes, la bande la plus intense masquera totalement
la bande la plus faible. Inversement, si les deux bandes ont des intensités

voisines el des maximums a des longueurs d'onde suflisamment differentes les
2 maximums scront visibles.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

124 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORGANIQUE

Tableau XV — GROUPEMENTS CHROMOPHORFES SIMPLES,

Longuenr d onde
L @ X imum Log €

C=C 190 3.5
(C=C), 220 42
(C=C), 260 4.6
(C=C)y 290 48
COOH 210 1.6
C=C 180 < 2
CONH, 210 22
C=N 194} 37
C=N 170 < 2
C=0 280 1.3
C=5 130 1,0
MNe=N 370 1.2
N=0 i) 1.3
NO, 270 1.2
ON=0) 370 1.7
ONO, 270 1,2

La figure 48 montre I'aspect des spectres respectivement pour des intensités
de chacune des bandes dans les rapports 1/5, 1/2 et 1/1 en fonction de la
différence de longueurs d'onde des maximums.

Le solvant joue un role important puisque lorsque l'interaction solvant-

soluté augmente, les bandes s’étalent et la résolution des pics est d’autant plus
mauvaise.

e Contrile de pureté. — La spectroscopie ultraviolette peut étre utile dans le
controle de la purification d'une substance.

a) Si le composé est transparent et si limpureté & rechercher absorbe,
I'extinction décroit en fonction de l'augmentation de la pureté. Le composé
pur doit étre transparent. 1l faut utiliser des cellules épaisses (de 4 4 10 cm).

Par exemple, on peut rechercher le benzéne dans I'éthanol, ou dans le
cyclohexane, ou le sulfure de carbone dans le tétrachlorure de carbone.

h) Sile composé n'est pas transparent, et si l'impureté a rechercher n’absorbe
pas ou absorbe peu, il sullit de déterminer le coeflicient d’extinction molaire.

Le coeflicient augmente au cours de la purification et est maximum pour le
COMPOSE pur.

o ldentification et détermination de structures. — Llidentification d'un composé
peut étre [aite par eétude du spectre (maximums, épaulements) mais il est évident
que celle technique est peu précise et en général il est préférable i I'heure
actuelle de s’adresser @ d'autres meéthodes. Cependant, la spectrométrie
ultraviolette donne de bons résultats si le composé a étudier a un spectre

a structure ine ou si 'on dispose d'un appareil & détection « multi canal »
(v. p. 128).
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Fro. 48, Chevanchement des bandes en fonction de la concentration {mm j.

Dans la détermination de structure, lapplication des regles de Woodward
peut conduire @ des renseignements intéressants.

o Analyse guantitative. — La spectrometne uliraviolette est tres largement
ulilisée en analyse pharmaceutique, car c'est une méthode rapide et précise.

[l est recommandé d'opérer comparativement i une gamme d’étalonnage
préparée avec une substance ¢talon. En l'absence de substance étalon le caleul
peut se [aire @ partir du coeflicient d'extinction molaire ou du coeflicient
dextinchon speciligue.
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Cependant, il faut se rappeler que ces coeflicients sont valables pour un
solvant déterminé (interaction solvant-soluté), et que ce mode opératoire
n'ehimine pas les erreurs qui peuvent provenir d'un spectrophotométre qui ne
serait pas en parfait état.

Deux cas sont a envisager :

a) Le composé 4 doser est la seule substance qui absorbe a la longueur
d'onde utilisée. Le dosage est simple et, si la substance présente plusieurs
maximums, il est préférable de choisir la longueur d'onde correspondant au
maximum de la bande la plus large.

En régle générale la concentration des solutions est de I'ordre de 0,54 10 mg
pour 100 cm”.

h) Le composé a doser est en mélange avec une autre substance. 1l est
possible deffectuer deux lectures @ deux longueurs d'onde dilférentes A’ et
A" nm.

A A’ nm les coeflicients d’extinction molaire sont £) et £5 respectivement
pour la substance | et la substance 2.

A A" nm les coeflicients d'extinction molaire sont £] et £} respectivement
pour la substance | et la substance 2.

c; el ¢, élant les concentrations de chacune des substances, les extinctions
D et D”a A’ et A" nm respectivement sont les suivantes :

D' =g ¢c; + g5¢;
D. = E‘i-'[-'] + -E;l:'_:
En choisissant A" tel que les coefficients d'extinction £] et €5 soient égaux

[E‘i=ﬂ'§=£"}n?=r,+c=

et en resolvant les équations :
D¢, — D" De, — De"

L = £y =

£(€) —€)) (&) — €3)

o Détermination des pK,. — La forme iomisée et la forme moléculaire d'une
base faible ou d’un acide faible possédent des spectres différents. La proportion
relative de chacune des formes est fonction du pH du milieu réactionnel selon
la relation :

b
pH = pK, + log e

acide

Prenons lexemple d'un acide faible qui, en milieu acide (rapport
hase/acide < 10 *)est presque entiérement sous forme moléculaire, et en milieu
relativement alcalin (rapport base/acide = 107) est essentiellement sous forme
ionisée. La fligure 49 représente les spectres de solutions de méme concen-
tration d'un acide (de pK, de I'ordre de 5) & pH 2 (forme moléculaire pure), i
#H 8 (forme 1onisée pure) et a pH 5,5 ou il existe un équilibre entre les deux
[ormes, équilibre en relation avec le pK, de I'acide étudié.,
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Fic. 49, — Détermination du pK, d un acide faible. Spectre de la lorme moléculaire {(pH - 2),
de la forme iomisée (pH : 8) et du mélange des deux formes (pH : 5.5).

Pour déterminer le pK, avec la meilleure précision, il est tout dabord
necessaire de determiner la longueur d'onde la plus lavorable & la mesure :
longueur d'onde ou la difference des extinctions (absorbances) entre la lorme
ionisée et la forme moléculaire est la plus grande (dans 'exemple choisi :
A = 158 nm)

On détermine a cette longueur d'onde les coeflicients d'extinction molaire
des [ormes 1onisée £; et moléculaire £, par des mesures & des pH sullisamment
acide ou alcalin et l'extinction d'une solution de cet acide de concentration ¢,
a pH intermédiaire ou les formes ionisée et moléculaire sont en équilibre (pH
voisin du pK,).

a = (¢ — x)E, + XEI

x ¢tant la concentration en lorme omisee au pH chosi :

i - K, thy — W
X = - : el L— X=—
F.rl. e F.“ 1‘." - LH
X d — CE
FKi - .F'H — |n}__r, = ;J” — Iug =
¢ — X CE; — i

i, = CF, est extinction de fa solution de concentration ¢ a pH < 2 et
ey = ¢&; o5t lextinction de cette méme solution a pH = 8. Comme a esi
Fextinetion au pH choisi -

o —a
Pk, = pH = log =
i

¥ if
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Dans le cas d'une base, il est possible d’établir une formule analogue, en
tenant complte du fait que c’est la forme acide qui est ionisée (BH ™) et la forme
basique qui n'est pas chargee (B)

a; — a

=pH — 1
PK,=p i —

Pour les composés plurifonctionnels, 1l convient de se montrer particu-
liecrement prudent dans le choix des pH acide ou alcalin, ot sont mesurés £,
et £. En effet de nombreuses molécules sont & la fois acides el basiques
(hydroxy-8 quinoléine, morphine) ou présentent plusieurs acidités ou basiciteés
de lorces différentes. 1] est nécessaire alors de faire varier lentement le pH pour

atteindre des valeurs situces entre les differents pK ,, qui seules permettent la
MEsune.
Notions d'apparetllage

Dans le domaine du visible et de I'ultraviolet, les energies mises en jeu sont
importantes et de nombreux matériaux sont transparents. Il n'apparait donc
pas les memes diflicultes que pour 'mfrarouge. En particulier, quil s’agisse
des lampes a hydrogéne ou & deutérium, utilisées dans Fultraviolet jusqu'a
350 nm, ou des lampes & incandescence a filament de tungsténe, pour les
longueurs d'onde supéricures, Pintensité de la source est suffisante pour
permeitre la sélection de bandes fines sullisamment lumineuses, a "aide d'un
monochromateur (prisme ou réseau).

En outre, I'énergie des photons émis permet sans aucune difficulte 'utilisation
de 'effet photoélectrique pour la détection.

La description des spectrophotométres classiques, a simple ou d double
faisceau, a é1é traitée au cours de physique et il n'est pas nécessaire d'y revenir
ici.

En revanche, il est important de souligner l'intérél d*avances technologiques
recentes. Ce progres consiste en la mise au point de systemes permettant la
mesure simultanée des absorbances, 4 plusieurs centaines de longueurs d'onde.
Ces appareils sont dits & dérection « multicanal ».

La construction de ces appareils cst londée sur un principe différent de celu
des spectromeétres classiques. Au lieu de realiser la dispersion par prisme ou
rescau de la lumiere ¢muse par la source, puis d'exposer successivement
Féchantillon aux différentes radiations monochromatigues ainsi obtenues, les
appareils de ce nouveau type sont fondés sur envoi direct sur I'échantillon
de la lumiére polychromatique issue d’une lampe a deuterium dont le spectre
continu va de 190 4 820 nm.

I.absorption est donc realisée simultanément pour l'ensemble des radiations.
Ce nest quaprés cette absorption gu'un reseau holographique permet de
scparer chaque radation. 1 resulie de cette conception gu'au hiew du detecteur
unique ulilisé précedemment, un détecteur indépendant est nécessaire a la
mesure de labsorbance subie par chagque radiation. Ces détecteurs sont
constitués par des photodiodes placées en batterie a rmison de plusieurs
centaines par appareil et reliees a4 un photomultiplicateur; ils portent le nom
de barrettes de diodes. Hs permetient de réaliser une mesure tous les deux
I'Iq'l,l'lﬂl'l'll&l =
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L'intensite du signal ¢lectrique provenant de la photodiode n'est pas nulle
cn 'absence de lumiére mais croit lineairement avec l'intensité lumineuse.

Linterét d'un tel appareillage est tout d'abord de permettre I'extension de
la methode exposée précedemment (v. p. 126) et conduisant au dosage de deux
(ou trons) substances en operant des lectures i deux (ou trois) longueurs d'onde.

Dans le cas present, ce n'est plus un sysieme de trois equations a trois
inconnues qui est utilise, mais un ensemble de n équations & n Inconnues pour
lequel le nombre n de mesures est de I'ordre de 300, La résolution mathématique,
obtenue grice & un ordinateur, devrait théoriquement permettre le dosage
simultané de trés nombreuses substances.

Un second avantage apparait ¢galement. En elfet, alors que les spectres
clectromiques classiques ne sont pratiquement pas utilises pour dentification
en raison de la largeur et du faible nombre des bandes et des trés faibles
différences existant entre les spectres de substances de structure voisine, le fait
de réaliser la mesure précise des absorbances a un grand nombre de longueurs
d'onde, permet de detecier de faibles difféerences et donc d'utiliser cette
technigue dans un but didentilication,

Toutefois. ces considérations optimistes méritent d’étre quelque peu relati-
visces en raison de certains inconvénients. Un premier, est inhérent a la
technologie. La plupart des appareils existants fonctionnent en monofaisceau
¢l presentent dong, théoriquement, les limites de o¢ type de montage, en ce
qui concerne les Mluctuations de la source. Cependant, celles-ci sont, au moins
particllement, compensées par le microordinateur couplé au spectrométre.

Line seconde dilficulte peut étre due a la structure des substances et provient
de la fragilité de certaines molécules qui peuvent subir, par absorption d'un
rayonnement trés énergétique, une photolyse ou une transformation structurale,
Lors du dosage avec un appareil classique, seule est envoyée sur I'échantillon
la radiation monochromatique choisie. Elle ne porte done qu'une faible part
de I'tnergic produite par la lampe. En revanche, dans le cas du spectrométre
i barrette de diodes, la substance est soumise i I'ensemble des radiations du
spectre (de 190 4 820 nm) et notamment aux rayonnements de courte longueur
d’onde. Il en resulte un risque non négligeable de dégradation.

En outre, la similitude des spectres de nombreuses substances d'intérét
pharmaceutique conduit a une himitation du nombre des molécules dosables
simultanément trés en deca de la theorie (environ 10).

Spectrophotomertrie dérivée

Cette technigue est particuliérement intéressante en spectrophotométric
LV, et visible appliquée aux solutions gqui présentent une composition
complexe.

Deux méthodes ont ¢te proposces en derivation spectrophotometrigue -

— la modulation de longueur d'onde g n'est pratiquement plus utilisée:

— la transformation electronique du signal d'un spectrophotométre conven-
honnel
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Ces techniques introduisent deux nouveaux parametres :
— 'ordre de la derivee:

— la longueur d'onde a laquelle on calcule la dérivée.

Les techmques actuelles utilisent la transformation électronique du signal
qui est plus simple el moins onéreuse que le précédent.

Les techniques de dérivation ont trouveé des applications en particulier dans
les domaines de 'analyse biochimique et pharmaceutique; elles ont également
debouche sur des utilisations en spectrométrie infrarouge et de Muorescence.

La dérivée d'un pic spectral peut étre obtenue mathématiquement de
plusieurs maniéres et les différentes méthodes ne conduisent pas toutes i un
spectre identigue : il existe des méthodes plus fiables que d'autres.

En eflet, lorsqu'un spectre est décomposé en ses composants initiaux sous
forme de bandes isolées, les différents programmes d’ordinateur ne fournissent
pas la meéme resolution. Souvent les spectrophotometres commercialisés
n‘oflrent que peu de possibilites a l'usager de modifier les paramétres
mathematiques impliqués dans le calcul des spectres d'une dérivée, et par
conséquent de vérifier si Fallure d'une courbe est réelle ou s°il s"agit d'un
artefact du programme.

La dérivation en spectrophotométrie est une technique appropriée pour

amplifier et preciser les particularités des courbes spectrales. Le but est aprés
avoir dérivé « n» fois un spectre, tout en respectant la longueur d'onde (ou
sit [requence), détudier le tracé de la dérivée comparativement au specire
lui-meme.
Habituellement, cette dérivée est oblenue a partir d'un spectrophotométre
associé i un systéme de caleul électronique; le résultat est une mise en valeur
de la structure du spectre, laquelle est malheureusement accompagnée d’une
deécroissance du rapport signal/bruit (S/B).

La technique de dérivation est utilisée en spectrophotométrie UV, — visible
pour analyser la structure des spectres el réaliser le dosage de substances dont
les spectres se chevauchent ou de substances se trouvant en présence
d'impuretés présentant une absorption parasite : il est alors possible de calculer
les derivées premiére, seconde, troisiéme ou quatriéme par rapport i la
longucur d’onde {ou la fréquence).

e Aspect des courbes dévivées. — |"aspect des courbes obtenues par dérivation
de libsorbance par rapport i la longueur d’onde est présente dans les
ligures 50 A ¢t B

F-n abscisses sont placées les longueurs d'onde (en nm). Le spectre classique
(dérivee dordre 0) st trace en utilisant en ordonnées. la notation en
absorbance @ pour les spectres correspondant aux derivées premiére, seconde,
troisieme el quatriéme, cette notation ne peut étre utilisée puisque l'absorbance
na plus alors d'unite associée. Dans les Ngures présentées les unités sont
caprimees on puissance negative de o (0 etant Fordre de la dérivée).
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———— Ordre 1 ~—— Ordre 2
......... Ordre 0 Mriieciaee- Ohrcre O
A, Dérivées d'ordre 0 et 1 B. Dérivées d'ordre () et 2

r Oirdre 3 [‘ M, Ordre 4

T - Ordre 0 . e, Cirde 0

. Dérivees dordre O et 3 0 Dérvées dordre O et 4

Fioi, 50, - St i sferivees o wralres O, F, 2, T or 4.
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Dérivée d'ordre 1. — La derivee premiére (lig. 50 A) présente un maximum et
un minimum correspondant a deux inflexions de la courbe dans la partie
a«montante » et dans la partie « descendante »; elle coupe I'axe des abscisses
i une longueur d'onde correspondant au maximum dabsorption et se confond
avec cet axe lorsque labsorbance est nulle.

La courbe est caractéristique et le maximum d'absorption correspond i
l'intersection de la courbe dérivée avec I'axe des abscisses.

La lgure 52 presente a titre indicatil la derivee premiére d'une bande (A)
sur laquelle se superpose un bruit de fond important (B). La courbe résultante
(C = B + A)est egalement representeée (C) et montre I'interét de la dérivation
(fig. 51).

La courbe derivée (C) qui tient compte de la superposition des courbes (A)
el (B) presente toujours un aspect remarquable avec deux pics mais les
maximum et minimum ont disparu, cependant quune inflexion subsiste
400 nm (correspondant au maximum de la courbe (A)).

Dérivée dordre 2. — La dérivée seconde présente un aspect caractéristigue
(Mig. 50) : la courbe montre un pic négatil important dont le minimum se trouve
a la méme longueur d'onde que celle du maximum d’absorption du spectre
d’ordre 0. Le spectre derive présente également deux maximums correspondant
aux deux inflexions de la dérivée premiére.

Comme pour la dérivee premieére, la ligure 53 présente la dénvée seconde
des courbes (A) et (B) et de la somme de celles-a1 (C = A + B)

La courbe dérivée (C) obtenue est déformée par rapport i la courbe (A)
mais, ici encore, garde son aspect caractéristique, en particulier le pic négatif
présente un minimum situé a une longueur d'onde identique a celle du
maximum du spectre d'ordre 0.

Lo d?Ad 2
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A
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Dérivée d’ordre 3. — La complexit¢ des courbes augmente naturellement
avec l'ordre de la dérivée, puisque chacune d'elles prend en compte les
minimums, les maximums et les inflexions de la dérivée d'ordre immeédiatement
inferieur.

La derivée troisieme (fig. S0C) présente un maximum important suivi d'un
minimum également important, flanquée d'un petit minimum et d'un petit
maximum.

Son aspect rappelle a la fois celu de la dérivée premiére et de la dérivee
seconde. Comme pour la dérivée premiére elle coupe I'axe des abscisses d une
longueur d'onde correspondant & celle du maximum de la bande correspondant
au spectre d'ordre 0.

La dérivée troisiéme n'est guére utilisée dans la pratique.

Dérivée d'ordre 4, — En revanche, la dérivée quatrieme est utilisée, car
comme pour la dérivée seconde, le pic le plus important a son maximum
(maximum en valeur absolue pour la dérivee seconde) situe 4 la longueur
d'onde du maximum de la bande du spectre d'ordre 0 (hig. 50D).

Ce pic maximum est flangue de deux minimums relativement importants
¢l de deux laibles maximums.

Bien que la complication du spectre ait encore augmenté (cing maximums
ou minimums), la dérnivée guatrieme est utilisee dans la pratique car le
maximum du pic le plus important est situé¢ a la méme longueur d'onde que
celle du maximum du spectre d'ordre 0.

On remarque la ressemblance du spectre de la dérivée quatriéme avec celui
de la dérivée seconde,

Dérivees d'ordre supérieur — Les spectres etant d'autant plus complexes
que lordre de dérnivation augmente, les dérivees d'ordre supérieur & 4 sont
rarement utilisées dans la pratique.

En eflet, si lc spectre d'ordre () prescnte un maximum on s’apergoitl que :
— le spectre derive d'ordre | presente deux maximums (ou minimums) (un
positil — un neégatil);

— le spectre dénve dordre 2 presente trois maximums (ou minimums) {un
négatil — deux positils);
— le spectre derive d'ordre 3 présenie guatre maximums (ou minimums) {deux
negatifs — deux positifs);

— le spectre denive d'ordre 4 présente cing maximums (ou minimums) (deux
negalils — trons posiils),

o Conclusions. — L'utiisation d’un spectre dernive presente deux avantages :
— la resolution obtenue est meilleure quavec le spectre original et cetle
resolution augmente avec Fordre de la derivee;

pour unce amplitude donnée du pic original, lamphitude des pics dérives
augmente avee Fordre de dénvation.
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Cependant, laugmentation de la résolution n'est pas mfime : 1l faut tenir
compte de aspect des bandes et du rapport entre la hauteur de la bande au
maximum d’absorption et la largeur de cette bande 4 mi-hauteur; s'il existe
un bruit de fond important un hssage des courbes est necessaire.

Il en résulte que cette méthode améne au nivean des spectres electronigues
une amélioration utihsable, aussi bien au plan qualitatifl que gquantitatif,

SPECTROFLUORIMETRIE

Le phénomene de lMuorescence est connu depuis preés de 4 siecles, mas son
utilisation en analyse est relativement récenle.

En 1852 Stokes montre que la longueur d'onde du ravonnement ¢nmus, a
une longueur d'onde plus grande que celle de la lumiére excitatrice,

Le développement des mcthodes d'analyse par Muorescence a pris une
importance croissante, lappareillage s'étant trés grandement perfectionné en
particulier dans le domaine de la sensibilite.

e Appareiflage. — Un spectrofluorimétre est essentiellement constitué (g, 54) :

" d'une source lumineuse : la plupart des appareils utihisent une lampe au
xenon gui donne un spectre continu dans Fultraviolet (S).

M E

Fio. 54, — Schdma simplifié
i ‘um specirofluorimetre.

2 'un monochromateur (ME) permettant de sélectionner une longueur
d'onde déterminee,

3 Une cuve genéralement de section carrée de 1 cm de coté dont les faces
peuvent etre particllement argenices, contenant 'echantillon (E).

4 Un monochromateur (MF) place sur un rayon emergeant o 90° du rayon
mcident, permettant de selectionner une longueur d'onde déterminee. Les
monochromateurs peuvent etre des prismes ou des reseaux.

5 Un photomultiplicateur (P),

A" Un systéme de mesure de Nintensité fournie par le photomultiplicateur.

. com
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o Spectres de fluorescence. — En raison des échanges energetiques donnant
lien au phénoméne de Mluoresence, la longueur d'onde de la lumiére éemise est
supéricure d celle de la lumiére absorbée (loi de Stokes). Cependant, dans
certains cas trés particuliers, les molécules peuvent donner le phénoméne
inverse (Muorescence anti-Stokes) : & température ordinaire, les molécules
peuvent se trouver 4 un niveau de vibration de I'état fondamental relativement
élevé: lors du phénoméne de Muorescence les molécules peuvent retomber 4
un niveau energétique plus bas que le niveau de départ (par exemple au niveau
electronique fondamental (fig. 55)).
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Un spectre se decompose en deux parties.

I" Le spectre d'excitation, qui correspond au spectre de la lumiére absorbée
par la molecule : c'est theoriquement le spectre d'absorption de celle-ci. En
realité ces deux spectres peuvent ne pas étre exactement superposables.

2* Le spectre d'émission : d'aprés la lor de Stokes il est différent et son {ou
ses) maximum est situe @ une longueur d'onde supeneure d celle du spectre
d'excitation. Ces deux spectres se recouvrent partiellement a cause de Peflet
anti-Stokes.

I est possible de préciser davantage des vanations dénergie en utilisant les
courbes E. = flxg) (ou firg) {v. p. 76). Ces courbes d'énergie (courbes de Morse}
relient Fenergie d'une molecule a la distance internucléare (hig. 56). A Fétat
fondamental Maspect de cette courbe traduit une distribution de Maxwell en
raison des vanations dues a la structure complexe des molécules. 11 en est de
méme au premier etat clectromique excité mais le point correspondant au
minimum d’énergie (point 0 n'a pas la meme abscisse, pour I'etat fondamental
el pour le premier miveau énergétigue excité, La distance internucléaire est
plus grande a letat excite en raison du caractére antiliant des orbitales,

Eh

(£}

Eﬂ: h'l.’n

= = = = = s ey

I

To =T

Fier, 50, = Coniehes d cnergie die Morse.

il i excité, i Fran fondamental,

Ce point zeco correspond Gt la majonite d'une population de molccules et
le nombre de celles-ct diminue au Tur et a mesure que la distance internuclcaire
gugmente ou diminue, et, donc que Fenergie avgmente.

Laors de Fexeitation Vabsorption d'énergie se fait trés rapidement (10 "7 5)
vl au cours de cette transiion la distance internuclcare ne change pratigquement
pas (lransthon verticalel,

La longucur d'onde de la lomicre absorbee est inversement Tonction de
Fenergie absorbee : cette éncrgie ost materialisee por la distance entre les deux

. com
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courbes {v. p. 135).

Pendant le phenoméne de relaxation une redistribution intervient et les
différentes molécules cxcitées se répartissent 4 nouveau selon la loi de
Maxwell-Boltzmann, de sorte que la courbe de Morse du premier niveau excité
presente un aspect comparable 4 celle du niveau fondamental, le minimum
étant déplace vers la droite.

Lors de I'emission, I'éncrgie moléculaire retombe rapidement au niveau
fondamental; comme pour le phénomeéne d'excitation, la transition est
verticale, c'est-a-dire quaw cours de celle-ci avcune modilication de la distance
internucléaire n'intervient.

La longueur d'onde de la lumicre énuse est inversement proportionnelle @
la distance entre les deux courbes de Morse.

Lorsque les molécules sont revenues au niveau fondamental, une nouvelle
redistribution intervient et les molécules se répartissent selon la courbe de
Morse imtiale.

Il en resulte que les spectres dexcitation et d'émission ont tendance a
presenter un recouvrement partiel (hg 57 et 58).
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Les deux spectres ont chacun une allure dissymeétrique, mais présentent
enire cux Une IMage en « miroir »,

Ce phenoméne de recouvrement partiel peut entrainer des erreurs lors des
mesures el pour cette raison il est essentiel, en particulier si les deux spectres
presentent des maximums assez proches, de disposer d'excellents monochro-
mateurs de maniére a sélectionner parfaitement les deux longucurs d'onde
d’excitation et de fluorescence.

Il en résulle que la position du maximum du spectre d'émission est
independante de la longueur d'onde d'excitation, et que le maximum du spectre
d'excitation n'est en général pas trés éloigné de celui du spectre d'absorption.

o Intensivé de fTworescence, — L'ntensiié de la lumiére emise par un échantillion
est fonction de Pintensité de la lumieére excitatrice et de la concentration de
Iéchantillon.

Le rayonnement dintensité I, ayant une incidence normale vis-a-wvis de
I'échantillon. I'intensité absorbée par une solution est donnee par la lor de
Beer-Lambert :

dl
r = — ke dl;

4]

dl etant Vépaisseur traversée par le rayon inaident:

¢ ¢lant la concentration molaire.

En intégrant et en appelant I, lintensité transmise, et 1, I'intensité absorbée
par I'echantillon :

I. = [.|| & kel .:l ]n - '_In = ]'J = Ill il & kr}

L'energie de Muorescence (lumiére emise) est theoriquement inférieure A
I'énergie dexcitation (loi de Stokes).

Pratiquement ce phénoméne est accentué par le fait que I'émission de lumigre
sefllectue d'une fagon égale dans toutes les directions et que dans un
spectrofluorimétre, seule une partie de cette lumiére émise est mesurée par le
photomultiplicateur.

Ir_{-bi

& étant infenieur a unité,
il en resulle que :
I = ®l, = K'l, (1 — &)

en développant :
PEJET EE W LI
I, = -mt,{ - (1 — kel + = = )
En général, Mépaisseur de la cuve est de 1 cm {1 = 1).
. . . ket
Si la concentration ¢ reste laible, les valeurs des termes de la suite I
EITE pi

3! etc... sont negligeables devant (1 = kel).
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A cette condition, K é€tant une constante tenant comple de k et @ :
I|.- = E.Iul'.

Il faut donc utiliser des solutions trés diluées (v. p. 141). Ce n'est qu'a cette
condition que 'intensite de Muorescence peut étre considérée comme propor-
tionnelle 4 la concentration. 1l est important de souligner ici la différence de
sensibilité entre spectrophotométrie et spectrofluorimétrie, puisque dans la
premiére méthode, la concentration est seulement proportionnelle au loga-
rithme du rapport des intensités incidente et transmise.

Rendements. — Rendement quantique. — @ rapport entre le nombre total de
photons émis par lMuorescence et le nombre total de photons absorbés
initialement est appelé rendement quantique ou eflicacité de Nuorescence.

Il est pratiqguement indépendant de la longueur d’onde d'excitation.

Dans le cas de molécules trés Muorescentes @ est proche de 1 (Muorescéine
en milieu sodique : 0.835).

Rendement quantigue relatif. — La détermination du rendement quantique
nécessite de mesurer le flux lumineux total émis dans toutes les directions;
cect n'est pas réalisé couramment.

La plupart des auteurs font appel au rendement gquantique relatif $’ qui
q

est le rapport entre le rendement gquantique de la molécule etudiée et celui du
sulfate de quinine en milieu acide (®, = 0,55).

Ce rendement relatil est determiné pratiguement a I'aide des intensités de
MMuorescence de solutions d’absorbances wdentigues

m.:_IF

®, I,

L

Rendement de fluorescence. — La mesure de I'intensite de Muorescence Iy
ou du rendement quantique @ peut etre rcahisee sur des solutions d'une
substance fluorescente de concentrations croissantes,

Le graphe I = f(e) (fig. 59) montre que I; augmente avec la concentration
jusqu'a une valeur maximale g, correspondant a une valeur ¢ Mais déja
bien avant cette dermére concentration, la vanation n'est plus hnéaire. 1l n'est
plus possible en effet de négliger les termes du developpement en série indigués
ci-dessus.

Pour des concentrations superieures a ¢, Iy diminue, car il y a reabsorption
d’une partie de la lumiére émise et donc inhibition par effet de filtre interne
{vorr ci-dessous).

Pour des valeurs de I inférieures a 1, il existe donc deux valeurs de ¢
donnant la meme intensite de Muorescence.

Iy
Le rapport i = | permet de rendre compte du rendement de la fluorescence.
t.

Il correspond, en effet, & unc droite paralléle a Paxe des abscisses, tant que
le graphe correspondant 1 = f{¢) peut étre assimile a une droite (fig. 59).
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FiG. 59. — Variations de I et de ¢
en fonction de la concentration.

—
C

Ensuite le phénoméne d'inhibition entraine une décroissance de la fluores-
cence.

Pratiquement, il n'est possible d'effectuer une mesure valable, que pour des |
concentrations nettement inférieures a ¢, (correspondant i la partie lineaire |
de la courbe). '

o Phénoménes d'inhibition. — De nombreux phénomeénes peuvent entrainer !
une inhibition plus ou moins importante de la fluorescence : 1ls peuvent étre '
classes en deux categories : les phénomeénes internes qui ont pour origine la |
molecule elle-meme, les phenomenes exiernes qui sont dus a des interactions

avec des molécules du solvant ou contenues dans le solvant. Nous ne citerons |
que les plus importants.

Phénoménes internes. — EFFET DE FILTRE INTERNE. — L'examen en lumiére
de Wood, de tubes 4 essais contenant des solutions de quinine de plus en plus
concentrées illustre ce phénomeéne.

Pour les solutions trés diluees la fluorescence est identique en tout point
de la solution.

Au fur et a mesure que la concentration augmente la fluorescence décroit
de I'exterieur a l'intérieur de la solution, et en cas de solutions trés concentrées,
seule la partie située vers l'extérieur est fluorescente.

Ce phénomeéne s'explique par les faits suivants :

1" L'intensité de la lumiére excitatrice décroit en fonction de I'épaisseur de
la solution traversée. Si la concentration est faible la décroissance est
négligeable et l'intensité du faisceau peut étre en premiére approximation, '
estimée égale en tout point de la solution.

Si la concentration est importante, l'intensité décroit et les molécules de
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guinine regoivent dautant moins d'energie qu'elles sont plus eloignees de la
[ace externe.
A la limite, la totalité de la lumiére excitatrice peut étre absorbée.

2 La lumiere emise par les molécules de quinine, doit traverser une fraction
plus ou moins importante de la solution, sclon que ces molécules se trouvent
plus ou moins eloignees de la face externe. Comme les spectres d'excitation
el d'émission ont un recouvrement partiel, une partie de cette lumiére ¢mise
est absorbée par les molécules restées a état fondamental.

Cette réabsorption est évidemment d'autant plus importante que la concen-
tration est forte : elle ne peut étre negligee que dans le cas des solutions trés
diluees.

Puoronicomrosimion. — Pour un apparell determune, & une concentration
donnée, l'intensité de la lumiére émise est theoriguement fonction de lintensite
excitatrice.

]] Ll K[r.'.

Il n'est pas possible daugmenter trop fortement Vintensite de la source
excitatrice; au-dessus d'un certain sewl, les molecules f{luorescentes sont
amenées a un niveau energetique incompatible avec leur stabilite. 11 en résulte
une destruction et l'intensité de fluorescence décroit.

La photodécomposition est mise en evidence en cllectuant sur une meme
solution plusieurs mesures successives, La decroissance des resultats oblenus
au cours de ces mesures successives traduit cette photodécomposition.

En consequence, il est necessaire dans la mesure du possible, de faire un
compromis entre la concentration et l'intensite de excitation.

MNATURE DFS SUBSTITUANTS DE LA MOLECULE. — La nature des substituants
peut, soit etre sans ellet sur la capacite de Nuorescence d'une molécule, soit
avoir un effet inhibiteur, soit au contraire, avgmenter celle-ci (tablean X VI).

Tablenu X V. EFfreET DE DIFFEREMTES SUBSTITUANTS SUR LE MAXIMUM ¥ ARSORPTIOMN
I SPECTRE ET SUR LINTENSITTE DE FLUORESCENCE,

- : S ] —

. Moaximum Irrensine
Swhxtiluants . .
v d ehsorpiiom e fuerescence
Alcoyle . .. .. . . | sans cllet hyperchrome (laible)
Phénol ... ... ... . bt hochrome by perchrome
Meéthosy, ethoxy C basthochrome hyperchrome
Avunes (1, I ... bathochrome hy perchrome
Carboxyle .. .. : bathochrome hypochrome
SOGH sans ¢ffet sans elfet
CN sans effet hyperchrome
SHOo bathochrome hy pochrome
Halogénes . ... .. .. Bathochrome | hy pochrome
N — B : I A S - ]
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Phénomeénes externes (en anglais Quenching). — Les phénomenes d'inhibition
externes sont dus a la presence dimpuretés dans la solution, ou 4 la
maodification de certaines propriétés sous l'inflluence d'agents physiques
(température) ou chimigues (solvants).

Irpmmon par coLLsion, — Au sein d'une solution les molécules a P'état
excité peuvent perdre leur énergie sous forme de chaleur lors de collisions avec
d’autres molecules.

Line molecule susceptible de MTuorescence F, a I'etat exciié F* rencontre une
particule Q. Il y a formation transitoire de 'agregat FQ®, transfert d’énergie
a4 la particule Q@ qui ensuite perd celle-ci sous forme de chaleur

F* 4+ Q - FQ* = F + Q + n cal,

Les phénoménes de solvatation, dlionisation, de formation de paires d'ions
peuvent intervenir en modiliant les niveaux énergetiques.

La température favorise ces phénomenes d'inhibition : la dilution a,
théoriquement, tendance & les minimiser.

InHisiTion sans corusion. — Ce phenoméne de transfert d'énergie peut
apparaitre sans gu'il v ait colliston. Par couplage un niveaw energetique excite
d'une molécule A peut approvisionner un niveau energetique cxate d'une
molécule B a condition que le niveau de B soit trés légérement inférieur &
celul de A

A*+ B - A+ B*

La molécule B peut étre ou non fluorescente; si elle n'est pas Nuorescente
¢lle se désactive : il v a inhibition de la Quorescence de A.

Si la molécule B est Muorescente, la molécule A peut ne pas étre elle-méme
fluorescente mais entrainer la fluorescence (ou la phosphorescence) de B.

NATURE DL SOLVANT, Le solvant peut avoir pour effet de modifier les
niveaux energétigues des molécules. 1l peut favoriser ou au contraire inhiber
la Muorescence.

Par exemple la quinoléine n'est pas fluorescente en milieu apolaire alors
qu'elle est Muorescente en milicu polaire.

Invroence pu pH. — Les acides faibles et les bases [aibles sont dissociés ou
non selon le pH du milieu reactionnel. La modification de structure qui resulte
de la variation du pH retentit sur la Auorescence.

51 la forme moléculaire d'un acide Ha est Muorescente :

I, = k [Ha|

Si C est la concentration tolale en acde e1 K la constante de dissocialion,
Iintensite de [uorescence F est egale a :

ik o5t une constante).
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Si le pH augmente, l'intensité de Nuorescence diminue.

Le graphe 1, = f(pH) présente un aspect analogue i la courbe de neutrali-
sation d'une base laible qui présente un point d'inflexion i la valeur pH = pK.
A ce point lintensité de Nuorescence est égale i la moitié de la Muorescence
maximale.

Un raisonnement similaire peut se faire avec une base faible dont la forme
non dissociée est fluorescente.

Par exemple, 'aniline n'est pas Nuorescente pour les pH inférieurs i 2 : elle
s¢ trouve sous forme d'ion anilinium C,H,NH .

Lorsque le pH avgmente, la concentration en"aniline C,H NH,; augmente,
ainsi que la Muorescence qui atteint la moitié de sa valeur maximale pour
pH = pK = 4.5 ¢t est maximale a pH 7,5-8.

Elle reste constante jusqu’i pH 11-12, puis diminue en raison de la formation
de I'anion C,H,NH "~ non Muorescent.

SusstANCES INHIBITRICES. — Les calions correspondant aux metaux de
transition qui sont en géneral colores absorbent de I'énergie et inhibent la
Nuorescence. 1l en est de méme des ions halogéne dont [effet inhibiteur
augmente avec le poids atomique.

Les 1ons sullate et mirate ne sont pas inbiteurs. L'oxygéne dissous inhibe
la Muorescence. 1] est possible d’eliminer cette interférence en chassant celui-ci
par barbotage d’azote.

e Applications de la fluorescence. — Les applications analytiques de la
Nuorescence sont trés nombreuses et il ne sera [ait mention que de quelques
exemples.

Les avantages de I'analyse par fluorescence sont les suivanis.

1) Sensibilité : les quantités de substance 0 utiliser sont de ll'ordre du
microgramme par prise d’essai.

h) Spécificité : les mesures spectrofluorimétriques nécessitent la sélection
d'une longueur d'onde d'excitation determinée et d'une longueur d'onde
d’émission.

Le champ d'application de la Mluorescence est etendu, particuliérement en
chimie analytique organique. En chimie minérale notons que les sels de terres
rares el les dérives de l'uranium sont Nuorescents.

En chimie organique de nombreuses substances presentent une Muorescence
native. Cest le cas en particulier des porphyrines, des quinoléines, des dérives
anthracéniques, des tétracyclines... En régle générale une molécule est Nuo-
rescente si elle possede des doubles liaisons conjuguées, une structure cyeligue
ou polvevclique et une rigiditeé sullisante.

Les principaux groupements pouvant conférer a une molécule cetle pro-
pricie sont par exemple, les cycles Muorophores suivants © benzéne, y-pyrone,
pyrazine, oxazine, thiazine... : I'influence des substituants est importante,

Il est possible de faire subir @ une molécule des transformations chimigues
pour rendre celle-ci Muorescente, Ces reactions sont nombreuses,
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I" InpLvence pu pH, — La S-hydroxytryptamine présente une intense
Muorescence en milieu chlorhydrique 3N (excitation : 295 nm, émission :
550 nm).

2* Hererocveusation. — La création de cycles supplémentaires peut se
[aire en mettant en jew soit un atome d'oxygéne, soit un atome d'azote,

a) Oxygeéne. — Un acide P cétonique réagit sur un phénol en conduisant
i une coumarine. Dans le cas du résorcinol il se forme des 7-hydroxycouma-
rines {ombelliferones) Muorescentes.

De méme par oxydation permanganigue la pyridoxine déja Muorescenie
donne naissance a l'acide pyridoxique qui par cyclisation en milien acide
conduit a la lactone.

0
I _-o
CH,OH COOH ¢’/
HO CH
HO_ L CH,0H HO_ L CH OH L :
| — i — l
H4C H:,IE H;C N

by Azore. — La fermeture du cycle peut se faire sur un atome d'azote.

Cette techmgue est utilisée dans le dosage des catecholamines : adrénaline,
noradréenabine, dopamine, 3 4-dihydroxyphenylanine (DOPA) {v. p. 255)

Dans le cas de Padrenaling, en milieu alcalin, un réactfl oxvdant (iode,
ferricyanure) conduit & Nadrénochrome qui se transforme ensuite en milieu
acide, en 3,5 6-trihydrométhyl indole {adrénolutine) trés fluorescent 4 pH 3,5
{excitation 410 nm, emission : 520 nm); le dérive obtenu avec la noradrénaline
est dosé a pH 6.5 (excitation : 395 nm, emission : 505 nm).

Il est possible par action de 'éthvléne diamine d'obtenir un dérivé tricyclique,
dont la NMuorescence est plus intense.

F DisuvoroGENATION DE ¢veirs. — Dans la serie des hormones steroi-
diennes, il est possible de créer des doubles liaisons supplémentaires qui
condwsent i des dérivés fluorescents.

4" Haroruome. — Les réactions d'halofluorie sont comparables aux
réactions d’halochromie.

5% De nombreuses reactions oni ete decrites qu conduwsent a des derives
uorescents.

A titre d'exemple, la réaction de Hanizch permet de doser de petites molécules
tclles que le formaldehyde et 'ammomaque ou des amines primaires avec
formation de hutidines {v. p. 255).

Conclusion. — La spectrofluorimétrie est une méthode sensible et spécifique
qui est utilisée, aussi bien dans le contréle de qualité, gu’en biochimie, ou
dans Fetude du metabolisme des médicamenis.
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POLARISATION DE FLUORESCENCE

Si, au liew d'exciter une molécule NMuorescente par un faisceau monochro-
malique de lumiere naturelle, on utilise une lumiére polarisée, la Muorescence
émise peut étre, selon la nature de la molécule et le milieu environnant,
totilement ou particuliérement polarisée. La détermination de l'intensité de
celte polarsation est appliquée a des fins analytiques, tout particuliérement
en chimie macromoléculaire et en immunologie.

Principe

La lumiére polarisée rectiligne est obtenue par differents procedés (réflexion
ou réfraction vitreuse, réfraction dans les milicux birélringents, prismes de
Micol ou enstaux synthetiques untaxes). La direction des différents vecteurs
champs electnques, E, observee dans un plan perpendiculaire i la propagation
et donc aux plans de vibration, est quelconque dans le cas de la Jumiére
naturelle (fig. 60(a)), alors gu'elle est unique dans le cas de la lumiére polarisée
ifig. 60(h)).

. 1::»":"7
fj‘a— ra

-~ figure b

[9¢ 4, £l
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Lors de Vexcitation d'une maolécule non Nuorescente, un électron appar-
enant 4 une couche périphérique de la molécule est déplace, créant ainsi un
dipole qui réemel aussitot, dans toutes les directions, de la lumiére diffusée
ayant méme fréequence que la radiation incidente.

Le moment dipolaire induit ou « moment de transition » M, caracterisant
ce dipole est relie au champ clectngue E et, i la polarisabilite de la molecule
2 par la relation vue page 101, la polansabilité traduisant Faptitude de la
molécule & interagir avec un champ electrigue.

M =aE

S1 M'on enwvisage un rayon lumineux de champ électrique E rencontrant une
molecule de centre de gravite O, le moment dipolaire mduit M se presenle
comme un vecteur d'origine O, 1l se situe dans le plan Oz normal i la
direction Ox du rayon lumineux. 51 la molecule est de symetrie sensiblement
sphérique, M est colinéaire 4 E. En ne considérant que la diffusion de la
fumiere, dans la seule direction Oy perpendiculaire a Ox, on observe une
lumiére en principe tolalement polarisée recrilignement dont le champ électrique
E” reste loujours vertical puisque ne vibrant que dans le seul plan yOz. Ceci
est observé que la lumiére incidente soit naturelle ou déja polarisée,

Dans le cas le plus géneral, la molécule ne posséde pas cette symétrie
sphérique, M n'est plus colinéaire 4 E et forme un angle 8 avec laxe Oz
(fig. 61). La lumicre diffusce est alors de nature intermédiaire entre une lumiére
naturelle et une lumnere polansee.

Lorsque la lumiére inctdente est polarisée, aprés interaction avec la molécule
la polarisation de la lumiere dilfusée n'est plos totale. 1l s'est produit une
dépolarisation dont Mintensité depend de la nature de la molécule et du milieu
environnant.

Ces considérations n'ont pas d'implication importante sur les phénoménes
de diffusion, d’absorption ou de luorescence, lorsque la radiation lumineuse
incidente est formée de lumiére naturelle. Dans ce cas, en effet, la direction de
E. duns le plan normal a la propagation de rayon lumineux, n'est pas lixe el
towtes les situations se presentent. H en est autrement lorsque la direction de
F est fixee, cest-i-dire lorsque la lumiére incidente est polarisée. I faul alors
en envisager les conséguences au niveau de Fabsorption et de 'émission gqui
dependent, dans ce cas, de Fonientation des molecules.

o Absorprion d'une lamiére polarisée. — La probabilite d'absorption, donc le
nombre des molécules excitees, déepend de Monentation de M par rapport a
I direction du champ E de la lumiére polarisée mcidente; elie est maximale
pour les molécules dont les moments dipolaires induits sont colinéaires an
fnsceau incident, nulle lorsgque ce moment est orthogonal & E et pour les
.
aulres, proportionnelle i cos? 0, angle entre Jes vecteurs M el E qui, dans la
figure 61, a ¢e choisi paralléle & Oz
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Fici. 61,

o Emission de lumiére. — Les phénoménes de relaxation non radiatifs qui se
produisent pendant la durée de vie a l'etat excité modifient 'onentation des
molecules. Selon leur nature et celle du milieu environnant, ces molécules
présentent au niveau le plus bas de I'état excite singulet un nouveau moment

dipolaire M’ qui peut former un angle ¥ allant de 0 a 90" avec M (g 62).
Ces modifications, aussi bien au moment de 'absorption que pendant la
rclaxation, ont pour résultat la dépolarisation de la lumiére incidente.
L'intensité de la polarisation de la lumiére Muorescente émise différe de celle
de la lumiére d'excitation.

i, 62,

Le vecteur champ électrnigque E de la lumiére polarisée emise devrait
normalement &tre colinéaire i M”. Mais. en raison de la désorientation acquise,
du fait des mouvements browniens lors de la durée de vie au mveau le plus
bas de 'etat excité singulet, le vecleur M’ doit étre remplace par un vecteur
M* qui fait un angle 07 avee M’. La lumiére polarisée émise est done alors
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représentée par un vecteur ::I':amp clectrique E’ (paralléle a M”} qui fait donc
un angle & avec le vecteur M. La probabilité d’émission de lumiére polarisée
ulmlﬂux Memes regles que précédemment ; elle est maximale si E’ est colinéaire

i M’ et nulle si E’ est perpendiculaire a M". Entre ces limites, elle est
pmptrrtmnm_llL acos® @

Si I'on excite la molécule de centre de gravité¢ O par une lumiére polarisée
verticalement selon I'axe Ox 4 l'aide d'un polariseur P, et que 'on observe,
comme précédemment, selon PPaxe Oy, la lumiére émise aprés passage i travers
un deuxiéme p-n-hnseur P, de méme orientation que P,. seule subsiste la
composante E” de E".

-~ Pour une onentation verticale (vv) de P, et de P, (polariseurs paralléles)
par rapport aux axes Ox et Oy, on capte une intensite maximale I, quand

E" et E sont paralléles.

Pour une onentation hornizontale (h) de P, (polanseurs croisés), on capte
une intensite I, : celle-ci correspond 4 M™, projection de M" sur le plan
horizontal xOy; M™ forme un angle ¢ avec axe Oy. 8l n’y avait pas de
dépolarisation 1, devrait étre nul puisque E’ et E seraient paralléles. En fait,
I, posséde toujours une certaine valeur qui, rend compte de la dépolarisation,
différence entre la polarisation de la lumiére incidente avant son absorption
et celle de la lumiére fluorescente émise.

Taux de polarisation. -~ Le taux ou degré de polarisation est défini par la
relation :

p= [I"I' N lh
|

— Ihl'

l,, : fraction de la lumicre dilfusée parallélement 4 la polarnsation incidente.
I, : fraction de la lumiére diffusée perpendiculairement 4 la polarisation
incidente.
Theonguement p peut prendre toutes les valeurs entre 4+ 1 et — 1 -

— quand I, =0, p= 4+ 1 et quand I, = 0, p = — |, la lumiére est complé-
tement polansee;

quand p =, la lumere n'est plus polarisée {(lumiére naturelle);

quand — 1 < p < |1, la lumiére est partiellement polarniseée.

En reahite. en dehors de tout mouvement ou interaction avec d'autres espéces,
il Taut prendre en compte la distribution des molécules et faire intervenir
langle v qui peut vaner de 0 4 907 el l'angle @ gui peut varier de 0 4 3607, On
defini done. en Fabsence de toute dépolarisation, la polarisation intrinséque

: : _ I !
de la molécule p, qui aura pour valeur limite 3 Y =90 et +{y=0°:

- i~ ]
< Po = 4+ 4

.

3
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Mesure du taux de polarisation. — Le dispositil de mesure du taux de
polarisation comprend deux polariseurs. Le premier polariseur P,, mobile,
bascule de 9" pendant des temps constants; il polarise successivement
verticalement puis horizontalement le faisceau lumineux d'excitation. Le
deuxieme, P,, placé sur le trajet du faisceau lumineux reste fixe; il analyse la
composante verticale E” de la lumiére émise.

Les mesures successives de 1, (polariscurs paralléles) et 1, (polariseurs
croisés) permettent, par le traitement automatique des données a 'aide de
microprocesseur, de determiner le taux de polarisation.

e Origines de la dépolarisation. — La dépolarisation de la lumiere incidente
peut se produire lors de absorption et pendant la duree de vie de I'état excite.

Une premiere source de dépolarisation tient & l'orientation des molecules
lors de leur interaction avec la lumiére polarisée incidente : seules les molécules,
dont les dipoles sont colinéaires a cette lumiére, 'absorbent totalement et
forment des dipoles excites de distribution semblable alors que les dipoles
d'orientation difféerente ne peuvent absorber que partiellement cette lumiére
polarisee entrainant, de ce fait, une dépolarisation de la lumiére.

Une seconde source de dépolarisation tient, lors de I'emission, a la différence
d'orientation entre le moment dipolaire M de la molécule excitée et le moment
M’ de la molécule lorsquelle est redescendue au mveau le plus bas de I'état
singulet d'excitation ainsi qu'a la direction de E’ qui peut former un angle &
avee M. Ces changements d'orientation dépendent de nombreux phénoménes
susceptibles de se produire pendant I'état excité : perte d'énergie par transferts
non radiatifs & d'autres espéces d'orientations voisines, réabsorption lorsque
les concentrations sont trop élevées ou surtout mouvements browniens des
molécules. En effet, si le temps de vie des molécules a I'état excité est comparable

a celul nécessaire pour gu'une rotation brownienne se produise, une dépola-
risation importante ¢n résulle.

On peut donc en conclure que la depolarisation dépend des nombreux
facteurs susceptibles d'intervenir sur l'orientation des dipoles : viscosité et
temperature du milieu, taille, forme et temps de vie a I'état exciié des molécules.

Differentes formules ont ¢t¢ établies et par simplification, n’est mentionnée
ici que la formule proposée par Perrin pour les molécules sphériques

VoL (1 1, RT
po3 \pe 3 nv

=y polansation himite ou intrinséque des molceules
= T :lemps de vie d PFétat excite

R : constante des gaz parlaits
— T :température

1 owviscosiie du milicu

— 'V ¢ volume d'une molécule assimilée 4 une sphére.
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Lorsque des molécules Mluorescentes sont immobilisées dans un gel ou un
milieu vitreux, elles ne peuvent changer d'orientation pendant la durée de leur
vie a I'état excité. Leur émission de fluorescence présente la polansation

maximale p, = % En milieu trés fluide, les molécules de faibles volumes et de

temps de vie @ I'élat excité trés long, se réorientent de maniére aléatoire, la
I

dépolarisation est totale p, = — 3

Le taux de polarisation dans un milieu de viscosité donné est donc
proportionnel au volume des molécules : il est élevé pour les grosses molecules,
faible pour les petites molécules qui dépolarisent fortement la lumiére incidente.

Applications de la polarisation de fluorescence

o Structures ¢t propriétés physicochimiques des molécules. — Comme le montre
la formule de Perrin, la mesure du taux de polarisation de Muorescence permet
d'obtenir un certain nombre d'informations aussi bien sur les molécules
elles-mémes que sur le milieu environnant et leurs interactions. Clest ainsi
qu'ont pu étre determines les temps de vie a I'état excite, les dimensions de
macroparticules, I'orientation des moments de transition ou la viscosité des
milieux, Ceci implique que les molécules soient lluorescentes ou, ce qui est
souvent le cas pour les protéines, qu'il soit procédé au préalable & un marquage
par un fMluorophore. La rhodamine, la Nuorescéine et le chlorure de dansyle
ont été utilisés i cet effet.

o Etudes des membranes biologigues, — La pénétration de «sondes Muores-
centes » a Finterieur de la double couche de phospholipides des membranes
biologiques dans lagquelle sont localisées des protéines et des glycoprotéines.
se traduit du lan de la microviscosité du milieu par une augmentation de la
polarisation du Nuorophore. Des renseignements peuvent ainsi étre obtenus
sur les mouvements et la pénétration des molécules i I'intérieur des membranes
et méme parfois etre utilisés a des fins diagnostiques (cancerologie).

o Immunologic et dosage des médicaments. — L'¢tude des interactions anti-
gene-anticorps (Ag-Ac) peut étre réalisée en marquant 'un des antagonistes,
par excmple, Pantigéne Ag, par un fluorophore F (AgF). La réaction
antigene-anticorps est alors suivie en observant la polansation de la lumicre
emise : le complexe Ag-Ack de dimension plus importante que AgF émet
une lumiére trés polarisée dont 'intensité est proportionnelle a sa concen-
tration,

En revanche, les molecules Agh, non fixees a lanticorps possédent une
vilesse de rotation importante en raison de leur laible taille. Elles émettent
une lumiére tres dépolarnisée du fait de 'orientation aléatoire qu'elles acquiérent
pendant la durée de leur vie de I'état excite.
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Ce procédé a é1é utilisé pour déterminer les cinétiques de réaction, les
allinités antigéne-anticorp et, plus réecemment, pour réaliser des déterminations
immunochimiques, qualitatives et quantitatives de médicaments ou de stupe-
liants dans les milieux biologiques.

Ces dosages sont basés sur la compétition se produisant en solution entre
un anticorps spécilique Ac dont le nombre de sites de lixation est limité, un
hapténe M, médicament a4 doser dans un échantillon biologique et un réactil
fluorescent constitué par ce méme médicament marqué par un fluorophore
MF.

Cette méthode tres utilisée lors des suivis thérapeutiques ne nécessite pas
d'étape de séparation. Elle est extrémement rapide et se préte 4 l'automatisation
(20 dosages en 10 minutes); elle permet d'atteindre une trés grande sensibilité
(par exemple : 0,2 pg . 1 ', pour la digoxine sur un prélévement de quelques
microlitres).

Ac : anticorps

%F : médicament marqué par un fluorophore

@ : médicament a doser

I, 63, — Scheéma d'wn dosage par compétition et polarisation de fluorescence,

La lumiére Muorescente polarisée, emise par le couple Ac MF, est d'autant
plus importante que la concentration du médicament M est faible. Dans ce
cas, en ellet, le nombre de molécules MF pouvant se lixer sur les siles de
Fanticorps est plus eleve. La rotation du complexe Ac MF, molécule de grande
taille, est ralentie ¢t la lumiére émise est peu depolarisée.

Il en est towt autrement lorsque la concentration en médicament M est
clevee. Le traceur MF non lie i Fanticorps dans le milieu liquide est en quantité
importante, sa rotation est plus grande et la lumiére émise subil une
dépolarisation proportionnelle a la concentration de MF.
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CHAPITRE VI

SPECTROMETRIES
DE RESONANCE MAGNETIQUE

Outre les methodes spectrales [aisant intervenir, soit des transitions electro-
niques, soit des variations de 'énergie de vibration ou de rotation, il existe
d'autres moyens d'etude fine de la structure des molécules, de découverte plus
recente. [ls mettent en ceuvre Jes spectres de résonance magneétique.

La spectrometrie de résonance magnétigue nucléaire (IRMN) condwit a des
certitudes structurales gui ne pourraient étre acquises gue trés dillicilement
par d’autres methodes. Elle est de ce point de vue, complementaire de la
spectromeétrie infrarouge, mais d'un intérét pratique encore plus grand. Les
spectres de résonance paramagnétique électronique, pour lear part, permettent
d'etudier les mecanismes reactionnels, mettant en jeu des radicaux hibres.

La production de ces differents spectres correspond encore, i I'absorption
de radiations électromagnétiques par la matiére, mais la variation d'énergie
entrainée est de beaucoup mféricure a celle gque 'on observe dans les autres
methodes spectrales, méme dans le domane de la rotation pure,

Il en resulte que les [réquences utilisees sont trés basses et gue corrélative-
ment, les longueurs d'onde sont grandes, de 'ordre du metre et méme au dela.

ORIGINE DES SPECTRES

L'absorpltion de quantites d'energie aussi [aibles ne peut donc pas faire
mtervenir le mouvement relatl de deux atomes ou de leurs constituants,
electrons ¢t noyaux. Elle fait appel aux variations du spin des particules.

Spin électronigue ef spin nucléaire

La notion de spin a ¢té rappelée précédemment dans le cas de I'électron.,
Bien que daprés Dirac, on ne connaisse le spin que par ses attributs, on
considére classiguement gu'il est lie i la rotation de la particule sur elle-méme.
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A ce mouvement de I'électron sont associées deux grandeurs :

— le nombre quantique de spin s qui ne peut prendre que deux valeurs
+ 1/2 et — 1/2;

— le vecteur moment angulaire de rotation A porté par I'axe de rotation.

Mais cette propricte de I'¢lectron de posséder un spin, ne lu est pas
particuliére. Les nucléons, proton et neutron, en sont également doués; dans
un noyau atomique, il y a couplage des spins des differents nucléons qui le
constituent pour réaliser un spin nucléaire.

Comme les ¢lectrons circulant autour du noyau, les protons et les neutrons
se répartissent a l'intérieur du noyau en couches correspondant a des énergies
bien définies. Dans ces couches, ils s'associent par paires, de telle sorte que
les spins des deux protons (ou des deux neutrons) associés soient opposés.

Trois cas peuvent alors se produire :

— e noyau posséde  la fois un nombre pair de protons et un nomhre pair
de newrrons. Ces deux types de particules couplent 2 i@ 2 leurs spins. 11 en
résulte que la résultante des vecteurs moment angulaire est nulle, et que le
noyau nest pas doué de spin.

—  Dans le novau coexistent un nombre pair de Uun des types | protons ou
neutrons) et un nombre impair de Uoutre (newtrons ou protons). Tous les
nucleons du premier type sont apparics et la résultante des « vecteurs spin »
est nulle dans ce cas, mais du lait du nombre impair de particules du deuxiéme
type, I'une d'elles reste isolée et posséde un moment angulaire qui n'est pas
annihilé par un moment opposé. Au niveau du noyau considéré comme une
scule particule, on observe ainsi un moment angulaire, et donc un spin
nucléaire, qui est dua au dernier nucléon non apparié. Ce spin devrait done
cire toujours egal a + 1/2; toutelois, en raison de la répartition des nucleons
en plusieurs miveaux energetiques i l'intérieur du noyau, on peut observer des
spins qui sont des multiples impairs de 1/2, 3/2, 5/2, etc...

— Un noyau peut posséder un nombre impair de neutrons et de protons. 1l
y a donc pour chague espéce un nucléon non apparié. Le spin total est donc

la somme des deux spins non appariés. 11 est donc un nombre entier et trés
generalement egal a NMomité.

Valewr du spin mucléaive des différents atomes

Pour connaitre la valeur de ce spin pour chaque type de noyau, il convient
de se souvenir gque le numéro atomique de Féelément correspond au nombre
de protons ¢t que le nombre de masse (masse atomigue) donne le nombre
total de nuclcons : protons et neutrons,

Dans le cas oa un élement posséde plusieurs isolopes, la masse atomigque
et done le nombre de neutrons varie pour chacun d'eux. 1l en résulte que le
spin nucleaire est la propriete d'un isotope donne el non pas d’un élément.
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On peut déduire de ce qui précéde un certain nombre de régles simples @

a) les noyaux ayant un numero atomigue pair et un nombre de masse pair |
ne sont pas doués de spin :
c'est le cas par exemple de :

’c 0 o s

b) Les noyaux de nombre de masse impair ont un spin qui est multiple
impair de 1/2. Clest le cas de : [H, 13C, 1N, 1*F, 11 P dont le spin a une valeur
de 1/2, mais aussi de }'B de spin 3/2 et de O de spin 5/2.

¢} Le spin des noyaux de nombre de masse pair ¢t de nombre atomique
impair est un nombre entier. Cest le cas du deuterium {H et de I'azote J*N,

Propriétés magnétigues dues au spin

L'existence du spin, donc du mouvement de rotation, confére i la particule
{électron ou noyau) des proprietes magnétiques dont rendent compte deux
valeurs :

— le nombre guantigue magnétique m,
— le vecteur moment magnélique p* porté par laxe de rotation et donc
colinéaire au vecteur moment angulaire A.

Ces valeurs peuvent étre reliées au nombre quantique de spin symbolisé

par | (et non plus par s qui est un cas particulier et ne peut prendre que les

vialeurs + 1/2) et au moment angulaire.
Le moment magnétique est donné par I'équation

0=7A (1

ou ¥ est une constante caractéristique du noyau d'un atome donne et nommee
rapport gyvromagnetigue {ou magnétogyrigue).

* Le noyau, particule chargée, se comporte comme tournani sur lui-méme el est
assimilable i une microboucle de courant de surface S et d'intensité i. Dans ce cas p = §S.
51 le spin nucleaire est di i celun d'un proton non apparié, cette notion de moment
magnctigue ne pose aucune difficulté puisque cette particule porte une charge positive,
En revanche, sile spin nucleaire est du i un neutron isolé, son caractére électriguement
neulre ne permel pas d'envisager aussi simplemeni Uexistence d'un tel vecleur moment
magneligue.

En realite. les progres de la physigue ont permis de découvrir que ces deux nucléons,
proton et neutron, sonl constitues chacun de 3 guarks. Ces nouvelles particules sont de
dewx types. dont les charges (exprimées par rapport G celle de Félectron) sont + 2/3 et

I3 Chague type de nucléon posséde nécessairement les deux types de gquarks @ un
proton est constitue de 2 particules de charge + 2/3 et d'une de charge — 1/3 et un
neutron d'une particule de charge + 2/3 et de deux de charge — 1/3, Ce dernier méme
Sl est peatre par compensation est done lui aussi porteur de charges électrigues.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

SPECTROMETRIES DE RESONANCE MAGNETIQUE |55

Comportement d'une particule dowée de spin
dans un champ magnétigue

L'axe d'un systéme en rotation, par exemple d'une toupie, placé dans le
champ de la pesanteur, tend i se mettre en mouvement autour de la direction
du champ, c’est-a-dire dans I'exemple choisi autour de la verticale, en décrivant
la surface d'un comne. L'axe du cone est la direction Oz du champ. Le
mouvement ainsi deécrit est appele mouvement de précession, autour de la
direction du champ et a lieu avec une vitesse angulaire w,, correspondant a

une [réquence v,
Wy = MV, (2)

Une particule douée de spin placee dans un champ magnétique uniforme

H{, présente un phénoméne identique (fig. 64) : le vecteur moment angulaire A
correspondant a la rotation de la particule, et le vecteur moment magneé-
tigue p colinéaire, décrivent autour de la direction du champ un mouvement
de précession dit de Larmor. La vitesse angulaire est proportionnelle au champ
et le facteur de proportionnalité est le rapport gyromagnétique

w, = TH,* (3)

Ho

Fiuca. 64,

* On tend de plus en plus i parler du champ dinduction magnetique B, au lieu du
champ H,,.
Dans le vide. B el H sont hes par la relation :

ﬂ- = I'hri IJ

B est exprimée en Tesla @ 1 Tesla = 10* gauss.

By esl la susceptibilite magnétigue du miliew, guil ne faul pas confondre avec le
moment magnetique vectoriel gui est malenconireusement exprime par le meéme
symbuole.
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Cette ¢quation est dite relation de Larmor. Comme dans tous les phéno-
ménes qui se situent i I'échelle moléculaire ou atomique, il est necessaire de
considérer des restrictions quantiques. La quantification s'exprime par le fait
que I'angle 0, que font les vecteurs moment angulaire et moment magneétique,
avec la direction Oz du champ, ne peut prendre que certaines valeurs. Celles-ci

sont telles que la projection de A sur cet axe Oz soit ;

- h
Acos D= — 4
I m (4)

ou m est le nombre quantique magnétique gui peut avoir une valeur entiére
ou demi entiére.
Si 'on considére la projection de p sur Oz, elle doit étre telle que

vh

u::ucnﬂﬂ=jn

m* {3)

A partir de cette valeur p, on peut déterminer la valeur du vecteur magne-
tique p dont la valeur absolue est :

| _ h m

— {6}

P o= | X =
: Hs cos 6 rEn cos 0

En considérant un vecteur spin [ dont la valeur numeérique est —— le vecteur
cos

moment magnetique devient :

] ;
=15 L7

La comparaison des équations (6) et (7) montre que [ cos & = m.

La projection du vecteur I sur I'axe Oz ne peul prendre que certaines valeurs
et donc la valeur de I'angle 0 est quantifiee.

Pour la valeur la plus laible de €, T cos 0 prend la plus [orte valeur possible;
soit | cette valeur qui peut étre entiére ou demi entiére. La valeur la plus
grande de Fangle est © — 8 et correspond a — 1.

m ne peut donc prendre gue 21 + 1 valeurs.

La condition de quantification devient alors

+h
B, = —— m

n
Dans les cas les plus fréguemment rencontres, 1 = 172, 11 ne peut alors exister
gue deux valeurs pernuses :
h

t. = % 7 8
K. f4n ()

o v certains ounvrages . ost simplement désignd par p.
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En résumé : ces vecleurs p des particules considérées, ¢lectrons ou noyaux,
en l'absence de tout champ, étaient orientés dans toutes les directions, d'une
fagon totalement aléatoire. En présence d'un champ magnetique Hy, ils
prennent done un nombre limite d'onentations.

Ces vecteurs lont en eflet avec la direction du champ un angle 6 defim par

cos O = L II 0 (9
u 2n
Dans le cas oo m ne peut prendre que les deux valeurs — 1/2 et + 1/2, les
deux valeurs de 0 sont égales et de signe opposé.

La projection p. a donc toujours dans ce cas la méme valeur absolue, et
ne varie gque par son orientation paralléle ou antiparalléle au champ. Les
particules dont le spin est orienté antiparallélement au champ sont désignées
par I'indice «. Celles dont le spin est orienté parallélement an champ sont
appelées b

Energie des particules dowées de spin

L'énergie due au spin de la particule est hiée & la vitesse o, du mouvement
de précession, cest-i-dire d'aprés la relation de Larmor au champ H,, mais
elle dépend aussi du vecteur moment magnétique.

Elle est donnée par :

E= . H, (10)

Elle peut étre exprimée en fonction du rapport gyromagnétique en remplagant
i par sa valeur tirée de 'équation (7)
[
l'._' - Lr' 2“ I.F[n [Il}
51 Fon considére le cas le plus fréquent ou la projection de 1 sur 'axe Oz
paralléle i Hy, ne peut prendre que les valeurs + 1/2 et — 172, les deux niveaux
énergéliques sont aisément calculés :
By correspond au miveau le plus bas o la valeur du spin est 1/2 cest-i-dire
a4 la position paralléle de p. par rapport 4 H,
h

E|L= ¥ A (Hy ! (12)

-, mivean le plus éleve o pour valear :

. h .
E, = T;ht [[Hg |l {13


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot .,.com

158 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORGANIQUE

Résonance magnérigue

Puisque en ['!I't::‘-“ul:l'“.‘ll: du champ magm':tique H,, existent plusieurs niveaux
energétiques (2 si les valeurs du spin sont + 1/2), il doit étre possible d'induire
labsorption d'un guantum dénergie, qui | fasse passer la particule d’un état
fondamental 4 un &tat excité, cest-d-chre dans le cas le plus habituel de I'état
Ey a letat E,

Le quantum d'energie correspond a :

h .
AE =E_— E; = hv, =1 PHgll
i ¥ .rlzﬂ: [

Il est simple de tirer la fréquence v, de cette équation

Vo = 3‘; 'H (14)

51 I'on soumet done au champ magnétique d'une radiation monochromatigque
unu-.md,nlu: de lrequence v, le sysieme dans lequel les deux etats en-:rgeuques

F et E, ont ét¢ séparés grace d un champ magnétique umiforme Hu. on peut
observer I'absorption d'un quantum d'énergie par la particule. On dit que
celle-ci a subit une résonance magnétigue.

L'absorption de la radiation electromagnetique provient du fait que le
mouvement de précession du vecteur moment magneétique présente alors la
méme fréquence v, que la radiation elle-meéme. 11 y a donc alors transfert
d'énergie par resonance magnetique ®.

REMaRpGUE

1y En reabite 1l ne faut pas consideérer le mouvement de précession du
vecteur moment magnétique de chague particule, mais celui de la résultante
de tous ces vecteurs qui est le mowvement magnéligue macroscopigue M souvent
appele vecteur magnetisalion.

2) 11 est trés important de noter que dans le cas des spectrométrics de
résonance magnétigque, contrairement i toutes les méthodes spectroscopiques
gqui ont &t fudices précédemment, la fréquence absorbée n'est pas définie
d'une Tagon absolue. Elle est en effet proportionnelle an champ magnétique
H,,. qui mdut Ja separation des particules en mveaux energetiques distincts,

* Lraspect guantiiatl Gait appel aux éguations de Buock guan sorent de cadre
volontarement limite de cet ouvrage, Seule une expheation qualtative sommare est
Proposee 101,
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PRINCIPE DE LA DETERMINATION
DES SPECTRES DE RESONANCE MAGNETIQUE

L’échantillon a étudier est introduit dans un champ magnétique H, continu
et orienté suivant un axe O, qui réalise la séparation en deux (ou n) niveaux
energetiques.

L’énergie necessaire pour provoquer la résonance est fournie par un champ
H, sinusoidal de radio-fréquence v donc monochromatique. Ce deuxiéme
champ est oniente perpendiculairement au premier suivant un axe Oy. Or tout

mouvement sinusoidal peut étre decomposé en deux mouvements circulaires
uniformes de sens opposés et de méme vitesse.

Dans le cas du champ H,, ces deux mouvements circulaires se produisent
dans un plan perpendiculaire a Oz, soit le plan xOvy. (Fig. 65).

vl v
.--'-"'"" .
- | . -""ﬂ:-ff“: o
~ I o o -
& LS -~ -
7 I i o i
/ | v /-‘*-'- fﬁ\
f ~ - \
1 __ o____ N DY
1 #,in I T o +=
! -~ -~ / \ | J
1 - ‘hy/ '~'||I | /
{ P N\ r i
e, - 7 , I ~
Ty 'r__..-"’ ™ | ..-""
— el = -'"—-_._ ="
I I
Fia. 635.

L'une des composantes correspond a4 un mouvement de méme sens que la
précession du vecteur magnétisation M, et la résonance magnetique a liew,
lorsque les deux vitesses angulaires. donc les deux [requences, sont les memes.

Celte résonance produit une absorption d’énergie interessant donc une seule
composante circulaire du mouvement sinusoidal. Ceci entraine la conséquence
que la vibration résultante correspondant au champ H, ne se situe plus
obligatoirement sur laxe Oy, comme le montre la ligure 66,

Cette vibration, donc 1w le champ H, presente apres absorption deux
composantes 'une selon Oy et lautre selon Ox (hig. 66).

Une bobine réceptrice placee selon Ox est donc soumise 4 un champ
sinusoidal et induitl un courant électrique, qui st ensuite amplifié et enregistre.

Le principe d'un spectrométre de résonance magnétique est donc ainsi
indigué par la ligure 67.

com
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Pour faire varier la frequence et ainsi ;ll!cindn, la résonance magnetique,
on peut théoriquement faire varier le champ H, mais cela est techniquement
difficile. 11 est beaucoup plus aisé de faire varier le champ continu H, duquel

la fréquence est proportionnelle, et F'on mesure alors la valeur du champ H
ou se produit la resonance.

Phénoménes de relaxation

Dans toutes les méthodes spectrales dont 'étude a éte faite précédemment,
la différence d'énergic entre le niveau fondamental et le miveau excite est
importante et il en résulte, d’aprés la loi de Boltzmann que la population de
'ctat excite est towjours beaucoup plus faible gue celle de I'etat fTondamental.

Il n'en est plus de méme dans le cas de la résonance magnétique, ou les
energies sont trés voisines. La dilference de peuplement des deux niveaux est
donc faible. Or 1l est important de rappeler que la probabilite d’absorption,
c'est-i-dire le passage d'un niveau énergétique moins elevé i un niveau plus
¢leve, est identique a la probabilité d'émission induite par la transition inverse,
51 donc les populations ¢taient identigques, il existerait une impossibilité
absolue de mesurer macroscopiquement une absorption {ou une emission)
quelconque. Ainst il v a heu dans le domaine des spectres de résonances
magnétiques de se préoccuper de cetle question.

e Différence de peuplement entre les niveaux. — dans le cas le plus simple de
deux niveaux « et [} la lor de Boltzmann donne le nombre de particules dans
chaque ¢tat (v. p. 18):

Al h Pl

N, = Npe KT = Nge T2a "KT

Le rapport entre les deux nombres devient, en posant

bW,
ST KT
N“ = = I B CAr £ &x51 tres Fi‘f”.

_ - , N
Il en résulte que les deux valeurs Ny et N, different trés peu de -

51 M est le nombre total de particules, N, correspondant au miveau d'energie
le plus eleve est le moins peuple, N, le plus peuple.

N
NT:E“_I:'
r‘MII
2'[ + £}

com
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£ esl toujours trés pelit, par exemple 4 300°K et pour un champ de
14 000 gauss et dans le cas du proton, on le rapport gyromagnétique v est le plus
[avorable, il est de 1,5 = 107",

L'excédent AN = N de particules au niveau d'énergie le plus faible peut
SCCrme |

h NH
AN = T | o
Kk T
Le premier terme est une constante pour une particule donnée. Les seuls

facteurs sur lesquels il est possible dlintervenir sont :
— le nombre N; et 'on peut pour ce faire augmenter la concentration,
— le champ H, . Ceci explique intérét dappareils a champ éleve,
- la température T. Plus elle est faible plus AN est grand. Mais il faut

tenie compte de la solubilite qui diminue en general avec labaissement de
temperature.

o Influence du temps : temps de satwration. — Les échanges d'énergic entre
les particules et la radiation électromagnétique sont donc observables uni-
quement en raison du petit nombre de particules AN = eN en excés dans le
niveau d'énergie infénicur, par rapport au miveau superncur. Mais I'absorption
d'énergie fait passer de plus en plus de particules du niveau B au niveau o
I'exces AN tend donc a disparaitre el sa décroissance est d'autant plus rapide
que Vintensite de P'energie électromagnétique fournie est plus grande. On
atteint ainsi au bout d’un temps i, la saturation, c'est-a-dire I'égalité absolue
entre les populations des deux niveaux. Au bout d'un temps ¢ exces AN est

AN = ANge" in

[.a décroissance de cet exces est donc exponentielle et l'on devrait atteindre
rapidement une limite de temps @ partir de laguelle il ne serait plus possible
d'observer 'absorption d'énergie.

e Relaxation. — Cependant au cours de la détermination d'un spectre de
résonance magnétique, le signal d’absorption monire une intensité quasi
indépendante du temps. 1l se produit en elfet des phénoménes de déperdition
de I'énergie acquise, gui font revenir la particule 4 son état énergetique initial :
ce sont les phenomenes de relaxation,

La relaxation a lieu par échange d'énergic entre la particule et son
environnement selon deux progessus

Relaxation spin-reseau. Elle provient de Pagitation thermique des
maolecules ou atomes du milien environnant. Certains de ceux-ci produisent
des champs magnétiques Nuetuants dont certains ont une lréquence dentique
4 celle des particules excilees.

I."echange d'énergie conduwisant au retour de la particule a Petat fondamental
est d'autant plus important que la molecule gqui la contient est relice plus
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fortement i ses voisines. Ceci expligue gque le temps de relaxation soit beaucoup
plus court dans les solides que dans les liquides. C'est la raison pour laquelle,
par assimilation d’un solide 4 un réseau cristallin ce phénoméne est appelé
relaxation spin-réseau.

Dans les milieux biologiques (biologie humaine ou bromatologie), qui
présentent une viscosité plus ou moins grande, la croissance de ce paramétre
entraine logiquement une diminution du temps de relaxation. 1l en est de
méme dans le cas de I'existence de liaisons entre substances thérapeutiques
de laible masse ¢t macromolécules {protéines).

Une autre origine de la diminution du temps de relaxation spin-réseau,
correspond 4 la présence d'impuretés magnétiques dans I'echantillon, qu'il
s'agisse de débris metalliques ou d’ions provenant d'éléements de transition et
possedant un caractére paramagnetique. Les échanges d'énergie conduisent
alors trés rapidement a un retour a I'élat fondamental.

Ce processus de relaxation est également exponentiel. 11 correspond a un
temps t,, également appelé temps de reluxarion longitudinal. En réalité, c’est
le temps de demi relaxation qui est mesuré. 11 est de lordre de 10 * secondes
pour les solides et varie de 10 ? i 107 secondes pour les liquides.

Relaxation spin-spin. — Une particule donnée (noyau doué de spin) est
située au sein d'une molécule dans laguelle existent de nombreux autres noyaux
egalement doués de spin, qui sont tous en précession a leur propre fréquence
de Larmor et qui peuvent donner des champs magnétiques additionnels
variant rapidement et périodiquement en influengant la particule considérée.
Il en résulte une perte de cohérence de phase entre les particules ayant subi
la résonance. Ce phénomeéne est particuliérement important avec les noyaux
de spin égal a 1, comme l"azote 14. Cette relaxation est également exponentielle
par rapport au temps. Elle est caractérisée par un temps de demi relaxation
t, appelé temps de relaxation spin-spin ou remps de relaxation transversal.

Son influence est préponderante dans le cas de 'etude de liquides.

Les phenomenes de saturation et de relaxation tendent a se compenser mais
comme cela a éle mentionne ci-dessus, la saturation est d’autant plus rapide
que l'intensite de I'énergie electromagnétique lournie, c'est-i-dire du champ H,
est grande. 1l v a donc lieu déviter de trop grandes valeurs de ce champ.

o Largenur des raies. — La diminution du temps de relaxation global n'est pas
nécessairement un lacteur favorable. En effet, selon le principe d’incertitude
de Heisenberg, plus le temps de maintien au niveau excité est courl, moins
la valeur de I'énergie de ce niveau est bien déhnie. La possible vanation
d'énergie de cet état AE est reliée i la duree de vie t par :

AE .t =h
h etant la constante de Planck,

Cette varation d'énergie E entraine une variation concomitante de la
frequence de résonance v et done un clargissement de la raie. Or I"aire sous
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la courbe restant proportionnelle au nombre de particules avant subi la
réesonance, tout elargissement entraine, ipse facto, une diminution de la hauteur
du signal. A la limite, cette diminution peut conduire a la disparition de
celui-ci, par confusion avec le bruit de fond de I'enregistrement. C'est la raison
pour laquelle dans les appareils classiques dits a onde continue, seuls les
liquides peuvent etre étudiés. Ceci explique également, par influence du temps
de relaxation spin-spin {, I'élargissement des pics correspondant aux hydro-
genes d'un groupement fonctionnel amine en RMN du proton.

Un autre facteur delargissement et donc de mmndre definition des spectres

vient de l'inhomogénéité du champ magnétique H Pour éviter au maximum
cet inconvénient, il est nécessaire de prendre les précautions suivantes :

maintien de la température de Faimant produisant le champ & une valeur
fixe;

— rotation de Pechantillon qui doit évidemment étre en solution himpide.

Remarur : Le nombre de noyvaux qui intervient dans la résonance magnétigue est
déji faible dans le cas favorable de la résonance magnétigue du proton ou Nisotope 'H
correspond 4 la quasi totalité des atomes d'hydrogéne éludiés.

A fortiori, dans le cas du carbone 13, le nombre de novaux subissant la rézonance
par rapport au nombre tolal d'atomes de carbone est tres faible, puisque la proportion
d'isotopes '*C dans un échantillon de carbone naturel n'est que de 1,1 %.

Pour obtenir 'enregistrement d'un spectre avec des pics d'intensité suffisante, il est
alors necesswire d accumuler un grand nombre d'enregistrements. Pour ce [aire, on utilise
des sysiémes fondés sur lenvoi dans ['échantillon d'une succession d'impulsions
magnétigues bréves mais intenses, séparées par un temps qui est de Pordre de grandeur
des temps de relaxation. Les données ainsi accumulées sont tranées mathcmatiquement
par une calculatrice en utilisant fe princpe de la transformation de Fourier.

Principaux spectres de résonance magnétique

Dans le cas ou 1l s'agit de noyaux, il y a résonance magnétique nucléaire
(RM N} qus peut intéresser de nombreux atomes; les plus classiquement ¢tudiés
sont le proton et le carbone 13, Si ce sont des électrons gui sont concernés,
on parle de résonance paramagnétigue électronique (R.P.E.) ou encore de
résonance du spin électronique (R.S.E.).

Evidemment, ni les noyaux atomiques, ni les électrons ne sont indépendants.
lls font partie d’'un atome, lui-meme hi¢ le plus souvent a d'autres atomes au
sein d'une molécule. 11 est done possible d'envisager une influence réciproque
de ces particules les unes sur les autres. Mais un trait important de cette
technigue est gue la molécule dans son ensemble est transparente & la radiation.
L'on peut done examiner sans interférence notable une seule espéce de
particules. Cect est particulierement verilie pour ["électron et pour le proton.
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RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

Il existe de nombreuses possibilités d'étude de la résonance magnetique des
novaux atomiques. Bien gue grace & la résonance guadripolaire on puisse
etudier d'autres types de novaux, les spectres les plus [requemment déterminés
sont ceux des noyaux dont le spin est égal 4 4 1/2. Ce sont les seuls qui seront
envisages ici.

Outre ceux du proton et du carbone 13, il est possible d’étudier les spectres
de nombreux éléments.

A titre d'exemples, et sans que cette liste soit exhaustive, on peut citer " Li,
13 Na. J?H. 41 H., I'i-r"-l'”g. 1‘-'15“1 2951'1 ”“5111 IUTPb1 ”N, 3 P, HEE, l”T'E, i F.

Les domaines spectraux intéressés par ces résonances sont différents et ne

s¢ recouvrent pas, comme le montre la valeur des fréquences de résonance
{tableau X VI

Fréquence de résonance

L'équation fondamentale (14) qui donne la lréquence de resonance v, d'un
noyau montre que celle-ci dépend de deux facteurs :

a} le rapport gyromagneétique v qui est variable selon la nature du noyau
consideré;

by le champ magnetique I ]:,.

o Influence du rapport gyromagnétigue, — Chaque type de novau est caracté-
risé par une valeur différente de ce rapport. Cest le proton qui présente la
valeur la plus élevée suivi par le fluor, le phosphore, le carbone '*C et
Fazote ""N. 1l en résulte que pour un champ magnétiqgue H, donné,
la résonance de chacun apparait dans une zone de fréquence differente
{tableau X VI11).

Tableauw X VI, — FREQUENCES DE RESONANCE (en mégahertz)
DES PRIMOIPALUY HOY ALY INTERFESSANT BN RMM
PR U CHAMEP DE 23 500 GALSss,

'H LIR e 252
"MF 94,1 *H 154
P 40,5 VAN 10,1
o Influence de la valewr du champ magnétigue, — 1] a deja ete mentionne que

la fréquence dépend de la valeur du champ magnétique Hy. Le tableau X'VIII
donne, dans le cas de la résonance magnétique du proton, l'ordre de grandeur
des frequences de résonance en fonction des valeurs du champ magnetique
les plus [requemmeni utilisces.
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Tableau X Vi1, = FREQUENCES DE RESONANCE MAGNETIQUE DU PROTON
EN FONCTION DES CHAMPS MAGNETIQUES
OBTENUS DANS QUELQUES APPAREILS COMMERCIAUX.

Champ magnétigue H, Fréquence
en gauss) {en MHz)
14 100 i)
23 500 100
51700 220
70 500 300
Champ magnétigue efficace

L’équation (14) donnant la frequence de résonance, permet de calculer la
valeur du champ magnétigue extérieur susceptible de faire résonner un noyau
donné solé :

Ho=-— v, (14)

Mais autour des noyaux existent loujours des €lectrons, puisque 'on a trés
largement alfaire a des atomes neutres, eux-mémes engages dans les liaisons
chimigues pour former des molécules.

Dans le cas le plus simple de I'atome d’hydrogene, le mouvement sur son
orbite de l'unique électron, est assimilable 4 un courant électrique dans une
spire conductrice, puisque dans les deux cas, il y a mouvement de particules
électriquement chargees. .

En présence d'un champ magnétigue extérieur H, il ¥ a ainsi création d'un
champ magnétique induit h opposé a I_I:;.

En geneéralisant, chaque noyau atomique est entoure par un nuage ¢lectro-
nique dont la densité dépend de la nature des liaisons chimiques établies entre
atomes,

En raison des rotations trés rapides auxquelles sont soumises les molécules
dans un liquide, on peut considérer que pendant un certain laps de temps,
lors de chaque rotation, I'« anneau electronique », correspondant au mouvement
de chaque électron, se trouve en position convenable pour produire un tel
champ induit. Le noyau situé au centre de cel « anneau » est ainsi soumis en

moyenne a un champ supplementaire h antiparalléle a H, et dont la valeur
déepend du nombre d'électrons situés au voisinage du noyau donc de la densité
clectromigue.

Le noyau n ‘est donc pas soumis au champ exterieur H.. mais a un champ
local H.,,L dit eégalement champ ellicace H," dont la valeur est donnee par

Hm. = Hn +h

et c'est pour une valeur donnée de ce champ local et non pour Hy que se
produnt la résonance.
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Constante d'écran

La création du champ induit correspond a un effet diamagnétique : ce champ
est proportionnel au champ extérieur Hy, et de sens opposé :

h‘ - = ﬂlln

Le champ local devient donce
H,. = H, — aH,

S

}Iln: = [I o ﬂjm‘

Ce champ est donc inlerieur au champ extérieur H,,, dont le passage & travers
la molecule est en quelque sorte géné par un écran di aux mouvements de
Iélectron. D'ou le nom de constanie d'écran donné a la constante o. Cette
constante est trés petite, de I'ordre de 107°, ]
La fréquence v regue aw niveau du novau est donc proportionnelle a H

v = _J‘; H,.

Inr

Si Pon considére gue dans le cas théorique d'un novyau isolé la résonance
auwrait lew pour une valeur du champ extérieur H,_, dans le cas réel pour
obtenir le phénomene, il faut produire un champ Hy, supéricur au premier et
tel que

Hy = Hy, = Hy (1 — )

Dans le spectre, il y a donc autant de raies de résonance qu'ill vy a de valeurs
de la consiante d'ecran. 51 dans une molecule plusieurs noyaux ont un
environnement électronique identique, ils ont la méme constante d'écran et
donc résonnent pour un méme valeur du champ H,,. 1ls sont dits chimiguement
equivalents ou isochrones. Dans le cas contraire o0 o est différent, ils sont
anisochrones.

Si la molécule est symeétrique, les novaux équivalents sont mterchangeabies
par des opérations de symétrie. A titre d'exemple, c'est le cas de tous les
protons ou de tous les noyaux de carbone ' C du benzéne; c'est aussi celui
des carbones 2 et 6 d'une part, 3 et 5 d'autre part, ou des protons gu'ils
portent, dans la pyndine,

M

H e H
5?253

H N H

[} convient d'étendre cetie notion d'equivalence a tout groupe de noyaux
qui, en moeyenne ont le méme environnement chimigque, bien qu'i un instant
donné, cet environnement puisse étre dilférent. Clest le cas lors de la libre
rotation autour d'une simple haison. Ainsi les trois protons d’un groupement
methyle sont 1sochrones,
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Déplacement chimigue

Pour rendre compte des différences de valeurs de fréquence de résonance,
la mesure de la constante d'écran o devrail sulfire. Mais il faudrait alors
prendre comme référence une valeur nulle de la constante, ce qui correspond
a4 un noyau dépourvu de tout environnement électronique. Il est, en pratique,
impossible d’¢tudier un tel noyau nu. Aussi est-on conduit a4 choisir une
substance de référence, dont, de préference, tous les noyaux sont isochrones,
el a considérer la différence Av des fréquences de résonance (ou ce gqu revient
au méme, la difference AH,, des champs apphqueés).

51 v, est la fréquence de resonance d'un certaun type de noyaux sochrones
X et vy la fréquence de résonance de la substance de réference.

L

Av=vy, —v, = 3 (H, — Hg)

Y
Av =5 [Ho(l = 0,) = Hy(l = oy)]

¥
Ay == Hlog — o,
o R
Cette difiérence est de 'ordre de 1.5 kilohertz pour un champ H, donnant
une [réquence de 60 mégahertz dans le cas de la résonance du proton. Elle
dépend de la valeur du champ magnétique. Comme celle-ci peut varier selon
les appareils, on est conduit & I'éhminer en faisant le rapport :
. Av
0 = = Oy — O,
"r"“
vy st la fréquence theorique du noyau nu.
o est appelé déplacement chimigue.
. ~ Av AH . L
Ce rapport, & = = . comme le monire I'exemple donne ci-dessus, esi
Vo 0
trés petit, de 'ordre de quelques millioniémes. Aussi le déplacement chimigue

est-il exprimé en parties par million (p.p.m.).

o Relation entre déplacement chimigue ¢t constante d'écran. — Pour une méme
espéee de noyaux (proton, carbone 13, etc...) Ia fréguence de résonance est une
constante et correspond a une méme valeur du champ local. 1l en résulte que
plus la constante d'écran est petite et plus le champ Hy, extérieur, nécessaire
pour atteindre cette Iréquence de résonance, est fable puisque

H,.. = Hyll — a)

Comme le deplacement chimigue correspond a une diflerence, pour qu'il soit
positif, 11 Tuul choisir une substance de reference dont les noyaux possédent
une constante d'éeran oy trés grande, et en tout état de cause, supéricure i
la constante o, des autres noyaux etudiés. De toute fagon, ayg etant definie et
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fixe pour un type de noyaux isochrones donné, le déplacement chimigue 6 est
d ‘autant plus grand que la constante d'écran o est plus petite et par conséquent
que le champ Hy, est lui-méme plus petir.

REMARGQUE -

1) Si un type de noyaux résonne i un champ plus fort que le composé de réference
le déplacement chimique devient negatil.

2) Une échelle, plus ancienne pratiguement plus utilisée, essaie d'éviter I'inconvénient
de la variation en sens inverse de la constante décran et du déplacement chimique.
C'est 'echelle des «tau» du nom de la letire grecque qui symbolise les deplacements

dans cette échelle,
t=10-8

L'inconvénient dun tel systéme est que l'on a beaucoup plus fréquemment
que pour les déplacements chimiques &, des valeurs négatives. L'avantage cst
que t varie dans le méme sens que la constante d’écran.

e Ordre de grandeuwr des déplacements chimigues. — 1ls varient selon la

substance de référence utilisée mais surtout selon la nature du noyau étudié
comme le montre le tableau XIX.

Tableau X1X.
Nature du noyau Etendue de 'échelle des &
"H 30 ppm
3c 400 ppm
"WF 1 000 ppm
Hp ROO ppm

o Substances de réfévence. — Pour qu'une substance puisse servir de référence,
il faut que la constante d"écran des noyaux dont la résonance doit étre étudice
soit trés elevee, donc que l'environnement €lectronigue soit assez dense. 11 est
en outre souhaitable qu'il y ait un nombre important de noyaux isochrones.
Dans le cas du proton, ces deux conditions sont réalisées pour des dérivées
possédant plusieurs groupements méthyle voisins. Le plus habituellement
utilise est le tétraméthylsilane (CH, )51, (T.M.5.) mais on peut employer aussi
I'alcool tertiobutylique, le cyclohexune ou méme I'eau, selon le solvant utilisé
qui doit dissoudre a la fois la molécule @ ctudier et le produit de référence.
Pour la RMN du carbone 13, le TMS est également utilisable, mais aussi le
sulfure de carbone. Dans le cas de la RMN du fluor, ce sont trés souvent des
derives trifluords : acide trifluoroacétique, Muoroforme, triluorotoluéne. Pour
Iazote "* N ct le phosphore *' P, les références sont essentiellement des dérivés
minéraux. ion nitrate ou acide phosphorique.
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e Solvants utilisés. — Dans le cas des appareils classiques, il convient d'opérer
en milieu liquide et donc de mettre en solution, les substances dont on veut
etudier le spectre.

Dans le cas le plus important de la RMN du proton, il faut éviter un solvant
hydrogené dont les protons interféreraient par leur résonance propre. Quand
un tel solvant est nécessaire, il est classique d'utiliser des derivés ne contenant
que du deutérium. Outre l'eau lourde, le solvant le plus habituel est le
deutério-chloroforme, mais d’autres produits peuvent étre necessaires : deu-
tériopyridine, deutérioD.M.8.0., etc...

Couplage des spins

Si, avec des instruments de [aibles perlormances, on observe, pour chaque
type de noyaux equivalents, un seul pic de largeur plus ou moins grande,
lorsque 'on améliore le pouvoir résolutif de I'appareil, on constate 'apparition
d'une structure line comportant plusieurs raies pour un meéme groupe
isochrone. Ce phénoméne est du i linteraction entre spins nucléaires, par
I'imtermeédiaire des spins des électrons de valence, qui assurent la liaison
chimique. En effet, outre le champ magnétique induit par les mouvements
¢lectroniques et dont les dilférentes valeurs sont a l'origine du déplacement
chimique, il faut tenir compte de l'inflluence des vecteurs moment magnetigue,
correspondant au spin de chaque noyau. Ces vecteurs se comportent en eflet
comme de petits aimants et produisent donc un champ magnétique H' qui
selon leur orientation vient s’ajouter ou se retrancher au champ local regu
par le noyau voisin. Le spin d'un électron peut ainsi influer sur le champ regu
par le noyau; mais le plus intéressant est que le spin d'un noyau [ peut
intervenir sur le noyau II voisin. C'est le couplage des spins (ou spin-spin).

Considérons par exemple deux atomes 1 et Il de spin + 1/2, lies par une

covalence. Le spin nucléaire du noyau | dans un champ magnétique H, ne
peut prendre que deux valeurs égales et de sens opposés (o et fi). Ce spin
entraine une certaine polarisation du spin des électrons qui gravitent autour
du noyau, ¢t en particulier de celui qui entre dans la haison de covalence. En
effet, le spin electronigue a tendance a s’appaner avec le spin nucléaire, comme
le font entre cux deux spins électroniques selon le principe d'exclusion de
Pauli, ¢'est-i-dire en prenant une orientation antiparalléle. Naturellement, les
deux électrons qui forment la liaison chimique entre 1 et [1 obéissent au méme
principe d'exclusion.
Le spin de I'électron 11 {(appartenant a I'atome II) tend ainsi a prendre une
orientation pur::s.lh':h: au spin nucléaire de 1. 1l en résulte que selon I'orientation
de ce dernier spin nucléaire, le noyau 11 se lrouve soumis en plus du champ
local Ilh“a un pr:ltt champ magnetique H’ pmdun par Felectron 11, lui-méme
inflluencé par le spin nucléaire de 1. La valeur de ce champ est done positive
ou négative sclon que le spin nucléaire | est @ ou B (hig. 68).

Il y a donc couplage indirect des deux spins nucléaires, qui se traduit par
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une résonance 4 deux valeurs légérement dilférentes selon que H est positif
ou négatil. On observe donc deux bandes au lieu d’une : cest un doubler.

Reciproguement, le noyau I reagit par son spin sur le noyau 1 d'une fagon
tout & fait analogue. L'on constate donc I"apparition d’un doublet pour la
resonance de chacun des deux noyaux. L'intervalle J enire deux raies d'un
doublet mesure en hertz est nommé constante de couplage. Sa valeur traduit
Pénergie du couplage. Contrairement au déplacement des fréquences, J est
independante de la valeur du champ magnétique extericur H,, apphqué. Elle
peut étre positive ou négative selon les cas.

La figure 69 permet de resumer l'inlluence du couplage selon les quatre
possibilités d'orientation des spins des noyaux I et 1L 1l est utile de rappeler
que les transitions possibles mettent en jeu le changement d'orientation du
spin de | ou de 11, mais en aucun cas des deux spins simultanément. En effet
la frequence (ow le champ) de résonance est diflerente pour les deux noyaux,
sinon ils seraient isochrones et ne donneraient pas de couplage.

J nuil J positif J négatif
I 1l | i1
{ I
i i l + I 1r
H i ! T I
| | I I 1 +
1 | | l k |
| i | '
. | Lo
¥ "T I i

p— — | — -

-

e
. o = .
— — — =

- — = —— — — ]

Fic, 69, — Influence du couplage sur les niveaux énergétiques
deans le cas d'un spectre de 1™ ordre (sysiéme AX)

Ces transitions correspondent donc au passage du miveau energetique |
vers le miveao 2 ou du miveau 3 vers le niveau 4 pour la resonance magnetique
du noyau 11 Elles intéressent le passage de 1 vers 3 ou de 2 vers 4 pour la
résonance du noyao 1

If est aise d'observer que dans le cas ou le couplage est nul, les deux
transitions possibles au miveau d'un novau (1 ou 11) correspondent a la méme
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variation d'énergie, donc qu'il n'y a qu'une seule raie dans le spectre (singulet).
Au contraire, si J est positil, les états de spins apparies sont stabilisés, donc
de plus laible énergie, les ¢tats de spins paralléles étant au contraire d'énergie
plus élevee. Par rapport au cas d'une absence de couplage, ces deux derniers

niveaux sont eleves de 7 les deux niveaux correspondant au spin apparies

sont abaissés de la méme valeur.

Dans le cas ou J est negatil, ce sont les niveaux de spins paralléles gqui sont
stabilisés et les niveaux de spins appariés gui possédent une énergie plus
grande. Mais que J soit positil ou négatif, le résultat des transitions est le
méme et F'on observe un doublet pour chague noyau I et 11, sans quiil soit
possible de determiner le signe du couplage. La probabilite des deux transitions
ctant la méme, les deux raies ont une méme intensité et donc une hauteur
cgale: le déplacement chimique est mesuré au centre du doublet. La valeur
de la constante de couplage est trés variable; ainsi, pour la résonance du proton,
elle peut prendre des valeurs de 0 4 20 Hz Elle augmente avec le numéro
atomigue des elements couples.

Le couplage peut non seulement se produire entre deux noyaux voisins, par
exemple un proton et un atome de carbone, mais également entre deux
noyaux plus éloignes, comme par exemple deux protons lies a deux atomes
de carbone voisins (protons vicinaux). La constante de couplage est en principe
positive, lorsque les atomes couplés sont séparés par un nombre impair de
liaisons et négative dans le cas contraire.

Lorsque I'on veul indiquer le nombre de haisons qui séparent les novaux
couplés, on lait précéder J de ¢e nombre place en exposant : "J.

Ainsi un couplage proton-carbone est 'J: un couplage entre deux protons
gemines *J, entre deux protons vicinaux *J,

En général, les valeurs de J diminuent en valeur absolue avec le nombre n
de liaisons separant les noyaux et le couplage est nul, méme dans le cas le
plus favorable du proton, & partir de quatre liaisons saul si une ou plusieurs
de ces linisons comportent des électrons n.

I.e déplacement chimique est mesuré au centre du doublet.

o Classification des couplages. — Selon le rapport enire la constante de
couplage I et la diference des frequences de resonance des deux noyaux
couples © Av, on distingue deux grands types. Le premier est tel que Av est
beaucoup plus grande que J, donc que

)
Av 10

Clest le cas qui a ¢te envisage précedemment. 1 est nomme couplage de premier
ardre. Les deux noyaux sont classiquement designes par des letires cloigneées
dans Palphabet et ce couplage est dit AX (lig. 70{a)).

Il existc un deuxieme cas, ou le couplage est dit de secomd ordre, lorsque
J . . C
A est voisin de 1. Les deux noyaux couplés sont alors désignés par des lettres
"
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voisines de Palphabet et 'on a un systéme AB. Dans ce cas, il y a interaction
entre les deux doublets qui sont associés en une fligure 4 quatre raies ou
quadruplet. La probabilite des deux transitions possibles correspondant a
chaque atome n'est plus la méme : les deux raies de chaque doublet n'ont
donc plus la méme intensité; les raies extérieures sont plus petites que les raies
intérieures (fig. 70(b)). A la limite, si les deux noyaux tendent a devemir
équivalents, J tend vers O, les deux raies intérieures tendent a se confondre,
les deux extéricures a disparaitre et le signal se réduit 4 un singulet.

s [

. FH |

P, T — Différents types de couplage entre deux noyau,

a) Couplage de premier ordre (AX)
B Couplage de deuxiéme ordre (AB)

o Couplage de plusiewrs noyaux. — Fréquemment, ce ne sont pas deux, mais
plusieurs noyaux qui sont couplés, c’est ainsi par exemple que dans la résonance
magnetique du proton, les trois noyvaux d'hydrogéne d'un groupement méthyle
intervienneny sur le ou les protons portés par un carbone voisin (couplage *J)
on observe ainsi des couplages A X, ou A B_, ou m et n représentent le
nombre de noyaux couplés les uns avec les autres. 1l est également possible
d'observer des couplages entre trois noyaux, par exemple dans le cas d'un
cyclopropyle, on obtient des couplage AMX, s'ils sont de premier ordre, ABC
ks sont de deuxiéeme ordre.

Les couplages de second ordre sont difficiles a interpréter et il est prati-
guement impossible dans ce cas de déterminer avec une précision acceptable,
le déplacement chimique ou la constante de couplage. Ce sont donc les
couplages de premier ordre qui permetient 'étude la plus intéressante et qui
sont essenticllement envisagés maintenant. A titre d’exemple, dans le cas de
la RMN du proton d'une molécule comme 'acétaldéhyde, on constate que
Funigue proton aldehydique peut étre couplé avec les trois protons isochrones
du groupement methyle. Or ces trois protons peuvent exister sous huit états
correspondant aux différentes possibilités d’orientation des spins. Ces huit
etals sont répartis en guatre niveaux dénergie :

4 Lo o
3 anafd ot hex o
2 afip P fp [
! BRP

Les miveaux 2 et 3 sont trois fois plus peuplés que les miveaux 1 et 4. 1 en
résulie que la résonance du proton aldchydigque se traduit par un guadruplet
dont les raies cquidistantes et ont les intensites relatives 1, 3, 30 |
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Pour determiner le déplacement chimigue on envisage le centre du multiplet
(dans un systéme de premier ordre).

Il est important de remarquer (fig. 71) gue c'est Punmique proton aldéhydique
qui se présente sous forme d'un quadruplet 4 6 = 9,80 ppm, alors que les trois
protons isochrones du groupement méthyle, qui ne sont couplés gu'avec un
scul proton aldehydique, correspondant a un doublet 4 6 = 2,20 ppm.

B oe—e———

. T ! | | T T
'::ﬁl i § e 700 T ] 0 CPS
. ‘ |

t0 I ‘ ] .
| |
|
| 1
|
i
‘ J’j

i i - | | [ " L o v 1

1K 1] LA i 60 g0 4 1.0 24 1.0 n PAM

Fici. 71. - Spectre de RMN du proton de laedraldéhyde.

De méme, dans 'éthanol, (lig. 72) les deux protons méthyléniques corres-
pondent @ un quadruplet & 8 =370 ppm, alors que les trois protons
méthyliques résonnent suivant un triplet & 6 = 1,22 ppm. Le proton de
IMhydroxyle étant lie @ un oxygéne et non & un carbone n'est généralement
pas couplé et se traduit par un singulet & & = 2,58 ppm.

IEE} | | | | -
| L A0 i) 0 10 0 ey
50 | | |
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Fii, 720 — Specire de RMN du proion de |'éthanol.
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En generalisant, si un noyau atomique est couplé avec n noyaux, la
multiplicite est de (n + 1) raies.

L'intensité relative de ces raies, correspondant aux coellicients numériques
du développement du binome elévé 4 la puissance n.

Ainsi pour un proton soumis au couplage de deux restes méthyle tel
que le proton central d'un groupement isopropyle, on obtient un septuplet
puisque ce proton est couplé avec six autres. Les intensités relatives sont
1.6 15 20. 15 6. 1.

o Découplage de spins. — Si le couplage des spins permet d'obtenir des
renseignements intéressants dans 'etude des spectres de premier ordre, il peut
s‘avérer géenanl dans un certain nombre de cas. C'est ainsi que 'on ne peut
pas déterminer le déplacement chimique avec une précision acceptable dans
le cas des spectres de second ordre, mais aussi et surtout que dans le cas ou
les couplages sont nombreux, le spectre, trés toulfu en raison du nombre de
raies, est dilicilement interprétable. Clest ce qui se produit, notamment, pour
les spectres de RMN du carbone 13 o tous les protons liés aux carbones,
interviennent dans les couplages.

Il est alors intéressant de découpler les spins. Pour ce laire, si I'on étudie
la résonance magnétique d’un type de noyaux I, par exemple le carbone 13,
on applique un second champ H; de radiofrégquence telle gu'elle correspond
a la [réquence de résonance magnétique de noyaux [1, par exemple les protons,
dont le spin devrait se coupler avec celui du noyau 1. Ce champ E;ﬁt emis
de telle sorte que le noyau Il soit contraint d'orienter son spin le long d'un
axe perpendiculaire i la direction de 'aimantation des noyaux I, Ces derniers
deviennent ainsi insensibles 4 'orientation du spin de ce noyau Il puisque
leurs deux directions sont orthogonales. Chague groupe de noyaux 1sochrones
résonne alors pour une seule valeur du champ et sous la forme d’un singulet.
Dans le cas de la RMN du carbone 13, il est également possible de réaliser
un découplage partiel* qui ne laisse subsister que les couplages 'J._,, en

modifiant léegérement la valeur du champ H, en intensité et en fréquence.
Cette méthode est précieuse, car la multiplicité due aux couplages directs
subsiste, méme si les valeurs apparentes de J ne sont pas exploitables. Les
carbones apparaissent alors sous forme de guadruplets pour le méthyle CH,,
de triplets pour le methyléne CH,. de doublets pour le groupement CH et de
singulets pour les carbones qui ne portent aucun hydrogéne.

Technigues instrumentales utilisées

Deux dilficultés apparaissent dans ce domaine. La premicre est inhérente
au Fiible nombre de noyaux gui intervient dans la résonance magnétigue, la
seconde provient de la faible valeor des temps de relaxation notamment cn
milicu solide (v, p. 162-163).

* En angliis @ oll resonance.
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o Résonance magnétigue nucléaire d ondes continues. — Les premiers appareils
ont été congu pour la RMN du proton. La radiation électromagnétique, dont
le champ H, ne doit pas étre trop intense, est envoyee sur I'échantillon d'une
mani¢re continue. La compensation entre phénoménes de saturation et de
relaxation est alors acceptable et il est possible de tracer des spectres,
unigquement a partir de liquides, puisque les gaz ne sont pas dans un état assez
condense pour permettre la présence d’'un nombre suffisant de noyaux et que
les solides conduisent & un écrasement total du pic.
Ces appareils sont dits 4 ondes continues,

o Résonance magnétigue nucléaire d impulsions. — Touielois, le nombre de
novaux déji faible dans le cas du proton, ou lisotope "H correspond 4 la
quasi totahte des atomes d'hydrogene ¢tudiés, devient insuffisant dans le cas
du carbone 13 par exemple ou la proportion de Pisotope intéressant dans le
carbone naturel n'est que de 1.1 %,

Pour obtenir Penregistrement d'un spectre d'intensité sullisante il est
nécessaire de laire la somme d'un grand nombre d'enregistrements.

Pour ce faire, on utilise des systémes fondes sur 'envoi dans I'échantillon
d'une succession dimpulsions magnetiques breves mais intenses, scparces par
un temps de Fordre de grandeur des temps de relaxation. L'enregistrement
concerne alors les courbes de relaxation. Comme cela a été indiqué p. 12, il
est possible mathématiquement grice aux transformeées de Fourier, d'obtenir
a partir de ces courbes, en fonction du temps, des spectres (correspondant &
une variation en fonction de la fréquence). La somme de nombreuses déter-
minations, permet Pobtention d'un spectre satisfasant.

Cette technigue a également permis d'accéder & des mesures sur des
¢chantillons solides, ou méme sur des mélanges de solides et de liquides de
viscosité dilférentes, comme cela est le cas en bromatologie et, dans un domaine
non analytique, en imagerie médicale.

La courbe de relaxation présente en effet dans ce cas differentes zones,

correspondant aux divers temps de relaxation et une analyse informatique
permel de déterminer les teneurs en ces différents constituants.

o Résonance magnétigue nucléaire a basse résolution. — En analyse alimen-
taire. le but cherche est de doser, soit un hguide (eau, huile) dans un sohde,
soit plusicurs ensembles separables en fonction de leur temps de relaxation.

C'est done la totalité des protons correspondant, qui est intéressante sans
quiil sont necessaire de dilferencier, par exemple, ceux du glycerol et ceux des
acides gras,

La détermination de spectres i haute résolution permettant dobserver des
variations de deplacement chimique, n'est done pas nécessaire.

Ausst existe-1-il sur le marché de nombreux appareils dits 4 basse résolution
qui permettent d'obtenir le résultat désire. s peuvent €tre a ondes continues


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

SPFECTROMETRIES DE RESOMNANCE MAGNETIOUE 177

el conduire par exemple a la détermination de la teneur en cau dans une
graisse, ou d celle de la proportion dhuile hiquide et de graisse solide dans
une matiére grasse.

Les appareils les plus récents sont & impulsions et permettent un controle
non destructil simultane de plusieurs paramétres (lipides, protéines, eau),

Applications pratigues des specires de RMN

Flles portent sur analyse structurale d’une molécule organique, mais
egalement sur "analyse quantitative.

e Analyse structurale. — Elle porte tout d’abord sur la mesure des dépla-
cements chimiques mais également sur la détermination des constantes de
couplage.

Mesure des déplacements chimigues. — Les deplacements chimiques de-
pendent de environnement électronique du noyau. Plus celui-ar est dense,
plus la constante d'écran est élevée, et donc, plus le déplacement chimigue est
laible.

C'est ainsi que tant pour la résonance magnéetique du proton que pour celle
du carbone 13, les noyaux appartenant a des groupements aliphatiques
présentent un déplacement faible. Par contre, pour les noyaux de carbone qui
forment des liaisons multiples, ou pour les protons qui sont portés par ces
carbones, le déplacement est nettement plus élevé.

L'infMluence de substituants en position «, f ou ¥ est également importanie.
Un certain nombre de données concernant les déplacements chimigues sont
rassemblées dans les tableaux XX {résonance du proton) et XX1 (carbone 13).

Comme dans le cas de spectres infrarouges, il est possible d'établir des
correlations semi-empiriques en fonction d'elfets inducteurs ou meésomeéres et
de lexistence de liaisons hydrogéne. De plus, il faut tenir compte des
phénoménes d'anisolropie magnétigue.

Erremsmpucreurs. — Lin substituant attracteur (effet — 1) situé au voisinage
du noyau concerne, diminue la densite eleciromque et donc la constante
d'écran o. Le déplacement chimique augmente done. Inversement un subsii-
tuant donneur augmente cette densilé electronique et provoque done I'abais-
sement de la valeur du déplacement chimigue. Par exemple, dans le cas simple
de groupements méthyle, si par definition les protons du tétraméthy] silane
ont un déplacement nul. les trois noyaux hydrogéne liés au carbone dans
Falcool méthylique présentent un déplacement chimique 6 = 347 ppm, en
rason de Vellet atiracieur de Noxygene. Les eflets inducteurs se transmetient
le long d'une chaine, mais leur intensité décroit rapidement avec le nombre
de hwsons. Ainsi, le déplacement chimigue des trois protons du groupement
méthyhgue qui est =347 ppm pour le methanol, n'est plus que de
== 1,22 ppm dans lethanol el de & = (098 ppm dans le 1 propanol.
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Tahlean X X. — QUELQUES DEPL ACEMENTS CHIMIQUES FN RMN DU PROTON.

Groupement concerng

CH, - c<
I
¢ {‘H,>L‘
i

CH,  cychique

. . L
CH, €=CT
CH, Ar
CH, C

]
0
CH, NZ
CH, ©
>r<tn_, O
CH O

liaison multiple

C=0C  H
T 5
_C = CH,
CH = CH
Ar H
4
isouinoléine 3
N
1
¢ H
I
)

1 Protons portcs par un hetcroatome

R OH

R NH

Ar — (H
0

il
()

I} Protons portés par un carbone aliphatique

2) Protons portés par un carbone entrant dans une

0,80-1.20

1,20-1.40

1.30- 1,60

16002

2.10-2,50
1.80-2.60

2. 2330
3,30-4

3,60-4,40

3.80-5,20

240-310
4. 50-6
4,50-7,30
6,50-%

1) 9-9.50; 3) B-8,50; 4} 7-7.50

95010

-6
1.5-4
912
912
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Tableau XX 1. — QUELQUES DEPLACEMENTS CHIMIQUES EN RMN ™) CARRONE 11
(reference T.M.5.).

Nutwre des ligisons O
|
CH, U (carbone primaire) 5-30
i
|
CH, — C — jcarbone secondaire) 20145
|
I |
CH L icarbone tertinre) 3=l
i |
I i
S & fcarbone quaternaire) e 50
| |
O, £ (-0}
CH, - © 40-70
Sy
CH -0 63-80
-

TC0 75-83
(o 75-95
("= N P15-125
i O aromatigue | 1135

heteroaromaligue F15-140
ethylénique [(15-145
i

U=N heteroaromutigue 145-155

C =10 esler, amde I6d=175
actde I T-1HS
aldéhyde | §§5-205 !
cetone 205-225

[2ans le cas des protons, ces ellets inducteurs sont dans une certaine mesure
additifs; c'est le cas duns vn enchainement X —CH, - Y. ou le déplacement
chimigue des protons methyleniques peut ctre calcule d ade dlincréments
caractéristiques des substituants X et Y en partant du déplacement chimique
des protons du methane dq,, = 023 ppm

Ox oy vy = O, T 0, + 0,

Ces instruments o, et o ont des valeurs differentes selon la nature des
substituanis. Le tableau XXI1 donne quelgques valeurs approchées de ces
mcremenis.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

180 METHODES SPECTRALES FT ANALYSE ORGANIQUE
Tableau XX 11
Substituant  ppm
1 2,55
C,H, 185
R--C 1,70
I
(8]
N=C- 1,70
CH, 0.45

Errers misomires. — Un effet mésomére fait varier la densité électronique
dans le méme sens que l'effet inducteur : s'il est donneur, il augmente la densité
électronique, et donc diminue la valeur du déplacement chimique. C'est ainsi
que dans le cas du cycle benzénique les substituants donneurs tels que les
groupements éther-oxyde ou amine deplacent la résonance des protons situés

en ortho et para vers les champs forts, c'est-ia-dire les déplacements chimiques
faibles.

Au contraire, un substituant accepteur, tel que le groupement ester ou le
groupement nitré, déplace la résonance des protons, qu'ils soient en ortho,
méta ou para vers les champs faibles donc les grands déplacements chimiques.

Ici encore, dans une certaine mesure, les effets mésoméres sont additils et
I'on peut calculer empiriquement le déplacement chimique d’un proton
aromaltique donné a partir du déplacement chimique des protons du benzéne
O¢n, = 1,27 ppm.

0 = Oc,y, + LY,

La valeur des incréments S; dépend non seulement de la nature des
substituants mais aussi de leur position comme le montre le tableau XXII1 :

Tableaw X X111,

Suhstiteani Sl,m,m 5,“;“ E'I“"ﬂ
—NH, ~ 0,75 - 025 ~ 0,65
~OCH, — D4R — 009 — 044
—0OCOCH, —0.25 + 0,03 —~0.13
~CH, - 0,20 — 0,02 — 022

Cl + 0,03 — 0,02 — 0,09
~COOCH + 0.71 + 0,11 + 0,21
— NQ, b 095 + 0,26 + 0,38

Livisons wvorocese, — La création de haisons hydrogéne provogue un

deplacement vers les champs faibles, c’est-i-dire une élévation du déplacement
chimigue. 11 y a en effet diminution de la densité électronique au niveau du
proton concerné. Contrairement aux spectres infrarouges, ou l'on peut
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distinguer deux bandes correspondant a I'existence ou & I'absence de liaisons
hydrogéne, dans la RMN on observe un signal unique qui correspond a la
moyenne ponderée des déplacements chimiques individuels.

Cette variation du déplacement chimique peut étre considérable puisque,
pour un proton alcoohque ou amine subissant une haison hydrogeéne, il est
de 12 4 16 ppm.

ArnisoTroriE MAGNETIQUE. — Certaines valeurs des deplacements chimiques
ne sont pas expliquees d'une fagon satisfaisante par les effets inducteurs ou
MESOMETEs.

C'est ainsi que dans les carbures acetylénigues, les déplacements chimiques
concernant tant les carbones que les protons, devraient se situer, en raisonnant
en fonction des densités électroniques a des valeurs supéricures a celles
observées pour les carbures ¢thyléniques. Or la simple lecture des tableaux
XX et XXI montre qu'il en est rien.

Le déplacement chimique d'un proton acetyléenique se silue vers 2,40 a
3,10 ppm, soit 4 une valeur correspondant également encore aux protons
portés par des carbures saturés, alors que les protons éthyléeniques ont un
deplacement beaucoup plus grand de 4,50 a 7,30 ppm selon leur environ-
nement.

De méme, pour la RMN du carbone 13, le déplacement chimique d'un
carbone éthylenique (par rapport au T.M.S.) est de 106 & 145 ppm alors, que
celui d'un carbone triplement lié n'est que de 75 a 95 ppm.

Au contraire, dans le cas du benzeéne, la résonance des protons a lieu a
o = 1,27 ppm, donc pour un champ nettement plus faible que celu qui est
observe pour I'éthyléne (6 = 5,35 ppm) alors que dans les deux cas le carbone
porteur est hybridé sp*.

Ces diverses anomalies sont dues au fait gue le champ induit nHL.* el donc
la constante d’écran o n'ont pas la méme valeur dans toutes les directions
considérées : c'est le phénoméne d'anisotropie diamagnétique qui est parti-
culiérement net dans le cas de molécules possédant des électrons .

Pour expliquer ce phénoméne, on peut par exemple, prendre le cas du
benzéne. Le cycle benzénique est situé dans un plan correspondant aux liaisons

. De part et d'autre de ce plan, deux volumes en forme de tore correspondent
aux orbitales m.

Les molecules de benzéne, du [ait de 'agitation thermique, subissent des
mouvements incessants. Lorsqu'elles sont soumises a un champ magnétique
Hg. un certain nombre d'entre elles se trouvent orientées perpendiculairement
@ ce champ.

Dans ce cas, et sous I'influence du champ magneétique, les electrons n se
deplacent i Nintérieur des volumes toriques, créant ainsi un courant électrique.
Ce dermier indwit donc un champ magnétique secondaire H"qui 5'Oppose au
champ initial H, dans les régions situées au-dessus el au-dessous du plan du
cycle : Cest un eflfet diamagnétique. Mais, comme le montre la figure 73(h),
dans les régions situées dans le plan du cycle et a lextérieur, le champ H' se
trouve, du fait de la forme des lignes de force, dans le méme sens que le champ
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extéricur Hy, ; ¢’est un effet paramagnétique. Les protons liés aux carbones
ar-::muhquﬁs qui sont dans cette zone, sont done soumis & un champ Inml

Hn + H'. Leur résonance apparait donc pour une valeur du champ H.:.
inféricure & celle que 'on aurait observé en labsence du champ induit. Il v a
donc ainsi diminution de la constante d'écran apparente (et donc augmentation
du déplacement chimigque). On dit qu'il v a « déblindage ».

Au contraire, dans le cas de acetyleéne (hg. 73(a)) l'orbitale correspondant
aux élecirons m dans le cas de l'hybndation sp, se présente sous la forme d’un
cylindre coaxial a la molécule,

I-l“ i
| * Eifa |
H HAF AITaridt e
f .-.
R
o0
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r
H
E M cHarmgagrnd icpuen Ellei tharmangniispee

Fig. 73, Anizotropie magndligue.

al Cas de Vacétyléne; b} cas du benzéne.

Les protons et les novaux de carbone s¢ trouvent donc dans une zone ou
leffet diamagnétique est trés important. 1 y a donc avgmentation de la
constante d°¢cran et diminution du deplacement chimique : c'est le « blindage »
{aveuglement).

Mais le rasonnement fait jusquicn ne concerne que les molécules conve-
nablement situées par rapport au champ et bien evidemment toutes les
molécules de benzene ne sont pas toutes perpendiculaires i Hy,. ni les molecules
d"acétyléne toutes paraliéles. Les molécules qui sont en position orthogonales
par rapport a celles gqui ont été envisagées ci-dessus ne subissent aucune action
du champ magnétique. Si elles sont obliques, seule la composanie de Hy, selon
la direction convenable est efficace. Mais il n'en demeure pas moins gue la
somme de toutes ces influences n'est pas nulle en rasson des rotations rapides
des molecules au semn du liquide et gquiil v a done bien anisotropie magnetique.

Pour representer cet effet, on whilise la notion graphique de cone daniso-
tropie.

On peut tracer soit des cones de blindage soit des cones de deblindage.
Quelques exemples sont donnes dans la Nigure 74, Le signe + indique la zone
de blindage (donc de deplacement chimigque abaisse). Le signe — la zone de
deblindage,
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Fic. 74. — Cdnes de blindage.

) Dans le cas du benzéne.

h) Dans le cas d'un carbo-
nyle.

¢} Dans le cas de Facétyléne.

Tous les électrons n sont susceptibles de donner une telle anisotropie : aussi
bien ceux issus de carbures éthyléniques ou acétyléniques que ceux qui
proviennent de laisons entre un carbone et un hétéroatome : carbonyles,
imines, etc...

Ceci permet d'expliquer par exemple le déplacement chimique trés éleve
correspondant au proton aldéhydique, qui se trouve dans une zone de
déblindage, ou 'on observe un effet paramagnetique. Le proton résonne donc
pour une valeur du champ trés faible.

EMPLOI DE COMPLEXES DE TERRES RARES : REACTIFS DE DEPLACEMENT CHIMIQUE.
— De grands déplacements chimiques sont constatés dans le cas d'especes
paramagnétiques du fait du moment magnétique trés important des électrons
célibataires. Aussi de nombreux essais ont été tentés pour utiliser les ions de
métaux de transition et leurs complexes, afin d'induire une variation du
déplacement chimique dans d’autres molécules. La plupart de ces essais se
sont soldés par des échecs en raison d'un €largissement trop important du
spectre, di & la rapide relaxation spin-réseau provoquée par des espéces
paramagnétiques. Seuls les dériveés de terres rares, comme par exemple les
ions trivalents de 'europium et du prascodyme, sont pratiqguement inactifs
sur cette relaxation, en dépit de leur paramagnetisme. Ces ions sont utilisés
a I'état de complexes avec des dicétones comme le dipivalylméthane ou DPM ¢

CH, CH,
| I
(H, — C CH, _ O~ UH,
L] "'\-\,‘[_‘_.-'"- ,__{..
I Il
) ()

Elles réalisent des limisons datives pour former des chélates Eu(DPM), ou
PriDPM), ihg. 75).

Dans de tels complexes, on du lanthamide peut accroitre sa coordinance
en acceptant un doublet électronique libre. Une réaction de ce type peut donc
s¢ produire entre le chélate et un groupement fonctionnel qui contient une
telle paire d'électrons. Dans le spectre de RMN du nouveau complexe forme,
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on observe une variation importante du déplacement chimique pour les noyaux
voisins du groupement fonctionnel. Le déplacement provoqué est d'autant
plus considérable que les noyaux sont plus proches du groupement fonctionnel
donneur d'¢lectrons. La modification ainsi réalisée permet souvent de séparer
des bandes spectrales qui, normalement, seraient superposées. Par exemple,
les différents groupements methyléniques d'un alcool aliphatique 4 longue
chaine se trouvent résonner pour des valeurs trés différentes du champ
magnetique et sont ainsi parfaitement identifiables (lig. 76).
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i, 76, - Spectre du n-hepianol en présence de 0.3 moles de Eu{DDPM),
ot mole d aleool g 4 35 °C et — 40 °C (solvant CDCL, )L

Le principal mécanisme de cette modification du déplacement chimigue est
du @ P'existence d'un champ magnétique secondaire engendré par le moment
magnetique de l'ion paramagnetique.

Il est possible de déterminer mathématiquement la valeur de la variation
de & en fonction de la distance qui separe l'ion lanthanide et le noyau considéreé.,
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On obtient ainsi d’utiles renseignements sur la structure et la conformation
des molécules.

D'un point de vue pratique, la variation de déplacement chimigque est
proportionnelle a la quantité de réactil ajouté a la solution jusqu'a ce que
I'on obtienne un rapport molaire d'environ 0,5 entre le réactifl et le substrat.

En effet, comme cela a €té indigque précédemment a propos de I'influence
de la haison hydrogéne, le deéplacement chimique observé correspond a la
movenne pondérée entre celui des molécules libres et celui des molécules
coordonnées au réactil. Il est important de noter que la variation de
déplacement est d’autant plus grande que la température est plus basse. Mais
I'abaissement de la temperature entraine un élargissement des raies (fig. 77).

Il laut remarquer que 'utilisation de ces réactifs est imité par deux lacteurs :

— Tencombrement stérique considérable du réactil qui peut entrainer des
difficultés lors de la formation de complexes avec des molécules elles-mémes
trés volumineuses,

— Tlimpaossibilite de faire réagir des acides ou méme des phénols qui
détruiraient le complexe puisque le DPM ou les produits voisins utilisés se
comportent comme des acides trés [aibles.

Etude des couplages. — Dans les spectres de résonance magnétique du
proton, 'ohservation de la multiplicité des signaux est également importante.
Un certain nombre de groupements sont ainsi aisément reconnaissables : les
groupements méthyle portés par un azote, un oxygéne ou un carbone
quaternaire donnent des.pics uniques (singulets) tandis que s'ils sont liés a un
carbone tertiaire, ils se présentent sous forme d'un doublet. Les groupements
éthyle sont également aisément reconnaissables sous forme d'un quadruplet
el d'un tniplet associes.

De méme la substitution du noyau aromatique est reconnaissable surtout
lorsqu'elle correspond i une disubstitution en para. 11 y a en ellet dans ce cas
deux paires de protons couplés selon un systéme AB. On observe alors un
signal ressemblant 4 un quadruplet symétrique. La distance entre les deux
raies medianes est fonction des substituants.

La mesure de la constanie de coupluge est ¢galement importante. Ainsi dans
le cas des méthyles couplés 4 un carbone tertiaire ou secondaire, elle a une
valeur J = 64 7 Hz

Mais surtout, ¢'est au niveau de Panalyse conformationnelle que la mesure
de I est importante. 1l existe en elfet une relation approximative entre l'angle
diédre @ forme par les deux protons situés sur des atomes de carbones voisins
el la constante de couplage 1. Elle est du type

1=K cos b 4 C

et correspond 4 la courbe de la ligure 77 (courbe de Karplus).
La determination de J permet done de connaitre approximativement angle
dr ¢t done la structure stenique de la substance.
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La RMN du proton permet ainsi de déterminer les conligurations c¢is ou
trans, axiales ou équatoriales, thrée ou érythre. Le couplage *J entre deux
protons est plus fmble pour les lormes cis que pour les formes trans.

Dans le dernier cas, si les deux groupements fonctionnels intéressés par la
diastéréoisometrie ne lorment pas entre-eux de liaison hydrogéne, la constante
de couplage de la Torme thréo est supéricure a celle de la forme érythro. Clest
au contraire Finverse s'il v a formation d'une liaison hydrogéne.

Détermination des hydrogénes mobiles. — Lorsque l'on envisage la présence
de tels hydrogenes appartenant 4 des groupements hydroxyles (alcools,
phénols, acides), thiols, amines ou amides, I'agitation de la solution dans un
solvant hydrophobe non miscible (CDCly) avec une goutte deau lourde
produit I'échange entre le proton et un novau de deutérium. Ce dernier ne
resonne pas dans les conditions operatoires prévues pour hydrogéne. La
bande correspondante disparait alors du spectre.

o Analyse guantitarive. — Elle est essentiellement 'apanage de la résonance
magnelique du proton.

Détermination du nombre total de protons existant dans une molécule et du
nombre correspondant @ un gronpement donné. — L'enregistrement d'un spectre
de RMN du proton comporte généralement, en plus de celui des signaux
produits par chague résonance, la determination de la courbe intégrale
correspondant a la surface des pics enregisires. Cetie surface est ¢videmment
proportionnelie au nombre de protons ayant subi la résonance, soit sous forme
d'un seul pic, soit sous forme d'un multiplet. 11 est ainsi possible, si 'on peut
reperer la hauteur de la courbe integrale correspondant a un nombre connu
de protons d'un certam type (groupement methyle par exemple), de déterminer
le nombre total dhydrogenes portés par la molécule ¢t le nombre corres-
pondant & chague type de carbone @ satures, éthyléniques, aromatiqucs, ele...

Dans le domaine pharmaceutique, ou cosmétologique, ot l'on utilise souvent
comme excipients des polyméres, tels que les dérivés de polyoxyéthyléne
glyeols il est ains possible de determiner avec precision le nombre de chainons
oxyethylenes grelles sur une molécule,
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Dosage d'un principe actif dans un mélange. — Le dosage de substances
diverses par RMN du proton, commence a étre envisagé d'un point de vue
pratique. En effet, les intégrateurs actuellement utilisés permettent une
reproductibilité de I'ordre de 2%. Comme cela a été mentionné ci-dessus,
Faire d'une bande d’absorption est directement proportionnelle au nombre
de noyaux qui absorbent I'énergie a cette valeur donnée du champ magnetique.

Le dosage par résonance magnétique nucléaire doit done étre possible, a
la seule condition que 'on puisse trouver au moins une bande de résonance
du principe a doser, gui soit bien isolée el qui ne soit pas superposée avec
d’autres bandes appartenant a d'autres produits. 1l n'est pas nécessaire le plus
souvent d'utiliser des solvants deutéries dans ce cas. En effet, si le pic a utiliser
pour le dosage présente un déplacement chimigue bien différent de celui des
protons du solvant, ceux-ci peuvent résonner et donner un signal trés
important sans géner pour autant le dosage. Le principe du dosage consiste
a extraire, a I'aide d'un volume bien déterminé de solvant convenable, la
substance i doser et i ajouter i la solution une gquantité connue d'un étalon
interne. Cette derniére substance, qui doit étre un produit pur, est choisie de
fagon @ ce que sa solubilité dans le solvant utilisé soit bonne et qu'elle donne
en RMN un pic (ou un multiplet) net, isolé, facilement identifiable, bien séparé
du pic de la substance a doser mais correspondant i des protons comparables
i ceux que 'on a ¢tudié sur le produit i doser. La détermination des hauteurs
respectives des courbes d'intégration permet de connaitre la teneur en produit
4 doser, compte tenu de la connaissance initiale des poids moléculaires de
chaque produit, du nombre de protons mis en jeu dans chaque cas et du poids
de I'étalon ajouté.

Lintérét de tels dosages provient de leur rapidité, de I'inutilité fréquente
d’une séparation préalable et de la possibilité de doser simultanément plusieurs
produits méme voisins.

Détermination du taux de liaison aux protéines d'wn médicament. — La
liaison avec une macromolécule entraine la diminution du temps de relaxation
spin-réseau (v. p. 163). Il est possible de relier cette diminution  la proportion
de molecules ainsi liées.

En effet, dans le cas de la RMN i ondes continues, I'élargissement d'un ou
plusieurs pics du spectre d'une solution d’'un meédicament en présence de
proteines (sérum sanguin), mesuré par comparaison avec le spectre d'une
solution du produit pur permet cette détermination,

Dans le cas de la RMN impulsionnelle, c'est par l'intermédiaire de la mesure
des temps de relaxation que se fait ce calcul.

Dosages en chimie alimentaire. — Leur principe a été exposé précédemment.
La RMN i bassc resolution est une technigue tres répandue notamment dans
Mmdustric des corps gras. Par exemple, les qualités gustatives dépendent
beaucoup de la tencur en « graisses concrétes » (solides) i la température de
la cavite buccale et une simple série de mesures en RMN basse résolution i
ondes continues aux températures de fusion des dilférents corps gras permet
de realiser cetie determination,
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Il est egalement possible de doser par ce moyen, sur des graines deshydratces,
suns avcun broyage ni aucune extraction, la teneur en lipides.

L utilisation de la RMN impulsionnelle permet 'extension de ces contrales
automatisables et non destructifs 4 de nombreux domaines ¢t notamment aux
produits carnes.

NOTIONS DE RESONANCE PARAMETRIQUE ELECTRONIQUE
Principe

L'¢lectron, doue de spin, posséde un moment magnetique et il est done
possible d'observer la résonance magnétique de I'electron comme celle du
proton ou d'un autre noyau doué de spin. On observe comme dans tous les
autres cas ol le spin peut prendre les valeurs + 1/2 une-seule transition
possible metlant en jew 'énergie

) h -
Al = H.,,

)
n
Classiguement on n'ulilise pas dans ce cas le rapport gyromagnetigue et

Fon écrit la variation d'énergic sous la forme

AE = gpH,

P est une constante appelée magnéton de Bohr de valeur 9,2732 x 10 %% Joules
par tesla, et g est un coelficient caractéristique appele facteur de séparation®,

La valeur de g est trés proche de 2(2,0023) pour les electrons hbres et
varie de quelgues centiémes pour les radicaux libres ou les ions d'éléments de
transition contenant des electrons non apparies. En effet, pour quil y ait
resonance magnetique, il ne faut pas gue tous les electrons sowent 4sso0CICs par
paires de spins opposés, sinon les moments magnetiques s'annulent 2 4 2 el
il 'y a rien d'observable. Les composés possédant un tel électron celibataire
sont paramagnétiques d'ou le nom de résonance paramagnétique, donné a la
iechnique (RPE)}**.

Les electrons célibataires ont une grande tendance a coupler leur spin avec
celui des novaux voising. Il en résulte une structure fine de la bande
d'absarption, tout a fait analogue a celle qui a été décrite en RMN,

Mais les couplages sont souvent beaucoup plus nombreux que dans ce
dernier cas, de telle sorte quiil est trés diffictle de trouver les raisons de
'existence de toutes les raies dans un signal de RPE; & titre d'exemple, le
radical libre éthyle produit un ensemble de quatre tniplets.

* bn anglos : sphitting factor.
** On peut cgalement trouver le nom de résonance du spin clectronigue @ RSE.
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Fi. 78, — Spectre RPE de la semiguinone, intermédiaire
dans Vox pdation de hydroguinene.

v = 9500 MHz, Hy = 3400 G,

La résonance paramagnétique électronigue est généralement réalisée a I'aide
d'appareils utilisant des fréquences de lNordre de 10 Giga-hertz (10 Hz) et
méme plus, donc beaucoup plus élevées que pour la RMN. La sensibilité de
la méthode permet de détecter 10 % a 107 '" mole de radical libre par gramme
d'échantillon. Le spectre de RPE est habituellement enregistre sous forme de
la dérivée premiére du spectre d’absorption classique afin de réaliser une plus
grande resolution (fig. 78).

Applications

La résonance paramagnétique ¢lectronique permet d'étudier les radicaux
hibres formes lors de réactions chimiques et notamment lors de phénoménes
d'oxydoréduction. Mais elle est également applicable & identification et 4
Pestimation de traces d'ions paramagnetiques dans des milieux complexes
comme les milicux biologiques.

Ainsi le manganése peut étre détecté a la concentration de 107" M sans
separation préalable. Pour ces études, il est nécessaire comme en RMN de
faire appel & des substances de référence. Celles-¢i peuvent éire

— soil des radicaux libres tels que le diphenyl-1.1 picryl-2-hydrazyle qui
est un produit stable avec un facteur g de 2,0036,

— w01l des ions paramagneliques.
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Mais ces produits de reference ne peuvent généralement pas etre mélangés
i la solution a étudier sous forme d'étalon interne, car on ne peut guére alors
le distinguer de la substance etudice. ll faut réaliser successivement les
enregistrements du spectre de référence et du spectre du milieu etudié.

Pour éviter cet inconvénient, il a été proposé de Nixer solidement sur la
cellule porte échantillon, un trés petit éclat de rubis. Cette gemme contient
en effet des traces de chrome [ piegees dans son reseau cristallin, qui donnent
une intense résonance avec un facteur g = 1.4
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CHAPLIRE IX

METHODES OPTIQUES
NON SPECTRALES

Parmi ces methodes, deux au moins offrent un grand intéret analytique et
font appel M'une et lautre @ des vanations de 'indice de réfraction. Ce sont la
réfractométric et la polarimétrie, toutes deux inscrites i la Pharmacopée.

REFRACTOMETRIE

Par delimtion, 'indice de refraction est le rapport entre la vitesse de la
luniere dans le vide et sa vitesse dans le milieu consideré : n, = —. Mais l'indice
i
de refraction est pratiguement toujours mesure par rapport a air. Clest le
rapport entre les sinus de Nangle dincidence d'un rayon lumineux dans lair
el Mangle de réfraction du rayon réfracte dans le milieu considére

sinm |
sin R

I

(1)

Fro. 79

L% ELEFC PO T s [

La valeur de cet indice dépend de la longueur d'onde de la lumiére utilisée,
mais aussi de la température. L'indice est alors symbolisé par #" . Le plus
souvent, on opere i 20°C et avec la raie D du sodium : on obtient ainsi lindice

2
My -

com
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Dans le cas de deux milicux matériels dilférents de air

. : .oosinl N
nsinl=NsinR soit — = —
smBR n

Les appareils les plus courants : rélractométre de Pullrich ou rélractomeétre
de Abbe, utilisent la détermination de I'angle limite défini par :

sin R = ]:

ot i oest Nindice 4 mesurer et N indice connu et choisi volontairement éleve
d’un verre.

La surface plane de séparation des deux milieux est éclairée par des rayons
faisant avec la normale des angles 1 de différentes valeurs et notamment des

L} L= ¥ . n
rayons rasants dont 'angle d'incidence est maximum (l = :.T)'

Mk ol neslece 1

Fane Fro. ®0

ol e
"Flll'-'r" H “I'.I'L E I"'I

Langle R, est angle maximal possible pour la refraction. 11 est tel gue :

=

NMsin Ry=nsin - =n (2)

I

Toute la zone correspondant a des angles supérieurs 4 R, est donc obscure.
Dans tous les types de relractometres, I'observation est realisce dans Pair,
il vy a done liew nécessairement d'envisager une autre réfraction entre le verre
et Par.
Dans le cas le plus simple (appareil de Pullrich), le prisme de verre est un
parallehpipede rectangle (hg. 81).
[l est surmonté dune cuve contenant le liquide dindice » inconnu. La
premicre réfraction entre le milieu et le verre se traduit par I'équation (2},
La seconde entre le verre et I'air correspond i un angle o tel que

e
™ s (3 - H,) == S o

SO Noeos R = sin o (3
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p—

Milieu d'indice n

Werre o inglice N

Fic. ®1.

En ¢levant au carré (2) et (3) et en rappelant que sin® R, +cos* R, = | on
obtent :

N? =n' + sin” =
sOIt "= .,q__a'"r]""-lz — sin? o

L'indice N connu, la détermination de 'angle o permet de connaitre I'indice
de réfraction n.

Lintérét de cette détermination est trés grand dans de nombreux domaines
pharmaceutiques ou alimentaires, Le contrale de gqualité des huiles et des
essences utilise ainsi lindice de refraction comme un critére de purete. Mais
il est également possible de réaliser des dosages en solution. Ainsi le dosage
des lipides dans les produits de charcuterie peut étre effectue par cette methode
aprés extraction par ke bromonaphtaléne,

La vanation de I'indice de réfraction est également d'un emploi trés général
pour déterminer une variation de composition d'une solution : c'est la raison
pour laguelie I'un des detecteurs utihisés en chromatographie en phase liquide
est un refractométre différentiel.

APPLICATIONS ANALYTIQUES
DE LA POLARISATION DE LA LUMIERE

Le phenoméne, qui est utilisé en chimie analytigue n'est pas la polarnisation
de la lumicre cle-méme, mais la deviation du plan de polansation de cette
lumiére déja polarisee lors de son passage au travers d'une substance
opliguement active, cest-a-dire asymetrique. Clest le phenomene de la polari-
satton rotatoire qui est a Nlorigine des dosages polarimétrigues, mais egalement
de Fetude de la dispersion rotatoire et du dichroisme circulaire.
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Polarimétrie

Le phénomene de rotation du plan de la lumiére polarisée est observe avec
les substances asymetriques appelees pour cetle raison optiquement aclives.
Il peut étre interpreté aisement, en considérant que la lumiére polarisee
rectiligne correspondant 4 une radiation monochromatique est composee de
deux vibrations circulaires E, et Eg; possédant une résultante E (hig. 82) qui
se trouve toujours dans le méme plan si le faisceau lumineux ne traverse que
des milieux 1sotropes.

r ". 'H\_
1 f___ e — _\__“ N
! L /_r"- \L Ik
/!
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|| |
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\ |
M |
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e /
|

. 82

51 par contre ce faiscean traverse un milieu optiquement actil, les vibrations
gauche et droite présentent des vitesses differentes. Ces vitesses v sont relides
par definition aux indices de réfraction n détermines par rapport au vide par :

v
r=
"
ol ¢ est la vitesse de la lumiére dans le vide.

Le milieu posséde done deux indices de réfraction dilferents ny, et ng. Aprés
passage dans un milien actif, M'une des deux vibrations se trouve donc en
retard par rapport a Fautre. Ceci se traduit par une déviation du plan dans
lequel vibre le champ electrique resultant E, d'un angle o par rapport a la
direction initiale.

La rotation = est reliée :

— aux indices ny, et ng done a la substance optiquement active,

a I'épaisscur traversee [,
a la longueur d'onde % de la lumiére utilisée,

51 o st exprime en radians, 1l est donne par :

n
'I:ll - }L{”“ - ””'j

Foutelfors Facees aux deux valeurs ng; et my, est dificile,

com
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e Pouvoir rotatoire spécifigne. — Le cas des substances pures est déjd
imtéressant, dans le domaine analytique, en permettant I'évaluation d'un
critére de pureté. Mais c'est surtout sur des solutions contenant un soluté
optiquement actil que des dosages simples et précis peuvent étre réalisés.

Dans ce cas, la premiére loi de Biot indique que 'angle de rotation est i
la fois proportionnel & 'épaisseur traversée et i Ja concentration de la solution.
La constante de proportionnalité est appelée pouvoir rotatoire specifique e
symbolisée par [a];.

L'angle o est donc donné par I'équation :

e fa], .0 {4}

L'epaisscur [ est exprimée en décimétres {dm) et la concentration en grammes
par millilitre.
La concentration d'une solution exprimée en g . 17" peut dong étre déduite
1 000

de cette equation. Elle est egale a =
]

Influence de la longueur d'onde. Lindice & dont le pouvoir rotatoire
speciflique est affecté indique que la valeur de ce dernier dépend de la longueur
d'onde. Cette inflluence se traduit par la deuxiéme loi de Biot :

k
Loeh = 55 (3)

il est facile d'en deduire l'intéret de mesurer un pouvolr rotatoire a une
longueur d’onde aussi courte que possible, pour augmenter la précision de la
mesure. Ft si trés souvent, ¢'est la raie D du sodivm qui est utilisée pour
déterminer le pouvoir rotatoire specifique [o]g,. on opére de plus en plus avec
des polarimétres d lampe a vapeur de mercure, permettant de descendre Jusque
dans le domaine de lultraviolet.

Influence d’autres factewrs. — Parmi ceux-ci, on peut noter fa nature du
solvant, mais surtout la temperature. (Voir cours de Physique).

Dispersion rotatoire

S au lieuw d'envoyer sur la substance optiquement active un faisceau de
lumicre monochromatique, on émet un faisceau de lumiére blanche, toujours
hien entendu polanisée rectifigne, on ohserve i la sortie Fanalogue d'un spectre.

En effet 'angle de rotabion, en verto des equanions (4) et {5) est tel gue

k
a=—.1.¢
e
1l en résulte gue pour chague radiation monochromatique, Fangle est different.

Si la substance nabsorbe pas la radiation lumineuse, la courbe de dispersion

rotatoire [o], = fik) est de la forme indigquée ligure RB3.
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Dans le cas ou on observe Iabsorption de la lumiére, celle-ci varie en
fonction de la longueur d'onde, mais également elle est difféerente selon les
deux vibrations circulaires composantes.

La conséquence sur l'angle de rotation ¢t donc sur le pouvoir rotatoire
specifique est montrée dans la figure 84,

Fig. 84.

|
|
I
I
|

4+
|

En effet, puisqu’il y a absorption différente, il v a une variation d’amplitude
dilferente de chaque vecteur champ clectrique. Au heu d'observer une deviation
4, de I'angle de rotation correspondant soit & une absorption nulle, soit 4 une
absorption égale des deux vibrations circulaires, on constate un angle a,

different de =«,. Cet angle o, et la valeur E du champ résultant varient au
cours d'une rotation et il en résulte une polarisation elliptique et non plus
rectiligne. Mais le grand axe de Pellipse ainsi formeée, qui permet de donner
une valeur moyenne de 'angle de rotation, newoncorde pas avec le plan de
polarisation correspondant au cas d'une absorption nulle. Il v a donc une
varigtion anormale du pouvoir rotatoire spécifique en fonction de L. Clest ce
phénoméne qui porte le nom d'elfet Cotton.

Dans le cas général, on observe un maxinumm considérable précédé ou suivi
par un rmimimum correspondant a Peflondrement du pouvoir rotatoire.

Dans le cas ou le maximum se situe & une longueur d'onde supérieure a
celle du minimum, effet Cotton est dit positil. 1 est négatil dans le cas contraire
ou h max < & min {ig. 85).

Si e spectre d’absorption intéressant chacune des vibrations circulaires
presente plusieurs bandes, on observe un effet Cotton multiple.
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Ejfet Cotton positif Effet Cortten négatif
FiG. 85
Dichroisme circulaire

L’absorption de la lumiére par une substance correspond & I'apparition d'une
couleur. Puisque dans le cas de la lumiére polarisée cette absorption est
dilferente selon les deux vibrations circulaires, on observe donc une difference
de couleur. La substance est donc devenue dichroigque et en raison de l'origine
du phénomeéne, on parle de dichroisme circulaire. 11 est possible de déterminer
les coellicients d'extinction Ep, et E; des deux vibrations et leur différence AE.
L'enregistrement de cette variation AE en fonction de la longueur d'onde
constitue 'analogue d'un spectre d’absorption classique ou I'on enregistre la
variation de E en fonction de A.

Les deux phénoménes sont d'ailleurs étroitement lies, puisque 'on ne peut
obtenir des valeurs sulfisantes pour AE, que dans les régions du spectre ou
un chromophore de la substance absorbe. Cependant il existe une dilférence
importante, c'est que le dichroisme circulaire peut présenter des valeurs
négatives ou positives, alors que "absorption est toujours positive.

L'intérét de I'étude de la dispersion rotatoire et surtout du dichroisme
circulaire est de déterminer les structures chirales absolues. Cette dermiére
meéthode a été largement utilisée notamment dans la série des stéroides.

JF )
. L3H
2!
[E} I
o=
——— F S— — 3
EH i) Ik

Fi. 86. — Spectres de dichroisme circulaive de 2 stéroides isomeres.

T}
=3
A Triepef
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CHAPITRE X

SPECTROMETRIE DE MASSE

La spectrométriec de masse tire son origine de la découverte faite en 1886
par Goldstein de I'existence de rayons d'électricité positive. Les recherches
entreprises i la fin du xix* et au début du xx® siécle par Thompson, Dempster
et Aston aboutirent a la construction d'appareils qui rendirent possible la
separation des ions positifs en lonction du rapport de leur charge a leur masse,
m/z en mettant a profit leur différence de comportement dans les champs
¢lectriques et magnétiques.

Ces appareils resterent longtemps lI'apanage des laboratoires hautement
specialisés et permirent de déterminer la masse atomique et 'abondance des
différents isotopes.

Les progrés de la technologie les ont rendus maintenant plus accessibles e,
depuis une vingtaine d’années, on assiste au développement de cette méthode
gqui s'est revelee étre un puissant outil analytique pour déterminer la
composition, la structure et la masse moléculaire des composeés. Leur dosage
peut également étre ellectué par un procedé analogue (fragmentoméirie de
masse), qui permet d’évaluer avec une bonne précision des quantités de
substances extrémement faibles.

Ces appareils sont appelés spectrographes de masse lorsque la détection des
ions se fait par des procédes photographiques et spectrométres de masse, lorsque
la détection se fait par la mesure du courant électrique produit, ce qui est le
cas le plus [réquent actuellement.

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie
de masse, en associant la puissance séparative de la chromatographie et la
sensibilité et sélectivité de la détection par spectrometrie de masse a augmenté
les possibilités de chacune et explique son utilisation dans les études de
pharmacocinétique et de métabolisme des médicaments.

Le developpement de nouveaux procedes dionisation et le couplage a la
chromatographie liquide (CL-SM), voire i la spectrométrie de masse elle-méme
(Spectrometric de masse-masse, SM-S5M) ouvrent de nouvelles perspectives
en permettant analyse des composés non volatils, polaires et thermolabiles
rencontrés dans les substances naturelles ou les milieux biologiques (osides,
peptides, etc...).


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

SPECTROMETRIE DE MASSE 199

PRINCIPE

La spectrométrie de masse repose sur l'ionisation et la fragmentation des
molécules. Leur ionisation entraine en effet une accumulation d'énergie qui,
en se dissipant, peut provoquer la rupture des liaisons interatomiques et donner
naissance a4 des [ragments caractérisés par le rapport de leur masse a leur
charge m/z*. Les difféerents fragments ainsi produits, s'ils sont chargeés positi-
vement ou négativement, sont accélérés avant de parvenir 4 un analyseur,
appelé parfois filtre de masse, qui les sépare en fonction du rapport m/z. Le
recuell sélectil des dilférents ions permet 'etablissement d'un spectre caracte-
ristique appelé spectre de masse.

Appareillage
Un spectrométre de masse est constitué de guatre parties : — la chambre
d'introduction, — la chambre diomisation, — [lanalyseur, — 'ensemble

collecteur-enregistreur (fig. 87).

[Coamive iomiion |

Chambire

o eri i oehac |

Imobécubes) {’I/ Plauitau!
)

Lk By e S L T
E "] n' . .ﬂ
|

]
R
i Flus Sccéleraieur

o & becir oms

— F 18F Py Py — W T

Fuc. 87, — Spectroméire de masse - représentation schémaligue.

N = =

* Le symbole = indigue une charge qui peut ¢tre egale ou multiple de celle de
Felectron (e) (v. p. 17).
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Cette volonlaire simplilication recouvre en fail une trés grande vanété de
procedes, differant selon la conception de I'analyseur ou la formation des
wons. On peut cependant exphquer le lonctionnement des spectrométres de
masse en prenant comme exemple le plus ancien d'entre eux, ou analyseur
utilise les propriétés d’un champ magnétique et ol lionisation se fait par
impact d'electrons.

Description schématigue

o Chambre d'imtroduction. — De trés faibles quantités de substance allant de
quelques microgrammes A quelgues centiemes de microgrammes, sont intro-
duites & l'aide de dispositifs variés dans une enceinte ou existe un vide tres
pousse.

Cet échantillon peut étre & I'etat de vapeur, mais également a 'état solide
ou liquide. Dans ces derniers cas, il doit étre instantanéement volatihsé ce qui
est rendu possible par la trés basse pression et le chauffage éveniuel de la
chambre. Un systéme de pompage provogue l'écoulement de la vapeur a
travers un petit orifice et la fait pénétrer dans la chambre d'ionisation. Cette
fuite moléculaire doit étre réguliére pendant tout Venregistrement du spectre.

o Chambre d'iomisation. — Formation d'ions pesitifs. — Plusieurs procedeés
peuvent étre utilisés, mais seuls sont retenus pour cette description, ceux faisant
appel au bombardement d'électrons.

Dans cette enceinte ou la pression est maintenue aux environs de 1077 torr
les molécules provenant de la chambre d'introduction entrent en collision avec
un flux d'electrons de lortes energies. L'impact d'un ¢lectron sur une molécule
provogue 'expulsion d'un électron créant ainsi un ion positil appelé ion
moléculaire. C'est un ion radical représenté par le symbole M -

M+e — M+ + 2

L'energie des électrons étant en general de ordre de 70 electrons-volts, elle
est suflisante pour provoguer, en partie ou parfois en totalitg, la décomposition
de TNon moleculaire g donne alors naissance 4 un certain nombre de
fragments ioniques ou radicalaires. Leur nombre et leur nature sont dans les
conditions employées une caracténstique de la substance considérée.

Cect peut etre illustre par 'exemple classique de la fragmenlation du
methanol (g, 88)

Omn retrouve quatre fragments principaux auxqguels on attnbue les structures
sulvantes :
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; m
CH,0OH +¢ - CH,OH"* + 2¢ — = j2
CH,OH? — CH,OH* —H* © =3
&~ CH} +OH° T =13
M
CH,0OH" — (CHO'" + H, —_-=29

Ahondance relative

!

|
100 &
i cH,oH b 31
60 cHot s 79 |y cH OHL = 32
!
|
|
15 CHy =15
1 NN I I [
0 20 I mjx

Fic. 88, — Specire de masse
di méthanol.

I v a done formation outre lion radical moléculaire CH,OH =, d'ions
positils CHL,OH ", CH, . CHO' et des radicaux 117 et OH".

La pression de la chambre dionisation ¢lant ires laible, les colhsions
secondaires sont peu frequentes et dans la plupart des cas on n'observe que
des réactions unimoléculaires.

com
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Accélération des jons. — Les lons positifs ainsi formés sont chassés de la
chambre i laide d'un potentiel légérement positil appliqué 4 une plaque
metallique appelée répulseur, puis accélérés par passage entre deux séries
d’électrodes auxquelles sont imposées de trés fortes différences de potentiel.

Pour un 1on de masse m, son éncrgie cinétique dépend du champ électnque
de potentiel V auquel il est sourms et de la charge z de cet 1on :

\-’z=;|_émul (1)

v est la vilesse prise par 'ton. Les energies cinétiques de tous les wons, 4 la
sortic du champ d'acceéleration, sont wentiques. Ils sont animés d'on mou-
vement rectiligne et uniforme mais la vitesse dilfére en fonction de leur masse
et de leur charge.

e Analysewr. — 11 est constitue dans 'exemple choisi par un tube metallique
recourbe et placeé dans le champ d'un électroaimant. Les 1ons positils acceleres
entrent dans ce tube ol existe une pression encore plus faible que dans la
chambre d'ionisation soit 107 % 4 10 ° pascal ou selon I'usage en spectrométrie
de masse 107 % 4 107® Torr*. Ils subissent 'influence du champ magnétique
perpendiculaire a leur trajectoire; celle-ci subit aingi une deviation. La force

centripete, Bzv, exercee par le champ magneétique ** equilibre la force centrifuge
z

my . . : : .
du mouvement circulaire uniforme de rayon r prise par 'ton.
’

Bzp = — {2)

r

Le remplacement de v par sa valeur extraite de (1) permet d'obtenir les

relations :
m B’ 2¥in
— = —Iv el Fo= ﬁ‘i". (3)

Le rayon de courbure r de la trajectoire d'un 1on de masse m et de charge =
depend done du champ magnétique et du potentiel d'accélération.

Pour un appareil donné, le rayvon de courbure du tube analyseur est fixe :
seuls les 1ons dont le rayon de courbure r correspond & celm du tube peuvent
alors poursuivre leur chemin jusqu'au collecteur, les autres se perdant dans
les parois.

En faisant varier réguliérement le champ magnétique ou la différence de
potentie] et en maintenant Pautre paramétre fixe, on peut permettre succes-
sivement i tous les wons de rapports m/z dilferents de correspondre, & un
moment donne a4 une courbure r et d'étre ainsi recueillis sur le collecteur.

| torr = 133,37 pascal.
B et Finduction m:tgnu.':llquu (v. p. 155).
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En général, I'accélération est maintenue constante, le champ magnétique
varie lentement et le spectre est balaye dans le sens des masses croissantes,

e Collectenr et enregistrenr. — Plusicurs fentes collimatrices vont focaliser les
fragments sur une plaque collectrice placee a I'extrémité de 'analyseur. Chaque
impact d'ion est amplifié¢ par un dispositil électronique et transmis & un
enregistreur qui traduit I'intensité des signaux en fonction du balayage du
champ magnétique ou de la variation du potentiel.

A chaque signal correspond un faisceau dions dont le rapport m/z est
dilferent : cet enregistrement est appelé spectre de masse.

La figure 88 représente le spectre de masse simplifié du méthanol; en abscisse
sont portés les ions de rapports successifs m/z; en ordonnée l'intensité de
chaque laisceau d'ions exprimée souvent en pourcentage d’abondance relative
par rapport au pic le plus ¢leve.

Le pic correspondant 4 m/z = 31 étant le plus important, on lui attribue la
valeur de 100 %. 1l est appelé pic de base. Les intensités des autres sont
exprimeées relativement a lu.

Remargue. — Bien que toutes les molécules puissent théoriquement former
des impacts, seul environ un millioméme d'entre clles pourront atteindre le
collecteur. La sensibilite de cette méthode est cependant telle que I'on peut
obtenir des spectres avec des quantités inféricures au microgramme,

IONISATION

Dilférents procédeés dlionisation sont mis en ceuvre; mais pour leur bonne
compréhension, est abordée en premier lionisation par bombardement
d'¢lectrons ou impact électronique.

Un échantillon gazeux de la molécule & analyser, sous trés faible pression
(1077 torr), interagit avec un faisceau d'électrons. Les électrons sont émis
dans une chambre appelee source donisation, par un filament de rhénium

ou de tungsténe chaullé 4 2000°C. lls sonl ensuite accélérés par variation du
potentiel imposé entre le filament et les parois de la source.

Un électron en mouvement posséde une onde associée dont la lon-
gueur dépend de son énergie cinétiqgue exprimée en  électrons-volt
(1 eV =96 kJ.mol '). Elle est donc fonction du potentiel d'accélération
imposé. Un électron accéléré par une énergie de 20 eV est associé i une onde
dont la longueur est de 0,27 nm; elle est de 0,14 nm si I'énergie est de 70 e¢V.
Les distances sont de I'ordre de grandeur des haisons des molécules organiques.

Lors de la rencontre de tels élecirons avec une molécule, cette onde est
perturbee et transformee en une onde complexe dont une des composantes
peut se trouver en phase avec un électron d'une des liaisons de la molécule.
Elle provoque ainsi le passage d’un niveau vibrationnel de I'état fondamental
d un niveau vibrationnel supéricur. Selon I'énergie cinetique E de I'électron
ionisant, il peut y avoir formation :
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— de molecules excitees
M+e-+» M*+¢
(E = 70 eV)

~ d'ions positifs par expulsion d'un ou plus rarement de deux électrons
M+e = M-* + 2
Mbe - M®F 4 3e
(E = 20-70 V)
— d"tons négatifs
par capiure d'un electron
AB 4+ ¢ -+ AB
iE =1 eV)

. par capture dissociative
AB 4+¢ - A"+ B
(E < 15 eV)

par formation de paires d'ions

AB4+e - A" +B +¢

Les molécules sont caractérisées par leur aptitude a reagir avec les électrons
acceléres. Cette aptitude est exprimée par leur section ellicace d'iomisation, et
feur potentiel d'ionisation,

e Section efficace d'iomisation. — Le nombre de molécules dN, ionisées par
unite de volume pendant un temps dr exprimé en secondes est proportionnel
d’une part au Mux des électrons p (nombre d'électrons émis par unité de surface
et par seconde), au nombre de molecules présentes N ct, d'avtre part, & une
constante de proportionnalite caracténstique de chague substance avant la
dimension dune surface o.

dN; = aNg i
o - N,
" N di

Le rapport dN/Ndt est generalement trés laible et voisin de 107",

o Potentiel dionisation. — Le potentiel diomisation (Pl) d'une molécule,
exprimé en électrons-volt (eV), correspond a 'énergie nécessaire pour expulser
un clectron d'une orbitale qui, en genéral, est la plus externe. Comme pour
les atomes isoles (v, p. 170, 0 peut exister plusieurs potentiels dionisation.

L abondance des tons lormes st lfonction de énergie des ¢lectrons ionisants,
le maximum se situant entre 50 et 100 eV (5 a 10 [ois le potentiel dionisation
des molecules). On accélére en géneral les ions avec une énergie de 70 eV, car,
a cette valeur, les legeres perturbations pouvant se produire dans la source
ont peu de conséguences (fig 89).
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L'ionsation positive ou negative d'une molécule s'accompagne de I'accrois-
sement de son encrgie interne qui se repartit statistiquement entre les differents
miveaux vibrationnels ou rotationnels de I'état considére.

L énergie interne des ions eadicalaires M * produits ne peut dépasser 10 4
20 eV quelle que soit I'énergie des électrons ionisants, ceci tient au fait que la
transition verticale est trés rapide (principe de Franck Condon) et que le
déplacement des courbes de potentiels vers la droite annule pour certaines
valeurs la probabilité des autres transitions verticales.

FRAGMENTATION

Les ions moléculaires M+ peuvent dissiper leur excés d’énergie interne en
s¢ fragmentant pour donner un ou plusicurs ions et une ou plusieurs espéces
neuires :

3

M + le — = M-+ + 2¢ — = N &+ M:

molécule WO
+ radical fragment
1 électron moléculaire nculre ions
- " | i*
ABC + leg — ARBC: 4+ 2¢ — BC" + A
k,

—— s A" + BC?
i rL} _
: B*+ C
ky

— * + AR’

kvl ,
1 A'+ B

B

.com
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Les spectres de masse étant reproductibles dans des conditions expéri-

mentales identiques, on considére qu'ils sont le résultat d'un ensemble de
réactions unimoléculaires, consécutives et competitives.

Ces réeactions sont qualifiees d ‘unimoléculaires car Nonisation g'elfectue dans
une source ou régne une trés faible pression et Fon considére que le nsque de
collision entre les molécules est pratiquement inexistant, Chaque ion, M|
conserve la méme énergie que celle acquise au moment de sa formation et
toutes les fragmentations se font donc & partir d'espéce unigue M *,

On a pu expliquer la formation des fragments obtenus aprés impact
electromique en transposant « la theone du quas: equlibre » etablie pour les
molécules neutres.  Elle repose  sur la  transformation de exceés d'énergie
apporte par I'ion ionisant, en énergie vibrationnelle se distribuant de maniére
statistique et rapide selon les differents degrés de liberté de Non. Une suite
de conversions internes conduit 4 accumuler I'énergie dans un meéme ctat
electronique pour donner naissance 4 vn « complexe activé »,

Lorsque la quantité d'énergie existant dans cet état est suffisante, elle entraine
la rupture de la liaison par formation d'un fragment ionigue qui conserve une
certaine énergic et d'un fragment neutre.

Par un mécanisme identique, le fragment ionique, s'il a conserve suffi-
samment d'énergie, se dissocie 4 son tour et une suite de réactions consécutives
peut se produire tant que I'énergie des lragments le permet et dépasse une
valeur seuil. L'énergie cinétique étant la méme, la fragmentation se reproduit
toujours de maniére identigue.

Cependant plusieurs possibilités de fragmentation peuvent se produire et,
dans ce cas, 1l v a compétitivité entre chacune de ces réactions de premier
ordre caractérisées par leurs constantes de vitesses, k, . k;, ky.... Elles dépendent
de Penergie interne du fragment initial et des produits formés. Clest ainsi que
pour une éenergic donnee, la réaction qui a la plus grande constante de vitesse
domine les réeactions donc les constantes de vitesse sont plus faibles. Soient
deux reactions, la premiére (1) correspondant & un réarrangement, I'autre (2}
a une rupture de hason dont les constantes de vitesses en lonction de I'énergie
interne shnt représentées sur la figure 90. St Ion initial posséde une énergie
imterne E,, ¢'est la réaction 1 qui se produit, si Pion posséde P'énergie interne
E,. il y a competition entre ces deux réactions mais c'est la réaction 2 dont
la constante de vilesse est supéricure gui predomine.

Procédés dionisarion

L analyse par spectromeétrie de masse, 4 son origine, ne s'intéressail qu'aux
wons positils, mais il est appare que la formaton dions négatils permettait
avec une tres grande sensibilite didentifier et de doser les molécules électro-
ples.
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Il faut donc envisager les deux modes d'ionisation ainsi que de nouveaux
procedeés plus adaptés aux élements minéraux et aux substances peu volatiles
ou thermolabiles rencontrés dans les milieux biologiques (peptides, oligo-
sacchandes, etc...).

e Formation d'ions positifs. — lonisation par bombardement d'électrons, —
Ce procede represente dans la description schématigue (p. 199) est le plus ancien.
Un fux d'électrons dont I'énergie peut aller de quelques électrons-volts
i 100 eV est émis par un filament chaufie et, attiré perpendiculairement par
une électrode chargée positivement. Ces électrons traversent l'enceinte el
rencontrent le flux moléculaire de I'échantillon.

Facile & mettre en ceuvre, ce procédé donne un flux d'électrons dont
Fintensité peut étre bien controlée et posséde une bonne eflicacité. Lionisation
par impact d'électrons, laisant appel a une lorte énergie, présente 'avantage
de lavoriser une [ragmentation importante et, par la méme, de donner une
veritable fiche d'identite de echantillon : deux molécules differentes n"ayant
gue trés peu de chance de donner le méme spectre. Elle a, en contrepartic,
Minconvenient de rendre trés faible le signal du pic moléculaire et de donner
des spectres trop charges.

Pour des raisons de stahilité, un Mux d'électrons de 70 eV est généralement
ulilisc. Les spectres obtenus sont spécifiques et caracteristiques des substances.
La plupart des atlas spectraux ont été etablis avec cette énergie.

lomisation chimigue. — Lionisation chimigque. au contraire, requiert peu
dénergie, donne des spectres plus simpliliés, comportant un pic important,
voisin d’une unité de masse du pic moléculaire, formé par perte ou gain d'un
ion hydrogéne (M + H).
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Le principe en est le suivant : les molecules gazeuses de I'echantillon a
analyser sont introduites dans la chambre d'ionisation en méme temps qu'un
gaz réactif® : méthane, 1sobutane ou ammoniac. Les proportions et les
pressions relatives de I'échantillon (10°% torr) et du gaz réactif (0,3 &
3 torr) sont trés differentes. Un faiscean d'électrons bombarde les molécules
et du lant des trés faibles concentrations de 'échantillon, seules les molécules
du gaz sont ionisées et fragmentées. Les fragments trés réactifs ainsi formés
réagissent i leur tour sur les molécules de I'échantillon et provogquent leur
jonisation.

S1 I'on prend comme exemple le méthane, gaz souvent employé et son

comportement vis-a-vis de molécules accepteurs ou donneurs de protons, on
observe les reactions suivantes :

1" Le meéthane est tout d'abord ionisé en plusicurs espeéces qui peuvent
reagir avec les molécules non ionisées et donner un plasma (v. p. 34) constitué
de différents 1ons reactifs, méthane, éthyléne, acétyléne protoneés dont les
proportions varient en fonction des pressions existant dans la source.

n CH, + ne —— CH; + CH/ + CHY +  nwe
| on, | cn, | o,
CHs* + CHy CyHs" + Hy CyHy + H, + H'
| on,

C;H; + H,
47 % 41 % 6 %

2" Les espeéces ainsi formees iomisent alors les moléecules de 'echantillon en
donnant des ions pseudomoléculaires.

— soit par addition de proton M +RH™ -+ M.H.R -+ MH" + R lorsque

Faffinité protonique de M, {Apy,), est supérieure i celle de R.
Ex. :

J'!‘nrlm =< -'ﬁ"pu

La réaction sera d'autant plus intense que la dilference des aflinites
protoniques cst grande. Dans ce cas, CH. s¢ comporte comme un acide lort
de Bronsted.

* En anglas ¢ reactant gas,
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— %0Il par soustraction de protons

CH{ + M — CH, + H, + (M—H)"
C,H! + M — C,H, + (M—H)"*

M se comporte alors comme un acide vis-i-vis du gaz réactil.

On peut observer également des pics moins intenses qui correspondent i
la formation de composés d’addition avec les ions du gaz réactif.

Avec le méthane :

M + CyH¢
M + C;H

Avec Nsobutane ;

M + C,H{
M + C,H.

— MC,H?
-+ MC,H!

+ MC,H?
-+ MC,Hg

Tim + 29)
t(m + 41)

{m + 43)
c{m + 57)

Avec 'ammoniac ;
M + NH; — MNH; : (m + 18)

Les gaz réactifs peuvent étre classés en fonction de leur affinité protonique
(tableau XXIV).

L’ammoniac permet d'obtenir des pics MH' (m 4 1) et MNH, (m + 18)
de grande intensité mais peu de fragmentation; I'isobutane présente une aflinité

protonique supéricure a celle du méthane et le cation réactil prédominant,
Iion tertiobutyle, donne essentiellement MH ",

Tableanw XX TV, — CARACTERISTIOUES DES GAZ REACTIFS UTILISES
EMN IOMISATION CHIMIQUE.

Affinité
Gaz - fons Abondance
o prodoviigue L mfz o

reactif kS maol~! réactifs Yo
Méthane CHS 17 47
CH, 515 C.H; 29 41
C,H] 43 (1

Isobutane C.Hg 57 93
CaHyy 815 C,H: 43 4
C,H; 39 3

Ammaoniac NH, I8 97
NH, B65 NH,. .NH; 35 3

o Formation d'ions négarifs. — Au cours de l'onisation par impact electronique,
il v a toujours formation dions négatils en faible quantité ( < 4 %). Ces ions
peuvent étre decelés en inversant la polarité des collecteurs mais pour obtenir
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une bonne sensibilite, il faut accroitre leur formation en faisant appel a divers
procedes :

Production d*électrons thermiques ou électrons lents. — [ls sont oblenus en
grande quantité lorsque les électrons ionisants & 70 eV pénétrent dans une
chambre d'ionisation ou se trouve un gaz réactil sous une pression voisine
d'un torr. lls sont ralentis par collision avec ce gaz et I'un des électrons émis
lors de l'ionisation, dans ces conditions, posséde une énergie moindre (1 &
10 eV). Cet électron dit électron thermique ou électron lent peut, comme il
est indique page 204, étre caple par une molécule neutre et électrophile M, et
donner un ion radicalaire M+ ou négatil M. En prenant en exemple le
meéthane comme gaz réactil :

CH, +e —» CH; + 2e
M+te—->M:ouM

Formation d'espéces réactives. — A des pressions également voisines de

I torr, l'onisation de certains composés [avorise la production d'espéces
négatives qui peuvent réagir avec les molécules M en leur conférant des charges
negatives
— Le dichloromethane ou 'oxygéne peuvent donner naissance a des 1ons
MCl ou MO .

CH,Cl, +e¢ —-Cl- + CH,CI"

M +Cl - MCl”

Dz +¢ - 02' + 2:—’

MH +0, - MO +0OH- |

— Le nitrite de méthyle, Pacétonitrile, I'acétyléne et 'acétone donnent
naissance a des ons négatils A~ qui se comportent comme des bases de |
Bronsted a I'egard des molecules neutres et réagissent en leur arrachant un |
proton.

R+e - A
Nitrite de méthyle : CH,ONO + ¢ - CH,0 + NO
Acetonitrile : CH,CN + ¢ - CH,CN
Acetyléne : CH=CH+¢—-CHC +H'
Acttone :CH,COCH, + ¢ -+ CH,COCH, + H*®

A"+ MH=A__H.M = AH +(M — H|

Les composes (M — ) ainsi formés sont dix a malle fois plus abondants
gue les wns MH " aprés wonisation positive.

Les spectres sont trés simples, ils se limitent & deux ou trois lragments
caractéristiques gui peuvent étre utilisés pour le dosage des molécules sensibles
au processus de capture d'¢lectrons (dérives halogénés, hydrocarbures polycy-
cligues. elc...).
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e Principaux autres procédés. — lonisation de champ et désorption de champ. —
Un champ électrique positif trés élevé (107 4 10* volts/cm) est produit dans
la chambre a ionisation entre une partie métallique en forme de pointe et une
¢lectrode portée 4 un trés haut potentiel. Ce champ agit sur les molecules i
analyser en provoquant le depart d’un electron, c'est lionisation de champ,
creant ainsi un ton positil qui est ensuite accelere et introduit dans "analyseur :
I'énergie produite (12 & 13 eV) correspond juste a celle nécessaire au depart
d’un seul électron. Le potentiel d'ionisation moléculaire des composés orga-
nigues élant compris généralement entre 7 et 12 eV, il ne reste donc que trés
peu dénergie excedentaire ce qui limite les fragmentations.

Une variante de ce procédeé est appelée ionisation par désorption de champ.
L’échantillon & analyser est déposé et adsorbeé sur la partie meétallique. Le
potentiel imposé provoque la désorption et, les molécules chargées positive-
ment ainsi formées, sont décelées par les procédés habituels.

L'avantage de cette méthode est la grande intensité du pic de l'ion
maoléculaire et la possibilité de s adresser i des substances solides, peu volatiles
ou thermolabiles.

lonisation par bombardement d’atomes accélérés (FAB). — L'échantillon,
disperse a I'état solide, généralement dans une matrice de glycérol, est 1onise
en bombardant la matrice avec des atomes d'argon ou de xénon (54 10 kV).
La particularite de I'equipement FAB consiste en l'introduction d'un canon
d'ions dans la chambre d'ionisation : le bombardement par des électrons,
d’atomes d'argon fournit des ions Ar' qui, accélérés sont retransformeés par
fixation d¢lectrons en atomes d'une énergie équivalente a celle des ions. Ces
atomes trés énergétiques provogquent l'expulsion, hors de la matrice, de la
molécule généralement intacte, qui est ensuite ionisée en donnant des ions
(M + H)'. permettant 'obtention des spectres de masse d'ions positifs, ou
iM —H)  donnant des specires de masse d'ions negatifs. La formation de ces
ions, facilitée par la nature de la matrice, est complexe. Elle est due
probablement 4 des reactions de transfert de protons, au moment ou les
molecules sont bombardées et passent en phase gazeuse. 1l est possible de
maintenir pendant plusicurs minutes une production d'ions constante dans le
temps, ce qui permet de multiplier les investigations : la persistance du
processus dlionisation favorise la formation d'ions qui se lragmentent en dehors
de la source dliomsation et aprcs la phase d'acceleration, lls sont appeles
ioms meétastables et apparaissent sous forme de pics ¢largis. Ils necessitent,
pour etre detectes, des analyseurs magnetiques a double focalisation ou a
temps de vol. Lewr wdentification lacilite les interpretations.

lonisation par bombardement iomique et spectres d'émission secondaires
(SIMS)*. — A partir également de composés deposés i la surface d'un support
ou dissous dans une matrice, on peut obtenir des spectres [lacilement
mterpretables en bombardant échantillon avec des ions cesium ou xenon

—

* SIMS = secondary tonisalion mass spectromelry.
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d'une énergie vanant entre 2 et 15 keV. Les 1ons ¢inis par les substances
organigues sont dits « secondaires ». 1ls sont analysés 4 I'aide d'un spectrométre
de masse a double localisation ou d'un apparell a temps de vol. Les spectres
SIMS sont largement inflluencés par la nature du support (film de polyester
imprégné d'aluminium ou d’argent, matrice @ base de glycérol, etc), la
température et la présence de sels minéraux qui entrainent la formation d'ions
pseudomoléculaires. Scule une faible proportion de particules émises sont des
wns, Pour en augmenter le nombre, il est possible de preformer ces 1ons en
imtroduisant dans la matrice liquide des acides tels que I'acide paratoluéne
sulfonique gqui protone les groupements basiques. Les specires SIMS pré-
sentent beaucoup d'analogie avec les spectres FAB mais ici les [ragmentations
seront plus nombreuses.

lonisation par laser. — Lionisation laser est egalement une methode par
desorption de surlace. Elle sapplique aux molécules organiques non volatiles,
thermolabiles et de haute masse moléculaire d'intérét pharmaceutigue ou
biologique (de 1200 & 3000 u.m.a.) nécessitant une ionisation douce,
L'echantillon noyé dans une matrice appropriée et déposé sur un support
métallique est irradié par un faisceau laser dont les impulsions trés bréves, de
P'ordre de la nanoseconde ou méme de la picoseconde, sont suflisantes pour
provoquer la désorption et Iionisation des molécules. Les ions sont ensuite
analysés 4 I'aide de spectrométres 4 temps de vol ou & résonance cyclotronigue
(v. p. 218) capables par leur rapidité de produire un spectre de masse entier
i partir d'une seule pulsation. La longueur d'onde du faisceau laser peut aller
de l'ultraviolet a linfrarouge, les lasers utilisés sont des lasers & dioxyde de
carbone ou & colorants. Les spectres obtenus sont simples et généralement se
reduisent au cation moléculaire (M + K)* si, par exemple, la matrice renferme
des jons K ',

— lonisation dans une source @ plasma par couplage inductif : ICPMS*,
Ce procede sapplique aux ¢lements imorgamiques. [l couple une separation
par spectrométrie de masse et une iomisation par une torche & plasma.
L'échantillon est introduit dans un (lux d’argon porte a trés haute température
HO00 4 10000°K se trouvant au centre d'une spire d'induction a laguelle est
appliguée un courant de haute fréquence (v. p. 34). Le champ magnetique
oscillant ains1 crée, accélere les electrons et facilite leurs collisions avec les
atomes d’argon. Ce plasma est une source multiélémentaire en raison de la
composition de 'echantillon. Par I'intermédiaire d'une interface, il pénétre
dans un analyseur de type quadripolaire par exemple.

Cette technique présente un grand intérét pour Panalyse ¢lementatre el
isotopigque des minéraux i 'éat de traces dans des milicux complexes. Les
seuils de détection se situent aux alentours de 10 & 100 pg . ml~ ' selon les
cléments. Son pouvoir de résolution rend possible la détermination simultanee
de plusicurs dizaines deléments. Elle est utilisée en toxicologie.

S IOPMS = Inddustivily Coupled Plasma Mass Spectrometry,
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o lons métastables. — On désigne sous ce terme des 1ons d'énergie interne
relativement faible dont les temps de vie moyens sont plus longs que celui
des autres ions. Au lieu de se fragmenter dans la source d'ionisation, ils se
[ragmentent aprés avoir ¢té accéléres, dans des régions sans champ entre la
source et 'analyseur : entre le champ électrostatigue precedant analyseur
magnétique dans les appareils a haute résolution, ou, dans les appareils i
geometrie inversee, entre les analyseurs magnetique et electrostatique.

Leur énergie cinétigue est plus faible que celle des ions de méme masse gui
ont éé accélérés. 1ls apparaissent. dans certaines conditions opératoires, sous
forme de petits pics diffus de faible intensité, etalés sur plusicurs umités de

m3

masse et centrés sur une valeur correspondant 4 masse apparente m* = —
",
Prenons comme exemple, un 1on A" de masse m . 8"l se fragmente dans

la source en un 1on B' de masse m, et en un fragment neutre N,
1
A" = B"+ N

Fion A7 et lNon B, aprés accelération par le champ ¢lectrigue de potentiel V,
ont une energie eégale a V.

Lion fragment B apparait sur le spectre 4 la valeur qui satisfait aux

calités (voir p. 202) :

|
zV = 5 m,v? (1)
m, Bt Il‘lr’m;,
v e o

Si I'ion A" ne se fragmente qu'aprés avoir été accéléré, I'énergie cinétique
de l'ion B* ne pourra étre qu'une fraction de Pénergie cinetique de Iion A ™.
Celte energie, en eflel, se partage entre Non B" et I'atome neutre N. L'ion
métastable BY a la méme masse que lon BY normal qui a pris naissance
dans la source mais avec une énergie cinétique moindre dont la valeur est la
raction m,/m, de Fenergie initiale :

m l

2

=V : niy 0?
m,

Le rayon de la trajectoire circulaire que prend, sous Paction d'un champ
magnetique, cet ton métastable BY est alors d'aprés (31 (v. p. 202) :

=1 k4
. Jrr._lrml
\ Bizm,
Om en dedunt que le pic correspondant apparait pour une valeuwr gqui correspond
non a sa masse reelle my mais a la masse apparenie m®.
m; Bt

m* = = 2
M | 2V
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Applications. — Sur les appareils ordinaires a gquadripole ou magnétique 4
simple focalisation, les spectres des ions métastables ne sont en général pas
observes. Par contre, leur formation peut étre favorisée en mettant en ceuvre
des procédes qui prolongent les temps de séjours des ions dans la source ou
gui favorisent leur fragmentation par collision dans des régions sans champ,
ce qui est le cas avec les systémes 4 double analyseur magnétique et
electrostatique.

Ces ions sont trés utiles pour déterminer les schémas de fragmentation :
pour avoir la certitude gu'un 1on de masse m, se décompose pour donner un
ion de masse my, on peut provoguer la formation d'un ion métastable qui, si
m, provieni de m;, doit donner un pic dions métastables 4 la masse
apparente m*.

ANALYSEURS

Les dispositifs mis en ceuvre pour trier les dilférents fragments, appelés
parfois filtres de masse, Tont appel i des procedés physiques mettant en
cvidence un comportement diflférent des jons en fonction du rapport mjz :

déflexion magnétigue, oscillation dans un champ de radiofréquence variable
vilesse, énergie cinétique ou résonance cyclotronigque.

Caractéristigues

Les analyscurs sont caractérisés par un certain nombre de propriétés qui
justifient leur emploi en fonction des objectifs recherches

o Gamme ow domaine de masse, — Cest I'étendue de masses exprimée en
unités de masse atomique (um.a.*) ou en daltons®*, guun apparcil cst
susceptible d'enregistrer correctement.

o Pouvoir de résolution (PR). — 1l exprime la capacité que posséde un
analyseur de distinguer les enregistrements correspondant aux faisceaux
ioniques de deux fragments de masses voisines M et M + AM. (Cest une
grandeur sans dimension.

On distingue les analyseurs i basse résolution (PR < 300). 4 moyenne
resolution (3N < PR < 10000 et & haute résolution (PR < 15000, Actuel-
lement, il existe des analyseurs magnétigues qui peuvent atteindre des pouvoirs
de résolution de 107 et des analyseurs 4 résonance cyclotronigque avee des PR
de 107,

* L'uma. est egale an 112 de la masse de IMisotope 12 du carbone.
*® Le dalton est la masse de Vatome dhydrogéne = 1,007 825 w.m..
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Sur les spectrogrammes, chaque faisceau ionique correspond i un rapport
mjz déterminé et est représenté par une barre verticale. En fait, les formes
réclles des faisceaux ionigques sont gaussiennes et leur examen permet difle-

rentes deterrmnations pratiques du pouvorr de résolution. Deux expressions
de ce parametre sont principalement utihiseés (fig. 91) :

¥ b

MaaM

ea——— T R

=

Y|
Pnhﬁ ] m
Fio. 91,

Pouvair de résolution exprimé en fonction de la largewr du faisceau ionigue
correspondant & la masse M. mesurée 4 un certain pourcentage de sa hauteur

PR, . =
M T dm

dim @ largeur exprimée en unites de masse du faisceau d'ions m/z, mesurée 4
un certain pourcentage de la hauteur de ce faisceau, en général n = 50 %.

Pouvoir de résolution exprimé & «n_% de vallée PR,
M

I]Hn ay = i
v H'\M

C'est le rapport entre la masse du pic M et la dilference de masse AM du
pic M + AM dont le recouvrement avec le pic M a une hauteur de vallée
déterminée d n, % n_ exprime le rapport en pourcentage de la hauteur de la
vallée i la hauteur du plus petit des deux pics (en général, n, = 10 %).

Exempee. — Sioun analyseur a un pouvolr de resolution de 300, ccla
signilie que Pon peut distinguer le pic M(300) et le prc M 4+ AM (301}, un
pouvoir de résolution de 30000 permet de distinguer le pic 300 du pie 300,01,

o Vitesse de balayage, — C'est le nombre de balayages par seconde nécessaires
pour quapparaissent tous les pics relatils av domaine de masse consideére,
Cette vitesse peut élre exprimée en spectres par seconde ou en décades par
seconde, une décade correspond @ une varnation des masses d'une puissance
de 10, par exemple, de 5 a 30, de 5004 500 ou de 5000 a 5000,

Vitesse de balayage et resolution évoluent souvent en sens inverse pour les
analvseurs a trés forte résolution, les balayages sont effectués avec des vilesses
lentes (10-30 s . décade '), Pour les appareils moins performants, les temps
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de balayage sont plus rapides (0,1 s . décade '); ils conviennent au couplage
avee les procédés chromatographiques. Certains analyscurs ont des vitesses
de balayage constante sur tout le domaine de masse considére {analyseur o
moyenne résolution} alors que les balayages peuvent varier de maniére
exponentielle dans les appareils i forte résolution : balayage lent pour les
masses faibles, et plus rapide pour les masses ¢levées.

Differents types d'analyseuwrs

o Analysewr d champ magnétigue. — On distingue les appareils a basse
résolution gui sont des appareils a4 simple focalisation comme celui décrit
ci-dessus et les appareils @ haute résolution qui sont des appareils a double
focahisation,

En effet, en plus de la divergence angulaire provogquée par le champ
magnétigue et variable selon les ions, une divergence d'énergie cinétique peut
¢galement exister méme pour des ions de rapport m/z semblables. Celle-ci
résulte de leur position dans la chambre domsation au moment de leur
formation. Tous ces ions de nature identique narrivent done pas a la méme
vitesse dans le champ magnetique.

Les analyscurs se caractérisent par une importante gamme de masse pouvant
atteindre 3500 uwm.a. et des pouvoirs de resolution eleves (PR : 10000 a
150000 4 10% de vallee). Leur vitesse de balayage plus lente que dans les
autres analyscurs peut étre asservie au domaine de masse considere.

o Analysewr d quadripole. - Le quadripole est constitué par gquatre barres
métalliques cylindriques ou demi-cylindriques, paralléles, disposées aux quatre
angles d'un carre. Une tension ayant une composante continue LU ¢t une
composante alternative V (radiofréquence) est appliquée; les électrodes adja-
centes sont portées d des potentiels opposés, les électrodes opposées sont aux
mémes poienticls (fig. 92).

A Tintéricur du quadripole, il se crée un champ électrodynamique. Pour
une radiofrequence donnée, un ion oscillera entre les électrodes adjacentes de
polarite opposée et suivra un parcours bien déterminé, les autres ions sortiront
du champ. Il ne s'exerce aucune force longitudinale de telle sorte qu'un ion
poursmvra son trajet avec une vitesse constante.

On lait varier, de maniére linéaire, les tensions continues et alternatives
apphguees aux clectrodes en maintenant leur rapport constant. Cette variation
permet de séparer les ions en fonction de leur masse et de leur charge :

miz = AU . Y)

Ce systéme est caractérise par une trés grande rapidité de balayage
(0.1 s . déecade ' de 40 i 400 um.a.) ainsi que par sa capacité de supporter
des pressions plus élevées que les analyseurs magnétiques. Chaque région du
specire peut ainsi elre etudice sans modilication du calibrage et du balavage.
Ceci rend cet analyseur particuliérement adapté aux couplages chromato-
graphiques, aux ionisations chimiques el aux dosages lragmentométriques.
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Son domaine de masse est linéaire et, pour les appareils courants, se situe
entre 30 et 600 uwm.a. Des dispositifs récents permettent cependant d’attemdre
2000 wan.a.

| Diedec tewr

Fus, 92, Speciro-
métre o qtidri-
ke

o Spectrométre de masse dit d « temps de volv, — Son principe est différent
car il est fondé sur le rapport qui existe entre la vitesse d'un jon et sa masse.
Il repose seulement sur I'équation (1). Tous les ions regoivent la méme énergie
pendant 'accélération mais puisque leur masse est diflérente, ils n'ont pas la
méme vitesse.

Les ions formeés par un faisceau d'électrons sont éjectés de la chambre a
iomisation par le repulseur avguel on applique une difference de potenticl
ntermittente. Les 1ons sont ensuite acceleres et entrent dans une réegion ou
ne s'exerce aucun champ. s poursuivent donc leur trajet avec une vitesse
constante qui dépend seulement de leur masse et de l'accelération qui feur a
clé communigquée. Pendant le trajet les dilférents 1ons se séparent; les plus
lourds arnvent au collecteur les dermiers. L'arnivee de chaque paquet d'ions
est hiée a4 la frequence imprimée au répulseur (g 93).

Chareg TRLr
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-
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Exemrik © Pour un voltage de 2000 volts et un trajet de | m, un ion
hydrogéne a un temps de vol de 1.7 ps. Un 1on de masse 25000, un temps de
S} ps.

Le temps de réponse trés rapide rend ce type d'appareil apte au couplage
chromatographique ¢t i la fragmentométrie ainsi qu'i I'étude des composes
4 masses moléculaires élevées car il n'y a pas de limitation théorique au
domaine de masse explore.

e Analysears par piégeage d'ions er résonance cycloélectromigue. — Les ons
[ormes s'accumulent dans la chambre dionisation ou s'exercent des [oroes
magnétiques ou électrostatiques et sont accelérés. En fonction de la vanation
de ces forces pour un rapport m/z détermung, ces 1ons excités sont éjecles et
collectes par un systéme de détection dont le signal est proportionnel 3
I'intensite des faisceaux lomgues.

Analyseur par piégeage d'ions (ITD : lon Trap Detector). — Trois électrodes
dont la surface interne correspond @ un hyperboloide, sont superposces dans
la chambre diiomsation. L'une est annulaire ¢t centrale, les deux autres
constiluent respectivement la paror supénecure et infericure de la chambre.

Un potentiel alternatil de [requence lixe correspondant a une radiolréquence
¢t dont Famplitude est vanable a la demande, est applique a Pélectrode centrale
annulaire landis que les clectrodes supénicure et inféricure sont relices a la
Masse.,

Les ons formes par bombardement electronique ou par ionmisation chimique
sont piéges dans le champ ainsi créé et maintenus en résonance cyclotronique.

Lorsque Tamphtude de vanation du potenticl est augmentée, les ions
acguierent un ¢tal d'instabilité. Leur amphtude d'oscillation, dans la direction
axiale, s'accront jusqu'au moment ou s sont ¢ectés de ce piege de fagon
ségquentielle en fonction des rapports m/z en allant des basses masses aux
masses les plus élevees, Hs sont ensuite collectés par le systéme de détection.

Pour que ce systeme soit efficace, il faut optimiser le débit chromato-
graphigue, le temps diomsalion et la vitesse de balayage en amphlitude, Le
choix de la séquence de balayage permet un piégeage sélectil des ions en
evitani toute interférence avec les jons des gaz réactifs utilisés en 1onisation
chimique.

De resolution moyenne, couvrant un domaine de masse de 30 a 650 u.m.a.,
cetl analyseur se préte aux identifications simples et aux dosages par fragmen-
lometric,

Analyseur par résonance cyclotronique ionigque et transformée de Fourier. -
Aprés Nonsation qui a parfors lieu dans la chambre d'analyse elle-méme, les
wms sont soumis 4 une induction magnetique B irés elevee, Nlixe ¢t uniforme
ainsi qu's un faible champ électrique constant. lls sont entrainés sur des orbites
circulares avec une vitesse angulaire o fonction de Pinduction magnétique,
de leur masse et de leur charge ;

m = B
i
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Ces 10ns évoluent sur ces trajectoires stables pendant des périodes de temps
pouvant atteindre plusicurs millisecondes. Pour un champ magnétique donne,
la mesure de la [requence peut donc conduire a la détermination de m/z.

Le tri des ions sellectue en superposant orthogonalement aux champs
magnétigue et electrique précédents un champ de radiofréquence de balayage
trés rapide.

Lorsqu’il y a résonance entre la radiofréquence appliquée v, et la lréquence

. n . . : .
propre de on v, | v, = 3 ) les tons guittent leurs orbites initiales et sont
n

propulsés de fagon cohérente sur des trajectoires en spirales. Dés que le champ
¢lectrique de radiofréquence cesse, I'ion décrit une orbite circulaire de meéme
fréquence mais de rayon plus grand. Ce mouvement circulaire induit, pour
chaque ion, des courants sinusoidaux décroissants qui sont recueillis, amplifiés
et stockes en mémoire. Le signal produit par l'ensemble des ions excités
correspond a autant de courants images quil v a d'espéces ioniques. Un
traitement par transformée de Fourier produit un spectre de [réquence
equivalent & un spectre de masse. L'amplitude de chague raie est propor-
tionnelle au nombre d’ions qui lui ont donné naissance.

Cet analyseur est caractérisé par son trés grand pouvoir de résolution (107
pour des composes de 1000 u.m.a.). Le traitement du signal par transformee
de Fourier en accumulant les signaux produits par des ions en faible quantite
permet d'atteindre des domaines de masses supérieures & 10000 daltons.

La production d'ions a longue durée de vie est mise a profit pour 'étude
des mecamismes de la reactivite des moleécules.

o Analyscurs couplés : Spectrométrie de masse-masse ou spectrométre de masse
en fandem. — Deux analyseurs, séparés par une chambre intermédiaire dite
chambre de collision, sont disposés I'un i la suite de l'autre. Aprés ionisation
d’un melange, 1l est possible d'isoler, a I'aide du premier analyseur, un ion ou
un fragment déterminé et d'étudier, a I'aide du second, sa fragmentation dans
la chambre intermediaire. Cette [ragmentation peul étre sponianée (ions
métastables), ou provequée par collision, si I'on introduit, dans cette chambre
intermediaire, un gaz inerle sous une pression soigneusement controlée. Les
analyseurs quadripolaires ou magnetiques sont les plus utilisés.

Analyseurs quadripolaires en série (fig. 94). — Deux analyseurs quadripo-
laires, Q, et Q,, sonl s¢parés par un troisieme quadnpole Q,, soumis
uniquement i un potentiel de radiofréquence fixe, gui n'a donc aucune fonction
d’analyseur. 1l sert de chambre intermédiaire dans laquelle une pression
relativement ¢levée favorise la collision des ions. Ce quadripole ne fait que
provoguer des oscillations 1oniques el communigue aux 1ons une vitesse
hincaire qui ameliore le rendement des collisions.

Analyseurs a champ magnétique et électrostatique. — Sclon la disposition des
analyseurs 'un par rapport i l'autre, on distingue les appareils a geometrie
normale o le premier analyseur est a champ ¢lectrostatique et le second a
champ magnetique et les appareils dits 4 géométrie inversée ou le premier


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

220 METHODES SPECTRALES ET ANALYSE ORGANIQUE

analyseur est & champ magnétique et le second a champ électrostatique. La
variation du champ électrostatique, dans ce cas, permet la separation des ions
en fonction de leur énergie cinétigue donnant des spectres MIKE (Mass
Analysed lon Kinetic Energy).

GAZ REACTIF
L
A '
— ] 13 .
c — “,i* u;r M} - M}, — M}, = M3, ug, M e
D—— "3
A L sl
CHAMBRE ANALYSEUR Q, CHAMBRE ANALYSEUR Qq
DIONISATION FIXE SURM] DE ccg.uslnu BALAYAGE
2

Spectromitrie de masse-masse : représentation schématique

Fic. 94, — Spectrométrie de masse : représentation schématigue.

Plusicurs modes d'utilisation peuvent étre envisages et adaptes a des
applications diverses :

— Mode descendant : le premier analyseur ne filtre gu'un ion, le second
analyseur établit un spectre de masse par balayage (identification et dosage
d'un composé dans un mélange).

— Mode ascendant : le premier analyseur balaie la totalité des ions formes
dans la source d’ionisation, le deuxiéme analyseur est fixé sur un ion (recherche
de filiation).

— Maode combiné : les deux analyseurs balaient simultanément les ions formeés,

COUPLAGES CHROMATOGRAPHIE
SPECTROMETRIE DE MASSE

L'identification d’un composé par spectrometrie de masse n'est possible que
st celui-ci est extrémement pur. L'analyse de mélanges par cette méthode
impliquait avant son couplage avec la chromatographie gazeuse ou liquide
des travaux de séparation et de purification trés laborieux.

lls ont pu étre en partie supprimeés en disposant le spectrométre de masse
i Fextremite d'une colonne chromatographique et en analysant chaque lraction
au fur et i mesure de son €lution. L'identification et éventuellement le dosage
de tres [ables quantites de substances dans des mélanges complexes deviennent
alors possibles et trouvent de trés larges applications dans les domaines de
la biochimie et de I'analyse des substances d'origine naturelles ainsi que dans
I'étude du metabolisme des médicaments.
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Les couplages se heurtent a un certain nombre de dillicultes dues :

aux quantites minimes de substances se trouvant dans le flux chromato-
graphique;

— aux dilférences de pressions existant entre les chromatographes et le
spectrometre;
— & la présence de 'eluant;

# 'harmonisation du temps d'émergence du pic chromatographigue avec
I'enregistrement des spectres de masse. En effet, la vitesse d'enregistrement des
spectres est primordiale car la quantité de composé pénétrant dans la source
changeant constamment pendant I'émergence du pic chromatographique, 1
est nécessaire pour obtemir des resultats reproductibles, d'enregisirer, de
maniere repétitive le maximum de spectres, de part et d'autre du sommet du pac.

Dans les procédes a balayage répetitif, lanalyseur balaie plusieurs centaines
d'unmités de masse a une cadence telle gu'une dizaine de spectres sont étabhis
par seconde.

Ce balayage répétitil s'ellectue tout au long de I'elution et les pics
chromatographiques sont restitués a partir du courant total des 1ons collectés
au cours de chagque balayage (chromatogramme de masse) ou a partir des
courants loniques correspondant @ des 1ons particuliers (fragmentogramme).
L'intensité de la reponse dépend du nombre d’acquisitions puisque le courant
obtenu est la somme des courants mémorisés. Il est done nécessaire de disposer
d'analyseurs i balayage rapide (temps de vol, quadripolaire ou pi¢geage d'ions).

o Couplage chromatographie gazeuse — spectrométrie de masse. — Des
opérations préliminaires permettent de définir les conditions chromatogra-
phiques, mais la transposition d'une séparation, ellectuee sur un simple
chromatographe, a lappareil couplé, demande souvent de modifier les
paramétres opéraloires.

La phase stationnaire doit obligatoirement presenter une tres basse volatihite
ct une grande stabilité thermique alfin d'éviter toute distillation, méme minime,
gqui perturberait les traces spectrometrigques.

Le gaz inerte chimiguement pour ne pas interlérer sur les traces don étre
chmine facilement,

L 'hehium et lhydrogene remplissent ces conditions. En revanche, Farote qui
donne des pics aux masses 28 et 29, ne peut étre utilisé,

La dillerence de pression entre la sortiec de la colonne chromatographigue
et le spectrométre de masse est particuliérement importante lorsque I'on utilise
des colonnes remplies, Elle doit étre atténuvee par Pinterposition entre les deux
appareils de séparateurs gqui ont pour fonction de réduire la pression de P'eluat
gazeux ¢t denrichir la vapeur en composeés d analyser, par ¢limination de la
plus grande pariie du gar vecteur.

Lutithsation des colonnes capillaires 4 faible debit qui tend a se géncrahiser,
permet actuellement arrivee directe, sans interface, de Péluat dans le spee-
tromeétre de masse,


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem strydal | -zaki 48. bl ogspot. com

222 METHODES SPECTRALES FT ANALYSE ORGANIQUE

Les procedés dlinjection sont les mémes que ceux indiqués en colonnes
remplie ou capillaire (Tome IT p. 209 et 234).

o Couplage chromatographie liguide — Spectrométrie de masse. — Alors qu'il
est nécessaire lors du couplage chromatographie gareuse — spectrométrie de
masse que les substances soient thermostables et volatilisables, le couplage
avec la chromatographie liquide s"adresse non seulement & ces composés mais
egalement aux molécules polaires ou thermolabiles sans obligatoirement étre
obligé d'en effectuer la dérivation. Ce procédé est ainsi particuliérement adapté
aux molécules biologiques comme les nucléosides, nucléotides, peptides et
oligosaccharides ou aux molécules medicamenteuses comme les antibiotigues.

Le probléme essentiel de ce couplage tient & la phase mobile liguide qu'il
faut Taire penétrer dans le spectrométre, éliminer en grande partie et dont la
presence modiie la pression dans la source dromisation.

De composition variable, elle est plus difficile a éliminer quun gaz surtout
lorsqu’elle renferme un certain pourcentage d'eau.

La plupart des systemes actuellement utilises, aprés division de I'éluant ou
ehmination préalable de la plus grande partie de la phase mobile par un
pompage approprié, font participer la fraction restante a omsation des
solutes. [l sagit done d'une iomsation chimique {v. p. 208) dans laquelle le
solvant volatilise joue un role analogue 4 celw du gaz réactif. Ce procede
permet de tolérer dans la source dionisation des pressions plus élevées gue
lors de lNionisation par impact électronique et prend en compte les contraintes
de la chromatographie liquide. Un compromis reste a trouver entre le débit
de la phase mobile, sa nebubisation et 'elimination de son exces afin de
maintenir la pression a Pintéricur de la source a une valeur compatible avec
I'ionisation.

Plusieurs systemes peuvent etre combines : division de l'effluent, réduction
des débits (10 @ 150 pl . mn ™' pour des colonnes de 2 mm), utilisation de
microcolonnes (5 & 10 wl . mn~ "), pompage cryogénique 4 l'azote liquide,
nebulisation par pression a travers des trémies ou des diaphragmes, evaporation
¢t formation de jets gazeux.

Deux systemes actucllement utilisés illustrent ces possibilites :

Systéme @ diaphragme. — Lextrémite de la colonne est reliee 4 une sonde.
L'embout est constitue par un diaphragme percé d’un trou central de 5 pm.
Une vanne mgmile permet d'obtenir la pression de 1 a 3 bars nécessaires a la
formation d'un jet qui, a ta sortie de cette sonde, se fragmente en minuscules
gouttelettes. Elles penétrent dans une chambre de désolvatation, reliée i un
pompage cryogénique trés puissant (lvophilisation), puis dans la chambre
dionisation. Les molécules de solvants ionisées par impact électronigue jouent
alors le role de reactifs et 1onisent les solutions. Cette technigue tolére des
Cluants dont la teneur en ecau peut atteindre 85 %,

Systémes @ jet gazeax (thermospray) — Llextréemmte de la colonne est mise
en relation avec un tube capillaire métallique dont la température est
augmeni¢e progressivement sur sa longueur par la programmation d’un
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thermocouple. 11 se forme un jet gazeux, fin brouillard constitué de gouttelettes
de solvant et de particules des solutés qui sont compléetement volatilisées,
lorsqu'elles pénétrent dans la chambre d’accélération (source). Un pompage
auxiliaire situé a l'opposé du capillaire permet d'éliminer I'excés du solvant
et d'utiliser, de ce fait, des débits voisins de 1 4 2 ml . mn™",

Lionisation des molécules s'eflfectue généralement dans le capillaire méme
car, lorsque le solvant s"évapore, la densité des charges electriques autour des
particules de solutés augmente. Ce fait est favorisé par la présence d'ions NH
dans la phase mobile. [ls forment avec les solutés des associations ou « clusters »
dont la taille diminue au fur et & mesure de la progression dans le capillaire
(fig. 95). Cette ionisation est trés douce. Elle ne nécessite pas d'autre source
d’énergie que I'échange de protons. On obtient des courants ioniques d'ions
positifs et négatils qui peuvent avoir une grande intensite.

B+ NH; - BH" + NH,
B +CH,COO - [B-H] + CH,COOH

FILTRE DE MASSE
REPOUSSEUR
i

CHAUFFAGE

/i

wmwx% -

TV

SOURCE
Vaporisation totale
Début de

vapoarisation

FiG. 95, — Couplage C L H.P./Spectrometrie de masse par Thermospray (Th. BECUE).

En polarnite de phases inversée, on considére qu'il est nécessaire que la
phase mobile contienne au moins 10 % d'eau pour ioniser les sels. En général,
on utilise de l'acetate d’ammonium 4 une concentration comprise entre
0001 M et 0,01 M.

Si I'¢luant ne renferme pas d'ions NH,, il est nécessaire de faire un ajout
post-colonne.

Les guantites de solutés injectés sont de l'ordre du microgramme, la limite
de detection est voisine du nanogramme.

APPLICATIONS DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE

Identification d'une molécule

Dans des conditions opératoires identiques chague molécule posséde son
propre spectre de masse. 11 est par conséquent ais¢ de comparer le spectre
obtenu d'un echantillon inconnu soit avec les données de la littérature soit


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

224 METHODES SPECTRALES BT AMNALYSE ORGANIQUIE

avec celm d'une molécule de référence 4 laquelle on a de lortes raisons de
penser qu'il puisse étre assimilé.

Les différents isoméres peuvent donner des spectres voising, mais il est
extrémement rare que leurs spectres soient rigoureusement identiques saul
dans la cas des isoméres optiques que I'on peut cependant différencier par leur
temps de rétention sur colonnes chromatographiques appropriées.

Les spectres de masse obtenus par iomsation par impact d'électrons donnant
les ragmentations les plus abondantes permettent d'obtenir les informations
les plus précises.

Détermination de la masse moléculaire

Comme dans I'exemple du methanol, I'ion moléculaire, tout en n'étant pas
obligatoirement le plus abondant dans les spectres de masse obtenus par
impact d'électrons, est représenté par le pic correspondant au rapport m/z le
plus élevé, On peut donc déterminer avec exactitude la place de ce premier
pic et connaitre trés précisément la masse du composé.

Ce pic est souvent entoure de pics plus laibles correspondant aux contribu-
bons isotoprques (M + 1, M 4+ 2, ) mais Mhabitude et la bonne connaissance
de ces contributions permettent en général d'éliminer toute incertitude. Plus
[acilement identifiable sur les spectres obtenus par ionisation chimique, en
FAB ou en SIMS, le pic moléculaire est souvent trés réduit et parfois absent
des spectres obtenus par impact d'électrons. Seul, 'examen approfondi des
différents fragments permettra alors de déduire sa position,

Erablissement de la formule brute

Un compose chimiquement pur donne, généralement, en fait, un mélange
de spectres de masse, car les éléments qui le composent sont en réalité constitués
par un mélange d'isotopes.

Exemple : le spectre de CO, est un mélange de spectres.

CHOV OO CTOMOMY, e

L'abondance des isotopes naturels est bien connue et donnée dans des
tables : ¢est ainsi par exemple que, a cdté du C'?, se trouve 1,08 % de C'?,
a coté de O 0,2 % de O'F, Pour certains halogénes cette participation est
encore plus importante puisque d coté de C1*%, on trouve 33 % de CP7, 4
cote du Br™, 97.5 % Br®'

Les specires seront done compliqués par la présence d’amas isotopigues,
mas leur abondance et leur localisation a M' + Tou M® +2ou M + 3
permet de determiner la formule brute des divers ions i condition de disposer de
spectrométres sullisamment sensibles.
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Etablissement de la struciure moléculaire

a structure des molecules peut souvent, avec de grandes chances de
certitude, étre déeduite des spectres de masse.

En effet, la position de chaque pic qui provient, saul dans les cas de certains
réarrangements, de la fragmentation d’un ion précédent de masse plus élevee,
permet d'obtenir des rensecignements sur la structure de cet 1on.

C'est ainsi que la présence d'un pic a (M — 15)" indique que le fragment
considére provient d'un ion M gqui a perdu selon toute vraisemblance un
groupe méthyle latéral (CHy = 15), 4 (M — 18)" perte d'une molécule d'eau
ou i (M — 1™ perte d'un hydrogéne.

Il ne sauran e¢tre question 101 de donner les nombreuses regles relativement
complexes qui sont développées dans des ouvrages specialisés, mais plutot de
maontrer i Paide de quelques exemples comment il est possible dlinterpréter
la presence de certains pics.

e maniére generale, la lragmentation ou les dilférents réarrangements qui
vonl prendre naissance aprés la formation de INon moléculaire vont toujours
tendre a faire apparaitre des tons ou radicaux plus stables gue lon ou le
radical dont 1l sont issus.

e Fragmentation. — Lors de la formation de 'ion moléculaire, c'est en général,
un ¢lectron de la liaison la plus polarisable qui est éliminé. La rupture des
laisons se fait ensuite préferentiellement au niveau des carbones les plus
substitués : le fragment ionique est formé par le fragment constitué par le
carbocation le plus stable. Clest ainsi que dans I'exemple suivant, c'est le
carbocation tertiaire,

I'il H
| 4
CHy—CHy —C—CHy—CHy —CHy + & ——= CHa— CHy=~C -~ CHy — CH, —CH; + 2e
EH3 CH:‘
! !
* L
CHy —CHy == C~ CHy — CHy — CHy ——+CHy —CHy —C + 'CHy — CHy — CHy
| I
CHy CHy

Les doubles liaisons favorisent certaines coupures. Les doubles liaisons des
chaines linéaires privilégient les coupures de type allylique, tandis que celles
des cycles aromatiques entrainent des coupures en o — [ des cycles permettant
ainsi d’obtenir des cations allyliques, benzyliques ou tropylium plus stables.

CHy;=CH —CHy— R —# CHy=CH— CHjy + R’

: * *
@—CHE—R -——-—--@~ CHy + R
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— Les haisons situées en & — [§ d'un hétéroatome se rompent en laissant
la charge sur le lragment contenant 'hétéroatome.

+ Ll
-

R—-CH, ~-CH, -OR - R-CH; +CH, - 0O - R

® Réarrangement. — Lorsque les espéces lournies sont instables et gqu'elles
possédent un hétéroatome, il peut se produire un rearrangement intra-
moléculaire. Il implique la migration d'un atome d’hydrogene place en y du
carbone portant I'héléroatome et la formation d'un etat transitoire cyclique
suivie de la rupture de la haison placee en f. Clest souvent le cas des molécules
possédant un groupement C = O (carbonylees ou carboxylées). I} porie en ce
cas le nom de réarrangement de Mac Lallerty.

H ‘
I CHj
" ?* CH
H,C O
2 —» €.+ RT
PRI HiC  CH
R CH; CHy 2 3

o Association. — Plus rares sont les cas d'association de plusicurs [ragments.
Elles peuvent se former cependant comme dans une reaction de [iels Alder
lorsque des fragments diéthyléniques et ethylénigues sont en présence, donnant
alors naissance a des composés cychiques stables.

o Filiation des ions. — 1] est possible, en apphquant des regles simples, et avec
un peu d'expérience, lorsqu'un composé est bien isolé d'¢élablir des schemas de
fragmentation. Ceci est plus difficile a obtemir lorsqu'il s’agit de mélanges mal
résolus. La mise en evidence dions metastables peut étre une aide précicuse
(p. 213) mais fa hlhiation des ions peut étre effectuée egalement par spectro-
meétric de masse-masse atilisee en mode ascendant (hig. 96).

GAZ REACTIF
)
A + 7 7 r
B M, o, ANd L7
_—_—: MEMI M:_'ML_‘M;;"’M:; M;"'M;. .Mé..mij M,
p—" M3 . S 1
) )
CHAMBRE ANALYSEURQ, CHAMBRE ANALYSEUR Q5
DHONISATION BALAYAGE DE COLLISION FIXE SUR ION M]
Qs

(TR Recherehe de filiation d un fon - SM-SM oy ascendant ).

scom
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Soit un mélange de molécules ABCD, aprés ionisation, le premier analyseur
bhalaie toute la gamme de masse, les ions formés penétrent en fonction de leur
rapport m/z dans la chambre intermédiaire o ils sont fragmentés. Le deuxiéme
analyseur est réglé de facon a ne laisser passer que lon, M, par exemple,
dont on recherche la filiation, 11 est facile en lonction du balayage du premier
analyseur de trouver l'ion m/z qui a pu lui donner naissance.

Recherche sélective des composés

e Fragmentométrie SM —SM. — La recherche des composés dans un mélange
peut elre laite aprés 1solement chromatographique et examen du spectre du
composé. Mais cette recherche peut étre affinée et simplifiée, si 'on impose a
I"analyseur de ne liltrer qu’un ou plusieurs fragments specifiques du compose.
Il s’agit d’une identification par fragmentométrie et la limite de détection peut
eétre de l'ordre du picogramme.

e La spectrométrie de masse-masse. — 1] est également possible d'identifier
directement, sans séparation préalable, un composé en utilisant la spectrome-
trie de masse-masse en « mode descendant », dans ce cas, le premier analyseur
ne laisse pénétrer dans la chambre de collision gqu'un 1on majoritaire consideéré
comme caracteristique du composeé recherché. Aprés sa [ragmentation par
collision, le deuxiéme analyseur par balayage donne le spectre des lragments
ainsi formés. La similitude de cette fragmentation avec celle d'un spectre de
référence prouve la présence du composé qui peut éventuellement étre dose
par [ragmentométrie.

Exemple : soit un mélange complexe ABCD, si 'on veut s’assurer de la
présence de la molécule A dont on sait qu'elle donne un [ragment caracte-
ristique M,, le melange n'étant pas separe, on ne peut se¢ baser sur la seule
présence du fragment M, . Des fragments de méme masse et de méme charge
peuvent en effet provenir également des autres molécules BCD. Par contre,
si I'on montre que cet ion donne la suite attendue M|, M, .. caractéris-
tique de A, on peut, avec une grande certitude, aflirmer la présence de A.
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Analyse quantitative

La determination quantitative des composés par spectrométrie de masse
peut s'effectuer directement @ partir des échantillons en utilisant des procédés
diomsation comme le FAB ou diisolement comme la SM-SM et en mettant
en ceuvre un etalonnage prealable. Ces technigues restent actuellement
réservées a des laboratoires spécialisés.

Beaucoup plus courantes sont les méthodes faisant appel aux couplages
chromatographiques. Elles reposent sur le ait que 'abondance absolue de
chaque ion, dans des circonstances opératoires rigoureusement déterminées,
est fonction de la quantité de substance introduite, aprés separation chromato-
graphique, dans la source d’ionisation.

Deux mesures peuvent etre ellectuces :

o Mesure du courant ionigue total, — Pendant le sé¢jour du compose dans la
source dionisation. Un balayage répétitif permet en effectuant des enregistre-
ments complets de spectres de masse d'accumuler des mesures de courants
woniques dont la somme est analogue au courant obtenu avec les détections
habituelles en chromatographie.

La selectivité n'est evidemment que celle de la séparation chromatogra-
phigque et le spectrométre de masse nagit alors que comme un détecteur
indifférencie.

o Fragmentométrie. — Une trés grande spécificite et sensibilité sont cependant
obtenues si cette mesure s'effectue parallélement de maniére sélective sur un
ion (SIM : Single lon Monitoring) ou si I'on enregistre séparément le courant
ionique de  plusieurs fragments (2 4 8 ions selon les performances de
Finformatique associee),

La sensibilité est de lordre du picogramme injecté; elle est d’autant plus
¢levee que le nombre d'enregistrements est plus grand, ce qui rend particulié-
rement adaptés. 4 cet effet, les analyseurs a4 balayage rapide (analyseur
quadripolaire ou a piégeage d'ions).

Les 1ons choisis sont les plus abondants. Pour favoriser leur formation, on
peut abaisser 'énergie d'ionisation ou procéder a une ionisation chimique et,
par exemple, en SIM retenir 'on (M + H)".

La sélectivité assurée par le choix d'un ion caractéristique est encore
augmentee lorsque 'on mesure les courants de chacun des jons et que 'on
ctablit leur rapport.

La reproductibilite repose sur la stabilité des différents paramétres interve-
nant, en particulier les potentiels dionisation et daccélération. Comme dans
toutes les methodes chromatographiques, il est nécessaire de procéder a un
ctalonnage et dintroduire un étalon interne.

Une possibilite supplémentaire apparait ici avec I'utilisation comme étalon
interne de la molécule elle-méme marquée par un ou plusieurs isotopes
stables "'C, *H, "N, §'il n’y a pas deffet isotopique, ce dont il est nécessaire
de s'assurer, la molecule marquée, aura le méme temps de réetention que la
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molécule a doser mais les lragments caraciénistiques seront déplacés dans
I'echelle de masse m/z en fonction du marquage effectué. Celui-ci doit étre
suffisant pour éviter le recouvrement des pics (M + 3 par exemple).

Un autre avantage tient au fait que tout au long des opérations préliminaires
au dosage (extraction, formations de derives...), I'étalon aura le méme compor-
tement que la molécule a doser.
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CHAPITRE X1

INTRODUCTION A L’ANALYSE
ORGANIQUE ELEMENTAIRE

L'analyse organique élémentaire a pour objet Ndentification et le dosage
des atomes constitutifs de la molécule organique; appliquée au composé isolé
i I'état pur, elle représente la premiére élape dans I'établissement de la formule
brute.

Ses methodes comprennent deux phases successives :

—~ Destruction compléte de la molécule organique par mineralisation
oxydante ou réductrice.
— Dosage spécifique de Mélément ou des ions issus de la minéralisation.

MICROANALYSE ELEMENTAIRE

L'analyse élémentaire est la branche la plus ancienne de la chimie analytique
organique; si le principe de certaines méthodes n'a pas varié depuis plus d'un
siecle, deux facteurs ont gouverné Févolution des technigues :

emploi des techniques microanalyliques;
et automatization des méthodes.

Avec la réduction des prises d'essai a 'échelle microanalytique (1 4 10 mg
¢t parfors meme 0,1 mg) la mingralisation du compose organique est plus
rapide et les conditions opeératoires (telles que chaulfage & température devie,
emploi de réactils agressils, explosions etc...) sont moins dangereuses.

Lavtomatisation des techniques microanalytiques connait un dévelop-
pement considerable: divers types d'appareils elfectuent sur une méme prise
dessan de compose orgamique le dosage du carbone, de 'hydrogene et de
Varote.

s sc prétent aux dosages en série ¢t la durfe de Panalyse est souvenl
mlerncure i 15 minutes.
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La microanalyse elementaire n'est pas developpee dans le cours; elle
implique en effet une specialisation trés poussée sur les plans théorique et

pratigue :
— Organisation et agencement des laboratoires de microanalyse.
— Choix des techniques et appareils de minéralisation.
Sélection des conditions opératoires (temperature, adjuvants, cataly-
SCUTS).
— Choix de I'appareil de mesure de I'élement ou des ions formés etc...

L'¢tude de la microanalyse eléementaire est limitée a 'énoncé des principes
generaux de mineralisaion et de détection pour le dosage du carbone, de
I"hvdrogéne et de I'azote.

Dosage du carbone et de 'hydrogéne. — La substance organique est brilee
en presence d'oxyde de cuivre CuQ dans un courant d'oxygéne; le carbone
est transforme en dioxyde de carbone CO, et 'hydrogene en eau.

Divers adjuvants favorisent la degradation :

— Oxydants ;: MnO,, oxyde de cérium.

Catalyseurs d'oxydation (AgMn(,, oxyde de chrome) ou de contact
(platine, palliadium).

Divers procédes permettent de doser les produits formes, i titre d’exemples :

— Chromatographie en phase gazeuse.
— Titrimétrie aprés réception de CO, dans 'hydroxyde de baryum titré.

— Grravimétrie aprés réception de 'eau sur du perchlorate de magnésium
elc...

Dosage de "azote (Méthode de Dumas) 1831, — La methode de Dumas est
la méthode de rélérence applicable au dosage de I'azote de toutes les molécules
organigues azotees, Elle repose sur le principe suivant ;

—  Destruction du composé organique azoté par chaulfage vers 800°C en
presence d'oxvde de cuivre CuQ avee formation d'azote gazeux et faibles
gquantites d'oxydes dazote N O .

— Entrainement des gaz par un courant de CO, et passage sur du cuivre
chaulle qui reduit les oxydes d’azote en azote gazeux.

Mesure du volume d'azote dégagé aprés hixation de CO, et H,O sur
des absorbants appropriés.

Le principe de la methode de Dumas a ete transpose a Pechelle microana-
Iytique: elle exige des réactifs trés purs en particulier la purete du dioxyde de
carbone de 99,999 %, ¢t l'oxyde de cuivre doit subir une purilication spéciale,

Son principe est egalement appligué au dosage simultané de C, H et N sur
une meme prise d'essan avee formation de CO,, H,0 et N,.
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METHODES COURANTES
D'ANALYSE ORGANIQUE ELEMENTAIRE

A coté des techniques de microanalyse élémentaire qui demeurent I'apanage
de quelques laboratoires ou cellules spécialisées, d’autres méthodes n'exigeant
pas de matériels ou de réactifs particuliers sont couramment utilisées dans

tous les laboratoires de chimie analytique et doivent par conséquent retenir
I'attention :

— Dosage de I'azote selon Kjeldahl.
~ Dosage des métalloides aprés combustion dans 'oxygéne selon Schoniger.
— Dosage des métalloides aprés mineralisation par le bioxyde de sodium.

Dosage de I'azote : Méthode de Kjeldahl. — Princire. — La méthode de
Kjeldahl connue depuis 1883 repose sur la destruction des matiéres organiques
par lacide sullurique concentré, a I'ébullition avec formation de sullate
d'ammonium. L’ammoniac déplacé par une base fixe est entrainé par la vapeur
d'eau et I'hydroxyde d’'ammonium titré par protométrie.

On admet que l'acide sullurique en oxydant les matiéres organiques est
partiellement réduit a I'état de SO,; ce dernier réduit I'azote qui passe 4 I'état
de sulfate d’ammonium dissous dans I'excés d’acide sulfurigue.

Selon la teneur en azote et I'importance de la prise d'essai de I'échantillon
analyse, on distingue :

Echantillon examiné
Ordre de la Solution
Teneur en N grandeur de .

e titrante

prise o ‘essai
Macrométhode ... ... ........ 54 20 mg 500 mg 01 N
Semimicrométhode. . .......... | 0544 mg 100 mg 0,02 N
Micromethode ... ... ... ... S0 A 50 pg < 10 mg 001 N

MingEraLIsSaTION, — La minéralisation est effectuée dans une fiole de Kjeldahl
en verre eépais 4 long col, dans laguelle on introduit la prise d'essai et I'acide
sulfurique concentre. Le liquide est chauffé jusqu’a décoloration en maintenant
une ¢bhullition tranquille sans laisser échapper les vapeurs de SO, qui doivent
le surmonter.

Amuvants. — La méthode de Kjeldahl i l'opposé de la méthode de Dumas
nest pas umiverselle. L'addition d'adjuvant a pour objet d’améliorer la
minerahsation ou de la rendre applicable a des composés organiques « non
Kjeldahlisables » par Paction de I'acide sullurique seul.
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- Les adjuvants d'attague ont pour objet d'élever la température d’ébulli-
tion, par exemple K ,80,, H,PO,.

— Divers types de catalyseurs sont utilisés, par exemple

— mercure, sélénium : favorisent "'attaque des composés héterocycliques:
la toxicité de leurs vapeurs exige des précautions et limite leur emploi,

— Adjuvants d'oxydation : perhydrol, KMnO,, HCIO,.

Cuivre, platine,
— Le mélange : KHSO, + CuS0, est souvent utilisé,

Dosage de 'ammoniaque. — APRES ENTRAINEMENT. — Aprés refroidissement
du liguide de minéralisation, la neutralisation par 'hydroxyde de sodium en
excés deplace Mammoniac qui est entraine par la vapeur d'eau; divers types
d'appareils permettent d’'opérer rapidement sans pertes.

L'ammoniaque est dosé par protométrie en présence d'un indicateur virant
vers pH 54 en genéral, on utilise I'indicateur mixte dont 'emploi est courant
pour le dosage de lammomagque : bleu de methyléene + rouge de methyle.

Selon les cas, le ntrage est conduit

— directement : neutralisation de 'ammoniaque au fur et 4 mesure de son
entrainement:

- par retour : lammoniac est regue dans un excés de solution titrée d’acide
sulfurique, qui est dosé par retour avec Fhydroxyde de sodium.

Dosace mirect. — Pour éviter la neutralisation et 'entrainement quelques
methodes sont utilisées directement sur le liguide de neutralisation.

~ turbidimétrie aprés action de 'iodomercurate de potassium;

— colorimétrie ou Muorimétrie de 'ammoniaque par réaction de Hantzsch
(v. p. 255).

Arrications. — La méthode de Kjeldahl est applicable au dosage de 'azote
des composes organiques 4 I'exception

— des molécules gui perdent leur azote a I'état de N, gazeux avant la
formation dammoniaque : dénves diazoigues, azoigques, azoxyques, hydra-
Ziniques;

— des derives nitroses et nitres — la méthode de Kjeldahl leur est applicable
aprés les avoir réduits par Fhydrogéne (Zn -+ HCI) avant minéralisation;

— des molécules hétérocychiques dérives de la pyridine, de la quinoleine,
de Nsoguimoleine, ete..

La méthode de Kjeldahl est couramment utilisée en analyse appliquée pour
le e dosage de PFazote total » des protides, des hydrolysats de protéines, du lait,
des larines, elc..

La dénomination «azote total » est en fait impropre; les procédeés mis en
ccuvre dosent Fazote mimeralise dans les conditions d utilisation de la méthode
de Kjeldahl. La reproductibilité et la précision des résultats sont excellentes
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dans la mesure oo Fanalyse est executée en se conformant rigoureusement aux
conditions opératoires décriles.

Dosage des métalloides aprés minéralisation dans Poxygéne : Méthode de
Schimiger. — Prvoire. — Par combustion dans loxygéne, les composes
organiques dans lesquels un ou plusieurs atomes de metalloides font partie
de I'édifice moléculaire sont minéralisés avec hibération :

— pour les dérivés halogénés : d'halogénes;
— pour les dérives soufrés @ d’un melange 50, + S0,
— pour les dérives phosphorés - de P,O, + P,0O.,

Les produits formes sont re¢us dans une solution alcaline et dosés sous
forme ionisée.

La méthode de Schoniger est d’application trés générale a I'échelle micro-
analytique et fait appel aux methodes classiques de la chimie analytique.

MiNERALISATION, Lappareillage trés simple est constitue par une fiole
conique en verre borosilicaté d'environ 500 ml, munie d'un rodage : le
bouchon rodeé porte un dispositif comportant une spirale en platine sur laquelie
est fixée la prise d'essai placée dans un carre de papier filtre.

Apres avoir introduit la solution alcaline destinée & recevoir les produits
de combustion, I'air de la hole est deplace par un courant d’oxygene. La prise
d’essai est brilee dans cette atmosphére et la fiole maintenue bouchée pendant
la combustion,

Apres combustion, refroidissement et agitation, la solution est recueillie.

Dosage des métalloides. — Havocenes, - Les halogénes libérés par combus-
tion dans loxygéne se dissolvent dans la solution alcaline a I'état de :
Muorures et chlorures:
bromures avec une faible quantité de BrO; :
iodates avec une laible quantite diodures.

Le dosage est effectue au moven des techniques classiques.

— Chlovures © argentométrie en milieu mitrigue (potentiométrie).
Brownures  aprés reduction de BrO, par le borohydrure de sodium, les
bromures sont dosés par argentométrie en milieu nitrique (potentiomeétrie).
Todates © dans un premier temps, la faible quantité diodures formés est
oxydeée i l'état dliodate par le brome en milieu alcaling le milieu ayant été
prive de 'excés de brome par actions du biphialate de potassium en milicu
acide, Nodate est dose selon le procede classique de hbération dode selon la
reaction

10, +51° + 6H' = 31, + 6H,0

et titrage par le thiosullfate de sodium.
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— Fluorures : les Muorures sont dosés par titrimétrie par formation de
complexe avec les ions Th** en présence d'alizarine ou diverses techniques
colorimétriques.

— Sourre : la combustion dans 'oxygéne a transforme le soulre organique
en SO, et SO, dissous dans la solution alcaline a I'état de SO3~ et SO; .

Les sullites sont oxydes en sullates par le peroxyde d’hydrogéne; les sulfates
totaux sont titrés par F'un des deux procédés suivants :

— en milieu acétonique et acétique, titrage par le nitrate de plomb en
présence de dithizone comme indicateur; le procéde n'est pas applicable si la
molécule organique renferme un halogéne ou du phosphore, du fait de
Iinsolubilité des halogénures et phosphates de plomb;

— ¢en milicu hydroéthanoligue, titrage par le perchlorate de baryum, le
naphtarson ¢tant utilis¢ comme indicateur.

— Puoseniore @ La solution alcaline renferme principalement des phos-
phates. Apres cbullition en miliew sulfurique, les phosphates totaux sont doscs
par colonimétrie aprés action du réactil nitrovanadomolybdique.

Minéralisation oxydante par le bioxyde de sodivm. — L’action oxydante et
alcalinisante du bioxyde de sodium Na,O, est souvent utilisée pour la
minéralisation par voie séche des molécules organigues halogénées a I'etat de
chlorures, bromures ¢t presque totalement 1odates.

L'appareil utilisé appelé Bombe de Parr ou pour la microanalyse « Bombe
de Wurzschmidt » se fixe hermétiquement avec un dispositil de serrage du
couvercle. La prise d’essai est melangée avec le bioxyde de sodium, du nitrate
de potassium et du saccharose pour faciliter la combustion. Le chaulfage est
ellfectué sur une petite Namme dans une enceinte de protection et provogue
une deflagration en quelques minutes.

METHODES DIVERSES

Diverses methodes d'analyse élémentaire sont couramment utilisées dans
des domaines particuliers notamment en analyse pharmaceutique; elles sont
presentees sous forme schematique d'apres le principe de la minéralisation.

Mineralisation réductrice. — Plusicurs methodes utibsent la reduction des
molécules organiques par le nickel de Raney, le zinc en milieu acide ou alcalin
pour le dosage des halogénes. En [t la reaction mise en jeu est une
deshalogenation sans destruction compléte de la molecule organique.

Minéralisation oxydante. — Ces méthodes sont principalement utilisées pour
la destruction de quantités importantes de matiéres organiques. Les éléments
non volatils dans les conditions experimentales sont ensuile doses par les
méthodes habituelles @ gravimetnie, colorimeétrie, absorption atomigue elc...
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—  PAR YOIE HUMIDE :
Reactifs de munéralisation @ acide sulfunique, réactifs sulfo-nitrique, sulfo-
nitro-perchlorigue, persulfate de sodium
FAR VOIE SECHE :
Réactils de minéralisation : meélanges Na,CO,/KNO,, oxyde de calcium,
MgO/Mg (NO,),, elc..
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INTRODUCTION A L’ANALYSE
ORGANIQUE FONCTIONNELLE

Selon la défimuon classique, un groupement fonctionnel est un atome ou
un ensemble d’atomes auxquels sont lices des propneics physiques et une
reactiviteé chimique particuliéres, se retrouvant a des degres divers dans les
molécules qui les renferment. L'analyse fonctionnelle consiste

— dans la caractérisation et le dosage de ces groupements dans les composés
Organiques;

— l'etude de leurs transformations chimigques;

— et l'apphcation de leur reactivite a l'dentiication et au dosage de la
molecule elle-meéme.

Elle concourt de plus a la détermination de la structure du composé.

DOMAINE DE L'ANALYSE FONCTIONNELLE

L'analyse fonctionnelle apparait souvent limitee a un ensemble de tesis
d'onentation vers un groupement fonctionnel détermine; ces tests fondes sur
des criteres physiques tels que la solubiliteé ou des réactions chimiques
aboulissent a une classiication simple des composes organiques.

A l'intérieur de chaque groupe, diverses réactions chimiques : formation de
composes cristalhisés dont on détermine les constantes physiques, le poids
equivalent ou lNintensité d’absorbance dans le visible ou I'UY,, conduisent a
lidentification de I'espéce. Ces méthodes apphguées a 'échelle semimicro ou
microanalytigue constituent un moyen sur d'identification.

Toutelois, cette conception tend & donner une idée restreinte de lanalyse
fonctionnelle qui ne présenterait alors qu'un intérét assez limité. En régle
generale, en ellet, la recherche systematique des groupements lonctionnels a
Faide de meéthodes dichotomiques présente de nombreuses difficultés; en
parisculier, la présence de plusieurs fonctions ou la reactivite variable d'un
groupement fonctionnel en fonction du reste de la molécule, les interférences
de réactions entre des groupements fonctionnels dilferents, empechent tout
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classement rationnel; lintroduction d'un composé nouveau, détruit parfois la
classification souvent établie 4 grand peine.

Envisagée sous l'angle de la propriété physique, physico-chimique ou
chimigue commune a une partie de la molécule, 4 un atome ou un groupe
d'atomes, le domaine de l'analyse fonctionnelle est en fait plus étendu
(IR.RMN). En plus de lidentification et du dosage des fonctions de la molécule,
elle englobe egalement I'étude de la réactivité indispensable pour Femploi du
composé chimique; c'est en effet a partir de la réactivité que 'on fonde les
méthodes didentification et de dosage dans les formes d'utilisation.

De plus, Fanalyse fonctionnelle revét une importance particuliére pour
I'etude de la stabilité des especes organiques. En eflet, son role réside aussi
dans "étude de la reactivité de la fonction au sein de la molécule, de 'influence
des autres groupements fonctionnels présents et de 'encombrement. Les
renseignements fournis par cette etude se révélent d'une importance capitale.
Il est en ellet evident qu'un groupement fonctionnel peu reactil sera peu sensible
aux agents extéricurs : le camphre est stable et I'on sait la faible réactivité de
54 fonction cétone pour obtenir une dimtrophenylhydrazone. La connaissance
de la réactivite propre i chague groupement fonctionnel au sein de la molécule
qui les supporte permet :

— d'en detecter les points faibles, a4 "origine de Uinstabilite;

— et souvent de prévoir la stabilité de ces composes disperses dans des
formes pharmaceutiques;

— ou bien leurs transformations lors de leur transit dans l'orgamsme,

De méme, I'etude de la réactivité concourt aussi @ la precision de la
transformation des molecules organiques au cours du metabolisme comme a
la mise au point des meéthodes d'investigation des produits de transformation.
Elle prend aussi une importance primordiale et tient un role particuliérement
important dans le controle des meédicaments et les divers domaines de 'analyse
pharmaceutique.

REACTIONS CHIMIQUES
EN ANALYSE ORGANIQUE FONCTIONNELLE

Lanalyse organique fonctionnelle est basee sur les reactions de la chimie
organtque parmi lesquelles, lanalyste doit faire un choix permettant d*assurer
— la spécificité ou tout au moins la selectivite de lidentilication;
— la precision des mesures quantitatives;
Fadaptation des réactions aux movens physigues, chimigues ou instru-

iferlauy.,

Cette adapiation des moyens de mesure aux servitudes de la precision de
Fanalyse suscite un certain nombre de difficulies,
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Structure et réactivité des molécules organiques

Les innombrables types de molécules organiques et les variations de
reactivite des groupements fonctionnels en fonction de la molécule qui les
supporte sopposent 4 la mise au point de méthodes générales. On se
souviendra que la réactivite d'une molecule organique ne résulte pas de
I'addition de chacune de ses [onctions:; Pencombrement de la molécule, les
positions relatives doivent ¢lre prises en consideration. Lindividualité de la
molécule organigue restreint fa notion de groupement fonctionnel. La transpo-
sition des méthodes et leur adaptation i chaque cas particulier est de régle

modification des conditions operatoires, changement de solvants, nature
des catalyseurs elc...

Certaines reactions sont communes 4 plusieurs fonctions et ainsi a l'origine
d'interférences dans le cas d'analyse de mélanges; par exemple, acétylation
des fonctions hydroxylées conduit aux esters, celle des amines primaires et
sccondaires aux amides correspondants.

La présence d'autres groupements fonctionnels peut modifier la propriété
d'une fonction. Le phénol CyHsOH est un acide faible; ses dérives substitués
par des groupements ¢lectronégatifs (chlorophénols, nitrophénols) voient leur
acihte exaltée,

La présence de fonctions hydrophiles (hydroxyle, carboxyle) limite la
précipitation des bases organiques par un réactil tel que le tétraphénylborure
de sodium (CgH ) BNa ou Pextractibilité d’'une paire d'ions (laurylsulfate de
base organique).

Limiration du nombre des réactions applicables

Le nombre des reactions de chimie organigue applicables a Ndentification
qualitative et au dosage des groupements fonctionnels et des molécules
organiques est relativement restreint. Interviennent en effet dans le choix d'une
réaction danalyse organigue par voie chimique :

— la cménque de la reaction gui doit étre suflisamment rapide;

— son equilibre avec la possibilité de le déplacer en laveur d'une transfor-
mabion quantilative;

— un domaine d'application le plus large possible;

— la formation au cours de la réaction d'un composé dont les propriétés
sont mesurables av moyen des methodes de la chimie analytigque

— elecirochimiques : potentiomeétrie; polarographie eic...

specirophotométrigues © UV, visible, lNuorescence... .

— i Pade d'indicateurs chimigues de protometne, oxydoréductimétrie

el
accessilite des réactifs dans un etat de purete sanshusant sans avoir @
recourie o une synthése ou une purilication particulicres.
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Applications analytiques
des réactions incomplétes ou non stechiométrigues

Si l'atteinte d’équilibre d’une réaction de chimie organique limite le nombre
des réactions applicables 4 analyse quantitative, diverses modalités permet-
tent néanmoins leur emploi.

— emplol d'un excés de réactif qui est titré par retour : dosage bromo-
métrique du phénol, iodométrique de I'acétone ete...;

— modification de lMacidité du mibeu : le dosage des aldehydes par
combinaison avec NaHSO, est conduit selon la réaction :

RCH=0 + Na,SO, + H,0 — RCHOHSO,Na + NaOH

— des reactions non steechiometriques peuvent etre utilisées pour le dosage
des molécules organiques.

Un exemple classique est celui de la réduction des oses par les sels de cuivre
en milieu alcalin. Le mécanisme de la réaction n'est pas complétement elucidé;
toutelois dans des conditions rigoureuses de concentration en sucre reducteur
et en réactil cuprotartrique du milieu, de température et de durée d’ébullition,
la réaction est reproductible et par conséquent utilisable dans ces conditions
pour le dosage.

De méme certaines réactions aboutissant i des dérivés colorés, fluorescents
ou absorbant dans I'U.V. ne sont pas quanititatives. Néanmoins, la cinetique
de la réaction est telle que dans des conditions bien définies de concentration
en compose analysé et en reactif, de durée et de conditions opératoires, la
reaction s¢ deroule selon une cinetique qui autorise le dosage. L'emplor de
telles réactions est done subordonné 4 une étude préalable, 4 une mise au
point expérimentale et a4 la comparaison avec un témaoin traité dans les mémes
conditions lors de chaque application.

Formation de dérivés

La mesure des proprictés physiques ne peut s’adresser qu'a la molécule
organique prealablement isolee a I'état pur ou séparée des autres composants
d’un mélange par un procédé tel que la chromatographie. L'objectif de 'analyse
fonctionnelle est done dans la formation de dérivés ou transformation de la
molécule par réaction des fonctions en un compose dont on mesure ensuile
une propriete. En d'autres termes, toute méthode d'analyse fonctionnelle se
deroule en deux elapes :

— Tormation d'un dérivé par réaction physico-chimigue ou chimigque;

— mesure d'une propricté de ce dernier @ constantes physiques, spectre
stiechiometrie de la réaction.
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On notera ainsi que la formation d’un dérivé apporte une preuve comple-
mentaire de 'identité d'une substance; de plus, la spécificité ou tout au moins
la sélectivité d'une réaction permet dans certains cas, l'identification et le
dosage d'un composé organigue sans extraction préalable ou aprés une
extraction simplifice. L'analyse lfonctionnelle offre pour cette raison un choix
particuliérement varie de méthodes dans tous les domaines de analyse
appliquee tels que analyse pharmaceutique. alimentaire, cosmétique, biologie
clinigue etc...

Méthodes titrimétrigues d'analyse fonctionnelle

Un certain nombre de réactions de chimie organigue relévent directement
des methodes traditionnelles de la chimie analytique.

o Précipitation, complexation, chélation. — Formation de dérivés avec les ions
métalliques (Ag', Cu®", par exemple) et dosage de I'excés par les voies
habituelles (argentimétrie, complexométrie);

e Oxydo-réduction. — Un trés grand nombre de réactions sont applicables &
l'analyse quantitative, par exemple :

Oxydation des thiols ou mercaptans RSH par un excés d'iode titré par
retour.

Oxydation des o glycols par I'acide periodique et dosage de I'exceés de réactil
en présence de l'acide 1odique forme.

Bromation du phénol par formation de tribromophénol et dosage de I'excés
de brome par bromo-iodométrie.

Oxydo-réduction en milieu alcalin entre les molécules a fonction aldéhyde
ou les oses réducteurs et les sels de Cu®® (méthode de Bertrand) ou de Hg? ©.

o Meéthodes protoméirigues. — En plus du dosage direct par protometrie en
solution aqueuse des acides carboxyliques solubles dans Peau, la libération
ou la consommation du proton H' au cours d'une réaction chimigque est
largement utilisée : saponification des esters, dosage des dénives halogénés etc...

Le domaine d'application de 'analyse orgamique s'est considerablement
éendu avec lemploi des solvants autres que 'eau ;

dosage des acides organiques en solvant basique : pyrnidine, diméthylfor-
mamide:
dosage des bases organiques en solvant acide : acide acctique,
Parallelement les réactions d'analyse fonctionnelle dans des solvanis variés
benehcient du développement des méthodes instrumentales d'analyse le plus

souvent directement applicables a ces solutions et notamment la potentiométrie
el la conductimetrie (v. Tome | p. 168).
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o Réactions diverses de chimie orgamiguwe. — Certaines réactions de chimie
organique ressortissant 4 des mecanismes différents ou plus complexes sont
egalement directement applicables : fixation d’halogéne (brome, iode) par
exemple sur les doubles haisons.

En résume, les reactions et les methodes traditionnelles de chimie analytique
connaissent des possibilités directes d'applications a 'analyse organique. Leur
champ d'application est plus particulierement réservé au dosage de lespece
isolée (par exemple teneur en produit pur d'un médicament); leur précision
est celles des méthodes titrimétriques.

Formation de dérivés cristallisés

Lidentification des composes organigues a d’abord é1é basée sur l'emplo
de réactifs des fonctions conduisant & la formation de composés cristallisés
dont on mesure les constantes physiques : fusion, indice de refraction, pouvoir
rotatoire etc...: c'est ainsi que les réactions classiques d'oximation ou de
formation d’hydrazones a partir des molecules organiques carbonylées ont
regu des applications analytiques multiples.

La mise au point de réactifs d'un poids moléculaire plus éleve (tels que la
2-4 dinitrophenylhydrazone) permet d’obtenir des dérivés cristallisés, avec un
meilleur rendement ; le recours a des réactils plus stables conduit 4 des dérives
isolés plus facilement & P'état pur; par exemple, I'sothiocyanate de naphtyle
CigHeN=C=35, reactil des [onctions alcool ou amine est plus siable que
I'isocvanate de phényle CH,N=C=0.

L'emploil de certains réactifs permet de régénérer la molécule onginelle;
dans ce domaine, une place particuliére doit étre réservée au chlorure de
triméthylacéthydrazide ammonium (réactil de Girard et Sandulesco).

Cl (CH4)yN"CH,CONHNH,

qui se combine par sa fonction —CONHNH,; aux composés carbonyleés et
confére aux dérives une solubilite exceptionnelle dans Feau par la présence de
la fonction ammonium quaternaire. Leurs hydrazones sont hydrolysables et

le réactil permet de récupérer ensuite aprés isolement de I'hydrazone, 'aldéhyde
ou la cetone originels.

Dérivés absorbant dans le visible
et Pultravioler on fluovescents

Cest dans le domaine de la Tormation de dérivés absorbant dans le visible
et Pultraviolet ou fluorescents que Panalyse organmique fonctionnelle a pris
deputs une vingtaime d'années un essor considerable, Avec ces methodes,
Fanalyse foncuionnelle gagne en scnsibilite et speécilicite et l'on dispose
actucllement pour chagque fonction d'un trés grand nombre de reactions
permettant de choisir celle qui convient le mieux dans un cas particulier et
de pallier les interlerences, Quelques exemples seront donnés plus lom.
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Les réactions actuellement utilisées répondent @ un mécanisme connu et
ont remplacé avantageusement des réactions empiriques autrefois mises en
cuvre avec plus ou moins de précision ou de fidelite. De telles réactions en
effet telles que certaines colorations obtenues avec des réactifs variés en milieu
sullurique ou avec des solutions de chlorure lerrique, dépendent des conditions
opératoires, de la concentration de réactif, de la durce et de la température de
contact etc... rendant le résultat d'une habilite douteuse.

Lorsque les composés organiques forment avec le réactilf un compose
extractible par un solvant non miscible au milieu réactionnel, la spécificité
des méthodes d'identification et dosage se trouve ameliorée. Les dosages sont
alors conduits selon la séquence suivante :

— reaction chimique du groupement fonctionnel de la molécule avec le
réactil : par exemple lformation d’'un ester dinitro-3-5 benzoique en milieu
pyridine :

(NO,),C.H,COCI + HOR — (NO,),C,H,COOR + HCI

— hydrolyse par 'eau de 'excés de réactil et neutralisation des acides par
le carbonate monosodique;

— extraction par 'hexane de l'ester dimitro-3,5 benzoique qui est mis en
evidence dans ce solvant par la réaction coloree de Janovsky-Zimmermann :
coloration en présence d'un composé a methyléne actif et en milieu alcalinisé
par un hydroxyde d'ammonium quaternaire par lormation d'une structure
quinoide.

De tels procedés permettent de plus d’'améliorer la sensibilité de la réaction,
le composé formé étant extrait par un faible volume du solvant non miscible.

On se rappellera également la formation de paires d'ions extractibles par
un solvant non miscible qui autorise par exemple le dosage de traces de bases
organiques par mesure de I'absorbance dans 'ultraviolet de leurs laurylsullates
extraits par le chloroforme. De méme la formation d'une paire d'ions entre un
colorant anionigue (méthylorange, bleu de bromophénol...) et un ammonium
quaternaire permet le dosage colorimétrique de ce dermier dans la phase
organigue (v. Tome 11 p. 53).

Couplage de lanalyse fonctionnelle
et de la chromatographie

— Les reactions de 'analyse fonctionnelle sont utilisées pour la révélation
des composés organiques séparés par chromatographie sur couches minces
ou sur papier, par formation de dénvés colorés ou fMluorescents. De multiples
wrevelateurs » sont ainsi utiliseés : reactifs phosphotungstiques, phosphomo-
lydotungstique (reactils des pheénols), réactifs nitro-nitrosomercuriels (réactifs
de Millon), réactils iodomercurigues ou 1odobismuthigues (bases organiques),
réactils @ la ninhydrine (acides aminés etc...). Sans entrer dans le détail, deux
poinis meriient dattirer attention :

—  Les reactifs revélateurs repondent i des formules trés variées dont la
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sensibilité et le domaine d'application dépendent souvent de la composition
et des conditions opératoires.

— La formation d'une tache colorée par pulvérisation du réactil sur le
chromatogramme identifie le compose mais n'autorise pas pour autant son
dosage par lecture directe de Pintensité de la coloration sur la plaque ou par
mesure de 'absorbance aprés élution. Le recours a de telles techniques est
soumis 4 une verification préalable de la validité du procédeé.

— Cest principalement dans le domaine de la chromatographic gaz-liguide
et liquide-solide que la formation de dérivés connue sous le nom de

wdénvatisation» a pris un développement trés important. Les reactions
utilisées (v. Tome 11 p. 161 et p. 226} ont pour but :

— soit de diminuer la polarité de fonctions acides ou basiques : blocage
ou transformation des groupements fonctionnels par estérification, silylation;
— soit de rendre le composé i identifier ou doser, décelable par le détecteur

par réaction du groupement fonctionnel conduisant a un dénivé colorg,
Muorescent ou absorbant dans I'ultraviolet.
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METHODES GENERALES
D’ANALYSE FONCTIONNELLE

[l est a priori dilicile ainsi qu'il a été vu précédemment, de décrire des
methodes génerales d'analyse fonctionnelle étant donné la diversité et la
reactivite trés dillérente des groupements fonctionnels, de plus, les composés
organiques porteurs d'une méme fonction ont vis-d-vis des réactifs, une
réactivité trés différente influencée par le squelette carboné, la présence d’autres
fonctions et leurs positions respectives. Sont groupés arbitrairement il sous
la rubnque de Methodes générales d'analyse fonctionnelle, des procedés
analytiques fondeés :

— sur des proprictés communes a plusieurs fonctions : hydrogeéne mobile,
acides et bases organiques;

— sur des reactions applicables 4 plusieurs groupements fonctionnels :
acylation:

— sur des réactions aboutissant 4 des composés justiciables d'une méthode
spectrophotometrique d’absorption dans le visible ou Pultraviolet ou de
Tuorescence qui forment un chapitre particulicr.

Détermination de Uhydrogéne mobile

Test de Zerewitinoff. — Tschugaeff (1902) observa que des molécules
renfermant un atome d"hydrogéne actif dégagent quantitativement du méthane
par réaction de Grignard sur liodure de méthylmagnésium en solution dans
l'¢ther anhydre,

ZerewitinolT (1906} décrivit les modalités d’applications & un grand nombre
de composes organiques @ alcools, mercaptans, amines, amides, acides elc...

R -H + CH Mgl — CH, + R— Mgl

La formation guantitative de méthane s'opére également i partir des
fonctions sulfomique, thiol, acetylémique vrat ete... et d'une maniére générale
a tous les composés renlermant un atome d hydrogéne remplagable par un
metal. Le procede a cte transpose i 'échelle microanalybique et lappareillage
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perfectionne en voe d’chminer les principales causes d'erreurs; celles-c1 peuvent
élre dues :

— @ une absorption d'oxygeéne :
JCH Mgl + 3/20, - CH,l + MgO + 2 CH,OMgl
— & un degagement d'ethane :
CH, Mgl + CH,l — C,H, + Mgl,
— & 'humdite :
2 CH Mgl + 2 H,O - 2 CH, + Mgl, + Mg(OH),

La méthode de Zerewitinofl exige 'emploi de solvants anhydres : oxyde
d’éthyle ou ethers-oxydes peu volatils (oxydes de butyle ou amyle, anisole).

La reactivité des atomes d’hydrogéne mobile varie dans d'assez larges
limites selon les fonctions présenies :

dégagement d’une molécule de méthane : acides, alcools, phénols, thiols,
amines primaires;

— dégagement de meéthane et lixation d'une deuxiéme molecule & organo-
magnésiens, acides carboxyliques, amides;

— fixation d'organomagnésiens par addition sans dégagement de méthane :
aldehydes, célones, nitriles, esters.

R CH
R -~ COOR" + 2CH MgX - ;:{i " o ROMgX
CH, OMgX

Le test de Zerewitinoff est applicable 4 de tels composés.

Dans un premier temps, on détermine le titre d"une solution de CH Mgl
dans I'éther anhydre en lui ajoutant un excés d’aniline et mesurant le volume
de méthane dégagé. Dans un deuxiéme lemps, le dosage des hydrogénes
mobiles des composés de ce type est effectué en présence de la méme quantité
de solution titrée de CH ;Mgl, en exceés; lorsque la réaction est terminee, on
ajoute un exces d’aniline qui forme, avec Pexces de magnésien qui n'a pas
réagl, du methane. La dilference correspond d la quantité de réactil de Grignard
consommeée par le compose sans degagement gazeux.

En dépit des perfectionnements des appareillages, le procedé demeure
d'apphcation délicate.

Hydrure d’aluminiom lithivm. — L'hydrore daluminium hithium LiATH,
reagil sur les atlomes d'hydrogéne mobile selon la reaction :

4 RH + LiAlH, -+ 4 H, + LiAIR,
les reactions sont plus lacilement quanutatives quavec le reactil de Grignard;

clles s'effectuent souvent 4 la température ambiante, les réactions secondaires
sonl moins nombreuses et le réactl est relativement stable.

..com
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Les dosages sont effectués par mesure du volume d'hydrogéne dégagé ou
par titrimetrie; dans ce dernier cas, aprés réaction du composé & doser,
hydrure d'aluminium introduit en excés connu, est dos¢ au moyen d'une
solution d'un alcool; le point d'éguivalence est déterminé par une méthode
electrotitrimétrique (potentiometrie, conductimetrie) ou 4 laide d'indicateurs
colorés tels que le N-methyl paraaminoarzobenzéne.

Protométrie des groupements fonetionnels

L'emploi des solvants non aqueux a considérablement élargi le domaine
dapplication de la protometrie 4 de nombreux groupements fonctionnels.
Cette extension est due pour une part au fait qu'ils assurent la dissolution du
plus grand nombre des molécules organiques en géncral peu solubles ou
insolubles dans Peau, [Yautre part, le solvant intervient sur I'acidité des couples
acide-base dissous par sa constante di¢lectrique et son elfet prototropique
selon des modalites qui ont eté developpées dans le tome 1. Sont seulement
resumées ici les principales applications de la protométrie directe ou par
transformation, des bases et acides organiques dans des solvants protiques
dissociants ou peu dissociants d’usage courant.

Protométrie des fonctions basiques. — La protométric des bases organiques
revét une importance particuliére pour I'analyse pharmaceutique. Les titrages
sont conduits dans "acide acétique anhydre avec une solution titrée d'acide
perchlorigque; le point d'éguivalence est decele par potentiomeétrie ou a |'aide
d'indicateurs colorés tels que le cristal violet, 'z-naphtol benzéine...

La protometrie est directement applicable 4 tous les composes orgamiques
présentant un atome d'azote basique dans leur molécule

B + CH,CO,H = CH,CO, BH*

B représentant une base organigue.

— Amines primaires, secondaires, terbiares, aliphatiques, aromatiques,
heterocychques.

— Hydroxydes d'ammonium quaternaire.

— Quelgues oximes, imines, hydrazines etc...

rentrent dans cette categone de bases orgamques, v compris tous leurs sels
avec des acides organigues de force voisine ou inférieure 4 celle de FMacide
acctique; propionates, maléates, malates, benzoates, salicylates...

Dans le cas des chlorures de bases organiques, la base chlorure n'est pas
suflisamment forte dans le solvant, acide acenque; elle est soustraite du nihieu
par complexation avec "acetate mercurique selon

2CH BH' 4 Hg(CH,CO,), - HgCly + 2 CH,CO, BH'
Dans le cas des sullates, seule la premicre acidite est forte dans acide

acetique anhydre: Maddition d’un solvant peu dissociant de laible constante
diclectngue alfatbht la fonction acide de H 50, et permet le tirage.
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En analyse pharmaceutique, la protométrie dans 'acide acétique anhydre
sadresse 4 un trés grand nombre de médicaments qui renferment le plus
souvent une fonction amine tertiaire : dérivés phénothiaziniques, anesthésiques
locaux, spasmolytiques et tous les alcaloides 4 novau hétérocyclique dérivé
de la quinoléine, 1sogquinoléine, tropane, etc...

Protométrie des fonctions acides. — Les solvants basiques : diméthylfor-
mamide (D.M.F.), pyridine révélent lacidité des molécules organiques aptes
a ceder un proton. La dilliculté des titrages dans ces solvants réside dans le
choix d'une solution titrante de base forte; les hydroxydes alcalins ou
d'ammonium quaternaires ne sont pas solubles el il est necessaire de recournir
d une titration en solvant mixte :

— méthylate de sodium en solvant benzéne methanol (v. tome | p. 76);

— hydroxyde d’'ammonium quaternaire en solution dans Isopropanol; en
general, on utilise 'hydroxyde de tétrabutylammonium en solvant isopropanol
ou isopropanol/méthanol.

Le point d'équivalence est décelé par potentiometrie ou a I'aide d'indicateurs
tels que bleu de thymol, thymolphtaleine.

De nombreux types de molecules organiques se comportent comme des
acides titrables dans la pyridine ou le diméthylformamide :

— acides carboxyliques (titrables en solution aqueuse lorsqu'ils sont
solubles):

— anhydndes d’acides orgamques;

— ¢enols, imides, sulfonamides, barbituriques (fonction acide);

— phenols : le phénol est un acide trés faible dont le point d’equivalence
n'est pas determiné avec une précision suflisante pour le dosage. En revanche,
les phénols substitués par des fonctions électronégaiives telles que —CHO,
COR, —COOR, —CONH,, —Cl, —NO, sont des acides [orts aisément
titrables.

Le titrage differentiel de plusieurs fonctions acides dans un mélange ou un
polyacide est souvent réalisé dans la pyridine ou plus souvent dans l'acétone

— acides sulfurique, malonique, malique, tartrique : la courbe de neutrali-
sation de chacun de ces acides présente deux infllexions correspondant au
point de neutralisation de chague fonction;

- un mélange d'acides chlorhydrigue, acétique et chlorophénol présente
trois inflexions correspondant aux points d’équivalence respectils.

Lacide hydroxy-4 benzoigue présente deux points d'éguivalence (fonction
acide et phénol); inversement, en raison meéme de la structure, seule la fonction
carboxvlique de I'acide hydroxy-2 benzoique (salicylique) est révélée au cours
du titrage. En revanche, dans la ncutralisation d’un mélange d'acide salicylique
el de sahcylate de methyle

_ACOOCH . (1)

LB §
" om (2
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la premiére inflexion de la courbe de neutralisation correspond a la fonction
carboxyhque de lacide salicylique et la deuxiéme @ la fonction phenol du
salicylate de méthyle; dans ce dernier composé, P'elfet du carboxyle a ¢te
supprimé par 'esténification.

Protométrie des amphotéres. — Le dosage des amphotéres peut étre réalise
par l'intermédiaire de la fonction acide ou de la fonction basique en fonction
du solvant chois.

COOH
Les actdes ammes R — CH ., NH sont titrés comme base dans 'acide

L

acetique anhvdre et comme acide dans un mélange cau/pyridine. Le sulfa-
nilamide

~ _SO,NH, (1)
C M,

NH, (2)

est titre comme acide dans le DD.M_F. et comme base (aible dans I'acide acétique.

Protométrie par transformation. — Lorsqu'une molécule organique ne
présente pas de groupements fonctionnels titrables, on peut par réaction
chimique les transformer en acide ou base titrables pas ies mewnoaes usuelles.

Le solvant joue alors un double role

— reéservoir de protons qu'il délivre ou capte selon le déroulement de la
réaction qu'il permel de rendre compléte;
— révelateur de acidité ou de la basicité apparue dans le milieu reactionnel.

Ainsi, dans la réaction d'un thiol sur les ions Ag’ en solvant pyridine

RSH + Ag*NO; + C.HN — RSAg + C.H.NH*, NO;

la pyridine accepteur de proton rend la réaction compléte et 'on pyndinium
qui est lacide le plus fort existant dans ce solvant est titrable par acdimetne
avec I'hydroxyde de sodium en solution ¢thanoligue.

Selon ce méme schéma réactionnel, les acétyléniques vrais R—C=CH
forment un dérivé argentique titrable. De méme les barbituriques forment un
compose durgentique avec hberationde 2H * titrables, alors gque sans reaction
prealable avee Ag', une seule lonction acide est révélée.

La protométne par transformation fait Fobjet d'applications multiples. A
tire d'exemple, vne amine primaire ou secondaire lorme avec le sullure de
carbone en mibiew pyndime un acide dithiocarbamigue hitrable :

R NH, +S=0C =8 >R - NH - C -5 . H

I
5
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Dautres exemples schématisent les possibilités d’application qui font partie
des méthodes classiques de 'analyse fonctionnelle :

Fonction Réucif Titruge
il
R OH (CH,CO)0 = ROCOOCH, +CH,CO,H CH,CO,H
(primaire ou
secondaire)

R NH, [(CH,COL0 -~ RNHOCCH,+CH,COH | CH,CO,H

R CO R H," NOH A ~C=N OH+H,0+HA| HAou

RiH) exces de base
R CH=0 |H,N—Ar —+R -CH=N—Ar exces de base
B UMM MNaCIH — RO Mg + R'OH exces de base

Acylation {acétylation)

L’acylation des fonctions hydroxyle ou amine s'effectue selon deux moda-
lités principales qui relévent en fait de la protométrie par transformation :

— acétylation par I'anhydride acétique en solvant pyridine;
— propionylation par I'anhydride propionique en solvant acide acétique.

Ces réactions ont été décrites: on rappellera ici que leurs domaines d*applica-
tion ne sont pas rigoureusement superposables (v. Tome [ p. 90).

L'acétylation pyridinée est quantitative avec les alcools primaires et
secondaires; elle est plus lente et non quantitative avec les alcools tertiaires
et les phénols. Des résultats variables en fonction de la nature de la molecule
sont obtenus avec les amines.

Le domaine dapplication de la propionylation en solvant acide acétique
est plus étendu; le procédé est applicable aux alcools tertiaires, aux phénols
el aux amines primaires et secondaires.

Réactions diverses
Dautres reactions peuvent étre appliquées o Ndentification ou au dosage
des groupements fonctionnels par exemple :
Estérification par les chlorures d’acides en milien pyridine :
R-CO-Cl + HOR" —+ RCOOR’ + HCI
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Réaction avec les esters isocyaniques ou isothiocvaniques pour Pidentification
ct eventuellement be dosage des fonctions :

hydroxylées avec formation d'uréthannes

_NHR'
ROH+O0O=C=N-R — 0=
YR
aminées avec formation d’urées substituées
,:-H“ — R
RNH, + O =UC=N-R - 0 =10
MNH - R

Alcoylation oun arvlation des fonctions hydroxylées ou aminées primaires

R-OH +RX - ROR" +H" +X

R'X representant par exemple des réactifs tels que le dinitro-24 luoro-
benzéne (NO, V' C H,F acide monochloroacétique CICH,COOH. etc..,

Mérhodes spectrophotoméirigues o analyse fonctionnelle

Les methodes specirophotometriques d’analyse lonctionnelle basées sur des
reactions chimiques aboutissant 4 des dénivés absorbant dans le visible,
Fultraviolet ou Muorescents constituent Nune des acquisitions mageures de cette
branche de 'analyse organique depuis une vingtaine d'annees. Il n'est pas
possible d'envisager toutes les possibilites offertes par Fanalyse orgamque;
sont exclusivement décrites 1o quelques réactions choisies parmi celles qui
sont d'une application trés couranie dans tous les domaines de la chimie
analytique organigue appliquee.

Reaction de diazocopulation

Depuwis sa decouverte par Gress en 185K, la réaction de diarocopulation a
connu un developpement analytique considérable et compte parmu les
methodes danalyse fonctionnelle qui regont Je plus d'applications. Elle réside
dans la réaction entre une arvlamine primaire et 'acide nitreux avec formation
de sel de diazontum Ar—N=N, X ¢t dans un deuxiéme temps de la
copulation de ce composé avec une amine ou un phénol

Ar - N' =N. X +H @ OH
. Ar— N H-@ O + X+ H'

com
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Les réactions analytiques qui mettent en ceuvre cetle réaction peuvent étre
classées en trois groupes :

— e sel de diazonium est le réactil;

le composé que l'on recherche ou dose (amine aromatique) est transforme
en sel de diazonium que 'on copule avec un reactfl approprié;
— e compose étudié donne nassance directement ou indirectement a de
lacide nitreux que l'on décéle par diazotation d'une amine aromatique
primaire puis copulation.

DETECTION ET DOSAGE PAR LES SELS DE DiazoMiuMm. — Les réactifs les plus
couramment ufilisés sont 'acide parasulfanilique diazoté (réactif d*Erlich) et
la p-nitroaniline diazotée obtenus respectivement i partir de 'acide sulfanilique
HO,S-C,H,—NH,; et de la nitro-4 aniline O,N—C,H ,NH,.

Les colorations des azoiques formés par copulation sont en général trés
intenses avec un tres grand nombre de composés

phenols;

— composés 4 méthyléne actif;

— gmines aromatigques;

— dernves nitrés aliphatiques primaires:

— amines aliphatiques primaires;

— arylhydrazones d'aldéhydes:

— composés i haison ethylénique;

— composeés hétérocycliques : dérives de Pimidazole (histidine, histamine),
de la purine. de la pyrimidine, dérivés indoliques, pyrrolique (bilirubine).

Laptitude 4 la coloration des phénols dépend de la structure du phénol,
du diazocopulant, de la nature et de la position des substituants du noyau
phénolique (les positions orthe ou para doivent ¢tre libres). Contrairement
aux halogénes, les substituants —CO,H, —NO, sont défavorables.

Direcrion F1 DosAGE PAR DiaZzoTATION. — La coloration des azoiques formés
par copulation des arylamines primaires avec un sel de diazonium est en
general peu sensible. Aussi, pour la détection et le dosage des amines
aromatigues, il est préferable dans un premier temps de les diazoter puis dans
le deuxiéme temps aprés destruction de Pexcés d'acide nitreux, de copuler le
sel de diazoniom avec une amine ou un phénol.

Un grand nombre d'amines ou de phénols sont utilisés pour révéler le sel
de diazonium formé : phénol, x naphtol, o naphtyléthylénediamine (Bratton-
Marshall), naphtyldiethylpropylénediamine (réactil de Tréfouel).

Lanalyse pharmaceutique met largement 4 profit cette réaction pour le
dosage de composeés d fonction amine aromatique primaire libre dans certains
sullamides on anesthésiques locaux (procaine).

Le sel de divzonium du méta-aminophénol est stable, celui de Facide
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paraaminosalicylique (P.AS.) ne I'est pas; on peut ainsi rechercher et doser
le métaaminophénol qui se forme par décomposition de l'acide amino-4
salicylique (P.A.S.).

APPLICATION AUX DERIVES LIBERANT DE L'ACIDE MITREUX. — La diazocopulation
est applicable i la recherche de traces d’acides organiques. L'addition de traces
d'acide a un mélange de parasulfanilate de sodium et a-naphtylamine provoque
en milieu dioxannique ou acétonique 'apparition de la coloration de 'azoique
formé. De méme, la diazocopulation est applicable aux composés organiques
susceptibles de libérer par hydrolyse de I'acide nitreux (derives nitroseés de
certains alcools ou thiols).

Formation d'indophénols. — La réaction des composés phénoliques sur les
amines primaires en présence d'un oxydant conduit 4 des indophénols ou
N-arylquinones imines colorés. Ainsi, Uaniline et le phénol forment en
présence d'hypochlorite de sodium un indophénol bleu en milieu acide, rouge
en milieu alealin applicable aw dosage des traces de dérivés phénoliques.
Diverses methodes didentification et de dosages colorimétriques reposent sur
le principe de cetie reaction en fonction du réacufl utilise :

— dans la réaction des phénols avec ['acide sulfurique nitreux (réaction de
Libermann) le nitrosophénol forme reagit avec 'exces de phénol selon :

HD@*'D:H@—GH———FQJEH@D

— la réaction de Millon des phénols avec le réactil nitro-nitrosomercuriel
imercure dissous dans I'acide nitrique) repond 4 un mecanisme du méme type
de méme que la réaction des phénols avece Ta dichloro-2.6 chlorimine-4 guinone
ou 'ammo-4 phenazone (A, P).
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La formation d'indophénols est appliquée a la détection et au dosage des
dérivés du type R ou Ar— N =N =0 par réaction avec un dérivé phénolique
selon un méme mecamisme que la réaction de Libermann.

La colorimétrie des amines secondaires rentre dans le cadre de cette réaction,
apres leur transformation dans un premier temps en mitrosamine sous 'action
de lMacide mitreux.

Le dosage de traces d'ammoniaque aprés action dun réactif phénol-
hypochlorite est i rapprocher de la formation d'indophénols.

Formation de formazans. — La réaction des arylhydrazones d'aldéhydes
sur les sels de diazonium (réaction de Schryver) illustre particuliérement les
possibalités qu'oflre le couplage des réactions des groupements fonctionnels
pour le dosage de traces de composés organiques.

La réaction procéde en deux temps : formation d’une phénylhydrazone du
formaldéhyde puis oxydation de Fexcés de réactil par les ions ferricyanure
avee formation d’un phényldiazonium. Le diazoigue et I'hydrazone réagissent
ensuite avec fomation d'un formazan coloré.

el CNT?
CETRMONITT e

R-CH=0+HN-NH-CH, - R—-CH

N — NH - C _H;
(R ou H)
N =N-—-C/H,

N — NH - C.H,

Formazan
O } [ Red

x"H = N — U, H,
B O |
H‘N -~ N - C.H;

sel de tetrazolium

La réaction est en particulier applicable au dosage de traces de [ormaldéhyde
ainst gqu'n celu des composés organiques qui par réaction chimigue hibérent
dans un premier temps quantitativement laldehyde lormigue,

D'autre part, lu reduction des sels de tétrazolium incolores en formuzans
colorés est 4 la base du dosage de composés organiques variés oxydables par
le réactil. Aussi, Foxydation des cétols steroides par e chlorure de triphényl-
tetrazohum autorise leur dosage colornimetrique.

com
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Formation de dérivés fluorescents, — Certains composés non fluorescents
peuvent 4 l'aide d'une réaction chimique convenable former un dérivé
fluorescent par hetérocyclisation 4 Noxyvegene ou 4 lazote qui permet leur
dosage (v. p. 144).

'Ii"':; '|3"'3 H3
HO MH 0O MH (4] M
X, — o, —
HO OH o OH 0 OH
Adrénaline Adrenochrome
OH "~
i
HO N
HO OH
Adrenolutine

Formation de dérivés Muorescent on absorbant dans le visible et Pulira-
violet. — La réaction de Hantzsch qui conduit aux derives de la dihydro-
pyridine par action du formaldéhyde et de l'ammomac sur les i dicétones et
esters b dicétonigues illustre particuliérement les multiples possibilités d ap-
plication des réactions des fonctions i des méthodes spectrophotométriques
dans le visible et l'ultraviolet ou fluorimétriques. Ainsi avec Pacétylacétate
d'éthvle ou la pentanedione-2.4 {acétylacétone), la réaction développe une
Muorescence bleue pratiqguement sélective du formaldéhyde et des composés
qui donnent quantitativement du formaldéhyde par oxydation periodique tels
que les diols-1.2, les a aminoalcools primaires, les cétol-17 stéroides.

En utithsant dans la reaction avec l'aceiylacetone et le formaldéhyde, une
alkvlamine primaire au lieu de Fammoniac, la Nuorescence jaune des N-alcoyl
diacétyl-1,5 dihydro-1.4 lutidines formées autorise le dosage de traces (I
10 pg) d’alkylamines primaires ou d'a aminoacides,

R —NH,
o
H,C CH " HO CH ?[H]
3 3
H‘I: - - C - H]C __,N- CH3
z.t | X
e H4C—0C C—CH
He—C™ " J S TR T
0
0 o 0 °
i
EHE
Fluorescence du derive
Ox |(H104) (N- alcoy!) 3,5 diacetyl 14-
- dihydro 2,6 lutidine
1,2- diols

17-cetostercides
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Les aldéhydes aliphatiques v compris le formaldéhyde, forment avec la
cyclohexanedione-1,3 (dihydrorésorcinol) des dérivés alcoyl-9 dioxo-1,8 déca-
hydroacndines dont la spectrofluorimetrie est a l'echelle de 0,2 a 3 pg. Cette
reaction est apphcable au dosage Muorimeétrique des pentoses deshydrates en
furfural ou des alcools oxydes en aldehydes.

HH3 Iil
o 0 N
e
fl.‘Hl‘.‘J
8] R O
0 R
Dihydro - 9-alcoyl 1,8-dioxo decahydro
resorcinol acridine.

Riactions inptcaTrices. — La dérivation des groupements fonctionnels avec
formation de composés absorbant dans le visible ou I'ultraviolet a été indiguee
précédemment.

Réactif dimitré. — Une méme réaction colorée ou dabsorption dans
lultraviolet peut connaitre des applications multiples. La colorimétrie des
dérivés dinitrés en solvant organique et en presence de méthyléne actil en
milieu alcalin déjid mentionné est applicable au dosage de divers types de
molécules selon le réactif utilise {v. p. 243).

— dinitro-2,4 chloro (ou Mluoro) benzéne : réactil des amines primaires;
— dinitro-3,5 chlorure de benzoyle : réactil des alcools;
dimitro-2.4 phénylhydrazine : réactil des fonctions carbonylees, etc...

Méthodes d’analyse enzymatigue. — Les méthodes d’analyse enzymatique
impliquent 'emploi d'une réaction indicatrice.

Les procédés reposent sur la réaction de l'enzyme avec formation d'un
composé quune réaction chimique transforme en un derivé absorbant dans
Fultraviolet ou le visible, ou fluorescent. Ainsi la formation de peroxyde
d’hydrogéne sous action d’oxydases appropriées est apphguée au dosage de
subsirats varies :

glucose/glucose-ox ydase;
— xanthine, hypoxanthine/xanthine-oxydase;
- benzylamine, tyramine, histamine/monoamine-oxydase.

Puar cxemple, le peroxyde dhydrogeéne en présence de perosydase, oxyde
'orthodianisidine en un composé dont 'intensite de coloration est propor-
nonnelle a la concentration en glucose: de méme, l'oxydation par le systéme
peroxyde d’hydrogéne peroxydase de I'acide homovanillique avec formation
du compose autorise le dosage spectrofluorimétrique du glucose.


http://chemistry4all-zaki48.blogspot.com/

http://chem stry4al | -zaki 48. bl ogspot. com

METHODES GENERALES D'ANALYSE FONCTIONNELLE 257
COOH 'l'l.‘.ﬂﬂ-l li:ﬂtﬂ-l
CH; CH,
Hzﬂ'z
perm
H3 CO H,r:cn ucua

OH
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CHAPITRE X1V

ANALYSE DES FONCTIONS
PHENOLIQUES ET AMINEES

Une étude compléte de Fanalyse organique fonctionnelle devrait com-
prendre la description systematique des methodes d'identification et de dosage
des principales fonctions : éthylénigues, acétyléniques, hydroxylées (alcools et
phenols), carbonylées, acides carboxyliques et dérivés, fonctions azotées,
sullurees, etc... Une telle etude ne peut étre entreprise dans le cadre du cours
de chimie analvtique: elle a eté volontwirement hmitee aux principales
méthodes d analyse des lonctions phénol et amine en raison de leur importance
dans l'analyse des meédicaments. On notera d'ailleurs que certaines meéthodes
d’analyse de ces fonctions ont été développées dans d’autres parties du cours
ou dans les methodes gencrales d'analyse fonctionnelle : par exemple —
acetylation des fonctions hydroxylées, fixation d’halogéne sur les liaisons
cthyleniques, protométrie des acides et des bases, efc...

FONCTION PHENOL

L'identiflication, la dilférenciation ¢t le dosage des molécules phénoliques
ticnnent une place importante dans le cadre de la chimie analytique organique:
leurs propriétés antiseptiques aromatiques ou antioxydantes justifent leur
emplol dans des domaines d’application trés variés @ médicaments, aliments,
parfums ct aromes, cosmeétiques, etc..,

Méthodes volumétrigues ef gravimétrigues
Le dosage des composés phénohques solés est effectué a M'nde d'un certain
novmbre de méthodes déj évoquees :
- prolometrie en solvant basique:

propionylation.

La formation de dérivés bromés mérite une attention particubiére. Les
procedés reposent sur Faction oxydante et bromante du brome Br® généré en
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excés connu au moyen d'une solution titrée de bromate de polassium selon
la reaction :

BrO; + SBr™ + 6H* — 3Br, + 3H,0

Aprés réaction, I'excés de brome oxyde les iodures en iode titré par le
thiosulfate de sodium. Le procédé n'est pas général: la fixation du brome
dépend en eflet :

de la nature de la molécule qui conduit 4 un dérivé tribrome {phénol),
dibromé (esters salicyliques);
— de la concentration du brome en exces qui agit sur la cnetique de la
reaction;
— de la durée de contact.

Les conditions operatoires doivent donc étre précisées dans chaque cas
particulier.

Liode agit en milieu alcalin comme oxydant et 1odant; la reaction aboutit
par exemple avec le phénol ou Tacide salicylique a la formation de tetra-
iwdodiphényléne-quinone insoluble dans I'eau; le coeflicient de transformation
trés avantageux permet dans de nombreux cas un dosage gravimétrique.

Méthodes spectrophotométrigues

Absorption dans Pultraviolet. - La spectrophotométrie dabsorption dans
Fultraviolet ne constitue pas en elle-meéme un procede d'identilication spéci-
figue des molécules phénoliques: elle contribue seulement dans un ensemble
de méthodes a identification. Elle est lacilement utilisable pour le dosage de
traces de derivés phénoliques aprés séparation préalable des interférences.

La longueur d’onde du maximum d’absorption et 'absorbance des composés
phénoliques dependent du pH des solutions, Nomisation de la fonction phenol
exergant un effet bathochrome; en oultre, les autres substituants selon leur
nature et leur position exercent des effets bathochromes ou hypsochromes sur
fes longueurs d’ondes des maximums d'absorption ainsi que des elfets hyper
ou hypochromes sur les absorbances.

—~ Ces proprietés rendent nécessaires d'indiquer avec précision le pH des
solutions soumises a la lecture spectrophotometrigue.
Dans la prabique 11 est avantageux de tracer le specire des composes
phenoliques en milieux aqueux ou hydroalcoohque -
— (0,1 N d'acide chlorhydrique : forme molarisée de la molécule phénoligue:
0.1 N d'hydroxyde de sodium : forme 1onisee de la molecule phenolique.
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On obtient amnsi deux traces differents par leurs maximums et minimums
el améliore ainsi la sélectivité sinon la spécificité de dentification.

Colorimétrie des phénols. — Plusieurs méthodes colorimétriques apphicables
aux phénols ont été décrites dans les méthodes générales :

—  Diazocopulation;

— Formation d'indophénols avec divers réactifs : (amino-4 phénazone,
dichloroquinonechlorimine, acide sullurique nitreux, réactil de Millon...).

[autres réactions peuvent élre ajoutees :

— Les domaines d'application des réactions employvees ne sont pas
wlentiques; le couplage de plusieurs réactions peut aussi permetire de
differencier des composés phénoliques.

— Ces réactions colorées sont applicables :

- au dosage de traces de composes phenolhiques directement ou aprés
extraction;

~ 4 leur detection sur des chromatogrammes;

— ou simplement a Ndentiication rapide des composes.

REacTion AVEC LE CHLORURE FERRIQUE. — La coloration obtenoe par action
des phénols sur le chlorure ferrique en miliew dilue est attribuée a la formation
initiale d'un ion complexe [Fe™(OAr},].

La coloration et son intensité varient avec les phénols considérés et le milieu
reactionnel : acidite et solvant.

La coloration observée avec le phénol en solution agueuse disparait par
acidification ou addition d'éthanol. Avec 'acide salicylique, la longueur d'onde
du maximum varie avec le solvant (meéthanol : 558 nm; n-butanol : 538 nm:
alcools tertiaires : 480 nm). En général, I'intensité de P'absorbance augmente
avec la constante diélectrigue du solvant.

La reaction peut conduire a une oxydation qui ne s’arréte pas toujours
un stade intermeédiaire. Dans le cas de 'hydroquinol par exemple : (dibydroxy-
1.4 benzéne) on obtient en milieu plus concentré sous Faction du chlorure
ferrigue, la guinhydrone qui se dismute en hydroquinol et quinone.

OH O0-——0 OH O
OH OH OH OH 8]
Reactions poxyporepuction. — Deux autres types de réactions colorces

reposent sur les propriétés réductrices de la fonction phénol; le produit
d'oxydation de la molécule phénolique n'est pas toujours connu.
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— Réaction avec le ferricyanure ferrigue. — La coloration est due a la
reduction du réactif en ferrocyanure ferrique (bleu de Prusse); la réaction est
d'apphication générale a l'analyse quantitative.

Réaction avec les réactifs phosphomolybdiques, phosphomol ybdotung-
stigue. — Dans tous les cas, la coloration bleve obtenue est due a la reduction
du réactif et est apphcable au dosage des phenols.

L'intensité de la coloration dépend de la composition des réactifs connus
sous le nom de réactifs de Folin et dont il existe un trés grand nombre de
formules.

La réaclion n'est pas specifique des phénols.

Formanion e pHTaLEINE. — En milieu sullurique en anhydre, les phénols
forment avec Fanhydride phtaligue une phtaléine colorée ou lMuorescente en
milieu alcahn :

— phenol — phénolphtaleme

- thymol » thymolphtaleine

— reésorcinol — Muoresceine, etc...

La réaction est utilisée seulement en analyse qualitative. De nombreuses
phtaleines sont employées comme indicateurs de protometrie,

ForMATION DE DERIVES D ARYLMETHANE, — Les dénves trihalogénés du
methane forment avec les phénols en miben alcalin des dérives du triphényl-
meéthane colorés et utilisés pour identification

CHCl, + 3KOH + 3H — C,H, — OH

120, C,H, — OH
' « HO - C C,H, = OH + 3Kl + 3H,0
C,H, — OH

La condensation des aldehydes sur les phénols est i 'origine de nombreux
procedes de caractensation des fonctions pheénol. 1 se formerait des dérivés
du diarylméthane oxydés en composés quinoniques colorés. Aux réactions de
ce type correspond emploi des réactifs sulfo-formolé, sulfo-vanilligue, sulfo-
furfuralique, méthylglyvoxal sulfurique, sulloglvoxylique, etc...

Froowmmerrie pes prtnors. — Peu de reactions aboutissent a partir des
phénols a des dérives luorescents. Toutefos, la condensation des phénols avec
laceétylacélate d'éthyle en milieu acide sulfurique aboutit a un dérive de la
coumarine de fluorescence bleue & bleu vert. La réaction est applicable 4 la
detection et au dosage de quelques monophénols (phenol, gaiacol) et diphénols.

HO fH"'
CH
H‘C 3
W
@ & ll_'..H e + CEH5
OH -0 ©
!
’__‘,ﬂ'
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FONCTION AMINE

L'analyse de la fonction amine a pour objet I'identification et le dosage de la
fonciion, la différenciation des trois classes d'amines primaire — NH,,

secondaire ,}NH, tertiaire >H_uuxqu{:lles sajoute la fonction ammonium

L|I.I-'.1lL‘I'I'I-'_I.ilE'>H ’<. amsl que la diflerenciation des amines aliphatigues,
aromatigues ou hétérocycliques.
L'analyse Tonctionnelle des amines est particuliérement vaste; elle a é1é

imitée aux meéthodes les plus couramment utilisées pour 'identification et le
dosage.

Réactions analyrigues de Pazore basigue

Les proprnieies de la fonction amine sont donnees par la structure de I'atome
d'azote qui renlerme trois électrons assurant les liaisons de covalence et un
doubler libre qui lui confére en particulier sa basicité. La basicité dépend de
la nature des substituants et du nombre d'atomes d'hydrogéne substitués,
Les amines secondaires sont des bases plus fortes que les amines primaires et
tertiaires; les amines aliphatiques de faible poids moléculaire sont des bases
plus fortes que lammoniaque et sont de ce [ait titrables en solutions agueuse.
Les amines aromatiques sont insolubles dans ['eau, titrables seulement dans
des solvants acides tels que Facide acétique (voir méthodes générales),

Les trois classes d’amines et les ammoniums quaternaires forment des sels
peu solubles tels que les picrates qui se prétent a dentification par
determination du point de fusion. La formation de tétraphénylborates
HC,H),B™ ] est souvent applicable au dosage des amines et des ammoniums
quaternaires. Le tétraphénylborate d'amine précipité est redissous dans 'acide
acetique anhydre et titré comme base dans ce solvant. L'aptitude 4 la
precipitation guantitative des tétraphénylborates dépend du poids moléculaire,
de la classe d'amines; la présence de fonctions hydrophiles dans la molécule
d'amine augmente la solubilité des tétraphénylborates.

Parmi les complexes insolubles les plus couramment utilisés pour denti-
lication et éventuellement le dosage gravimétrique ou volumétrique des amines
ligurent : les periodures, les sels complexes d'or ou de platine, les iodomercu-
ratesiréactil de Nessler), les silico-tungstates, reineckates, iodobimuthites
ireactif de Draggendorf).

La lormation de paires d'ions extractibles par un solvant non miscible en
milicu agqueux réactionnel est largement mise 4 profit pour le dosage
tirimetrigue ou colorimétrigue des composés i lonclion amine. L'emploi des
reactils anioniques a longue chaine (laurylsulfaie, dioctylsullosuccinate) ou de
colorants anionigues {tropeoline (N, érythrosine, noir ériochrome, elc..) a éteé
indique précédemment (v. Tome 1 p. 50).
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Réactions analytiques des amines primaires et secondaires

Alkylation (dinitro-2,4 fluoro ou chlorobenzéne), voir méthodes générales.
Acylation : Propionylation, voir méthodes générales.

Action du sulfure de carbone. — Les amines primaires et secondaires forment
avec le sulfure de carbone un acide dithiocarbamique.
La réaction est appliquée selon plusieurs modalités :

— En solvant pyridine titrage de 'acide dithiocarbamique formé (protomé-
trie par transformation).

S
H>NH s SN -
Tl = > “C -5, CHN'H
H ou R’ HouR' o
— Colorimétrie des amines primaires et secondaires.
R KR
N-N- C H, | N-NH-CH
R o ) . L *'
R=SH+2R -C | -+ S=8542R-C
“N=N,-C H, “N=N- C H,
(tétrazolium) tformazan coloré)

— Colorimétrnie des amines secondaires.

Les acides dithiocarbamiques dérivés des amines secondaires lorment un
chélate coloré avec les ions Cu?”,

Réactions analytigues des amines primaires :
Sformation d'imines
La réaction des amines primaires sur les aldéhydes conduit aux imines ou
bases de Schill.
R-CH=0+H,NR 5 R-CH=N-R +H,0

Les imines sont des bases plus [aibles que les amines et leur basicité diminue
selon que I'aldchyde et 'amine sont aliphatiques (R) ou aromatigues (Ar) :

R—CH=N-R'<R-CH=N-Ar ou Ar—-CH=N-R<Ar-CH=N-Ar
I | 11

La réaction donne licu a divers types d'application :

Daosacie s acies & amings. — En solution aqueuse, Naddition de formal-
déhyde & un acide 2 aminé (v. Tome | p. 89) affaiblit la fonction basique de
Famphotére par formation de base de Schill et éventuellement de produits de
reactions secondaires; la lonction acide carboxylique devient ainsi directement
titrable par potentiométrie ou en présence d'indicateurs type phénolphtaléine

com
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virant dans la zone de pH supérieure & 7; cette méthode de Sdrensen dite
w formoel-titration » n'est pas applicable a tous les amino-acides.

— PrROTOMETRIE EN MILIEU NON ApUEUX. — En solvant acide acétique, les
imines du type | regenérent I'amine originelle du titrage. En solvant méthanol,
les bases de Schill des types 11 et 111 sont des bases plus faibles que les amines.
Cette propriéte permet le titrage différentiel des fonctions amine primaire et
secondaire d'un melange :

- un premier titrage en solvant méthanol donne la basicité totale;

— un deuxieme titrage aprés réaction préalable avec un aldéhyde aroma-
tique mesure la basicité résiduelle correspondant 4 la fonction amine secon-
daire.

~ Covormerrie. — Les condensations des amines primaires avec un
aldéhyde aromatique (diméthylamino-4 benzaldéhyde ou diméthylamino-4
cinnamaldchyde) conduit a des bases de Schill qui permet un dosage colorime-
ingue de fmibles guantites.

Dosage différentiel d'un mélange
d’amines primaires, secondaires et tertiaires

Le couplage de la protometrie directe et aprés transformation permet de
resoudre le cas particulier du titrage des amines dans un melange renfermant
une amine primaire (@), secondaire (s) et (tertiaire (£) (v. Tome 1 p. 8§8).

Trois titrages successifs peuvent étre realisés :

1" Ensolvant acide acétique : le titrage protomeétrigue dose la basicité totale
a+ x5+ L

2 En solvant pyridine aprés action de C§, ¢ le titrage des acides dithiocar-
bamigues correspond aux amines a + s

3 En solvant pyndine, aprés action d'un aldehyde aromatique (aldchyde
anisique) qui forme la base de Schifl de I"'amine primaire, puis de CS, ., le titrage
de Macide dithiocarbamique correspond 4 la seule amine secondaire s.

Un caleul simple donne les concentrations de chacune des amines presentes,

Action de Uacide nitreux

Lacide nitreux {nitrite de sodium en milieu chlorhydrigue) agit dilferemment
sur les amines.

Amines primaires aliphatiques. — Les amines primaires aliphatiques sont
déecomposces par Facide nitreux selon

RNH, + HNO, — ROH + N, + H,0
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La réaction est utilisée par mesure gazométrique de Mazote dégagé (Van
Slyke).

Amines secondaires. — La formation de N-nitrosamines

R
>N—H=D
RI

rentre dans le cadre de la formation d'indophénols colorés.

Amines aromatiques. — Voir réaction de diazocopulation, dosage de I'azote
aminé primaire aromatique (p. 251).

La formation du sel de diazonium par action d'une solution titrée de nitrite
de sodium sur une amine aromatique en solution chlorhydrique est i la base
de leur titrage par polentiometrie a intensité imposee. La réaction est catalysée
par Je bromure de sodium. On peut également déceler le point d'équivalence
au moyen d'un indicateur coloré tel que 'orangé IV (tropeoline 00). Ce colorant
azoigue rose violace en milieu acide vire au jaune avec un leger exces d'acide
nitreux, par formation d'un dérivé nitrosé selon le schéma réversible.

i

=N-NH-Ar 5 =N- N-Ar
|
NO

Réactions diverses

Quelgues réactions soni mentionnees en raison de leurs apphications assez
frequentes.

Réaction au nitroprussiate de sodivm. — Les amines aliphatiques primaires
en presence d'acétone et en milieu alcalin, donnent une coloration violette;
les amines aliphatiques secondaires donnent egalement wne coloration en
utilisant Macétaldehyde au lieu de Nacétone.

Le mecanisme n'esl pas connu et les réactions ne sont pas specifiques.

Reéaction avee Pacide ascorbigue. — L'ammoniaque, les amines primaires et
notamment les acides & aminés réagissent avec 'acide ascorbique en solvant
dimethylformamide pour former un composé coloré. Le meécanisme de la
réaction n'est pas complétement élucidé; la réaction néanmoins sensible et
fidéle se préte facilement au dosage des o amino-acides.

Réaction avec la pinhydrine. — La réaction avec la minhydrine (1) ou hydrate
de tricétohydrindéne est I'une des réactions les plus couramment utilisées pour
Pidentification et le dosage des acides @ aminés. La coloration violetle obtenue
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est due i I'anion hydrindylidéne-dicétohydrindamine 1V (Pourpre de Ruhe-
mann) forme selon un mécanisme complexe dont quelques étapes sont connues.

Formation d'imine et hydrolyse (11) et {I11).

RCHO + COy + Hy0

0 0 0
OH  Ho—c=o0
| — N=CH—R —» @Q NH,
0 R OH OH
I i T

Oxydo-reduction entre (1) et (111} aboutissent finalement a (IV).

e

Du fait de la complexité du mecanisme, la fabilité de la réaction a la
ninhydrine et la précision des résultats dépendent trés étroitement des
conditions opératoires. En particulier, si la réaction constitue un excellent
moyen de revélation des acides aminés sur les chromatogrammes, 'élution
des taches colorées et la mesure de I'absorption conduisent @ des résultats
d'une précision illusoire. De plus, la réaction i la ninhydrine n'est pas spécifique
des acides amines.

Conclusion de Uanalyse organigue fonctionnelle

L'expose des principales méthodes genérales d’analyse organique fonction-
nelle ainsi que de quelques méthodes d'identification et dosage des composés
organiques phénoliques ou aminés fait apparaitre quelgques conclusions
génerales. L'analyse fonctionnelle n"a pas pour objectif d'é¢tablir la structure
des molecules qui est obtenue rapidement 4 'aide des méthodes physiques et
plus particulierement spectrales d'analyse. Son role se situe au niveau des
ctudes de developpement et des applications. Avec 'emploi de solvants variés
directement ou apreés transformation chimigue, Manalyse fonctionnelle bénéfi-
cte des methodes electrochimiques d'analyse. Dans le domaine de la spectro-
photométrie dans Pultraviolet, le visible et de la spectrofluorimétrie, "analyse
dispose maimtenant de reactions & mécanisme connu qui remplacent avanta-
geusement des réactions empirigques souvent peu hiables; "aper¢u que donnent
les exemples décrits dans le cours, met en evidence I'intérét et le role de Manalyse
fonctionnelle dans les divers domaines d'application de la chimie analytique.
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