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Cette polycopie couvre le module : « Techniques d’analyse », qui S'adresse
principalement aux étudiants de troisieme année licence Génie des procédes. Cette
polycopie est le fruit de dix années d'enseignement de cette module. Cette polycopie a
été présentée séquentiellement selon le programme approuvé, de maniere claire et
simplifiée et avec une méthodologie bien étudiée. Pour préparer cette polycopie, je me
suis appuyé sur de nombreuses références reconnues et approuvées dans ce domaine.

Le domaine de la caractérisation des composés et des produits chimiques est tres
vaste et comprend de nombreuses méthodes et techniques d’analyse physiques,
chimiques, électrigues, thermiques... Cependant, dans cette polycopie, nous sommes
limités aux méthodes chromatographiques et spectroscopiques d’analyse,
conformément a ce qui était indiqué dans le programme approuvé pour ce module.

Dr. OUCIF KHALED Mohammed Tayeb
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- Introduction aux techniques d’analyse

L’analyse des produits et des composés dans les laboratoires est une activité essentielle a la
caracterisation, la mesure de la pureté, la conformité de la qualité ou le suivi des réactions chimiques
mises en ceuvre en recherche et développement, en procédés ou en production. Le contrdle de qualité
repose sur la mise en ceuvre d’une combinaison de techniques analytiques qui permettront de vérifier
la conformité d’un produit par rapport a des spécifications ou des exigences préétablies. C’est le cas
pour tous les produits qui doivent &tre commercialisés (a titre d’exemple dans le domaine
pharmaceutique, les matiéres actives destinées a devenir des médicaments devront atteindre un tres
haut niveau de pureté pour suivre leur chemin vers la formulation, cette pureté minimum étant définie

dans le dossier d’homologation du produit).
1.1. Méthodes de préparation et de prélévement des échantillons

La préparation de 1’échantillon et le prélévement de la portion servant a ’analyse sont les
deux premicres étapes d’une analyse physico-chimique. Ces étapes sont importantes pour la réussite
d’une analyse, car ’exactitude du résultat en dépend. Les techniques qui seront utilisées lors de ces
¢tapes devront permettre de respecter le principe suivant: L’aliquote prélevé pour I’analyse doit étre

le plus représentatif possible du lot
CHAINE DE PRELEVEMENT
LOT ECHANTILLON
SOUS-ECHANTILLON
ALIQUOTE
(analyse physico-chimique)
Lot: ensemble d’une production alimentaire ou d’une matiére premiere.
Echantillon: portion du lot prélevée au hasard ou selon des méthodes statistiques.

Sous-échantillon: portion de 1’échantillon prélevée qui servira a la prise de 1’aliquote.



Aliquote: appelé parfois la prise d’essai, c¢’est la portion de I’échantillon ou du sous-échantillon

utilisée pour une analyse physico-chimique.
1.2. Principes généraux pour la préparation des échantillons
1) Enlévement des matiéres étrangeres et des parties non comestibles
- Lavage des fruits et légumes (sable, terre)
- Enlévement des os (viandes)
- Enlévement de la partie habituellement non consommeée (fromage a pate molle)
2) Homogeénéisation Aliments liquides

- Brassage par inversion, rotation ou transfert d’un récipient a un autre - Brassage énergique

pour émulsification (vinaigrette)
- Enlévement des gaz (les boissons gazeuses)

- Décongélation compléte d’un échantillon avant le prélévement de 1’aliquote Aliments

solides
- Découpage adéquat de 1’échantillon (viande,)

- Broyage approprié (hache-viande, moulin a farine, malaxeur, appareil Stomaker, mortier,

bécher et spatule, rape, etc ...)
3) Prévention des altérations de 1’échantillon
- altération physique ou chimique due a I’action de la chaleur
- separation de la matiere grasse (lait cru)
- caramélisation (aliments sucrés)

- altération chimique au contact avec I’air ambiant - oxydation par I’action de O2

(rancissement) - modification de la concentration des constituants



- absorption d’humidité par les aliments hygroscopiques
- évaporation d’eau ou des constituants volatils d’un aliment
4) Conservation des échantillons
- réfrigération ou congélation selon la nature de 1’échantillon et le délai d’analyse
- utilisation de contenants hermétiquement fermés

- utilisation de préservatifs inhibant la croissance microbienne

L.3. Principes généraux pour le prélévement d’aliquotes

- s’assurer que I’échantillon est le plus homogene possible juste avant le prélevement.
- pour le prélévement d’un volume exact d’échantillon (résultat en % P/V):

- tenir compte de la température, car la masse volumique d’un liquide varie en fonction de celle-

ci. Le prélévement s’effectue normalement a la température ambiante (20° C).
- utiliser les instruments les plus preécis (pipettes)
- pour le prélévement d’une masse d’échantillon (résultat en % P/P):

- procéder le plus rapidement possible pour la pesée d’un échantillon (solide ou liquide) qui

perd facilement son humidité.

1.3.1. Prélevement par pesée directe de I’aliquote : Le récipient dans lequel doit étre dépose
I’aliquote pour effectuer I’analyse est placé sur la balance et I’aliquote est pesé directement dans

le récipient.

Exemple: Placer un plat d’aluminium sur la balance analytique et noter sa masse. Tarer le plat
puis ajouter rapidement environ 2 ml de lait. Noter la masse de I’échantillon aussitot que la

balance affiche g.

1.3.2. Prélévement par pesée indirecte de ’aliquote : Le récipient dans lequel doit étre déposé
I’aliquote pour effectuer I’analyse n’est pas placé sur la balance, pour des raisons diverses (poids
trop élevé du récipient, récipient trop volumineux, échantillon perdant rapidement son eau,

impossibilité de transférer adéquatement 1’aliquote directement dans le récipient, etc). On place



plutdt I’instrument servant a prélever I’aliquote sur la balance et on proceéde généralement par
différence de poids. Exemple: Placer sur la balance analytique un support métallique et une
pipette remplie d’environ 10 ml de lait. Noter la masse. Retirer la pipette et verser le lait dans

un tube . Replacer la pipette sur le support et noter de nouveau la masse.
1.3.3. Instruments de prélevement:

- pipette

- seringue jetable en plastique
- compte-gouttes jetable

- nacelle jetable, bécher

- cuillére graduée,

- pincette en metal

- spatule

- papier-filtre

- etc ...

En conclusion, la technique utilisée pour le prélevement de 1’aliquote dépend de plusieurs
facteurs: - la nature de I’échantillon - ses caractéristiques physiques (viscosité, produit hygroscopique,

etc) - le recipient dans lequel il sera placé - la suite du protocole expérimental.

I.4. Choix de la méthode d’analyse :
Premiere étape, nécessite une bonne connaissance des outils analytiques disponibles, leurs avantages
et leurs limites.

Criteres :

- Domaine de concentration de 1’espéce a doser : peut éliminer certaines méthodes pas assez
sensibles et si traces ou ultratraces ¢ attention a la minimisation des pertes. Notion de traces
et d’ultratraces n’ont pas de seuil strict de concentration, pas la méme pour chimiste,
biologiste, etc. En analyse chimique on parle de traces lorsque quelques centaines de mg/kg
a quelques microg/kg et d’ultratraces pour des concentrations plus faibles. Ppm : mg/kg ;
ppb : microg/kg ; ppt : ng/kg - Niveau d’exactitudes souhaité : compromis entre durée
d’analyse/exactitude. - Complexité¢ de 1’échantillon : présence autres constituants ¢
élimination des interférences, séparation des différents constituants. - Nature physique de

I’échantillon (solide, liquide, gaz) : échantillon doit étre homogénéisé ? pertes d’analytes

10



volatils ? compositions échantillon risque t’elle de changer (ex : hygroscopie) ? Comment
dissoudre ou décomposer I’échantillon sans perdre analytes ? etc. - Nombre échantillons a
analyser : critére économique. - Données bibliographiques.

La disponibilité de la méthode.

11
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I1. Méthodes chromatographique d’analyse

11.1. Introduction
Le nom de chromatographie dérive du mot grec khréma qui signifie couleur, parce que le

premier scientifique a utiliser cette technique, le botaniste russe Tswett, sépara en 1903 les
pigments colorés d’une plante verte en filtrant un extrait de celle-ci sur une colonne de verre
remplie de craie (CaCOs) finement pulvérisee. Ce fut la premiere application de la
chromatographie d’adsorption sur colonne. Tandis que 1’on perfectionnait la méthode primitive de
chromatographie d’adsorption, d’autres chercheurs s’appliquaient a découvrir de nouveaux
procédés chromatographiques basés sur des principes physiques différents. L’avenement des
méthodes modernes de détection a également contribué a 1’éclosion de plusieurs modes de
chromatographie différents. Actuellement, certains types de chromatographe permettent la
détection de quantités aussi infimes que des parties par billion (ppb) de composés. La découverte
des principaux modes de chromatographie apparait dans la liste suivante par ordre chronologique:
- la chromatographie sur couche mince (CCM) (1938). (TLC : Thin Layer Chromatography)

- lachromatographie sur papier (1944). - la chromatographie en phase gazeuse (CPG) (1952). (GC.:
Gas Chromatography)

- la chromatographie sur gel (1959).

- la chromatographie liquide a haute pression (CLHP) (1967). (HPLC : High Pressure Liquid
Chromatography)

11.1.1. Définition

La chromatographie est une technique de séparation des constituants d’un meélange, dans

le but d’identifier ou de doser certains constituants du mélange.

11.1.2. Principe général de la chromatographie

Quel que soit le genre de chromatographie effectué, la séparation des composés d’un mélange est
basée sur la distribution différente de ces composés entre une phase stationnaire et une phase
mobile. Les composés seront séparés uniquement si certains d’entre eux sont plus fortement
retenus par la phase stationnaire, pendant que les autres se déplacent plus rapidement au sein de la
phase mobile.

Dans une chromatographie, les petites différences dans le comportement de chaque composé d’un
mélange au sein des phases stationnaire et mobile sont multipliées plusieurs milliers de fois, ce qui
rend la séparation possible.

- Tous les composés d’un mélange se déplacent a la méme vitesse dans la phase mobile.
9



- Les temps de rétention des composes sur la phase stationnaire doivent étre différents pour que la
séparation se fasse.

L’expérience de base en chromatographie peut étre décrite comme suit (fig. 1) : 1. On
immobilise dans une colonne un solide finement divisé appelé phase stationnaire (papier, gélatine,
silice, polymeére, ..etc) 2. On place au sommet de cette colonne un petit volume de 1’échantillon a
séparer. 3. On force cet échantillon a traverser la colonne de haut en bas au moyen de la phase
mobile afin d’entrainer ses divers constituants. Si les composés présents migrent a des vitesses
différentes, ils pourront étre recueillis séparément, chacun en solution dans la phase mobile. En
dehors de cette exploitation de la chromatographie qui perdure depuis son origine, ce procédé est
devenu en soi une méthode d’analyse lorsqu’on eut I’'idée de mesurer les temps de migration des
composeés dans la colonne pour les identifier. Pour cela il devenait indispensable de maitriser
certains parameétres (débits, température...) et il fallait placer en sortie de colonne un détecteur pour
reperer les changements de composition de la phase mobile. Cette application de la
chromatographie, dont le but n’est plus de récupérer les composes séparés mais de mesurer leurs

temps de passage dans la colonne s’est développée lentement.

a 'b — C d
J | Ech. . . U "_|'
Ech. | | Lo Tl e J | |
J y LY < g L ! \ i
Hf!—\‘-._ at—% N L\ 2 - X %
oM N M \ -/ |
of X ;M {Pm N [ em NP
C c |
k_ 5 :-.I F{:h/’ \I-rll
1 Y I ay\p !

I L [ATh)

VANRRALILN] 1oluj Lot
L ) B i g

Figure 1 L expérience de base en chromatographie.

a) Les ingrédients nécessaires C, colonne, PS, phase stationnaire, PM. phase mobile et
E, échantillon ; b), le dépot de I’échantillon ; ¢) le début de I’élution : d) la récupération
des produits apres séparation.

L’identification d’un composé par chromatographie correspond a une méthode comparative. Pour
identifier un composeé, dont on ne sait s’il s’agit de A ou de B, par la méthode chromatographique,
on compare son temps de migration a ceux des deux composés de référence A et B, ceci, sans

changer d’appareillage et en se placant dans les mémes conditions expérimentales.

11.1.3. Le Chromatogramme

Le chromatogramme est une courbe qui traduit la variation au cours du temps d’un

parametre relié a la concentration instantanée du soluté en sortie de colonne (fig. 2). Le temps (ou

10



tres rarement le volume d’élution) est porté en abscisse et I’intensité du signal de détection en
ordonnée. La ligne de base correspond au tracé obtenu en ’absence de composé élué. La séparation
est complete quand le chromatogramme présente autant de pics chromatographiques revenant a la
ligne de base qu’il y a de composés dans le mélange a analyser.

Un constituant est caractérisé par son temps de rétention tg, qui représente le temps écoulé entre
I’instant de I’injection et celui qui correspond sur le chromatogramme au maximum du pic qui lui
est lié. Dans le cas idéal tr est indépendant de la quantité injectée. Un constituant non retenu sort
de la colonne au temps twv, appelé temps mort (désigné également par t0).

La différence entre le temps de rétention et le temps mort est désignée par le temps de rétention
réduit du composé t\r.

En analyse quantitative on se contente le plus souvent de bien séparer du mélange le ou les
constituants a doser. Si le signal envoyé par le capteur varie linéairement avec la concentration

d’un composé, il en sera de méme de I’aire du pic correspondant sur le chromatogramme.

11
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Volume d'élution d'un compose (Ve) :
Ve=Vm+ K. V;

*  Vun: volume mort de la colonne

« Vs : volume de la phase stationnaire

« K : coefficient de distribution (de partage) du composé entre la phase stationnaire et la phase
mobile :

K=Cs/Cy=(Ve-Vm)/V;

+ Cs: concentration a I'équilibre, du soluté dans la phase stationnaire.
« Cu: concentration a 'équilibre. du soluté dans la phase mobile.
Facteur de capacité ou de rétention (K') :

Kr = (‘t‘e - ‘?m) ."l ‘?m = [‘1‘ - tm::l ."l tm
K' varie avec la force d'élution du solvant : quand elle augmente, K' diminue.
Coefficient de selectivite (a) :

@ = (Ve2-Vm)/(Vel -Vm) = (62" t1") = K2/K'1

o rend compte de l'efficacité de la
séparation de deux pics voisins.
Aussi définit-on le coefficient de résolution de 2 pics (R) :

R=(Ve2 - Vel) /[ % . (Wl + Wi2) ]

Coefficient de résolution de 2 pics (R) :

« R <1 :mauvais.
« 1.4<R <16 :optimal.

11.1.4. Les diverses techniques chromatographiques

Les techniques chromatographiques peuvent étre réparties suivant plusieurs critéres et en particulier en
fonction de la nature des deux phases en présence. Le classement suivi ci-apres est établi a partir de la
nature physique des phases :

11.1.4.1. Chromatographie en phase liquide (CPL)

Ici la phase mobile est un liquide. C’est ce type de chromatographie auquel appartient la forme la
plus anciennement connue en tant que méthode préparative de séparation. Cette catégorie trés
répandue peut étre subdivisée d’apres le phénomene mis en jeu :

- Chromatographie liquide/solide (ou d’adsorption). La phase stationnaire est un milieu solide
perméable sur lequel les molécules adherent. Les phases stationnaires ont fait beaucoup de progres
depuis Tswett, qui utilisait le carbonate de calcium ou I’inuline (un polymeére en poudre trés fine
du sucre ordinaire).

-Chromatographie ionique. La phase stationnaire solide comporte en surface des sites ioniques et
la phase mobile est une solution-tampon aqueuse. La séparation met en jeu des échanges entre les

ions de I’échantillon avec ceux de la phase stationnaire.
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- Chromatographie d’exclusion. La phase stationnaire est un matériau comportant des pores dont
les dimensions sont choisies en rapport avec la taille des especes a séparer. On réalise ainsi une
sorte de perméation sélective a 1’échelle moléculaire. Cette technique est désignée par filtration
sur gel ou perméation de gel.

- Chromatographie liquide/liquide ou de partage (CLL). La phase stationnaire est un liquide
immobilisé sur un matériau inerte et poreux qui n’a qu’un role de support. L’imprégnation, le
procédé le plus ancien pour immobiliser un liquide, est une voie maintenant abandonnée, par suite
d’un risque important de lessivage de la colonne.

11.1.4.2. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La phase mobile est un gaz inerte et, comme précédemment, ce type de chromatographie peut étre
subdivisé selon le phénoméne mis en ceuvre :

- Chromatographie gaz/liquide (CGL). La phase mobile est un gaz et la phase stationnaire est un
liquide immobilisé sur un support inerte lequel peut étre tout simplement la paroi de la colonne. A
défaut d’étre un gaz, I’échantillon doit donc étre porté a 1’état de vapeur. Ce sont Martin et Synge
qui ont suggéré le remplacement de la phase mobile liquide par un gaz afin d’améliorer les
séparations. C’est a partir de cette époque qu’on assista au véritable démarrage de la
chromatographie analytique.

- Chromatographie gaz/solide (CGS). La phase stationnaire est un solide poreux (carbone graphite
ou gel de silice ou alumine) et la phase mobile est un gaz. Ce type de CPG est trés performant pour

les analyses de mélanges de gaz ou de composés a bas point d’ébullition.

11.1.5. Phénomeénes physiques exploités en chromatographie

Il existe en chromatographie plusieurs phénomeénes physiques responsables de la rétention plus ou
moins forte des composés sur la phase stationnaire. Les deux plus exploités sont les phénomenes
d’adsorption et de partition.

[1.1.5.1. Phénomene d’adsorption

Le phénoméne d’adsorption est essenticllement un phénoméne de surface par lequel les composés
sont attirés sur les sites actifs de la phase stationnaire par des liaisons hydrogenes et
électrostatiques. La phase stationnaire est un matériau solide en forme de petits granules de
différentes grosseurs; les plus utilisées sont le gel de silice, I’alumine et la cellulose en poudre.
Influence de la polarité des composés: En chromatographie d’adsorption, la capacité
d’adsorption des composés sur la phase stationnaire est en relation directe avec leur polarité. Plus
un composé est polaire, plus fortement il sera adsorbé sur les sites actifs de la phase stationnaire

et moins vite il se déplacera.
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Influence de la polarité de la phase mobile : A I’exception de la chromatographie en phase
gazeuse, la phase mobile, appelée également éluant, est un solvant ou un mélange de plusieurs
solvants miscibles, dont le r6le est de déplacer les composés du mélange vers le haut de la plaque
en chromatographie sur couche mince ou vers la sortie de la colonne en chromatographie sur
colonne.

Lorsqu’on exploite le phénoméne d’adsorption en chromatographie, la polarité de I’¢luant a une
influence considérable sur la vitesse de déplacement des composés d’un mélange. Plus I’éluant
est polaire, plus les composés se déplacent rapidement. En effet, 1’¢luant est également adsorbé
sur les sites actifs de la phase stationnaire et entre en compétition avec les composés du mélange.
[1.1.5.2. Phénomene de partition

Dans une chromatographie de partition, la phase stationnaire est non pas un solide, mais un liquide
fixé physiquement ou greffé chimiquement sur un support solide. Les composés d’un mélange
vont donc se solubiliser dans la phase liquide stationnaire, au lieu de s’y adsorber. C’est la
solubilité différente des composés dans la phase stationnaire et dans la phase mobile qui rend la
séparation chromatographique possible.

Influence de la solubilité des composés :

- Dans la phase stationnaire :

Plus un compose est soluble dans la phase liquide stationnaire, moins vite il se déplacera.

- Dans la phase mobile :

Plus un compose est soluble dans la phase mobile, plus vite il se déplacera.

11.1.6. Modes de chromatographie

Dépendant du systéeme chromatographique utilisé, on distingue trois modes de
chromatographie : la chromatographie sur papier, la chromatographie sur couche mince et la
chromatographie sur colonne. A cause de I’appareillage spécialisé, la chromatographie sur colonne
se subdivise également en quatre catégories, soit la chromatographie dite traditionnelle sur
colonne, la chromatographie en phase gazeuse (CPG), la chromatographie liquide a haute pression

(HPLC) et la chromatographie sur gel.

11.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)

11.2.1. Définition et appareillage

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomeénes
d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere

plastique ou d’aluminium. Apres que 1’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les
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substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant. Les principaux
¢léments d’une séparation chromatographique sur couche mince sont :

— la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable, fermé
par un couvercle étanche.

— la phase stationnaire : une couche d’environ 0,25 um de gel de silice ou d’un autre adsorbant
est fixée sur une plaque de verre a ’aide d’un liant comme le sulfate de calcium hydraté (platre de
Paris) I’amidon ou un polymeére organique.

— I’échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée ( 2 a 5 %) du mélange a analyser,
déposer en un point repere situé au-dessus de la surface de 1’éluant.

—I’¢éluant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque en entrainant

les composants de I’échantillon.

11.2.2. Principe de la technique

Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé 1’échantillon est placée dans la cuve, I’¢luant
monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque composant
de I’échantillon se déplace a sa propre vitesse derriére le front du solvant. Cette vitesse dépend
d’une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque stationnaire et, d’autre
part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se déplacent donc alternativement de la
phase stationnaire a la phase mobile, I’action de rétention de la phase stationnaire étant
principalement controlée par des phénomenes d’adsorption. Généralement, en chromatographie
sur couche mince, les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants

polaires.

11.2.3. Applications de la CCM

Lorsque les conditions opératoires sont connues, elle permet un contr6le aisé et rapide de la
pureté d’un composé organique. Sil’analyse, réalisée avec divers solvants et différents adsorbants,
révéle la présence d’une seule substance, on peut alors considérer que cet échantillon est
probablement pur. De plus, étant donné que la chromatographie sur couche mince indique le
nombre de composants d’un mélange, on peut I’employer pour suivre la progression d’une

réaction.

11.2.4. Adsorbants et plaques chromatographiques

Par ordre d’importance décroissante, les adsorbants employés en CCM sont : le gel de silice,

I’alumine, le kieselguhr et la cellulose.

16



Les plaques vous seront fournies prétes a I’emploi.

11.2.5. Choix de I’éluant

L’¢éluant est formé d’un solvant unique ou d’un mélange de solvants. Un éluant qui entraine
tous les composants de 1’échantillon est trop polaire ; celui qui empéche leur migration ne 1’est pas
suffisamment. Choix de 1’éluant dans le cas d’analyses : — d’hydrocarbures : hexane, éther de
pétrole ou benzeéne. — de groupements fonctionnels courants : hexane ou éther de pétrole mélangés
en proportions variables avec du benzene ou de I’éther diéthylique forment un éluant de polarité

moyenne. — de composés polaires : éthanoate d’éthyle, propanone ou méthanol.

11.2.6. Dépot de I’échantillon

L’échantillon est mis en solution (2 a 5 %) dans un solvant volatil, qui n’est pas forcément
le méme que I’¢luant : on emploie fréquemment le trichlorométhane (chloroforme), la propanone
ou le dichlorométhane. La solution est deposée en un point de la plaque située a environ 1 cm de
la partie inférieure. Il est important que le diameétre de la tache produite au moment du dépot soit
faible ; idéalement, il ne devrait pas dépasser 3 mm. Ce sont généralement les dépbts les moins
étalés qui permettent les meilleures séparations. Pour augmenter la quantité déposée, il est toujours
préférable d’effectuer plusieurs dépots au méme point, en séchant rapidement entre chaque
application plutét que de déposer en une seule fois un grand volume d’échantillon qui produirait
une tache plus large. L’échantillon est déposé a I’aide d’une micropipette ou d’un tube capillaire
en appuyant légérement et brievement I’extrémité de la pipette sur la couche d’adsorbant en
prenant soin de ne pas le détériorer. On vérifie I’identité des composants présumés d’un
échantillon, en procédant a un dépot séparé d’une solution de chacun d’eux puis a celui de leur
mélange. Ces solutions témoins permettent de comparer la migration de chaque composé avec

celle de I’échantillon a analyser.

11.2.7. Développement de la plaque

Le développement consiste a faire migrer le solvant sur la plaque. Dans les analyses usuelles
de laboratoire, le principal type de développement est la chromatographie ascendante : la plague
est placée en position verticale dans une cuve et le solvant qui en recouvre le fond monte par
capillarité. Le niveau de liquide est ajusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve puis on introduit la
plaque. Pendant le développement du chromatogramme, la cuve doit demeurer fermée et ne pas

étre déplacée. Lorsque la position du front du solvant arrive a environ 1 cm de I’extrémité
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supérieure, la plaque est retirée de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par un trait

fin, puis la plaque est séchée a I’air libre ou a 1’aide d’un séchoir.

11.2.8. Révélation

Lorsque les composants de 1’échantillon analysé sont colorés, leur séparation est facilement
observable sur la plaque ; dans le cas contraire, on doit rendre les taches visibles par un procedé
de révélation. Les taches sont ensuite cerclées au crayon. Les méthodes usuelles de révélation sont
les suivantes : radiations UV, fluorescence, iode, atomisation. Sauf indications contraires, nous
utiliseront les radiations UV. En exposant la plaque a une source de radiation UV, certains
composés apparaissent sous forme de taches brillantes. Si un indicateur fluorescent est incorporé
a I’adsorbant, la plaque entiere devient fluorescente lorsqu’elle est soumise a une radiation UV ;

les composés y sont révéles sous forme de taches sombres.

11.2.9. Calcul de Rt (retarding factor ou rapport frontal)

Re=di/ ds

di : distance parcourue par le composé (mesuré au centre de la tache)

ds : distance parcourue par le front du solvant

11.2.10. Description d’une analyse par CCM selon ’ordre chronologique

Préparation de la cuve chromatographique.

— Introduire I’¢luant ou le mélange de solvants.

— Ajuster le niveau a environ 0,5 cm du fond de la cuve.

— Garnir 'intérieur de la cuve d’un papier filtre imprégné d’éluant et plaqué contre les parois;
une ouverture est ménagée dans le filtre pour observer le développement du
chromatogramme.

— Fermer le récipient (la cuve doit étre saturée de vapeur de solvant)

Dépot de I’échantillon sur la plaque.

— Procéder au nettoyage de la plaque si nécessaire.

— Dissoudre I’échantillon dans un solvant approprié en solution de 2 a 5 % . — Déposer environ
0,5 ml de la solution en un point situé a 1 cm de Iextrémité inférieure de la plaque; le
diameétre de la tache doit étre d’environ 2 mm pour la disposition de plusieurs produits.

— Sécher a I’aide d’un séchoir ; éventuellement faire de nouvelles applications.

Développement du chromatogramme.

— Placer la plaque dans la cuve en position verticale.
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— Refermer le récipient qui ne doit plus étre déplace.

— Lorsque le front du solvant se trouve a environ 1 cm de I’extrémité supérieure de la plaque,
la retirer et marquer cette position. (le trait peut étre tracé a I’avance et servir de repére pour
arréter 1’élution).

Révélation et calcul de Ry.

— Sécher la plaque a I’aide d’un séchoir

— Révéler les taches sous une lampe U V

— Cercler les taches et pointer leur centre.

— Calculer les Ry.

11.3. Chromatographie liquide & haute performance CLHP (HPLC en anglais)

11.3.1. Introduction

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n'étaient
auparavant pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse. A l'origine la
chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le liquide traversait la phase
stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour augmenter le débit, des manipulations
ont été réalisées sous pression plus forte. C'est ce que l'on a appelé la chromatographie liquide sous
haute pression (HPLC). Tres rapidement le P de pression est devenu le P de performance lorsque
I'on a optimisé la technique (diminution de la taille de particules de la phase stationnaire, régularité

de cette phase...).

11.3.2. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent
plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique. La phase
mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systeme chromatographique. Le
mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systéeme chromatographique. Les
composeés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase
stationnaire. En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

11.3.3. Appareillage et matériaux

Comme pour la chromatographie en phase gazeuse, la chromatographie liquide a haute

pression s’effectue avec un appareil commercial, dont les principales composantes sont vendues
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en modules séparés, ou incorporées dans la chromatographie, tel qu’illustré dans le schéma

suivant:

détecteur

injecteur

solvant

11.3.3.1. Phase mobile

La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants qui doit étre de pureté analytique
et filtré pour éliminer les particules solides qui risqueraient d’endommager la pompe ou de bloquer
la colonne. Le filtre, en acier inoxydable d’une porosité de 2 pm, est placé a I’extrémité dans le

réservoir a solvant.
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Principaux solvants en HPL.C

phénomeéne solvants
Adsorption Hexane, methanol, acetonitrile,
dichlorométhane, chloroforme
Partition Methanol-eau, acétonitrile-eau
Echange d’ions Solution tampon (pH contrélé)
Exclusion Tetrahydrofurane, toluene
11.3.3.2. Pompe

Le role de la pompe en HPLC est de pousser I’éluant a travers la colonne a une pression
élevée et a un débit constant. Elle doit étre inerte a la corrosion des solvants utilisés, offrir un bon
choix de débits et étre congue pour réduire les pulsations au minimum. Les pompes utilisées en
HPLC sont des pompes a piston.

11.3.3.3. Injecteur

Comme la pression dans le circuit pompe-colonne est trés élevée, on utilise un moyen
indirect pour introduire I’échantillon a I’entrée de la colonne. Celui-ci est d’abord introduit a I’aide
d’une seringue dans un injecteur a boucle externe, en position LOAD. On injecte toujours un
volume supérieur a celui de la boucle, en prenant soin de ne pas introduire de bulles d’air dans la
boucle. En tournant la valve en position INJECT, seul le contenu de la boucle est dirigé en téte de
colonne. Cette méthode d’injection a I’avantage de donner des résultats tres reproductibles, d’une
injection a lautre.

11.3.3.4. Colonnes

La colonne est la partie la plus importante du systeéme, puisque c’est a cet endroit que se fait
la séparation des composés. Les colonnes sont en acier inoxydable, de longueur variant de 5 a 25
cm avec un diametre interne de 4 a 4,6 mm. Ces colonnes sont remplies de la phase stationnaire,
dont le diameétre des particules varie de 3 a 10 um. Des compagnies se spécialisent dans la vente
de colonnes pour HPLC. Pour éviter ’obstruction et la détérioration des colonnes par les
contaminants, on place habituellement une colonne de garde plus petite et moins dispendieuse au

sommet de la colonne principale. Les colonnes de garde doivent étre changées régulierement.
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11.3.3.5. Détecteurs

Le détecteur est placé a la sortie de la colonne chromatographique et doit étre capable de
détecter les composés qui sortent de la colonne. Le signal est converti en impulsion électrique qui
est transmise a I’enregistreur. Comme en chromatographie en phase gazeuse, les détecteurs utilisés
en chromatographie liquide & haute pression doivent posséder certaines qualités, dont les
principales sont : - une grande sensibilité - une réponse linéaire sur une gamme de concentration
élevée - une capacité a détecter le plus de produits possible. Les principaux détecteurs utilisés en
HPLC sont :

a) Détecteur a absorbance dans I’'U.V. et le visible Le détecteur mesure 1’absorbance du
liquide qui sort de la colonne, a une longueur d’onde déterminée par le filtre utilisé. Son principal
inconvénient est qu’il ne détecte que les composés qui ont une absorbance appréciable a la
longueur utilisée.

b) Détecteur a indice de réfraction Le détecteur mesure 1’indice de réfraction du liquide
sortant de la colonne. C’est un détecteur universel puisque I’indice de réfraction de I’¢luant est
modifié lorsqu’un compos¢, quel qu’il soit, sort de la colonne. Il donne une réponse similaire pour
les composes de la méme famille (ex. : sucres), mais son principal inconvénient est sa faible
sensibilité.

c) Détecteur fluorimétrique: I1 mesure 1’énergie de fluorescence d’un soluté excité par une
radiation ultraviolette. Ce procédé sert pour les composes fluorescents ou les dérivés fluorescents
de certains composes.

d) Détecteur électrochimique: Cette méthode de détection ne s’adresse qu’a la détection de
molécule douée de propriétés oxydoréduction.

e) Détecteur par spectroscopie de masse: La chromatographie liquide couplée a la
spectroscopie de masse (LC-MS) est une technique d’analyse qui permet d’identifier clairement
un composé grace a son rapport masse molaire/charge (m/z).
11.3.3.6. L enregistreur
I1 s’agit en fait d’un petit ordinateur qui récupére toutes les données issues des détecteurs, trace les
chromatogrammes et intégre la surface des pics. Il imprime un rapport d’analyse donnant les temps

de rétentions et les surfaces de chaque pic.

11.4. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

11.4.1. 1. Introduction

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) (gas chromatography, GC, en anglais) est une
technique qui permet de séparer des molécules d'un mélange éventuellement tres complexe de

nature et de volatilité tres diverses. Elle s'applique principalement aux composés gazeux ou
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susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. C’est également le seul type de
chromatographie qui utilise un gaz comme phase mobile, ce qui nécessite un appareil spécial,
appelé communément le chromatographe & gaz. ( La phase mobile est un gaz vecteur). Selon la
phase stationnaire, 1l existe deux types de chromatographies en phase gazeuse:

e Chromatographie gaz-solide (CGS) : C’est une chromatographiec d’adsorption : la phase
stationnaire est un solide poreux, réservé a I’analyse de mélanges de gaz ou de liquides a bas points

d’ébullition.

e Chromatographie gaz-liquide (CGL) : C’est une chromatographie de partage : la phase

stationnaire est un liquide immobilisé sur un support solide par imprégnation ou par greffage.

11.4.2. Principe

La CPG repose sur 1’équilibre de partage des analytes entre une phase stationnaire et une
phase mobile gazeuse. La séparation des analytes repose sur la différence d’affinité de ces
composés pour la phase mobile et pour la phase stationnaire. Le mélange a analyser est vaporisé
puis transporté a travers une colonne renfermant une substance liquide ou solide qui constitue la
phase stationnaire. Le transport se fait a I'aide d'un gaz inerte, appelé « gaz vecteur », qui constitue
la phase mobile. Le partage est un équilibre dynamique entre I’analyte A dans la phase stationnaire
A(phase stationnaire) €t le méme analyte dans la phase mobile A(phase mobile): A(phase stationnaire) < Alphase
mobile). Le coefficient de partage K est la constante d’équilibre associée a cet équilibre. Plus la
molécule a d’affinité pour la phase stationnaire, moins elle est entrainée par le gaz vecteur et donc
plus elle est retenue sur la colonne. Ainsi, sur colonne polaire, les analytes apolaires sortent en
premier, alors que sur colonne apolaire, les analytes polaires sortent en premier. Par ailleurs, plus
la température est haute, plus on déplace I’équilibre de partage vers A(phase mobile), €t donc plus
I’analyte A est entrainé par le gaz vecteur. Si les analytes d’un échantillon ont des coefficients de
partage différents, alors, tous les autres parameétres étant identiques (débit du gaz vecteur,
température), leurs durées de parcours dans la colonne seront différentes. Ainsi, les analytes se
séparent puis sortent de la colonne les uns apres les autres. La durée entre la date d’injection et

celle de sortie de colonne d’un analyte A est son « temps de rétention ».

L’analyse conduit a I'obtention d’un chromatogramme, dont un exemple est donné ci-dessous :
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1.Carbon disulfide 5. Nonane 12. Eicosane

(solvent) 6. Decane 13. Tetracosane
2. Hexane 7. Undecane 14, Octacosane
3. Heptane 8. Dodecane 15. Dotriacontane
4. Octane 9, Tetradecane 16, Hexatriacontane

10. Hexadecane 17. Tetracontane
1 11. Octadecane 18. Tetratetracontane
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Chromatogramme d’un mélange d’alcanes

Chaque analyte du mélange d’alcanes est caractérisé par un temps de rétention bien précis. Ici, la

séparation des analytes du mélange a été effectuée de facon optimale.

11.4.3. Appareillage

Quel que soit le chromatographe a gaz, on retrouve toujours les principales composantes suivantes

J gaz
1 vecteur

chambre
d'injection /

détecteur

amplificateur

four —u

intégrateur
enregistreur

contrdle de
température

[ H

ventilateur

colonne analytique

11.4.3.1. Le gaz vecteur (phase mobile)

Le gaz vecteur est le gaz qui circule a I’intérieur du chromatographe, entrainant les analytes
a travers la colonne, depuis I’injecteur jusqu’au détecteur. Son choix dépend du type de détecteur
utilisé ; cela peut €tre par exemple de ’hélium, de 1’azote, de I’argon ou de I’hydrogene.
Le débit de ce gaz vecteur est de I’ordre de 30 a 40 mL/min pour les colonnes remplies et de 0,2 a

2 mL/min pour les colonnes capillaires.

24



11.4.3.2. Le systéme d’injection

Ce systetme permet a la fois I’introduction de [’échantillon dans la colonne du
chromatographe, ainsi que la volatilisation des analytes. La température de I’injecteur doit étre
réglée de maniére a entrainer la vaporisation de tous les analytes de I’échantillon : elle est
généralement maintenue a 50°C au-dessus de la température d’ébullition de I’analyte le moins
volatil.
L’introduction se fait a I’aide d’une microseringue (le volume a injecter est généralement voisin
de 1 uL) a travers un septum (qui assure 1’étanchéité) dans un liner (typiquement un tube de verre
rempli d’un petit morceau de coton).
Si I’échantillon contient des espéces non-volatiles, celles-ci sont retenues sur le coton et donc non-
injectées dans la colonne, ce qui permet de la protéger. Les espéces volatiles sont vaporisées et

entrainées par le gaz vecteur vers la téte de la colonne.

Certains injecteurs peuvent €tre munis d’une fonction « Split/Splitless ». La fonction « split »
permet de ne pas injecter la totalité de 1’échantillon ; cela peut étre utile dans le cas d’échantillon
en solution concentrée, pour éviter de surcharger la colonne.

11.4.3.3. La colonne (phase stationnaire)

Il existe deux types de colonnes : les colonnes remplies et les colonnes capillaires. Les
colonnes remplies ont un diamétre de quelques millimetres et une longueur de ’ordre du métre.
Elles sont remplies de granules de support inerte, généralement de la silice, dont la surface est
imprégnée ou greffée avec la phase stationnaire. Elles sont aujourd’hui supplantées par les
colonnes capillaires, dont le pouvoir de résolution est bien supérieur.

Les colonnes capillaires sont de simples tubes d’acier inoxydable, de verre ou de silice fondue
(matériau inerte vis-a-vis de la phase stationnaire et des échantillons) de diamétre intérieur compris
entre 0,1 et 0,5 mm, et d’une longueur typique de plusieurs dizaines de metres, pouvant aller
jusqu’a 100 m. Pour tenir dans I’appareil, la colonne est enroulée, avec des spirales ayant 10 a 30
cm de diamétre. La surface interne de ce tube est recouverte d’un film de 0,1 a 5 um d’épaisseur
constitué de la phase stationnaire. Ce film est mis en place par greffage ou simple déposition, le
greffage étant généralement préféré pour des raisons de stabilité thermique. Par exemple, la
Carbowax® est une colonne capillaire comportant un film polaire de polyéthylene glycol greffé
en surface, film qui constitue la phase stationnaire. La SE-30® est une colonne capillaire apolaire

comportant un film de polydiméthylsiloxane qui constitue la phase stationnaire.
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Tube en verre ou en acier 4 i
Revétement en polyimide

Phase
stationnaire

Granules de support Silice fondue

imprégnées de phase stationnaire

Schéma (en coupe et en photo) d’une colonne remplie (a gauche) et d’une colonne
capillaire (a droite)

11.4.3.4. Le four

La colonne est contenue dans un four de type chaleur tournante, dont la température est
précisement ajustable (typiquement entre 20 °C et 350 °C) et programmable. Les températures
utilisables en pratique dépendent des domaines de stabilité en température de la colonne utilisée,
et de ceux des composés analysés.
Plus la tempeérature du four (et donc de la colonne) est élevée, plus les analytes se déplacent
rapidement dans la colonne, mais moins ils interagissent avec la phase stationnaire, et donc moins
les analytes sont séparés. Plus la température du four est basse, meilleure est la séparation des
analytes mais plus longue est I’analyse. Le choix de la température est donc un compromis entre
la durée de I’analyse et le niveau de séparation désiré.
Une méthode pour laquelle la température est gardée constante tout au long de ’analyse est appelée
« isotherme ». A D'inverse, on peut choisir d’augmenter la température du four au cours de
I’analyse: cette méthode est appelée « gradient ».
D’une maniére générale, une méthode isotherme tend a donner des pics larges pour les especes les
plus retenues, et donc une moins bonne séparation. Ce phénomeéne est partiellement dd a la
diffusion : plus une espéce chimique circule longuement dans la colonne, plus elle a le temps de

diffuser, élargissant ainsi le pic, et donc diminuant la hauteur des pics par la méme occasion.
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11.4.3.5. Le détecteur
En sortie de colonne, les analytes rencontrent le détecteur, aujourd’hui généralement couplé

a un enregistreur numérique du signal qui permet son traitement. Cet élément mesure en continu

une grandeur proportionnelle & la quantité des différents analytes. Il en existe de nombreux

modeéles, dont

e Le FID (en anglais flame ionisation detector, en francais détecteur a ionisation de flamme), qui
est le plus utilisé. La sortie de colonne traverse une flamme maintenue a une tension d’une
centaine de volts. La pyrolyse ionise les composants, provoquant I’apparition d’un courant
électrique entre les électrodes, ensuite amplifié. Typiquement utilisé avec les gaz vecteurs
azote, hélium et hydrogéne

e Le TCD (en anglais thermal conductivity detector, en francais détecteur a conductivité
thermique), ou catharometre. La sortie de colonne arrive sur I’'une des résistances d’un pont de
Wheatstone ; le passage de composants fait varier la tension aux bornes du pont. Typiquement
utilisé avec les gaz vecteurs hélium et hydrogene.

e Le MS (en anglais mass spectrometer, en francais spectrometre de masse), généralement en
mode EI (electron ionisation) ou CI (chemical ionisation), qui provoque I’ionisation des
molécules organiques éluees et analyse ces ions. Ce couplage GC-MS (Gas Chromatography-
Mass Spectrometry) permet, au-dela de la simple détection de présence d’espéces chimiques,
d’avoir des informations concernant lesdits composants. Typiquement utilisé avec les gaz
vecteurs azote, hélium et hydrogene .

11.4.3.6. Mode opératoire pour réaliser une analyse CPG:

e Vérifier qu'une colonne (ou plusieurs) est/sont déja en place dans le chromatographe.
e Programmer le four. Si des conditions expérimentales adéquates sont déja connues, les
utiliser. Sinon :

v" Une méthode de type gradient est souvent suffisante. Balayer une grande plage de
température, par exemple de 50 a 250 °C sur 10 min.

v Si une méthode isotherme est désirée, commencer par le méme gradient, puis resserrer
les valeurs extrémales par itération pour obtenir le pic correspondant a I’analyte
d’intérét au temps de rétention jugé adéquat.

e Préparer une solution d’échantillon a une concentration environ égale a 1 mg.mL-1, dans
un solvant volatil (par exemple diéthyléther, cyclohexane, acétate d’éthyle).
e Choisir la colonne. Par défaut, une colonne apolaire est suffisante. On réserve généralement

I’utilisation de colonnes polaires aux cas ou les volatilités des analytes a séparer sont trés

proches.
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e Injecter environ 1 pL dans I’injecteur. Par défaut, on peut choisir comme température de
I’injecteur la plus haute température atteinte dans le four pendant 1’analyse.

e Afin de nettoyer la colonne, on peut la laisser quelques minutes a la température maximale
d’utilisation. Ceci permet de débarrasser la colonne des analytes les moins volatiles qui ne
sont pas sortis de la colonne a la fin de 1’analyse, et risquent de sortir lors d’une injection

ultérieure.
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I1. Introduction aux techniques spectrales d’analyse

I1.1. Introduction
L’analyse chimique correspond a un domaine trés vaste qui englobe un ensemblede

techniques et de méthodes pour déterminer la nature et la composition, voir la structure
d’échantillons variés. On la rencontre dans de nombreux secteurs qui vont des plus traditionnels
comme ceux de la chimie ou la pharmacie, aux secteurs de la biochimie, de 1’agroalimentaire,

au diagnostic médical, de I’environnement ou de la sécurité (police scientifique...).

La spectroscopie ou spectrométrie est I’étude expérimentale spectres du rayonnement
électromagnétique par des procédés, d’observation et de mesure avec décomposition des
radiations en ondes monochromatiques. La spectroscopie s'intéresse en général au spectre
d'absorption ou au spectre d'émission d'un objet. Elle fournit des informations sur I’identité, la
structure et les niveaux énergétiques des atomes et des molécules grace a I’analyse de
I’interaction des rayonnements électromagnétiques avec la matiére. Pratiquement les techniques

spectrales sont utilisées pour I'identification d'un composé organique.

11.2. Rappels sur le domaine spectral :

La lumiére ou rayonnements électromagnétique est une forme d’énergic qui se propage dans
I’espace a trés grand vitesse, et n’a pas besoin de support pour transmettre (traverse le vide
facilement).

La vibration lumineuse se propage sous forme sinusoidale dans une direction perpendiculaire aux
deux vecteurs pour former une Onde lumineuse.

c’est a dire une onde, transversale elle est caractéerisée par :

(1 Vitesse C: la célérité (vitesse) de la lumiéere dans le vide (3 . 108 m/sec)

[0 Fréquence : C’est le nombre d’oscillations qui se produisent en une seconde

[0 Longueur d’onded : C’est la distance entre deux maxima/minima successifsd’une onde

[0 Amplitude

La lumiere peut étre décrite aussi comme un flux de particules élémentaires, les

photons (rem : noms donné par G.L. Lewis en 1926).
L'ensemble des ondes électromagnétiques forme le spectre électromagnétique qui couvre en fait
un trés vaste domaine d'énergie. De maniére restrictive, on appelle lumiére toute onde

électromagnétique qui provoque une sensation visuelle sur I'oeil humain, ce qui est le cas pour les
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longueurs d'onde comprises entre 400 et 800 nm. On distingue en fait plusieurs types de

spectroscopie basés chacun sur I'absorption d'énergie dans un domaine particulier de ce spectre.

Le spectre électromagnétique

éf@ T 70 @

Eléments
radioactifs

FM/TV  Radar Télécommande Ampoule LampeUV Rayons X

Ondes radio Microondes  Infrarouges Ultraviolets ~ RayonsX  Rayons gamma
Grande longueur 100m 1m lem 0,01cm 1000 nm 100 nm 0,00nm  0,0001nm Faible longueur
d'onde (1) d'onde (1)
6 8 10 1 1 15 19 2
Faible 10 10 10 10 10 10 10 10 ) Gronde
fréquence (1/) fréquence (1)

alloprof

Figure 01. lllustration du spectre électromagnétique .

(1 le rayonnement y est produit par la radioactivite lors de la désexcitation d'un noyau. lls
sont donc en particulier émis par les matériaux radioactifs et les réacteurs nucléaires. Ils sont
dangereux pour les cellules humaines. Les spectres des rayons y sont caractéristiques de I’espéce
nucléaire.

[1 Les rayons X sont produits lors des transitions électroniques de haute énergie. lls
correspondent a des modifications dans I’état des électrons internes. De ce fait, ilsne
dépendent pas des combinaisons chimiques dans lesquelles les atomes sontengagés.

[0 Le rayonnement infrarouge est divisée en trois régions : le proche, le moyen et le lointain
infrarouges, nommeés en relation avec le spectre visible. Comme pour toutesles techniques de
spectroscopie, la spectroscopie infrarouge est employée pour l'identification de composés ou
pour déterminer la composition d'un échantillon. Lesspectres sont dus a des modifications dans

’état de rotation et de vibration des molécules.

[0 Les micro-ondes sont de longueur d'onde intermédiaire entre I'infrarouge et les ondes de
radiodiffusion. Le terme de micro-onde provient du fait que ces ondes ont une longueur d'onde
plus courte que celles de la bande VHF, utilisée par les radars pendant la Seconde Guerre

mondiale. On peut citer dans cette catégorie la spectroscopie de rotation en micro-onde qui

31



est concernée par les mouvements de rotation des molécules.

(1  Les ondes radio sont produites par des courants électriques de haute fréquence . Une
spectroscopies se rattachant a cette région est la résonance magnétique nucléaire (RMN). La
technique consiste a induire des transitions entre les niveaux énergétiques que peuvent occuper

les spins de certains noyaux sous I’action d’un champ magnétique intense.
11.3. Les différents processus d’interaction rayonnement-matiere

L’interaction du rayonnement électromagnétique avec la matiere peut prendre différentes formes

qui sont a la base de tous les phénomenes spectroscopiques :

11.3.1. L’absorption

Lorsqu’un atome est soumis a une onde lumineuse, il peutabsorber un photon. L’atome,
initialement dans un état d’énergie électronique Ea, passe alors dans un état électronique d’énergie

supérieure Eb > Ea.

11.3.2. L’émission

La présence d’un rayonnement incident peut induire un atome excitéa émettre un photon ayant
les mémes caractéristiques que les photons incidents. Ce processus est a la base du

fonctionnement des lasers

11.3.3. La diffusion

La diffusion est le phénomene par lequel un rayonnement, comme la lumiére, le son ou une
particule en mouvement, est dévié dans de multiples directions par une interaction avec d'autres

objets.

I1.3.4. Les énergies d’une molécule
Une molécule en mouvement posséde quatre types d’énergies :

L’énergie électronique qui est dii aux mouvements des électrons de la molécule. L’énergie de
translation, de rotation et de vibration est di aux mouvements de lamolécule, la somme de
ces trois termes représentent I’énergie cinétique globale de la molécule.

En spectroscopie d’absorption seules les énergies quantifiées interviendront (Energie de vibration
des atomes, de rotation des molécules et 1’énergie des électrons), tandis que 1’énergie cinétique
de translation n’est pas quantifiée, donc n’interviendrapas en spectroscopie d’absorption car elle

dépend uniquement de la température (E Translation = 3/2 KT ; k est la constante de Boltzmann).
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Energies quantifiées

Figure 02. Divers types d’énergies moléculaires

Les divers types d’énergies moléculaires (électroniques, vibrationnelle, ou spin nucléaire)
sont quantifiés ceci signifie que seules certaines énergie sont permises. La molécule peut étre
excitée de son état d’énergie le plus bas (état fondamental) a un état d’énergie plus élevé (état
excité) par un photon (quantum d’énergie) de radiation électromagnétique de longueur d’onde
approprié.

Les énergies de vibration des atomes, de rotation des molécules et 1’énergie des électrons

sont toutes quantifiées.
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Niveau d'énergie rotationnel
"
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@
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S

Figure 03. Niveaux d’énergie moléculaire.

La matiére (atome, ion ou molécule) ne peut exister qu'a certains états énergétiques discrets.
De plus, le passage d'un corps de son état fondamental a un de sesétats excités ne peut se faire que
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par absorption du quanta d'énergie représentant la différence d'énergie entre I'état fondamental et
I'état excité. Ainsi, un corps traversé par un rayonnement électromagnétique n'absorbera que les
photons possedant I'énergiepermettant a ce corps d'atteindre un état excité. 1l restera ensuite dans
cet état un bref instant (10-13 s) avant de se relaxer a son état fondamental en réémettant I'énergie
absorbée sous forme de chaleur et/ou d'onde électromagnétique.

Suite a I’échange d’énergie, le rayonnement électromagnétique entraine uneperturbation du
mouvement interne moléculaire. Il se produit une transition d’un niveaud’énergic vers un autre

niveau d’énergie dépendant du mouvement provoqué.

Tableau 01. Les effets d’interaction rayonnement-matiere

Radiation absorbée |Effet sur la matiére

Ondes radio Tranitions de spins nucléaires (résonance magnétique nucléaire RMN)

Rotation moléculaire. Transitions de spins électroniques (résonance

Micro-onde
© ¢ paramagnétique électronique RPE)

Infrarouge Rotation et vibration moléculaire

Visible et ultraviolet |Saut des électrons de valence

Rayons X Extraction des électrons des couches internes de 1'atome

11.4. Principes de I’absorption
La spectroscopie d’absorption est la plus répondue. Des quantums d’énergies
apportées par les ondes électromagnétiques frappent I’échantillon et sont absorbés. La
quantité d’énergic absorbée dépend de la longueur d’onde du faisceau incident puisque
suivant la valeur de la fréquence [ de la radiation électromagnétique, différentes transitions

peuvent se produire entre les divers états d’énergie propre aux molécules de I’échantillon.

Si I’on représente |’énergie absorbée en fonction de la fréquence [1 on trouveen général une
série de raies ou de bande d’absorption dont la position, I’intensité, la largeur et la forme
vont se révéler précieuse pour le chimiste, c’est ce que I’on appelle un spectre.

11.4.1. Classification :
0 Selon phénomene mis en jeu : Absorption ou Emission
0 Nature de la matiere : Atomigque ou moléculaire

0 Domaine du spectre : Rx, UV-Vis, IR, ...
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0 Nature de transitions : Electronique ,Vibration, Rotation

Spectrométrie

[
! SR
Resoae - Diffusion

Electonique | Vibration | "™ Absorpton
W R R A4

Figure 04. Classification des techniques spectrales selon la nature de la matiere et le

phénoméne mise en jeu

11.5. Types des spectroscopies :

Les principaux types de spectroscopie utilisé sont:

11.5.1. Spectroscopie UV-visible:

Basee sur I'absorption d'une énergie élevée (A= 200 - 800 nm) permettant aux électrons de
valence des atomes et des molécules de passer d'unétat fondamental a un état excité (transitions

électroniques).

11.5.2. Spectroscopie infrarouge (IR):

Fait intervenir une énergie plus faible (A= 1 - 100 cm) ne permettant que des transitions
vibrationnelles ou rotationnelles au sein de molécules. C'est-a-dire que ces radiations permettent

notamment a des liaisons covalentes d'atteindre des modes de vibration d'énergie plus élevée.

11.5.3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN):

Elle utilise les ondes radios (trés peu énergétiques) qui ne permettent que des transitions d'états

de spin des noyaux des atomes.

11.6. Applications des techniques spectrales:
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La spectrophotometrie est utilisée dans divers domaines : chimie, pharmacie, environnement,
agroalimentaire, biologie etc..., aussi bien au laboratoire que sur site industriel.
Exemple : Dans I’industrie pharmaceutique, de nombreux dosages de médicaments sont

réalisés par spectrophotométrie d’absorption UV-VIS.

F Applications ﬁ
@ectrochimigue, Analytique
’ Masse , RMN, IR ‘ /| Toutes les spectroscopies \
Etablir les structures Identifier Quantifier Explorer les mécanismes
(Dosages directs ou moléculaires (chimique,
indirects biochimiques..)

Figure 05 . Différentes applications des techniques spectrales
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I11. La Spectroscopie UV-Visible

I11.1. Définition :
La spectroscopie UV-Vis est une technique analytique qui mesure la quantité de longueurs

d'onde discrétes de lumiere UV ou visible qui sont absorbées ou transmises a travers un échantillon
par rapport a un échantillon de référence ou a blanc. Cette propriété est influencée par la
composition de I'échantillon, fournissant potentiellement des informations sur ce qu'il y a dans
I'échantillon et & quelle concentration. Etant donné que cette technique de spectroscopie repose sur
I'utilisation de la lumiere, considérons d'abord les propriétés de la lumiére.

La lumiére a une certaine quantité d'énergie qui est inversement proportionnelle a sa
longueur d'onde. Ainsi, les longueurs d'onde plus courtes de la lumiére transportent plus d'énergie
et les longueurs d'onde plus longues transportent moins d'énergie. Une quantité spécifique
d'énergie est necessaire pour promouvoir les électrons d'une substance a un état d'énergie plus
élevé que nous pouvons detecter comme absorption. Les électrons dans différents environnements
de liaison dans une substance nécessitent une quantité d'énergie spécifique différente pour
promouvoir les électrons a un état d'énergie plus élevé.

C'est pourquoi l'absorption de la lumiére se produit pour différentes longueurs d'onde dans
différentes substances. Les humains sont capables de voir un spectre de lumiere visible, d'environ
380 nm, que nous voyons comme violet, a 780 nm, que nous voyons comme rouge.1 La lumiere
UV a des longueurs d'onde plus courtes que celle de la lumiere visible jusqu'a environ 100 nm. Par
conséquent, la lumiére peut étre décrite par sa longueur d'onde, ce qui peut étre utile en
spectroscopie UV-Vis pour analyser ou identifier différentes substances en localisant les longueurs
d'onde spécifiques correspondant a l'absorbance maximale

La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement a des renseignements quant a la
nature des liaisons présentes au sein de 1’échantillon mais également de déterminer
quantitativement la concentration d’espéces absorbant dans ce domaine spectral. Non destructive
et rapide, cette spectroscopie est largement répandue en travaux pratiques de chimie ainsi qu'en

analyse chimique ou biochimique .

I11.2. Principe :
Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies les plus

importantes de la chimie (160 & 665 kJ-mol-1). L’ordre de grandeur des énergies mises en jeu est
celui des énergies de liaison des molécules et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des
ruptures de liaisons. Plus généralement, ils provoquent des transitions électroniques entre les

différents niveaux d’énergie des molécules.
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L’absorption de photons se traduit par des transitions d’électrons engagés dans les orbitales
moléculaires (les électrons des liaisons o et m ainsi que les non liants n) de I’état fondamental et
les niveaux non occupés des états excités (¢* et *). Chaque transition est caractérisé a la fois par

sa longueur d’onde Amax et par son coefficient d’absorption molaire : €max a cette longueur d’onde

Solution a étudier E—
Cuve

Lumieére incidente /_
Intensité I, Lumiére transmise

\ Intensite I
* -
S i . - Capteur
Source de lumiére Une certaine quantité de Collule hol]o-:onrlucri ce
monochromatique de lumiére incidente est ~eluep
longueur d'onde A absorbée par la solution

Figure 02 : Schéma montrant le principe du systeme UV-Vis.

111.3. Domaine spectral :
Dans une molécule, les transitions €lectroniques ont lieu dans la région de I'ultraviolet (400-10

nm environ) et du visible (800-400 nm).

* visible : 800 nm - 400 nm.

* proche-UV : 400 nm - 200 nm

« UV-lointain : 200 nm - 10 nm. Domaine UV utilisable en analyse : 190 —400 nm.

Donc le lointain UV n’est pas accessibles aux mesures de ces conditions. Domaine visible

utilisable en analyse : 400 —-800 nm

111.3.1. Propriétes des UV

210-280nm propriétés bactéricide (désinfection) UV-C. 280-315nm favorise la production de la
vitamine D qui est anti rachitique (assimilation du Calcium) UV-B. 315-400nm favorise la

pigmentation de la peau UV-A.

111.3.2. Regle de sélection :

Une transition électronique est analysée comme un changement de population entre une orbitale
moléculaire fondamentale occupée et une orbitale moléculaire excitée vacante. Mais toutes les
transitions énergétiqguement possibles ne sont pas permises [8].

Les régles de sélection déterminent si une transition est permise (active) ou interdite (inactive).

Les Transitions sont permise si :
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-L’¢énergie du photon est égale a la différence d'énergie entre le terme fondamental et un terme
excité

-Elles provoquent une variation du moment dipolaire électrique.

111.4. Les différents types de transition :
Les types d’électrons rencontrés : 6, T et n.

Les ¢lectrons o : Caractérise les liaisons saturées (fortement li¢es)

Les ¢lectrons @ : Caractérise les liaisons insaturées (faiblement liées)

Les électrons n : doublet non liant.

Pour des orbitales de type o, m et n: Transitions électroniques : passage des électrons des orbitales
moléculaires liantes ou non liantes remplies, vers des orbitales moléculaires anti liantes non

remplies

111.4.1. La transition c— ¢*:

La grande stabilité des liaisons ¢ des composés organiques fait que la transition d'un électron d'une
OM liante o vers une OM antiliante 6* demande beaucoup d'énergie. La bande d’absorption

correspondante est intense et située dans I’'UV-lointain, vers 130 nm.

111.4.2. La transition n— ¢*:

Le transfert d'un électron du doublet n d’un hétéroatome (O, N, S, Cl..) a un niveau o* est observé
pour les alcools, les éthers, les amines ainsi que pour les dérivés halogénés. Cette transition donne
une bande d'intensité moyenne qui se situe a I'extréme limite du proche-UV. Exploitable par les

appareils usuels si A>200nm.

111.4.3. La transition ni— ©t*:

Exploitables selon la structure de la molécule (pour A>200nm). Elles apparaissent dans le spectre
des molécules conjuguées (Butadiéne, hexadiene).

W W

Ce__C__ _H
HTTTeTTSe

H H

Elles portent le nom de Bande K. K: Konjugierte (allemand). Le coefficient d’absorption molaire
est élevé (€ >10 000).

111.4.4. La transition n— xt*:
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Cette transition résulte du passage d'un électron d'une OM non-liante n a une OM antiliante 7*.
Elle s’observe pour les molécules contenant un hétéroamtome porteur de doublets électroniques
libres (n) appartenant a un systéme insaturé. Elles ont leur originedans les groupements tels que ;
(C=0;N=0; N=N; etc)

Le coefficient d’absorption molaire est généralement faible (€ <100).

On les appelle Bande R (Radicalaire)

Il existe également d’autres bandes :

Bandes B (Benzénoides) :

* Elles sont également dues a une transition €électronique © —m*.

* Elles apparaissent dans les spectres de molécules aromatiques ou hétéroaromatiques.

Bandes E (Ethyléniques) :

* Elles sont également dues a une transition électronique m 7w*.

* Elles apparaissent dans les spectres de molécules aromatiques.

* Elles ne dépassent rarement 210nm.

* € max varie entre 2 000 et 14 000.

I11.5. Loi d’absorption de la lumiére-Loi de Beer-Lambert :
Soit une lumiere monochromatique traversant une solution absorbante de concentration C

contenue dans une cuve d’épaisseur 1. Une partie de ce rayonnement sera absorbée par 1’échantillon
et une partie sera transmise.

De maniére générale, I’absorption est bien représentée par la loi de Beer et Lambert :

1
A; = —logye (j—) = g;lc

0

lo: est l'intensité de la lumiére incidente.

I: intensité transmise.

I: est la distance traversée par la lumiere (largeur de la cuve en cm).

C: est la concentration molaire.

Le terme: log(10/1) est appelé absorbance (A) ou densité optique.

I/lo =T est la transmission (% T est la transmittance)

&: est le coefficient d'extinction molaire ; 11 depend de la tempértaure, de la nature de la
substance et enfin de la longueur d'onde.

L’unité de € est en .Lmol-1.cm-1 quand on parle de coefficient d’absorption molaire et l.g-1.cm-1
quand on parle de coefficient d’absorption spécifique.

On écrit la loi sous la forme :
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A=-logT-=¢glc

111.5.1. Condition d’utilisation de la loi de Beer et Lambert:

- La lumiere doit étre monochromatique.

-Les solutions doivent étres dilueées (Concentration faibles).

-Les solutions utilisées ne doivent pas étre colloidales. (homogenese) Ce qui éviterait les

pertes de rayonnement par réflexion ou diffusion.

s»Applications de la loi de Beer-Lambert :

Cette loi est utilisée pour de nombreux dosages d'especes chimiques colorés. Pour des composés
incolores, il est parfois possible de fabriquer des complexes colorés. Cette loi n’est valable que
pour les faibles concentrations est en general pour des absorbances inférieures a 1. La loi de Beer-

Lambert est également utilisée dans certains détecteurs comme ceux utilisés en HPLC.

111.5.2. Additivité de la loi de Beer-Lambert

Si I’on a un mélange de substances C1, C2, C3,...,Cn et que celui-Ci est traversé par un

rayonnement monochromatique, alors la DO totale du mélange est égale a la somme des densités

optiques partielle dues a chaque substance:

(DO)r = (DO} + (DO): + (DO)st ...... H(DO)n
(DO)r = e1Cil + 2Cal+ e3Cal + ...+ 8Cal

111.6. Spectre d’absorption UV/Visible :

En UV/Visible on peut représenter T=I/I0=f(A) ou A= f(A) ou &= f(})

Figure 03 : exemple de spectre d’absorption
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3

o)

«>
=
1

2

20 4

Transmission (°
&
1

Ly

450 (nm) 200

T e
400 600 SO0 1000 1200
Longueur d'onde (nm)



Le minimum de transmission correspond au maximum de 1’absorbance. Ce spectre posséde deux
bandes. Chaque bande est caractérisée par un Amax (Amax: Le composé absorbe fortement a cette
longueur d’onde).
Remarque : Les spectres UV/Visible fournissent souvent des renseignements insuffisants sur la
structure des composés.
e Lesolvant:
Le choix du solvant est important dans cette technique. Il doit étre :
- Inerte vis-vis du solute.
- Transparent a la longueur d’onde utilisée.
Quelques exemples de solvant :
Cyclohexane : Transparent au-dela de 210 nm.
Hexane: Transparent au dela de 210 nm.
Eau distillée: Transparent au dela de 200 nm.
Chloroforme: Transparent au dela de 230 nm.

Le solvant doit étre débarrassé de toutes ses impuretés avant d’étre utilisé.

I11.7. Appareillage :

L’¢tude des absorptions nécessite 1’utilisation d’un appareil appelé spectrometre. La figure
suivante représente le schéma de principe d'un spectrometre d'absorption UV- visible & mono
faisceau.

On dissout la substance a analyser dans un solvant et la solution obtenue est versée dans une cuve
destinée a étre placée dans le spectrométre. Afin de ne pas fausser les mesures la cuve et le solvant

choisis ne doivent pas absorber les rayonnements émis par le spectroscope.

i . l . Electric | Computer

Light =>L|ght Wavelength i T Curent | for Signal
=) Sample ==)||Detector | == )

Source Selector \ F;n ISe:@smg

utput

Figure 04 : Un schéma simplifié des principaux composants d'un spectrophotometre UV-Vis.
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I11.7.1. Source : En tant que technique basée sur la lumiere, une source stable capable d'émettre
de la lumiere sur une large gamme de longueurs d'onde est essentielle. Une seule lampe au xénon
est couramment utilisée comme source de lumiére a haute intensité pour les plages UV et visible.
Les lampes au xénon sont cependant associées a des codts plus élevés et sont moins stables par
rapport aux lampes au tungsténe et aux halogeénes.

Pour les instruments utilisant deux lampes, une lampe au tungsténe ou halogene est couramment
utilisée pour la lumiere visible, tandis qu'une lampe au deutérium est la source commune de
lumiére UV.2 Comme deux sources lumineuses différentes sont nécessaires pour balayer a la fois
les longueurs d'onde UV et visible, la lumiere source dans I'instrument doit changer pendant la
mesure. En pratique, cette commutation se produit généralement pendant le balayage entre 300 et
350 nm ou I'émission lumineuse est similaire des deux sources lumineuses et la transition peut étre

effectuée plus en douceur.

111.7.2. Monochromateur : Un monochromateur separe la lumiére en une bande étroite de
longueurs d'onde. Il est le plus souvent base sur des réseaux de diffraction qui peuvent étre tournés
pour choisir les angles entrants et réfléchis afin de sélectionner la longueur d'onde de lumiere
souhaitée. La fréquence de sillon du réseau de diffraction est souvent mesurée en nombre de sillons
par mm. Une fréquence de sillon plus élevée fournit une meilleure résolution optique mais une
plage de longueurs d'onde utilisable plus étroite. Une fréquence de rainure inférieure fournit une
plage de longueurs d'onde utilisable plus grande mais une moins bonne résolution optique. 300 a
2000 rainures par mm sont utilisables a des fins de spectroscopie UV-Vis, mais un minimum de
1200 rainures par mm est typique. La qualité des mesures spectroscopiques est sensible aux
imperfections physiques du réseau de diffraction et du montage optique. Par consequent, les
réseaux de diffraction réglés ont tendance a avoir plus de défauts que les réseaux de diffraction
holographiques blazés.3 Les réseaux de diffraction holographiques blazés ont tendance a fournir
des mesures de bien meilleure qualité.

111.7.3. Détecteur : Le détecteur convertit en un signal électrique Iintensité de la radiation
lumineuse qui P’atteint. Sa sensibilité dépend de la longueur d’onde. On utilise soit un tube
photomultiplicateur soit un semi-conducteur (détecteur a transfert de charge ou photodiode au
silicium). Pour les appareils dits « simultanés » qui ne possédent pas de monochromateur mais un
systeme dispersif, on mesure les intensités lumineuses a toutes les longueurs d’onde pratiquement
au méme instant en alignant un grand nombre de détecteurs quasi ponctuels pour former une
barrette de diodes. Le seuil photoélectrique, de I’ordre de 1 eV, permet de prolonger la plage de

détection jusqu’a 1,1 mm.
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L’efficacité d’un tube photomultiplicateur-dispositif tres sensible dont la linéarité de la réponse
s’étend sur 7 décades, dépend du rendement de la photocathode, qui varie avec la longueur d’onde
(par ex. 0,1 e—/photon a 750 nm), et de ’amplification du signal procuré¢ par la cascade de dynodes
(par exemple gain de 6 x 105).

Avec ces valeurs, I’impact de 10 000 photons/s produit un courant de 0,1 nA. Il est difficile pour
un photomultiplicateur comme cela le serait pour 1’oeil, de comparer avec précision deux intensités
lumineuses, en provenance pour I'une, du faisceau de référence et pour I’autre, du faisceau
échantillon, lorsqu’elles sont tres différentes. C’est pourquot il est préférable que I’absorbance des
solutions ne dépasse pas 1. Avec un instrument dont la lumiere parasite est de 0,01 % (mesurée en
% de transmittance), I’augmentation de la concentration de la solution ne produira plus de

variations significatives du signal au-dela de 4 unités d’absorbance.

Detector

Figure 06 : schéma d'un systéme de spectroscopie UV-Vis sans cuvette.
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111.8. Intéréts de la spectroscopie UV-Visible :
-Large domaine d’applications (Chimie analytique, minérale, organique, biochimie) ,90% des

analyses médicales

- analyses quantitatives (loi de Beer-Lambert)

- grande sensibilité : limite de détection = 10-5 M
- précision : 1 - 5% erreur.

- simplicité, rapidité.

111.9. Application de la spectroscopie UV/Visible

111.9.1. Analyse qualitative

Les spectres UV fournissent généralement peu de renseignements sur la structure moléculaire des
composés comparés aux spectres IR et RMN. Néanmoins, on les utilise soit pour une

confirmation soit pour une identification grace aux regles empiriques.

111.9.2. Analyse quantitative

L’analyse quantitative par la spectrométrie UV-visible est trés employée (beaucoup plus que
I’analyse qualitative) grace a I’utilisation de la loi de Beer-Lambert.

Comme applications, on peut citer :

-Le dosage d’impureté dont I’identité est connu.

- Le dosage d’un principe actif d’un médicament.

- Le dosage des métaux de transition par compléxométrie.

111.9.3. Analyse industrielle et pharmaceutique :

L'une des utilisations les plus courantes de la spectroscopie UV-Vis est dans lindustrie
pharmaceutique. En particulier, le traitement des spectres UV-Vis a laide de dérivés
mathématiques permet de résoudre les pics d'absorbance qui se chevauchent dans les spectres
d'origine. pour identifier des composés pharmaceutiques individuels. Par exemple, la benzocaine,
un anesthésique local, et la chlortétracycline, un antibiotique, peuvent étre identifiées
simultanément dans les formulations de poudres vétérinaires commerciales en appliquant la
premiére dérivée mathématique aux spectres d'absorbance.

Quantification simultanée des deux substances était possible sur une plage de concentration en
microgrammes par millilitre en créant une fonction d'étalonnage pour chaque composé.

Cette technique peut également étre utilisée dans de nombreuses autres industries.

Par exemple, la mesure d'un indice de couleur est utile pour surveiller I'huile de transformateur en

tant que mesure préventive pour s'assurer que I'énergie électrique est fournie en toute sécurité. La
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mesure de l'absorbance de I'hémoglobine pour déterminer les concentrations d'hémoglobine peut
étre utilisée dans la recherche sur le cancer. La spectroscopie UV-Vis peut étre utilisée dans les
études cinétiques et de surveillance pour s'assurer que certains colorants ou sous-produits de
colorants ont été éliminés correctement en comparant leurs spectres au fil du temps.23 Elle trouve
également une grande utilité dans I'analyse de l'authenticité des aliments et la surveillance de la
qualité de lair

Dosage : Le dosage se fait :
a) Par comparaison a un étalon : Etalon est une substance dont la concentration est connue.

X : est un échantillon avec une concentration inconnue.

DOx (E. C]]x DD:.: Cx DO,‘
3

- = Cyx
DO¢tal (e.C. Dral DOgta) Cital DO

X Cgeal

b) Par comparaison a plusieurs éetalons :

I1 suffit de mesurer I’absorbance A de plusieurs étalons :

1. Préparer la solution mére de concentration connue.

2. Preparer les solutions filles (étalons).

3. Mesurer 1’absorbance de chaque solution filles.

4. Tracer la courbe : A=DO=f(C). (Une droite passant par 1’origine).

La concentration Cx est obtenue par interpolation graphique.

Pour ce dosage, on doit choisir une longueur d’onde maximum qui correspond a la plus forte

absorption.

A

0,600 -
0,500
0,400

0,300 - -

h 4

0,200 | ~

0,100 - -
1 7 0,005 mol L

; .
0,000 +~ " o C (mol.L")
0,0000 0,0020 0,0040 0,0060 0,0080 00100 0,0120

Remarque : -Si I’allure du graphe A=DO=f{C) est de la forme suivante :
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Domaine de
linéarité

0 : » C (molL™")
Ne prendre en considération que la partie linéaire car A=DO=f(C) est toujours linéaire.

Détermination de Amax par la formule chimique de la molécule :

Plusieurs auteurs ont étudi€ les spectres d’un grand nombre de molécules, cela a permis d’établir
des corrélations entre les structures et les maximas d’absorption. Les plus connues sont les régles
de WOODWARD-FIESER et SCOTT concernant en particulier les transitions n—n* de certaines
fonctions caractéristiques telles que les dienes et les carbonyles [9]. Les tableaux suivants
rassemblent, sous forme d’incréments, les divers facteurs et particularités de structure a prendre
en compte. La position de bandes d’absorption & —a* de ces systémes

Conjugués particuliers peut étre prévue.

Régles de Woodward-Fieser et Scott :

Ces regles permettent d’estimer Amax pour des diénes conjugués et €également pour les

aldéhydes et cétones conjugués

Tableau 01 : les facteurs et les particularités des molécules conjugués.

48



Structure de Parent Parent
base hemeannulaire | hététoannulaire

Diéne acyclique

Valeur de base
253 nm 214 nm

217 nm

incrément & ajouter (nm)

Double ligison conjuguée supplémentaire
Double liaison exocyclique
Alkyle ou reste de cycle
O-—R
—85=R
—Cl,—Br
— NR:

—0=CO—-R

30

5

5

30

60
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Chapitre V
La Spectroscopie Infra-
Rouge

(IR)



V. La Spectroscopie Infra-Rouge (IR)
IV.1. Introduction

Les vibrations moléculaires sont a I'origine de I'absorption du rayonnement infrarouge (IR)
par la matiére, car les niveaux d'énergie moléculaires vibrationnels sont séparés par des énergies
qui tombent dans le domaine infrarouge du spectre électromagnétique. La partie infrarouge du
rayonnement électromagnétique est partagée en trois domaines : le proche infrarouge (le plus
énergétique) qui s'étend de 14 000 a 4000 cm-1 (0,7-2,5 m en longueurs d'onde) ; l'infrarouge
moyen qui va de 4000 a 400 cm-1 (2,5-25 m) et enfin I'infrarouge lointain, qui couvre le domaine
spectral de 400 a 10 cm-1 (25-1000 m). La mise en ceuvre de l'interaction d’un rayonnement
infrarouge avec un échantillon, puis la détection et I'analyse spectrale (par transmission ou par
réflexion) de ce rayonnement apreés qu'il ait interagi avec la matiére est I'objet de la spectroscopie
infrarouge. Cette spectroscopie, trés sélective, est couramment utilisée pour 1’identification de
composés mais elle permet également d’obtenir des informations trés importantes sur les
interactions inter- et/ou intra- moléculaires, sur la conformation des molécules, sur 1’organisation

de la matiére...

IVV.2. Principe de la spectroscopie infra-rouge

IV.2.1. Interaction rayonnement-matiére

De nombreux points de cette partie theorique ne sont pas utiles pour pouvoir analyser un spectre
infrarouge et peuvent étre traités dans la partie « Energie, matiere, rayonnement », transferts
quantiques d’énergie et dualité onde-corpuscule.Certains points (notés en italique) sont hors
programme pour des éleves de TS et sont donnés au titre de I’information. Cette partie permet de
justifier que la spectroscopie infrarouge est liée a des niveaux d’énergic vibrationnelle des

molécules.
a. Description de la lumiere

La lumiére se comporte dans certains cas comme une onde électromagnétique
- La lumiére est en général la superposition d’ondes

électromagnétiques dedifférentes longueurs d’ondes

- Une lumiere monochromatique est une onde sinusoidale de fréquence

biendéterminée.
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Srandeurs caractéristiques d’une onde monochromatique dans le vide

Période ens Vitesse : cenm. s™!

Fréquence :f =1/T en s (notée V) Longueur d’onde : A=cT=c/ Ven m

autre grandeur leur sera utile : le nombre d’onde en cm™

La lumiere se comporte dans certains cas comme si elle était composée decorpuscules : les
photons

Le photon est un corpuscule de masse nulle

Le photon se déplace a la vitesse de la lumiére

Le photon transporte un quantum d'énergie E= hV avec h la constante de Plank

b. Niveaux d’énergie d’une molécule

L’énergie propre d’une molécule peut en premiére approximation étredécomposee en trois termes

indépendants

E=E4 +E,+E,

-Ea: énergie électronique.

-E, : énergie vibrationnelle, associée aux mouvements des atomes autour de leur
position d’équilibre sans mouvement d’ensemble.

- E, : énergie rotationnelle, associée aux mouvements de rotation de la molécule
autour d’un axe passant par le centre d’inertie.

Toutes ces énergies sont quantifiées et la différence entre deux niveaux électroniques,
vibrationnels ou rotationnels ne sont pas du méme ordre de grandeur

AE, « AE, « AEgq

52



niveau
électronique

excité
Ecl 2 =)
~
———#¢ AE;
AE,, t AE, 1er niveau vibrationnel niveau
— excité : E=Eg 41+ E, 4 électronique
z : 4 fondamental
niveau vibrationnel
/[ —— «— fondamental :
———————— Ean1 E=Eg41+E,p <

/

niveaux rotationnels

Figure 1 : Niveaux énergétiques

c. Transition de niveaux énergétiques et

absorption de rayonnementélectromagnetique

Une onde électromagneétique de frequence peut étre absorbée par une molécule qui va ainsi
passer d’un niveau énergétique a un autre. L’absorption n’est possible que si I’énergie de I’onde

correspond a la différence d’énergie entre les deux niveaux énergetiques :

E'— E = hvg = 25
Ag

E' —@P—.E
kY =

—~@—E TR

aprés absorption

avant absorption

Figure 2 : Absorption de rayonnement électromagnétique
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IV.3. Etude des vibrations d’une molécule
Cette partie s’attache a présenter les vibrations possibles d’une molécule. Avec leséléves on pourra
se contenter de montrer que les liaisons peuvent vibrer autour de leur position d’équilibre et que

pour des composés polyatomiques des modes de vibration existent.

IV.3.1. Molécule diatomique :

Modeéle classique : ce modeéle peut étre présenté aux éléves en parallelede ce qui est vu en
mécanique

On assimile les deux atomes et unis par une liaison covalente a deux masses et qui seraient reliées
par un ressort de constante de raideur . Les masses peuvent osciller autour de leur position

d’équilibre avec une fréquence donnée par la loi de Hooke :

A k B
ma mpg

Figure 3 : modélisation de la liaison covalente

1 K MaMg . )
¥y =— |— avec y = ———— (masse réduite du systéme)
ZTE,\J u My + mg

Lorsque cette molécule diatomique est soumise a 1’action d’une onde électromagnétique

caracterisée par la fréquence =ha absorption (phénoméne derésonance) lorsque

IV.3.2. Molécule poly atomique

La situation est beaucoup plus complexe : les différents oscillateurs constitués de deux atomes liés
par une liaison covalente sont couplés. Des simplifications peuvent s’cffectuer (la théorie
quantique les justifie) : les vibrations complexes d’une molécule peuvent se décomposer en
différents modes de vibration indépendants appelés modes normaux.

Types de modes normaux :

- Vibrations d’¢longation :I1 s'agit de vibrations de valences ayant lieu le long de I'axe de la

liaison.

- Vibrations de déformation angulaire: Ce sont des vibrations caractérisées par une
modification de l'angle de liaison. Les transitions vibrationnelles de déformation

sont de plus faible énergie que les transitions vibrationnellesd'élongation
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Vibration d’élongation (de valence)

/g
B

symeétrique

A
\g

asymeétrique

Vibration de déformation

Dans le plan

Hors du plan

H
S

asymeétrique (rotation plane)

AOQO~
%

asymeétrique (balancement)

(L

k

symétrique (cisaillement)

%

p

symétrique (torsion)

Figure 04: les différents types de vibrations

Exemple : CO2

l s N
&=e=9
<« >
symetrique
il n'y apas de vartation de moment
dipolatre qui reste nul ; pas
d"absorption

A
==

- —p
asymetrique
1l y a vartation du moment dipolatre
absorption

Figure 5 : exemples des modes de vibration d’élongation @92
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IV.4. Appareillage

Les spectrometres infrarouges sont construits & partir d’éléments principaux avec quelques
différences au niveau de matériaux utilisés ou de leur montage selon le domaine infrarouge
exploité et selon le type d’interactions entre la matiére et le rayonnement. Il existe deux grands
types d’appareils, leurs différences résident essentiellement dans le systeme de selecteurs de

longueurs d’ondes.

IV.4. 1. Spectromeétre dispersif

Ces instruments (figure 6) séparent les fréquences de 1’énergie émise a partir de la source
infrarouge a I’aide d’un prisme ou de réseaux, éléments dispersifs plus efficace. Le détecteur
mesure la quantité d’énergie pour chaque fréquence qui passe a travers 1I’échantillon. 11 en résulte
un spectre qui est tracé de I’intensit¢ en fonction du nombre d’ondes. L’inconvénient de ces

appareils ce situe dans la lenteur des mesures, la complexité mécanique et I’insensibilité.

[R detector

Figure 6 : Schéma du principe d’un spectrométre infrarouge classique dispersif.
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IV.4.2. Spectrometre infrarouge a transformeée de Fourier

Les spectrometres FT-IR ont été développés pour apporter une réponse aux limitations des
spectrométres dispersifs. La difficulté principale a résoudre était celle de la lenteur d’acquisition.
Il était indispensable d’imaginer un dispositif mesurant toutes les fréquences simultanément. Le
dispositif est I’interférométre.

a. Mode de fonctionnement du spectromeétre a transformée de Fourier

Un spectrometre a transformée de Fourier envoie sur I'échantillon un rayonnement infrarouge et
qui mesure les longueurs d'onde absorbées et les intensités de I'absorption. Le faisceau infrarouge
provenant de la source est dirigé vers l'interféerométre de Michelson qui va moduler chaque
longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente.

Dans l'interférométre le faisceau lumineux arrive sur la séparatrice. La moitié du faisceau est alors
dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir mobile.
Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou constructives
apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau module est alors refléchi des
deux miroirs vers I'échantillon, ou des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le
détecteur pour étre transforme en signal électrique.

I comporte essentiellement cing parties (figure 7) :

a interférométre b schéma optique d'un IRTF
( miroir fixe detecion |
T L laser | miroir collimateur ;
source ! X a ' % :
S —p | W "
o rowa B | ‘ A\ s :
o 1|8  miroir mobile | < % ;, .
/7 | 1\ )
/17! source
K Lo e ! Q0 r
/ echantillon ' : '
] : '7‘ :
| V.
. detecteur L_Zonescelbe | || detecteuriaser |
1 BRI s o I
W J \ | X
\ p—  cellule fenetre en KRS-5
I de mesure!
¥ sy | SEL
! Kt
\ fme ) T
{ : |
| I
|

miroir f i r
\ detecteur | J| roir focalisateu

N /’ compartiment
echantillon

détail séparatrice

v
M2 KBr/Germanium

Figure 7 : Montage optique d’un appareil a transformee de
Fourier.
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*Une source lumineuse

*Un dispositif permettant de générer les interférences

*Un compartiment échantillon qui permet d’accueillir plusieurs types d’accessoires (portes
échantillon) dépendant du mode de mesure utilisé (réflexion ou transmission).

«Un détecteur ou capteur photosensible

«Un convertisseur analogique numérique qui interroge le détecteur a des intervallesréguliers et
transforme le signal numérique manipulable par le systéme informatique

IV.5. Présentation de I'échantillon

Il est possible de faire des spectres de solides, de liquides ou de gaz. Suivant I'état de I'échantillon,
on utilise soit des pastilles a base de KBr, soit des cuves, soit on dépose une goutte de liquide entre
deux lames de KBr. Pour les cellules, il faut choisir un matériau n‘absorbant pas en IR : souvent
NaCl ou KBr.

IV.5.1. Cas des solides Les pastilles sont généralement faites d'un mélange de I'échantillon (de
0,1 a 1%) sous forme de poudre mélangée a du Bromure de Potassium (KBr) qui est transparent
aux rayonnements IR dans la zone 4000 cm-1a 500 cm-1 , le tout finement broyé et melangé
dans un mortier de maniére a étre homogeéne. Le mélange est pressé a environ 10 tonnes dans une

pastilleuse. pour obtenir une pastille. Enfin, il peut étre place en suspension dans une paraffine

Remarque : Il faut noter que tous les solvants possedent des bandes d'absorption en infrarouge et
qu'il est nécessaire de compenser ses bandes par une référence. La compensation n'étant pas
toujours parfaite, les solvants utilisés pour les solutions sont choisis pour ne pas présenter de
bandes d'absorption dans les zones particulierement intéressante du spectre. Les plus couramment

employés sont le tétrachlorure de carbone, le chloroforme et le sulfure de carbone (CS2).

IV.5.2. Cas des liquides Les liquides peu visqueux et volatils sont introduits dans unecuve fermée
d'épaisseur déterminée dont les fenétres seront des monocristaux de chlorure de sodium ou de
fluorure de calcium (qui a lI'avantage de ne pas étre altérépar I'eau).. Les liquides visqueux et peu
volatils sont déposés entre deux lames de KBr. entre deux pastilles de chlorure de sodium
monocristallin comprimées, de maniére a obtenir un film fin,

IV.5.3. Cas des gaz Les gaz sont introduits dans une cuve de plus grand volume que celle utilisée

pour les liquides.

IVV.6. Analyse de spectres et bandes d’absorption classiques

IV.6.1. Allure d’un spectre d’absorption infrarouge
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a. Axes

Voici le spectre d’absorption infrarouge de la 5-hydroxypentan-2-one :
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4000 3000 2008 1500 1000 00
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Figure 8 : Exemple de spectre d’absorption IR

L’axe des abscisses représente le nombre d’onde en , I’axe est orienté de ladroite vers la
gauche (de 500a 4000cm™ )

-L’axe des ordonnées est orienté vers le haut et représente la transmittance en %

b.Zones d’absorption

Il existe deux zones a analyser difféeremment au sein d’un spectre d’absorptioninfrarouge.

e

»
=
3
::soq\
i W IR
3
3464 43 1440 &5 ] 26 &8
2982 39 | 1413 ss | | Zonel Fg ¢ I Zone 2
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Figure 8 : Exemple de spectre d’absorption IR
- Zone 1 (entre4000et1300 cm™) : on y trouve la plupart des bandes devibration d’élongation

- Zone 2 (entre1300 et 600cm™) : on y trouve la plupart des bandes de vibrationde déformation
(zone souvent difficile a analyser, appelée zone des empreintes digitales)
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Tableau 01 : frequences et intensites observes pour divers modes de vibrations

Vibrations Domaine spectral (an*) Intensité IR observée
v (O-H) 3650-3000 v
v (N-H) 3500-3300 m
v (=C-H) 3300 F
v (=C-H) 3100-3000 m
v (-C-H) 3000-2800 F
v (C=N) 2255-2220 F
v (C=(Q) 2250-2100 f
v (C=0) 1820-1680 TF
v (C=N) 1680-1610 m
v (C=C) 1675-1600 m
5 (N-H) 1650-1500 F
v (C=C) aromatique 1620-1450 v
v (N=N) azo 1450-1400 f
o (CHy), 6a (CH3) 1480-1400 m
S, (CH3) 1380 F-m
v (C-C) 1300-800 m-f
v (C-Cl) 750-600 F
v (C-Br) 650-500 F
v {C-1) 600-450 F

TF : trés forte, F : forte, v : variable, m : moyenne, f : faible

1V.6.2. Bandes d’absorption classiques

a. Lachaine carbonée

On peut présenter des molécules qui different de par leur fonction chimique mais qui

possede la méme chaine carbonée, ici I’enchainement CH3-CH2 .
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Figure 9 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure 10 : Spectre d’absorption IR du propan-1-
ol
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Figure 11 : Spectre d’absorption IR du propan-1-
amine
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Figure 12 : Spectre d’absorption IR du propanal
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1V.6.3. Groupement caractéristique hydroxyle : fonction alcool

On peut présenter le spectre d’un alcane puis différents spectres d’alcools pouridentifier les

bandes supplémentaires qui leur sont communes
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Figure 14 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure 15 : Spectre d’absorption IR du propan-1-ol
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Figure 16 : Spectre d’absorption IR du propan-2-ol I

Point commun visible a tous les spectres : bande d’absorption trés large entre 3000et 3500

cm-!

Remarque :

Sur le spectre du propan-1-ol on voit apparaitre une bande fine au-dela de 3500 cm-! qui correspond
a ce que ’on appelle « alcool libre » dans les tables. En effet en 1’absence de liaison hydrogene la
liaison O-H absorbe a une fréquence relativement précise, d’ou une bande fine. En revanche, en
présence de liaisons hydrogéne la liaison O-H est plus ou moins affaiblie, ce qui a pour
conséquence de diminuer la constante de raideur de la liaison et le nombre d’onde du rayonnement
absorbé. On observe alors une bande large car le groupement OH de chaque molécule dans

I’échantillon a analyser sera plus ou moins lié par liaison hydrogen

On peut voir apparaitre a la fois la bande de 1’alcool libre et celle de I’alcool liée sur un méme

spectre, si I’alcool considéré est trés dilué dans I’échantillon a analyser.

b. Groupement caractéristique carbonyle

On peut présenter le spectre d’un alcane puis différents spectres d’aldéhyde puis decétone.
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Figure 17 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure 18 : Spectre d’absorption IR du propanal
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c. Groupement caractéristique carboxyle
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Figure 19 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure 20 : Spectre d’absorption IR de ’acide butanoique
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d. La double liaison C=C

> Alcenes
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Figure 21 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure 22 : Spectre d’absorption IR du pent-1-éne
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» Cycle aromatique
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Figure 23 : Spectre d’absorption IR du pentane
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Figure24 : Spectre d’absorption IR du toluene
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