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PREAMBULE

Le présent polycopié est dédié aux étudiants de Licence en Chimie pharmaceutique, et a ceux
de Master en Chimie organique. Il peut également I’utilisé¢ aux profits des étudiants de licence
en chimie. Le contenu de ce cours regroupe les méthodes spectroscopiques d’analyse usuelles
les plus utilisées pour identifier, caractériser et quantifier les produits de synthese organiques ou

les produits naturels.

Ce polycopie est le résultat des enseignements que j’ai effectué dans la matiere Méthodes
Spectroscopiques d’Analyse pour le niveau L3 Chimie pharmaceutique, ainsi que la matiére de

Méthodes instrumentales d’ Analyse pour le niveau M1 Nutrition et Sciences des Aliments.

Les cours sont présentés de facon simplifiée, plusieurs exemples de spectres sont donnés
pour faciliter la compréhension et pallier a I’absence de travaux pratiques dans ce module. Une

série d’exercices d’application est donnée a la fin de chaque cours.
Le polycopié est composé de quatre chapitres :

Chapitre I : Spectrométrie UV-Visible.

Chapitre Il : Spectrométrie Infra rouge.

Chapitre 111 : Résonnance magnétique nucléaire.
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Me¢éthodes Spectroscopiques d’ Analyse Spectrométrie UV-Visible

1.1. Introduction :

La spectroscopie est un terme qui décrit lI'interaction de la matiére avec le rayonnement
¢lectromagnétique. Il existe donc plusieurs formes d’interaction : absorption, émission, diffraction,
impédance, résonance et diffusion inélastique du rayonnement. Par conséquent, et en tant que
grande science, la spectroscopie est utilisée pour caractériser / détecter la matiére (atomes,
molécules et noyaux) sur la base des spectres produits et suite a leur interaction avec le
rayonnement. Le spectre électromagnétique, et comme le mot spectre I'implique, est une plage de
fréquences du rayonnement électromagnetique et des longueurs d'onde et énergies de photons
correspondantes [1,2].

[1] Hollas JM. Modern Spectroscopy. 4th ed. Chichester: John Wiley & Sons, Ltd.; 2004
[2] Harris DC. Quantitative Chemical Analysis. New York, NY: W.H. Freeman and Co; 2007

La spectroscopie d'absorption repose sur I'absorption de la lumiére par des molécules a
une fréquence ou longueur d'onde particuliere. Dans ce processus, I'énergie d'un photon est
absorbée par les électrons ou les atomes dans la matiére. Des techniques optiques sont utilisées
pour analyser la lumiére atténuée, qui traverse I'échantillon. Selon I'énergie des photons absorbes,
des méthodes de spectroscopie d'absorption ultraviolette, visible ou infrarouge sont utilisées
(spectre électromagnétique). Un appareil appelé spectrophotométre mesure quantitativement
I'absorbance d'un échantillon. La caractérisation du spectre transmis permet de déterminer la
concentration d'une substance, les mesures cinétiques de certaines réactions biochimiques et
I'identification de certaines especes biologiques. La spectroscopie d'absorption est utilisée comme
outil de chimie analytique pour déterminer la présence d'une substance particuliére dans un
échantillon et, dans de nombreux cas, pour quantifier la quantité de substance présente. La
spectrophotométrie est un outil important qui est couramment utilisé dans les expériences

biologiques pour la détection des acides nucléiques [1,2] et la quantification des protéines [3].

1.2. Le spectre électromagnétique

Un rayonnement électromagnétique est caractérisé par la longueur d’onde A, ou la fréquence

v =c/A

C : vitesse de la lumiére = 2,2998.108 ms .
A est généralement exprimé en nm. (1 nm = 10 cm)
La fréquence est liée a son énergie par la formule :

E=h.v
h: constante de Planck = 6,624.10'34 j.s'1
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1.2.1. Domaine spectral et énergies associées

Certaines ondes appelées ondes électromagnétiques créent a leur passage une perturbation
locale des champs électrique et magnétique. Le spectre électromagnétique représente la répartition
des ondes électromagnétiques en fonction de leur longueur d'onde, de leur fréquence ou bien encore

de leur énergie.

La figure 1 montre une représentation schématique du spectre électromagnétique, ainsi que les
processus moléculaires qui peuvent se produire dans chaque région, par exemple, rotation (micro-
ondes), vibration (infrarouge), excitation électronique (ultraviolet-visible), rupture de liaison et

ionisation (X -des rayons).

400 " m o

RayonY RayonX UV lointain.. UV Vis IR Micro-Ondes Ondes radio

W'II MM "H‘IM”\. ‘f"'n [ f"l ;\‘ "’u\ H f “‘m y‘“\‘ ;,q‘ /M // \

Il \
’w ’I”\J Il H‘HMH\ W\ N/ \
TR Y R ¥ \
b ULLAECKY, AR \
Réactions lonisation des Rotation et Transition de
nucléaires atomes, molécules vibration spin nucléaires

0,1 nm 10 nm 200 nm 0,4 cm 25¢cm
moléculaire

Transition orbitale Transitions Transition des
interne des e~ des e” de valence e” spin

Figure I.1 Spectre
électromagnétique.

1.2.1.1. Energie associé

L’énergie d’une molécule s’écrit comme :

E = Eélectronique * Evibratoire + Erotationnelle €q1)

* Eclectronique : €énergies des électrons de la molécule ; elles sont quantifiées. Par des transitions
quantiques émission/absorption, des énergies de 1,5 eV et 12 eV sont mises en jeu : domaine
spectral UV-visible.

« Evibratoire . Energie de la molécule de part les vibrations au niveau des liaisons atomiques. Les
énergies vibratoires sont aussi quantifiées. Elles donnent lieu a des sous-niveaux vibratoires au
sein du diagramme énergétique de la molécule. Les énergies mises en jeu vont de 1,55 eV a 1,24
meV environ (domaine de I’infrarouge).

Les transitions vibratoires sont exploitées en spectroscopie IR.

* Evibratoire (NON exigible) : énergie rotationnelle de la molécule. Ces énergies sont également

quantifiées et sont plus faibles que les énergies vibratoires (micro-ondes).
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Le visible se situe a des longueurs d’onde comprises en 400 et 800 nm, ce qui correspond a des
énergies de 1,55 eV a 3,11 eV. De méme, I’UV exploité est entre 100 nm et 400 nm, soit des
énergies allant de 3,11 eV a 12,4 eV. En conséquence, les transitions électroniques étudiées
concernent des énergies comprises entre 1,5 eV et 12 eV environ. Il existe des transitions
électroniques tres énergetiques (effet photoélectrique, fluorescence, ...), avec des UV plus durs
(entre 10 nm et 100 nm) et des rayons X, mais nous n’en parlerons pas.

L’infrarouge va de 800 nm a 1 mm, donc concerne des énergies de 1,24 meV a 1,55 eV. Toutefois,
dans la pratique, la spectroscopie IR concerne des longueurs d’onde entre 2.5 um et 25 pum, soit
des énergies environ entre 0,05 et 0,5 eV.

Des spectres purement rotationnels peuvent étre obtenus dans le domaine des micro-ondes, de 1

mm a 30 cm, soit des énergies de 1% eV 3124 meV.

1.3. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrométrie UV-Visible repose sur I’interaction de la matiére et du rayonnement
électromagnétique dans le domaine 180-800 nm.

1.3.1. Principe :

Une transition électronique correspond au passage d’un électron d’une orbitale moléculaire
fondamentale occupée vers une orbitale moléculaire excitée vacante, par absorption d’un photon

dont I’énergie correspond a la différence d’énergie entre 1’état fondamental et ’état excité.

Niveau d'énergie

E,

O

AE = hv
Photon

hy

Figure 1.2 Transition électronique.
1.3.2. Transitions électroniques :

Lorsqu'un atome ou une molécule absorbe de I'énergie, les électrons passent de leur état
fondamental a un état excité. Dans une molécule, les atomes peuvent tourner et vibrer les uns par
rapport aux autres. Ces vibrations et rotations ont également des niveaux d'énergie discrets, qui
peuvent étre considérés comme étant places au-dessus de chaque niveau électronique.
L'absorption du rayonnement UV ou visible correspond a I'excitation des électrons externes. Il
existe trois types de transition électronique qui peuvent étre envisageés ;

- Transitions impliquant les électrons &, n et 6
- Transitions impliquant transfert de la charge d’électrons

- Transitions impliquant les électrons des orbitals d et f
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1.3.2.1. Regles de sélection
Les transitions dans toutes les autres formes de spectroscopie (UV-Vis, IR et RMN) sont

régies par des regles de sélection qui indiquent quelles transitions sont « Permises» et «interdites»
(bien que ces derniéres transitions peut encore avoir lieu).

Les transitions électroniques peuvent étre permises ou interdites, comme en témoigne 1’apparition

d’une bande faible selon I'amplitude de emax, €St controlée par les regles de sélection suivantes :

1.3.2.1.1. Regle de sélection du spin (A S = 0 pour que la transition soit autorise) :

Il ne devrait pas y avoir de changement dans I'orientation du spin i. e aucune inversion de
spin n'a lieu pendant ces transitions. Ainsi, S — S, T — T sont autorisés, mais S — T, T — S sont

des transitions interdites.

Pauli's principle obeyed

o
S

‘ [AS =0 Allowed | 1

Figure 1.3.a

- Si A S #0 (changement de multiplicité de spin apres transition), alors il est interdit (transition non
autorisee)

—T_+eg +—Heg

hv

+++I

8=5*1/12=572 §=3*1/2=3/2

‘ As i!“ Forbidden ‘

Figure 1.3.a

1.3.2.1.2. Régle de sélection Laporte (orbitale) (Al =+1) :

* Si la molécule a un centre de symétrie, les transitions dans un ensemble donné d'orbitales p ou d
(c'est-a-dire celles qui ne impliquent une redistribution des électrons dans une sous-couche donneée)

sont interdits.

Dans le cas de la spectroscopie UV-visible, Les transitions électroniques sont permises
si Al==+ 1 et AS = 0, c’est-a-dire qu’il y a transition entre les orbitales de méme spin et de
symétrie différente. Les transitions permises sont :

c—>» c*
n—-» ¢*
n—-» m*

n—» n*
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Les ¢électrons qui participent a la formation d’une liaison entre atomes sont les électrons o et .

Et les électrons des doublets non liants sont les électrons n.

& antiliante

x* antiliante

n—-o
n-1m " * "
T s o+

n Non liante

Energie

n liante

o liante
Figure 1.3 Transitions électroniques permises

Transition 6 —» ¢* :

Elle apparait dans I’UV lointain, car le passage d’un électron d’une orbitale moléculaire o vers

une orbitale moléculaire o* nécessite beaucoup d’énergie. Exemple : I’hexane CgH14, Amax =
135 nm, transition de forte intensité.

Les hydrocarbures saturés ne présentent que des liaisons de ce type, ils sont transparents dans le
proche UV.

Transitionn —» ¢* :

Les composés constitués d’un ou plusieurs atomes porteurs de doublets libres (O, N, S) présentent
ce type de transitions. Les énergies mises en jeu sont généralement inférieurs a celles des
transitions c —» o™*.

Elles correspondent a des longueurs d’onde entre 15 0 et 250 nm. Le coefficient d’absorption

varie de 100 a 5000 L.mol '1.cm'1.

Cette transition se situe vers 180 nm pour les alcools, 190 nm pour les éthers et 220 nm pour les
amines.

Exemple : éthylamine Amax = 210 nm, éther Amax = 190 nm.
Transition n —» &> :

Ce sont des transitions peu intenses, rencontrées dans le cas de molécules comportant un atome
avec un doublet non liant appartenant a un systéme insaturé.

Le coefficient d’absorption est compris entre 10 et 100 L.mol™* .cm™,

Exemple : fonction carbonyle, A se situe entre 270 et 295 nm.

Transition t—» &* :

On la rencontre pour les composés qui possedent des doubles liaisons. 1l y a passage d’un
¢lectron d’une OM = vers une OM ©t*, ces transitions sont fortes avec un coefficient d’absorption

allant de 1000 & 10000 L.molt.cm™.

Exemple : éthylene Amax = 165 nm.

Transitiond— d:
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Dans les complexes des métaux de transition, il y a levée de dégénérescence des orbitale d sous
I’effet du champ cristallin. Ces complexes sont colorés et I’absorption dans le visible est souvent
due a une transition d-d ou on a passage d’un électron d’une orbitale d occupée vers une orbitale d

vacante de plus haute énergie.

Les coefficients d’absorption sont en général trés faibles de 1 a 100 L.mol Temt

1.3.2.2. Groupements chromophores

En appelons un chromophore toute partie isolée d’une molécule contenant de liaison
covalente qui montre une absorption caractéristique dans l'ultraviolet ou la région visible, impliqués
dans la transition électronique qui donne lieu a une absorption. La longueur d'onde qui correspond
au maximum large absorption est étiquetée par Amax. D’une maniére générale, Les groupements
chromophores sont les groupements fonctionnels des composés organiques (cétones, alcénes,

amines....etc.) responsables de I’absorption en UV-Visible (tableau 1.1).

Tableaul : Groupement chromophores de quelques fonctions chimique

Chromophore | Example transition A max (nm) € (L.mol'l.cm'l) Solvant

C=C ethyléne T— T 170 15000 hexane

Cc=C 1-hexyne Ty W 180 10000 hexane

C=0 ethanal n—» a* 293 12 hexane
Ty m* 180 10000

N=0 nitrométhane | n —» @* 275 17 éthanol
T— ¥ 200 5000

C-X Bromure de [n —» o¢* 205 200 hexane

méthyle

1.3.2.3. Changements d’absorption et d'intensité

Les changements dans la structure chimique ou l'environnement entrainent des
changements dans le spectre d'absorption des molécules et des matériaux. Il existe plusieurs termes
couramment utilisés pour décrire ces changements.

Effet bathochrome : Déplacement des bandes d’absorption vers les grandes longueurs d’ondes
Effet hypsochrome : Déplacement des bandes d’absorption vers les petites longueurs d’ondes
Effet hyperchrome : C'est un effet qui augmente I'intensité de I'absorption maximale (emax).

Par exemple, la bande B pour la pyridine a 257 nm emax 2750 est déplacée a 262 nm emax 3560
pour 2-méthyl pyridine. L'introduction d'un auxochrome augmente généralement intensité

d'absorption.

10
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_,,,.rr-";'_':'jf.J1 Smax

Effet hyperchrome s

£

Déplacement Déplacement
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Figure 1.4 Variations de I’absorbance.

Effet hypochrome : Effet qui diminue I'intensité maximale d'absorption, c'est-a-dire le coefficient
d’extinction, emax.

Par exemple, le biphényle absorbe a 250 nm emax 19000 alors que le 2-méthyl biphényle absorbe a
237 nm, gmax 10250 (emax diminue). L’introduction du groupe méthyle déforme la géométrie des
molécules provoque ainsi un effet hypochromique.

1.3.2.3. Facteurs influengant les transitions électroniques :

1.3.2.3.1. Effet de la substitution

L’effet inductif donneur provoque un effet bathochrome, c’est le cas de la présence des

groupements alkyles sur les doubles liaisons.

11
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Me\/\
= S = "Me
b AP hw™ = AE™
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Figure 1.5 Effet de la substitution sur I’absorbance.

1.3.2.3.2. Effet de la conjugaison

L’augmentation de la conjugaison provoque un effet bathochrome. En effet, la délocalisation des
électrons traduit la facilité de ces €électrons a se déplacer le long de la molécule, et il est accompagné

par un rapprochement des niveaux d’énergie.

A
I
Il

Energie

éhyléne antadhéne hexatriéne OCtatetradne

b e il

Figure 1.6 Effet de la conjugaison sur 1’absorbance.

Figure 1.7 spectres UV: a) phCHO. B) ph-CH=CH-CHO.

1.4. Application de la spectrométrie UV-Visible :

1.4.1. Analyse qualitative

La spectrométrie UV-Visible n’est pas utile pour caractériser les Composés organiques, les

spectres présentent peu de bandes qui ne sont pas caractéristiques. En effet, des groupements

12
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chromophores différents peuvent absorber a la méme longueur d’onde en raison des déplacements

dus a leur environnement.

1.4.2. Analyse quantitative

Lorsque le spectre d’une molécule ou d’un ion est connu, la spectrométrie UV-Visible est

trés utile pour faire de 1’analyse quantitative.
On applique la loi de Beer Lambert: A=€.L.C

On considére une cuve de longueur I, traversée par un rayonnement de longueur d’onde A et

d’intensité I . On introduit dans cette cuve un composé en solution de concentration C. S’il y o

a absorption, le rayon sortira avec une intensité I (I < lp).

-

— O @ I
Iy

e
!

La loi de Beer Lambert établis un lien de proportionnalité entre 1’absorbance A et la
concentration C :

¢ : coefficient d’extinction ou coefficient d’absorption molaire (mol’l.L.cm'l)

L’absorbance A est aussi appelée densité optique (DO)

A= log17°= log%

T : transmittance, T=I/lo

1.4.1.1 Additivité de I’absorbance :

A une longueur d’onde A, ’absorbance A d’un mélange de n espéces absorbantes est la somme
des absorbances des espéces.

n
A= Z Ai(e;ley)
k=0

13
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1.4.1.2. Détermination de la concentration d’une solution par étalonnage :

A partir de la loi de Beer Lambert, il est possible de déterminer la concentration d’une espece

par mesure de son absorbance. Pour cela, on peut suivre le protocole expérimental suivant :

e On détermine la longueur d’onde correspondant au maximum d’absorption Amax.

e On prépare une série de solution a différentes concentrations Cj, et on mesure I’absorbance A j
de chacune de ces solutions a Amax.

e On trace la courbe d’étalonnage Aj=f(Cj).

e On mesure I’absorbance A de notre solution de concentration inconnue a Amax,

A partir de la courbe on peut lire la concentration C de notre solution d’absorbance A.

Absorbance

N

- - - —
4 C (@) Concentration

C, labsisze du point dordonnée A corresond ala concentration recherchée {mal]

Figure 1.8 Courbe d’étalonnage.

1.5.  Appareillage

Il existe deux types d’appareils :

Les spectromeétres a monofaisceau dont le schéma représentatif est donné dans la figure 1.9.
L*absorption mesurée pour une espéce chimique donnée correspond a trois absorbances :
L’absorbance de la cellule qui peut étre en quartz, en verre ou en polymére. L’absorbance du
solvant.

L’absorbance de I’espéce chimique dissoute.

Dans ce cas il est important de faire le blanc, c'est-a-dire de soustraire les deux premiéres

absorbances qui ne sont pas dues a I’espéce chimique étudiée.

14
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Figure 1.9 Schéma d’un spectrophotométre monofaisceau a8 monochromateur

Les spectrophotometres a double faisceau dont lesquels un faisceau traverse le compartiment
échantillon et un autre le compartiment référence. Dans ce cas, il n’est pas nécessaire de faire

le blanc car la soustraction est faite automatiquement par le logiciel de calcul.

montage avec photomultiplicateur référence

| A—— A
| | source Hmonochromateur —*—E‘v—\ /

cellules

= Yo
miroirs tournants s H\ (
vl I s
échantillon |
miroir tournant (détail) photomultlphcateur
‘ montage a deux photodiodes référence
N =
source Mmonochromateur |, ", 3 cellules
n -—a-— photodiodes
miroir — f
semi- transparent /
e

échantillon

Figure 1.10 schéma d’un spectrophotométre a double faisceau

(source : Analyse chimique, Ed. Dunod, F et A. Rouessac)
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Série d’exercices N°1

Exercice 01
Quelles sont toutes les transitions électroniques possibles pour les molécules suivantes :
CHg, CH3CI, H2C=0

Exercice 02
Le spectre UV de I’acétone présente deux bandes d’absorption a :
Amax = 280 nm avec gmax = 15 et Amax = 190 nm avec gmax =

100. Identifiez la transition électronique de chacune des deux
bandes. Quelle est la plus intense ?

Exercice 03
1) A partir des valeurs de Amax (en nm) de ces molécules, quelles sont les conclusions que
I’on peut tirer concernant la relation entre Amax et la structure de la molécule qui absorbe ?

Ethyléne (170) ; Buta-1,3-diéne (217) ; 2,3-Diméthybuta-1,3-diéne (226) ; Cyclohexa-1,3-
diéne (256) et Hexa-1,3,5-triene (274).

2) Expliquez les variations suivantes dans le Amax (en nm) des composeés suivants :
CH3-X, quand X=CI (Xma_x = 173), X=Br (Xmax = 204) et X=I (Xmax = 258)

Exercice 04
1) Calculez le gmax d’un composé dont 1I’absorption maximale (A) est de 1,2. La longueur
de la cellule I est 1 cm, la concentration est 1,9 mg par 25 ml de solution et la masse moléculaire

du composé est de 100 g/mol.

2) Calculer le coefficient d’absorption molaire d’une solution de concentration 10™ M,

placée dans une cuve de 2 cm, avec | = 85,4 et | = 20,3.
0

Exercice 05
Une solution aqueuse de permanganate de potassium (C = 1,28.10'4 M) a une transmittance de
0,5 a 525 nm, si on utilise une cuve de 10 mm de parcours optique.
1) Calculer le coefficient d’absorption molaire du permanganate pour cette longueur
d’onde.
2) Si on double la concentration, calculer 1’absorbance et la transmittance de la nouvelle

solution.

16
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Exercice 06

On veut déterminer la concentration de deux sels A et B dans un échantillon inconnu en solution
aqueuse.

On enregistre un spectre dans le visible de chacun de ces deux composés pris separément en
solution aqueuse, ainsi que la solution échantillona analyser. Le trajet optique des cuves utilisées
estde 1 cm.

Les valeurs des absorbances mesurées a 510 et 575 nm sur les trois spectres sont les suivantes

510 nm 575 nm
Compose A (C = 0,15M) A=0,714 A =0,0097
Composé B (C =0,06M) A =0,298 A =0,757
Solution échantillon A=0,4 A =0,577

1) Calculer les 4 coefficients d’absorption molaires €A(510), EA(575), €B(510), EB(575).

2) Calculer les concentrations molaires de A et de B dans la solution échantillon.

Exercice 07

On dispose d’une solution mére de sulfate de cuivre a 1 mol.L "L On en réalise diverses dilutions
dont on mesure 1’absorbance pour la longueur d’onde 655 nm qui correspond au maximum de
la courbe A =f () pour une solution de sulfate de cuivre.

La largeur de la cuve est de 1cm.

On obtient le tableau suivant :

C (moI.L'l) 0,20 0,10 0,050 0,020 0,010 0,0050

A 0,601 0,302 0,151 0,060 0,031 0,016

1) Faire un schéma de principe d’un spectrophotomeétre UV-visible.

2) Pourquoi a-t-on choisi de travailler a cette longueur d’onde ?

3) La loi de Beer-Lambert est-elle vérifiée ?

4) Déterminer le coefficient d’absorbance molaire dans ces conditions.

5) Quelle est la concentration d’une solution de sulfate de cuivre dont I’absorbance est A =
0,200.
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Corrigé des exercices

Exercice 01 :

Les transitions sont :
CH4:.0— o*

CH3Cl: 0 —» o*etn —» o*

CH20 : 60— o*, n—» o*,n—» n*etn—>n*

Exercice 02 :
1) A=280nm : n— rt*
A=190 nm : n—» n*

2) Latransition la plus intense est i— nt*

Exercice 03 :
1) On peut conclure que A augmente avec 1’augmentation de la chaine carbonée et avec
I’augmentation de la conjugaison.
Un composé cyclique absorbe a A supérieur a celui de son homologue aliphatique.

2) 1l s’agit de la transition n — nt*. Plus I’électronégativité diminue, plus la transitio est

facile et A augmente.

Exercice 04 :

1) On applique la loi de Beer Lambert, € = 1578,94 mol.l.em™.
2) £=3119,8 molL.l.cm™.

Exercice 05 :
1) &£=2351,7mol t.l.em™.
2) A=0,601etT=0,25.

Exercice 06 :

1) On applique la loi de Beer Lambert :

Sel A 510 nm 575 nm
e(mollem™y 14,76 0,064

Sel B 510 nm 575 nm
e(moltlem™) 1,96 12,61

2) On appliqué la d’additivité des absorbances :
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Ca = 1.2.1071m.
CB=2.102 M.
Exercice 07 :

1) Voir cours.
2) On choisit la longueur d’onde correspondant au maximum d’absorption.
3) On trace la courbe A = f(C), on obtient une droite qui passe par I’origine, donc la loi de

Beer Lambert est vérifiée.

3) A partir de la courbe, on trouve £ = 3 molt.l.em™.
4) A partir de la courbe, on trouve pour A=0,2, C=0,067 M.
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