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1 Principe

1.1 Rappels sur le rayonnement UV-Visible :

» Les ondes électromagnétiques visibles ont une longueur d’onde qui s’étant de 400 & 800nm
» Lesondes UV s’ étendent de

wavelength (nm) ———

Cosmic Gamma X rays Ultra- visible Infrared Microwaves TV Radio
rays rays violet

| 400 nm 800 nml

» Ces rayons électromagnétiques transportent une énergie E exprimée par la relation suivante :

E=hv=h.c/A

Lumiére

S

L. donde 5.107 10.10¢ 500 250 0.5 0.0005 nm

‘Energle 248109 0124 248 486 2480  24810% Evoits

1cm =10 000 000 nanomeétres
~—

» Ces énergies correspondent aux énergies de transition électronique de molécules > a T°
ambiante, la plupart des molécules sont dans leur état électronique et leur état de vibration

fondamental, plusieurs états de vibrations peuvent étre occupés conformément a la répartition de
Bolztman.



1.2 Principe de I’absorption UV-visible :

» La spectrométrie d’absorption moléculaire (SAM) étudie les variation des transitions électroniques
résultant d’'une absorption photonique par des molécules absorbantes. Ce sont les transitions
électroniques des glectrons de liaisons (couche de valence) qui permettent de caractériser une

(et non les atomes qui la constituent).

» Certaines molécules vont avoir |la propriété de pouvoir absorber un rayonnement
électromagnétique, dont la longueur d’onde s’étend de 200 nm a 800 nm, et entrainer un
changement de leur états de vibration ou de rotation electroniques.

o Absorption grace a des groupements chromophores (systéme conjugué (r-o-nt) /
électrons délocalisés)

o Certains groupements n’ont pas de systéme conjugués, mais modifient le spectre UV
lorsqu’il sont lié a une gpt chromophore > Gpt auxochrome (-OH, -OCH3, -NH2...)

» Lorsque qu’'une molécule absorbe un photon d’energie, les electrons vont passer de I'état
fondamental EO a I'état exicté E1 (instable). Il y a ensuite retour a I'état EOQ avec émission de
et non de photons lumineux (/Fluorescence).

NB :

» Cette absorption n’est possible que si cette énergie correspond a une transition électronique
a la molécule > Utilisation d’'un faisceau monochromatique.
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2 .1 Transitions électroniques :

. ; o)
9 Tramel” concamées - €
G e d'e” onbve erblales molecule | (on)

M'T\O‘* } - . n o= ‘dggai»are‘sﬁiao‘f(7>7) ]
excite o anblcante € en=-e p S ;

L e 7\1 (. heteroaromes 0 deublofs Lbf*e9

alen) { €ifronst! . e’ p@/’\xp\\ . de Qa CﬁUChD. de V&\QM»C.Q a ko
éhat ™ 1 on Lante € e~ lwomt &, 7 , nom Leamt
e :

- passage Co - €1 avc € do kanzgl®

Tramsit” obsernveer : o S o* ok T S>T* P@(&—: sntenede

AN | T = Jble _intensite

ococ¥% > pnag* > T T* > pn = ™* \) saut d'e”
A ble Joo am A olevée

&_vc‘-, \vm\gif' naT™* o T T* ., QL.Z@M[T on -;p@chb uv.- Vs .

oA~ asa

2.2 Le spectre UV-visible

» Représente l'intensité de I'absorption a différentes longueur d’'ondes  A=f(A)

» C’est un spectre de bandes (/molécules) caractérisé par un maximun d’absorption (-) etun
minimum d’absorption )

» Pour un dosage quantitatif, on se placera a Amax
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2.3 Influence du solvant

> Le solvant influence a la fois [@position des bandes d’absorption, leur iftensité et leur forme,
par sa polarité et son pH.

» Influence de la polarité :
o Sisolvant polaire (interaction soluté/solvant) > Elargissement des bandes
o Sisolvant apoliaire > Retrecissement des bandes

> Influence du pH : ionisation du chromophore - Variations des bandes

» Un bon solvant ne doit pas absorber (interférences) a la longueur d’étude
o Exemple de bon solvant : NISIRERGH Hexane (/UV)

» Un solvant peut modifier 'absorbance ou la longueur du spectre, on parlera des termes suivants :

Effet —_—\ Effet
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> Le milieu peut influencer la mesure :
o I/ modification du signal mesuré -> Effet de matrice
o [/ présence de substances absorbantes parasites qui sont mesurés simultanément

NB :

> Les spectres de bandes des gaz sont plus larges que ceux des liquides = meilleure identification
des gaz (analyse qualitative) , dosage pour les liquides (analyse quantitative).

2.4 Interet analytique des spectres d’absorption UV-visible

> ldentification seulement de FiGHPESHONCHONNENE <t pas vraiment de molécules.

o Ex: Spectre de l'acétaldéhyde et du propionaldéhyde quasi identiques
L’identification formelle sera réservé a d’autres techniques (RMN, SM, IR)
Néanmoins, on peut affirmer la non identité de 2 composés si les spectres sont différents.
Mais apporte des renseignements précieux, notamment au niveau de I'isomérie/ tautomérie.
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3 Aspect quantitatif

3.1 Loi de I’'absorption

» Lorsqu’un faisceau d’intensité I traverse une solution de molécule absorbante, le faisceau
transmit (émergent) présente une intensité | inférieure & lo > Il y a eu absorption énergétique
(=photons) par les molécules en solutions.

Avec |1 < |

» Ce phénoméne d’absorption est évalué par le rapport :

I/lo = Transmission (T) (exprimée en %)
Log (T) = log (I/lo) = Absorbance (A)

| = Ioe'KC|
Loi de BEERLAMBERT - A=¢ .cl
Loi de I'additivité des A > A=A1+A2+ ..

> Avec :

* A = Absorbance (sans unité)
* ¢ = concentration de la soluation absorbante (en M ou en g%)
» £ = Coefficient d’extinction moléculaire si c en mol/L (M)
= Coefficient d’extinction spécifique si ¢ en g/100mL (g%)
= On le note alors A,

* | = largeur de la cuve en cm (généralement = 1cm)




3.2 Validité de la loi

3.2.1 Domaine d’application de la loi / condition de proportionnalité

> Laloi de Beer-Lambert est linéaire si :
o La solution est diluée et de concentration fixe.
¢ est constant > Lumiére monochromatique () constante) (/bande passante)
| sont constante - Faisceau perpendiculaire a la cuve
La solution est transparente
La solution est non fluorescente
La solution est stable du point de vue photo chimique
Pas de réaction avec le solvant

O O O O OO

» Dans les autres cas la relation A =¢ .c.l ne s’applique plus (non proportionnel)
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3.2.3 Condition sur le signal

» lgdoit traverser la cuve - |y doit étre absorbé uniquement par les molécules a doser
» lg doit étre formé uniquement de photons absorbables (/ lumiére parasite > Baisse de A)

3.3 Application a I’analyse quantitative : le dosage

» L’absorption du rayonnement UV-visible par les molécules, permet de mesurer la concentration de

ces espéces présentes dans le trajet optique
» On ne mesure pas directement la concentration, mais on procéde a un étalonnage en utilisant des

mélange étalons de concentrations connues.
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3.3.1 L’étalonnage

» Pour tout dosage, le procédé d’étalonnage doit essentiellement tenir compte de « I'effet de
matrice » potentiel du milieu a doser
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étalons artificielles
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3.3.2 Le choix de la longueur d’onde

» On mesure I'absorption en se plagant a la longueur d’onde d’absorption maximale (A max), de la
molécule a doser, car :
o Au A max, 'absorbance mesurée est la plus grande puisque ¢ est maximum >
méthode plus sensible
o Au A max, ¢ est le plus constant sur un petit domaine de longueur d’'onde > La
lumiére est plus monochromatique - Linéarité optimum.

NB : limite de linéarité

3.3.3 Especes dosables

» Composés organiques :
o Avec doubles liaisons saturées, gpt chromophore - -C=0, -NO, N=N, aromatiques
o Saturés avec hétéroatomes a électrons de valence > N, O, S, X

» Composés minéraux :
o lons et complexes des 2 premiéres séries de transition > Cr2072', Cu2+, Co?*

» Complexe colorés - Sulfocyanure de fer




4.1 Différents composants

> Source de lumiére monochromatique : .
o Visible : Lampe a incandescence a Tungsténe et iode
o UV :Lampe a arc a Deutérium ou a Xenon , ou mercure

» Monochromateur (sélection de la longueur d’onde) :

o Prisme
o Reéseau
> Cuve:

o Visible : Verre
o UV :Quartz = silice

> Détecteur = Photomultiplicateur ou photopiles

> Appareil de mesure = galvanomeétre ou enregistreur graphique (+/- amplificateur)
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4.2 Différents types de spectrophotomeétres :

> Spectrophotométrie simple faisceau
Nécessite une mesure d’absorbance pour le blanc et une pour I'étalon
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> Spectrophotométrie double faisceau
o Compensation automatique du solvant

= blanc automatique
Equipé d’un miroir tournant et d’'un miroir semi-argenté qui permettent une lecture

o
simultanée de la cuve blanc + étalon par le détecteur
} bi Cellule
- isperseur P - ”E " Détecteur Lecture
ch. ¢
| A D
t |
figure 8 - Schéma de principe duispectro;hoitometrgi e
a double faisceau (doc. Oriel)
Exit slit Sector Motor
mirror Hall silvered o
¢ . etaector
. 4" mk R mirror
Mirror P
-
Sample Po
cell
Re!erenge
\ cell pa) .
pivot for T’ —»
changing P
[} “
wav'elenglh Mirror Mirror
Mirror |
Blocking
filter

oL

: Electronics
. Source and readout
__Entrance slit - SR




efelole o lelolo)
sfelolelslolel)

R ™ Lontent '
DDO® ® DB _ Mirrored sudace

et V-3

@@B®O®B®B®| nNonmirored ‘L“‘:?""“B L~ T

e @@‘/ surface Vo e

@ @ @ @ @ @ ’ /"rmnor

OO0 ; )

@ @ @ @ @ @ 4 i g motar shaft

)

var'an @ Light §9mcc Mirror

e

Miroir secteur

UVLamp isible Light Lamp

o

Premonochromator Second Monochromator

Adjustable Slits e

Sample and Referen

~.

-

First Chopper = w— Second Chopper

7 Photo Multiplier




5 Sources d’erreurs

5.1 Erreur liées au monochromateur
5.2 Erreurs liées au systéme de détection (Rc-appareil de mesure)

6 Controle des spectrophotomeétres (A, A, hv)

» Les spectrophotométres doivent étre testés lors de leur mise en route, mais également
régulierement pdt les années d’utilisation.

Controle des

absorpances

* Sels de Ni ou de Co
(NICOB®)

» Reproductibilité :
* Mesure du CV

7 Conclusion

- La spectrophotométrie est une technique plutét adaptée & [ENENECIUENIEINE (dosage) des
composés absorbants dans I'UV-visble / chromophore.

- L’analyse qualitative est possible, mais il est difficile de différencier 2 composés dont la structure
chimique est proche.



