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Partie 2: Méthodes d’identification et d’analyse structurale

Méthodes d’identification et de détermination de la structure chimique des molécules

1- Les Méthodes spectroscopiques

1-1 La Spectroscopie moléculaire UV-Visible: dosage des biomolécules

1-2 La Spectroscopie moléculaire infrarouge: caractérisation des
groupements fonctionnels

1-3 La cristallographie par diffraction des rayons X : caractérisation de la
structure des molécules cristallisées

1-4 La spectrométrie de masse : caractérisation de la masse des molécules

1-5 La Spectroscopie RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) :
caractérisation de la structure des molécules (squelette carbonique) par
la RMN du proton H et du carbone-13
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1- Meéthodes spectroscopiques
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1- Méthodes spectroscopiques

Définition:  Les

spectrographiques)

rayonnements (ondes) électromagnétiques absorbes,

(réfractés) par la matiere.

meéthodes

sont

spectroscopiques

des méthodes

physiques qui

(spectrometriques ou

étudient les

diffusés ou diffractés

Rayon incident .
Emission

¥
Absorption

Absorption

Rayon incident ,

- Rayons diffusés

Diffusion

Rayon |nC|dent: Rayon réfléchi

milieu 1

milieu 2
Rayon réfracté

Rayon transmis

Reflexion et réfraction
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Méthodes d'identification et d’analyse structurale

1- Méthodes spectroscopiques: est une analyse instrumentale de la
matiere (molécule a analyser)

On distingue deux grandes catégories (types) :
% La spectrométrie de masse: utilise I’interaction matiere/matiere
(électrons / matiere)

% Les spectroscopies radiatives: utilisent I’interaction rayonnement

electromagnétique / matiere
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1- Meéthodes spectroscopiques

Les spectroscopies radiatives: Selon la nature de I’interaction rayonnement

electromagnétiqgue/matiére, on distingue deux types de spectroscopies radiatives:

= Diffraction de rayonnements électromagnétiques: c’est la cristallographie
par diffraction des rayons X, le rayonnement électromagnétique recu est
diffracté.

= Absorption de rayonnements electromagneétiques

Rayon incident, Rayon incident .

Rayon réfléchi L
Emission

milieu 1

milieu 2
Rayon réfracte

=
Rayon transmis Absorption
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1- Meéthodes spectroscopiques

Absorption de rayonnements électromagnétiques: Suivant la longueur d’onde
de la radiation et I’importance de 1’absorption,

On distingue :

‘0

**  La Spectroscopie moléculaire: Permet de determiner les groupements
fonctionnels, en utilisant le spectre électromagnétique infrarouge, Visible et
Ultraviolet.

L)

*»  La Spectroscopie RMN (résonance magnetigue nucléaire). permet de

L)

localiser les hydrogenes c'est-a-dire la structure du squelette carbone.
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Méthodes d’identification et d’analyse structurale

Classification des méthodes spectroscopiques

Méthodes spectroscopiques

Selon la naturel du REM

<

>

Spectrométrie de masse (SM)

Spectroscopies radiatives:

utilise I’'interaction matiére/matiére
(électrons/matiére)

Utilisent I’interaction rayonnement électromagnétique/maticre

Selon l’interactionlavec le REM

< -
Absorption du REM Diffraction du REM
Selon l’atlsorption du REM
< > v
Spectroscopie Diffraction des rayons

Spectroscopie

moléculaire

Résonance Magnétique

Nucléaire (RMN) X ou cristallographie

UV, Visible, IR

H, C,

REM: rayonnement électromagnétique 9



1- Methodes spectroscopigues

Rayonnement électromagnétique: un rayonnement qui se propage dans le vide a la

vitesse de la lumiere sous forme de champs électrique et magnétique oscillants et qui

transporte de I’énergie (photons)

La lumiere est une onde électromagnetique qui possede un caractere ondulatoire.
Caractérisee par sa fréquence (f) et sa longueur d'onde (1), la distance parcourue par

I'onde pendant une période définie.

A : longueur d'onde (nm) |
c : vitesse de I'onde (m/s)
f : fréquence (Hz)

A = longueur d'onde

amplitude

! I ,J_é[Lo_ 1€

crétes
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B = champ magnétique oscillant 10




Rayonnements (ondes) électromagnétiques

<—)—>
)
<>
i)
[€ ) |

ii)

- longueur d'onde » —

fréquence v =1 Hz

amplitude

1 sec

\_/mm )

fréquence v = 10 Hz

Iunguu}r d'onde A

ANAANN -
UA\}A\/(\U VUV VUL

amplitude

La longueur d'onde (L) représente la
distance parcourue par |I'onde pendant

une peériode d'oscillation

La fréequence (f) en hertz est le
nombre de période d’oscillation par

seconde.
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Rayonnements (ondes) électromagnétiques

Le spectre des ondes electromagnétiques

Wifi et

Radio AM e Scanner Fibroscopie
port able ,
corporel /
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10* 107 10¢ (VLN 12 10" Longueur d'onde A (m)

NOM DU ONDES MICRO INFRA ULTRA RAYONS X RAYONS
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ﬁ
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LUMIERE VISIBLE
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Spectres des ondes électromagnetiques

Les ondes utilisées en spectrométrie
0,01 nm 100 nm 400 nm 800 nm 1S um Sm Longueur d'onde
4 + ¢ -+ 1 t -
Rayons y Rayons X  Rayons Infrarouge Résonance
ultraviolets magneétique
VISIBLE nucléaire
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ceil humain est un récepteur de lumiére visible (onde électromagnétique) dont la fréquence

appartient a un domaine tres restreint, compris entre celui des infrarouges et celui des UV.
13
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Spectres des ondes électromagnétiques: la lumiere ultraviolet (UV)

UV-c
Destruction de
micro-organismes

UV-c UV-b
Formation UV-a
d'ozone Effet de
pigmentation
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Spectres des ondes électromagneétiques: la lumiere infra rouge (IR)

Infra.-rouge

~f

IR IR IR

Court | Moyen | Lon
s 7 Longueur d'onde
= M

800 2000 5000 1000000
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Spectres des ondes électromagnétiques: la lumiere visible

Spectre visible

Longueur d'onde (en métre)
10-1 102 10”7 107 1073 10! 10! 103
Ry Rayons X UmaI] Infrarouge 'Micro-ondes Ondes radio
Gamma violet
400 500 600 700 750 nm
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Spectres des ondes électromagnétiques: la lumiere visible

Rouge
650-750 nm
Violet
Orange
400-450 nm
600-650 nm
Jaune Bleu
550-600 nm 450-500 nm
Vert
500-550 nm

620 nm

580 nm

750 nm| 400 nm

430 nm

490 nm

960 nm

Cercle (étoile) chromatique de la lumiere visible
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2- La spectroscopie d’absorption
UV-Visible
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

Principe: La spectroscopie UV-Visible concerne 1’absorption des ondes électromagnétiques a une
longueur d’onde A dans le visible et 1’ultraviolet par des entités chimiques (molécules) en solution.
Cette absorption (A) qui correspond a un état de transition énergéetigue des électrons, traduit le

rapport entre I’intensité de radiation incidente 1, et I’intensité de de la radiation transmise I..

L’état de transition énergétique des électrons: L’énergie du photon est absorbée par une
molécule (ou un atome) se trouvant dans son état fondamental E, (niveau d’énergie le plus

faible) et passe alors a un état excite E, (niveau d’énergie plus elevée)

Photon Niveaux d'énergie
Electron A plus élevee
Nucleus /' —
.. 7 ® —
- - 4 E etat
o L t excité
@
. : |.1 ' ™
Ground Absorption Excited w E etat
state of photon state b initial

Etat de transition énergetique des électrons
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible concerne I’absorption (A) des ondes électromagnétiques a une
longueur d’onde A dans le visible et I'ultraviolet par des entités chimiques (molécules) en
solution. Cette absorption (A) qui correspond a des transitions énergétiques des électrons,
traduit le rapport entre I’intensit¢ de radiation incidente I, et I'intensité de de la radiation

transmise It.

L’énergie du photon est absorbée par une molécule (ou un atome) se trouvant dans son etat

fondamental E, (niveau d’énergie le plus bas) et passe alors a un état excité d’énergie plus

elevee E;
Photon Niveaux d'energie
Eface A plus élevée
Nucleus [ —
.. y ® | —
# . % E etat
= 1 excité
]
& C hi
Ground Absorption Excited w E etat
state of photon state | U initial




La spectroscopie d’absorption UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible concerne I’absorption (A) des ondes électromagnétiques a une
longueur d’onde A dans le visible et 1'ultraviolet par des entités chimiques (molécules) en
solution. Cette absorption (A) qui correspond a des transitions énergétiques des eélectrons,

traduit le rapport entre I’intensit¢ de radiation incidente I, et I’intensit¢ de de la radiation

L’énergie du photon est absorbée par une molécule (ou un atome) se trouvant dans son etat

fondamental E, (niveau d’énergie le plus bas) et passe alors a un état excité d’énergie plus

elevee E;
Niveaux d'energie
A plus élevée
intensité / intensité Lo —

incidente transmise @ :

= 1 ¢ excité
/ 1 Q
() c hi
1T y .
E etat

cuve 9 initial

Etat de transition énergétique des électrons au

cours de I’absorption dans I’'UV-Visible 20
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

Absorbance (A) et transmittance (T%)

L'absorbance de la lumiere (A) est liée au nombre de molécules présent dans la

solution (concentration de la solution). La transmittance (T%) est la lumiere

transmise et non absorbée par les molécules de la solution.

intensité
incidente

1,

| <l

/ intensité

transmise
—

/

cuve

Absorbance (A) = logb

I

e

I
% Transmission (T) =L—J x 100

Io

I’échantillon

I, est l'intensité incidente de la lumiere sur

I est l'intensité sortante de I'échantillon
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

Absorbance (A) et transmittance (T%)

v Absorbance (A) = logi
intensité intensité I
incidente transmise
—
1y 1 . 1
% Transmission (T) = — | x100
| < ID cuve lo
Variationsde I, Tet A
| | I | T | A
| Milieu transparent | Ip | 100% | 0
| milieu opaque | 0 | 0% | infinie

» Pour mesurer I’absorbance d’une solution on utilise un spectrophotometre
« Le resultat obtenu est un spectre d’absorption de la solution: qui est une courbe représentant son

absorbance en fonction de la longueur d’onde A.
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

Schéma du spectrophotometre

Source de lumiére monochromatique Afficheur
variable
source fente ’\”\
I , 0,024
~ monochromateur detecteur

JAN

| {] AR
1] i\

- optique V [cuve

=

traitemet du signal

schéma fonctionnel d'un spectrophotométre
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

Un spectrophotometre est un appareil capable de mesurer I'absorbance (A) d'une
substance colorée ou transparente en solution pour une longueur d'onde donnée A : Il

est constitué :

** d’une source de lumiére blanche ;

¢ d’un systéme dispersif ( réseau ou prisme ) muni d'une fente capable de
sélectionner une lumiere monochromatique incidente tombant sur une cuve qui
porte 1’¢chantillon, ¢’est le monochromateur.

% d’un systéme optoélectronique permettant de calculer la valeur de A a 1’aide de

mesures de puissances lumineuses.
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible: Modéles du spectrophotometre

Spectrophotometre UV-Visible
lecteur de plaque

- Colorimetre (Visible)
Cuves du spectrophotomeétre 25




La Spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie UV-Visible

Le spectre d’absorption d’une solution est la courbe représentant sont absorbance en fonction

de la longueur d’onde. Le spectre d’absorption représente les bandes d’absorption caractérisées

par leurs longueurs d’onde maximales A

max

A

max

,/Absorbance A

~ A(m)
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La spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie d’absorption dans UV-Visible

La mesure de I’absorbance doit étre realiser a la longueur d’onde correspondant au maximum

d’absorption. Cette longueur d’onde peut étre déterminer a partir de la couleur de la solution en prenant la

couleur de la longueur d’onde (lumiere) diameétralement opposee sur le cercle chromatique. C’est la
longueur d’onde qui donne la plus grande valeur d’absorption

Exemple: une solution de permanganate de potassium est violet, a I’aide du cercle chromatique on

détermine la couleur de la lumiere qu’elle absorbe majoritairement. Il s’agit de la couleur diamétralement

.,
opposée au magenta, c’est la couleur jaune de longueur d’onde A, 590 nm
Bleu Vert 560 nm \R 700 nm Couleur
-vert Jaune-vert o 4\ R 7()() nm complémentaire
\} rouge
o
Cyan ‘ ’ Jaune COUlCUf‘ o A )"%
S10nm 500nm ||de MnO,;~ %\
- - "\ couleur
eu . :
) J
violet . —K o?::;é complementaire
480 nm Pl
e 620 nm
Violet 4 \ Orange
Q-O b '
Violet Rouge /e s ——
ro?:;e Magenta 65% i \\“E// (approximatif) | | Couleur de 530 1m
530 nm CuSO
420 nm a5 4

Cercle (étoile) chromatique de la lumiere visible
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La spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie d’absorption dans UV-Visible

Chromophores et absorption dans le spectre UV-Visible

L’absorbance d’une solution dans la lumiére UV-visible est assurée par la présence d’un
chromophore, qui est responsable de I’absorption maximale de la lumiere complémentaire.
Un chromophore est un groupe d'atomes comportant une ou plusieurs doubles liaisons et
formant avec le reste de la molécule une séquence de doubles liaisons conjuguees
(alternance de doubles et simples liaisons), et qui sont responsables de pics d’absorption

dans l'ultraviolet.

= Dans le visible (400-800 nm) le chromophore (chromogene) développe une coloration
de la solution, cette couleur détermine la couleur complémentaire de la lumiere
absorbee.

= Dans I’'UV (100-400 nm) la solution est incolore, le chromophore est responsable de

I’absorbance de la lumieére.




La spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie d’absorption dans UV-Visible

Chromophores et absorption dans le spectre UV-Visible: Un chromophore est un groupe
d'atomes comportant une ou plusieurs doubles liaisons et formant avec le reste de la

molécule une séquence de doubles liaisons conjuguées (alternance de doubles et simples

liaisons), et qui sont responsables de pics d’absorption dans l'ultraviolet.

double simple double
A\ J
Y
conjugaison

}=c—[c=§ P A
N

Noyau aromatique
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La spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie d’absorption dans UV-Visible

se rapproche du visible).

Chromophores : quand le nombre de doubles liaisons conjuguées (alternance de doubles et

simples liaisons) augmente dans la solution la longueur d’onde d’absorption augmente ( elle

C[; Amax = 235 nm

CI) LI |
lrl
s.of .- /) T
/ .
aw |
T 4.0 | }
Il:lgs 10,000
| 3.0k
2.0k
200 300 400 S00

200 250
}_‘ max |j nrm :l —

280
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La Spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie UV-Visible

Le spectre d’absorption d’une solution est la courbe représentant est la courbe représentant sont

absorbance en fonction de la longueur d’onde. Le spectre d’absorption représente les bandes

d’absorption caractérisées par leurs longueurs d’onde maximales A,

A

max

‘Absu rbance A

Méthodes spectroscopique Chapitre 1. Dr. Benariba N.

Spectre d’absorption UV-Visible d’une solution des ions

de permanganate

31




La spectroscopie d’absorption UV-Visible

La relation entre ’absorbance (A) et la concentration

dans la cuve de mesure

La loi de Beer-Lambert : traduit la relation entre |'absorbance,
la concentration et la longueur de solution traversée par la lumiere

Loi de Beer-Lambert:

A()) = £(1).L.C

C=AQ)/[&®).L]

A = absorbance (ou D.O.)
¢ = concentration (mol.litre 1)

| = longueur de solution traversée (cm)
¢ = absortivité molaire (moll.cm -L.litre).
(souvent appelé : “coefficient d'absorption”)

les valeurs expérimentales de € vont de 0 a 106 M-1.cm -1
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La spectroscopie d’absorption UV-Visible

La relation entre I’absorbance (A) et la concentration

La loi de Beer-Lambert est appliqguée dans le dosage des substances (détermination de la

concentration). Deux méthodes sont utilisées:

= Meéthode directe: Consiste a connaitre le € de la substance a doser et a mesurer 1’absorbance
pour déterminer la concentration de la substance a doser.

= Méthode indirecte: Ne consiste pas a connaitre le € de la substance a doser, la détermination de
la concentration de la substance peut se faire par;

o Comparaison de I’absorbance de la substance a doser avec I’absorbance d’un étalon
unique (un tube étalon) de concentration connue, puis la concentration de la substance est
déterminée (par regle de trois).

o Comparaison de I’absorbance de la substance a doser avec I’absorbance d’une gamme
d’étalonnage (une serie des tubes étalon) de concentration connue, puis la concentration de

la substance a partir de la courbe étalon.

Loi de Beer-Lambert:|| A(L) =¢g(A).L.C C=AR)/[e®).L]

Méthodes spectroscopique Chapitre 1. Dr. Benariba N. 33



La Spectroscopie moléculaire: Spectrophotométrie UV-Visible

La relation entre I’absorbance (A) et la concentration

Loi de Beer-Lambert:|| A(A) =¢&()).L.C

C=A®)/[e().L]

Densité
optique
Courbe d'étalonnage Limite de
linearite
Domaine de .
mesure
DO =élc
Limite de
quantification 2
R gt
Cir'n:-:-nnu c (IT‘ID-”L)
= Concentration
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