Techniques d’analyse
quantitative

La spectrophotomeétrie

Les interactions matiere-rayonnement, bases
de la spectrophotométrie

La spectroscopie est I'étude quantitative des interactions entre la
matiere et la lumiere.

La spectrophotométrie est la mesure de linteraction d’une
radiation avec la substance qui 'absorbe.

| - La lumiere et les couleurs

.1 Qu’est-ce que la lumiére ?

En fonction des propriétés que 1’on souhaite observer, la lumiére peut étre décrite comme une
radiation électromagnétique, c’est a dire une onde, transversale, dont les grandeurs oscillantes

sont le champ électrique Eetle champ magnétique B. Elle est caractérisée par une longueur
d’onde unique A lorsqu’on parle de lumiére monochromatique.
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Figure 1 : propagation d'une onde électromagnétique

@

La lumiere peut étre décrite aussi comme un flux de particules élémentaires, les photons
(rem : noms donné par G.L. Lewis en 1926).

Chaque photon est assimilable a un quantum d’énergie E =h.c/A. h est la constante de Planck.
h=6,626.10"*J.s

Cette « dualité onde-corpuscule » (thése de Louis de Broglie en 1924) est un des fondements
de la quantique.

Le domaine visible, c’est-a-dire 1’ensemble des longueurs d’onde auxquelles notre oeil est
sensible, ne représente qu’une toute petite partie du spectre électromagnétique.
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Figure 2 : le spectre électromagnétique

Ainsi, I’oeil humain ne percoit que les radiations dont la longueur d’onde est comprise entre
400 et 800 nm.

Pour A>800 nm, on entre dans le domaine des rayonnements infrarouges, et pour A<400 nm
, dans le domaine des ultraviolets.
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Figure 3 : nom des régions du spectre électromagnétique et spectroscopies
correspondantes

1.2 La perception des couleurs

a) Lumiére monochromatique

Lorsqu’une lumiére monochromatique de longueur d’onde A comprise entre 400 et 800 nm est
captée par ’oeil, on perc¢oit une lumiere colorée. La sensation de couleur est directement liée
a la longueur d’onde de la radiation. Ainsi, lorsque Acroit de 400 a 800 nm , on pergoit
successivement les couleurs : violet, indigo, bleu, vert, jaune, orange et rouge. Ce sont les
couleurs de I’arc-en-ciel (a connaitre).

| Ultraviolet Violet Bleu Vert Jaune Orange Rouge Infrarouge
<400 nm 440-450 450-500 500-570 570-590 590-630 630-760 > 760 nm

b) Lumiére polychromatique

Une lumiere qui renferme plusieurs radiations de longueurs d’onde différentes est appelée
lumiere polychromatique.

La lumiere qui nous arrive du soleil ou d’une lampe a incandescence est un bon exemple de
lumiere polychromatique. Elle est appelée lumiere blanche. Elle renferme, entre autres,
I’ensemble des radiations de longueur d’onde comprise entre 400 et 800 nm. On peut s’en
apercevoir en décomposant la lumieére par un dispositif dispersant : prisme, réseau,
gouttelettes d’eau dans le cas de I’arc-en-ciel.
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Figure 4 : décomposition de la lumiére blanche

En lumiere polychromatique, la perception des couleurs par 1’oeil est beaucoup plus complexe
qu’en lumiere monochromatique. Par exemple, la superposition des radiations rouge et verte
est percue comme jaune, l’oeil est incapable de faire la différence avec une lumicre
monochromatique jaune ! Ceci est mis a profit dans les écrans de télévision ou d’ordinateurs
pour composer les couleurs a partir de mélanges de seulement trois radiations en proportions
variables : rouge, vert et bleu. On parle de synthése additive des couleurs.

La couleur des objets qui nous entourent est due a un processus différent :

e Un objet éclairé en lumiere blanche apparait blanc s’il diffuse et renvoie toutes les
radiations sans les absorber : il renvoie de la lumiére blanche.

e En revanche, un objet qui absorbe dans un certain domaine de longueur d’onde
apparait coloré : il renvoie toutes les radiations vers 1’oeil, sauf une certaine couleur.
La couleur que 1’on pergoit alors est appelée la couleur complémentaire de la couleur
absorbée. On parle dans ce cas de synthése soustractive de la couleur.

On retiendra qu’a une longueur d’onde, il est possible d’associer une
couleur, mais I’inverse n’est pas vrai.

Dans le visible, la sensibilité maximale de notre ceil se situe vers 550 nm, ce qui correspond
précisément au maximum de la courbe d’émission du Soleil : au cours de son évolution, 1’ceil
a donc optimisé sa sensibilité en fonction de la lumiere solaire.

Une espece incolore n’absorbe aucune radiation du spectre visible.
Lorsqu’'une espece chimique n’absorbe que dans un seul domaine de
longueurs d’onde du visible, sa couleur est la couleur complémentaire de
celle des radiations absorbées.




Lorsqu’une espéece chimique absorbe dans plusieurs domaines de longueur
d’'onde, sa couleur résulte de la synthese additive des couleurs
complémentaires des radiations absorbées.

On détermine les couleurs complémentaires grace a I'étoile chromatique ci-dessous ou
au tableau ci-apres.

La couleur complémentaire est la couleur diamétralement opposée sur le disque. Par
exemple, un composé qui absorbe les radiations rouges et orange apparait bleu. Un
composé qui absorbe le bleu apparait rouge-orangé.
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Vert
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Violet
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Figure 5 : étoile chromatique
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Longueur d'onde A Couleur Couleur complémentaire
400-435 Violet
435-480 Bleu
480-490 Bleu-vert Orange
490-500 Vert-bleu Rouge
500-560 Vert Pourpre
Bleu
Bleu-vert
650-750 Rouge Vert-bleu

Figure 6 : longueur d'onde associée a une couleur et couleur complémentaire

1.3 La lumiére transporte de I’'énergie




La lumiere, et les rayonnements électromagnétiques en général,
transportent de I’énergie.

L’oeil humain a une sensibilité fortement dépendante de la longueur d’onde. Par exemple, a
intensité énergétique égale, la lumiere jaune est percue bien plus facilement que la lumiere
bleue.

On retiendra que, comme I’oeil humain, le récepteur du spectrophotométre a une
sensibilité tres variable selon la longueur d’onde. C’est une des raisons pour laquelle il faut
toujours régler le « zéro » a chaque fois que 1’on fait une mesure d’absorbance apres avoir
modifié la longueur d’onde.

Il - Le spectrophotometre UV-visible

1.1 Description des appareils

Les spectrophotométres que nous utilisons sont huit appareils SECOMAN Prim Advanced,
permettant d’explorer le domaine du visible (environ 300-800 nm), et un spectrophotométre
SECOMAN XT permettant d’explorer aussi I’ultraviolet (environ 190-900 nm)
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Figure 7 : spectrophotomeétre Prim Advanced, utilisé en travaux pratiques

La source lumineuse est une lampe puissante de lumiere blanche, émettant toutes les
longueurs d’onde entre 300 et 800 nm environ.

Le domaine spectral étudi€ est donc celui du proche ultraviolet et du visible : on
parle de spectrophotométrie UV-visible.

Le faisceau de lumiere émis par la source est décomposé€ par un monochromateur, de telle
sorte qu’on obtienne un faisceau de lumiere approximativement monochromatique.
Remarque : un monochromateur n’est jamais parfait ; il subsiste toujours un intervalle de

longueur d’onde AN autour de A.

Le faisceau traverse alors une cuve. La cuve (en quartz, en verre ou en Plexiglas) doit étre a
faces paralleles pour éviter des effets de lentille. Elle est de longueur utile Z(longueur optique)
et renferme le produit absorbant, a la concentration C.

/vaut couramment 1 cm, mais il est possible d’utiliser des cuves de plusieurs cm.

Le rayon lumineux ayant traversé la cuve est ensuite focalisé sur un détecteur. Celui-ci
convertit le flux énergétique lumineux recu en un signal électrique.




sourcé |———3p | monochromateur dEtecteur

cuve

Figure 8 : principe du spectrophotometre ; les trois piéces essentielles

1.2 L’absorbance : définition et mesure
Soit une solution (S) contenant une substance colorée dissoute dans un solvant incolore.

Une mesure en spectrophotométrie est basée sur la comparaison du flux énergétique de deux
rayons lumineux :

e un rayon traversant une cuve de référence, appelée communément le blanc, contenant
uniquement le méme solvant que (S), et donc a priori transparente vis-a-vis du rayon
lumineux ;

e unrayon traversant une cuve identique contenant la solution (S).

Il existe différentes fagons de 1’exprimer :

On parle de flux énergétique, noté @, exprimé en watts (W) lorsqu’on désigne la puissance
totale d’une source. On peut aussi désigner ainsi la puissance totale que recoit une surface
éclairée par un rayon lumineux, par exemple un récepteur optique.

Si on rapporte ce flux a 1'unité¢ de surface du rayon lumineux, on parle d’éclairement
énergétique, noté E. L unité est alors le watt par métre carré (W.m™).




On définit alors les deux grandeurs spectrophotométriques :

La transmittance T : (souvent en pourcentage)

o) I 1
T=— ou encore T= — Et T% =100 x 0

(I)O IO I
Ainsi :

T= 0 signifie que le milieu est opaque, T= 1 (ou 100%) signifie qu’il est compleétement
transparent ( ®=®, ).
On a bien sir toujours 0 <T <1.

L’absorbance A (ou densité optique D ) :

A=-Log (Ii) soit: A =-Log (T) La transmittance décroit lorsqu’un
0
composé€ situé dans la cuve absorbe davantage.

Afin d’avoir une grandeur croissante avec le caractére absorbant, on utilise
I’inverse de la transmittance, ou plus exactement le logarithme décimal de
I’inverse de la transmittance, que I’on nomme absorbance ou densité optique.

L’utilisation du logarithme est due a I’application de I’absorbance dans la
formule de Beer-Lambert (détaillée ci-dessous).

11.3 Spectre d’'un composé : tracé avec le logiciel Graphe2D.

Le spectre d’un composé est la courbe représentant I’absorbance de ce composé en fonction
de la longueur d’onde.
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Figure 9 : spectre visible du permanganate de potassium en solution aqueuse

Obtention expérimentale : il faut répéter de nombreuses mesures d’absorbance en faisant
varier a chaque fois la longueur d’onde.

Attention, ne pas oublier de « refaire le blanc » a chaque longueur d’onde, car la
sensibilité du détecteur change.

Ce processus (blanc/mesure) est désormais informatisé en pilotant le spectrophotometre grice
a un micro-ordinateur.

1.4 La loi de Beer-Lambert
a) Enoncé de la loi

Tout d’abord, la loi de Lambert stipule que, lorsqu’une radiation traverse un milieu
transparent, la décroissance de l'intensité (-dl) est proportionnelle a I’épaisseur du

milieu (d€) et a 'intensité de la radiation | :

-dl =k.l.d¢
ou | est 'intensité de la lumiére incidente de longueur d’onde |

¢ est I'épaisseur du milieu (la largeur de la cuve donc)
k est un facteur de proportionnalité

En intégrant cette relation et en posant | = | pour € = 0, on obtient :
Ln(l/lp) = - k.€

Ou, écrite sous une autre forme :



1=1 e-K/
0

Ou, écrite aprés passage au logarithme décimal :

[=1 .10_kLn10.€
0

Le nouveau coefficient k.Ln10 est le coefficient d’absorption.

Beer étudia, de son coté, l'effet sur I'absorption et de la transmission de la
concentration d’'une espéce chimique colorée présente dans la solution. Il trouva la

méme loi que Lambert en remplagant I'’épaisseur € de la couche par la concentration

c, a savoir que lintensité d’'un faisceau de lumiere monochromatique décroit
exponentiellement quand la concentration de la substance absorbante augmente.

Par analogie stricte avec la loi de Lambert :

=1 10-kK'Lnl0.c
0
En combinant les deux équations, on établit la loi de Beer-Lambert :

[=1.10-4-t¢

La valeur de @ dépend des unités choisies pour € et ¢ : si € est exprimée en cm et ¢
en mol.L™", on donne & « le symbole €.

€ s’appelle le coefficient d’absorption molaire.

En introduisant I’absorbance A, la loi de Beer-Lambert s’exprime ainsi :

Loi de Beer-Lambert A=¢€. 4

C A, absorbance, est une grandeur sans dimension

< ¢est souvent exprimée en cm, ¢ en mol.L™!

> ¢ est appelé coefficient d'absorption molaire (ou d’extinction molaire)
; ce coefficient dépend, pour une substance donnée, de la température T et

de A et il s'exprime en cm'.mol’.L car A est une grandeur sans

dimension. €est un parametre caractéristique de I’espece absorbante,
qui dépend fortement de la longueur d’onde. C’est ce parametre qui
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varie lorsqu’on trace le spectre d’une solution et qui est donc responsable
de I’allure du spectre.

La loi n’est valable que si la concentration de la substance dissoute est suffisamment
faible (typiquement inférieure a 0,01mol.L"). Si la concentration est plus grande, les
molécules sont trop proches les unes des autres et subissent entre elles des interactions qui
modifient leurs propriétés d’absorption. De plus, la probabilité que plusieurs molécules se
retrouvent alignées avec le rayon lumineux augmente, certaines d’entre elles se trouvant ainsi
masquées.

Notons que I’absorbance est une grandeur additive. Dans le cas ou ’on a deux substances
absorbantes dans une cuve, chacune peu concentrée, on peut considérer qu’elles absorbent la
lumiére indépendamment. On peut alors écrire, a une longueur d’onde donnée :

A=A, +A,=€,. 4C, +E€,. 4C,

b) Choix de la longueur d’onde d’étude

Lorsqu’on souhaite utiliser la loi de Beer-Lambert pour déterminer des
concentrations a partir de mesures d’absorbance, la longueur d’onde choisie est

couramment celle du maximum d’absorption Amax. Il y a deux raisons a
cela :

C’est a cette longueur d’onde que la sensibilité S des mesures est la
meilleure. Ceci signifie qu’on détectera de faibles variations de concentrations
par une forte variation d’absorbance.

De plus, travailler au maximum d’absorption permet de réduire au
maximum ’imprécision due au fait que la lumiere n’est jamais rigoureusement

monochromatique (intervalle AL). De plus, si 1’appareil se déreégle en cours
d’expérience (légére variation de A), la dérive de A sera trés faible.

c) Précision des mesures d’absorbance

On retiendra que la meilleure précision de lecture de 1’absorbance est obtenue lorsque celle-ci
est comprise entre 0,1 et 1.

En dessous de 0,1 (transmittance supérieure a 80%) la précision chute rapidement et les

mesures ne sont pas fiables, car ®@est trop proche de ®,. Les incertitudes expérimentales
prennent alors une importance relative non négligeable. Les causes d’imprécision sont
multiples : présence de rayures sur I’une des cuves, ou de salissures imperceptibles a 1’ceil nu,
existence de micro-bulles dans une cuve sur le trajet du faisceau, présence d’impuretés dans le
blanc ou dans la solution a analyser, etc... Par exemple, il peut arriver aux trés faibles
concentrations que l’appareil affiche une absorbance négative, c’est a dire une transmittance
supérieure a 100% ! Ce phénomene révele en genéral une anomalie dans le réglage du «
blanc ».
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