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METHODES SPECTRALES

Mous avons décrit dans le tome 1 (cf.
chap. 111, I11.1) les différents éléments physiques
utilisés dans les photomeétres et les spectropho-
tométres, ainsi que les techniques de spectrosco-
pie d'émission, d’absorption moléculaire visible
et la photométrie des milieux troubles.

MNous étndions, dans le présent chapitre, les
méthodes d'analyse un peu plus sophistiquées,
basées sur I"étude des spectres (vanation du flux
energétique émis ou absorbé en fonction de la

longueur d'onde ou de la fréquence). La plupart
des techniques envisagées font appel a des
radiations électromagnétiques. Le tableau |
résume |'ensemble des radiations que l'on
utilisera.

L'émission dans le visible a été étudife dans le
tome 1. L'émission ou I'absorption de rayons y
scra envisagée dans le chapitre Il avec les
autres types de radioactivité.

Tablean 1 Radiations wtilisées en speciromérrie.
0Mnm 1M nm 400 nm 800 nm 15 pm Sm Longueur d'onde
: + = + 1' ‘
Rayons v Rayons X Rayons [ Infrarouge Résonance
ultraviolets magnétique
VISIBLE nuclkaire

[.1. L'absorption moléculaire

Lorsqu'un faisceau de radiations monochro-
matiques (fréquence v) pénétre dans un milien
matériel solide, liquide ou gazeux, les molécules
constituant ¢¢ milien peuvent absorber une
partie du rayonnement. Pour que ceite
absorption ait lieu, il faut que I'énergie des
photons (hv) soit égale & la différence d'énergie
correspondant & une transition possible entre

deux niveaux de la molécule. I1 est donc
nécessaire de préciser comment sont répartis les
niveaux eénergétiques d'une molécule et d'en
déduire les interactions possibles avec le
rayonnement. Nous étudierons ensuite l'absorp-
ion ultraviolette (I'absorption visible étant
développée dans le tomel) et I'absorption
infrarouge.
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L’énergie des molécules

L'énergic d'une molécule comporte plusieurs
parties, quantifées :

— dnergie électronigue & les électrons des
atomes constituant la molécule sont répartis
dans des orbitales moléculaires dénergie bien
définie ;

— énergie de vibration : les atomes liés par
des liaisons de covalence, vibrent les uns par
rapport aux autres comme 5'ils élaient unis par
de petits ressorts : leur énergie ne peut prendre
gqu'une suite discontinue de valeurs:

— énergie de rotation: lensemble d'une

molécule peut tourner dans l'espace; les
mouvements correspondants font intervenir une
energie, egalement quantifiee, Uenergie de
rotation;

— énergie nucléaire ; en présence d'un champ
magnétique, les noyaux de certains atomes (H
par exemple) vont subir des interactions, qui
font apparaitre un autre type d'énergie. Nous
etudierons ce phénoméne, la résonance magné-
tique nucléaire, dans la partie 1.4 de ce chapi-
tre.

1.1. ENERGIE ELECTRONIQUE
DES MOLECULES

Les atomes, 1solés, ont une énergie électroni-
que que nous avons étudiée dans le tome I, avec
la technigue de l'émission atomigue,

Une théorie simple permet dexpliquer la
formation des melécules 4 partir des orbitales
atomiques : c'est la meéthode appelée CLOA,
combinaison linéaire des orbitales atomigues. La
mécanique guantique montre, en effet, que la
combinaison linéaire des orbitales atomiques
permet  d'obtenir les orbitales moléculaires.
Cette combinaison peut se réaliser de deux
fagons. A partir d'un niveau énergétique donné

d'une orbitale atomique, il peut alors se

produire :
— un abaissement de l'énergie, avec forma-
tion d'une orbitale moléculaire dite « liante »;
— une augmentation de [Pénergie, avec
formation d'une orbitale moléculaire dite
« antiliante ».

La succession des niveaux énergétiques ainsi
obtenus constitue le diagramme des orbitales
moléculaires. On donne ci-aprés trois exemples
simples pour illustrer cette méthode.

1.1.1. CAS DE L'HYDROGENE

L'atome d’hydrogéne comporte une orbitale
1s. La combinaison des orbitales 15 de deux
atomes (atome a et atome b) donne une orbitale
& symeétrie axiale appelée o (sigma); deux
niveaux d'énergie sont alors possibles (fig 1), o
el o* correspondant aux orbitales Liantes et
antihantes.

Chaque orbitale comporte un électron (gu'on
représente par une fléche pour symboliser son
spin). Dans la molécule, les électrons occupent,
dans I'état fondamental, le niveau dénergie le
plus bas, c'est-d-dire celui de l'orbitale liante
Ty

I
VR
_..-

|

-.+x J"r
|
| o I

Fig. 1 Orbitales moléculaires de 'hydrogéne.
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L'orbitale of,, antiliante, est donc inoccupée,
dans I'é¢tat fondamental. Une excitation de la
molécule peut provoquer une iransition des
electrons de l'orbitale o, a l'orbitale al,.

1.1.2. CAS DE L'OXYGENE

On ne s'occupe que des électrons externes des
atomes, 257 et 2p*, La combinaison des orbitales
p peut se réaliser de deux fagons :

— suivant l'axe des orbitales: i1 se forme
alors une orbitale 3 symeétrie axiale, o: on
retrouve, comme dans le cas de 'hydrogéne, les
deux miveaux possibles o et a* (fig. 2);

f En:u:. ‘ i O 'raihl —
PRI My
@@@! t@@@
O e,

. Dy

|

Fig. 2 Orbitales moléculaires de Foxygene.

— suivant une direction perpendiculaire 2
laxe, il se¢ forme alors des orbitales m, on
obtient deux niveaux énergétiques, =, liant et n*,
antiliant.

Chaque atome d'oxygéne comportant quatre
électrons  externes. les huit électrons vont
pccuper successivemnent les différents niveaux,
dans l'ordre d'énergie croissante. L'orbitale o3,
reste donc vide

1.1.3. CAS DE HCI

On rencontre, dans la molecule de HCI, un
troisiéme type d'orbitale, qui ne va pas subir de

combinaison au cours de la formation de la

molécule. Les électrons appartenan! & ces
orbitales ne participent pas & la liaison ; ils sont
appelés mon liants (hig 3)

I; _,.Q‘.“'l atome G
" N
.-"'| x}
® 000

|__.- Eq-. E‘ﬂj Zn,

j Erergin

Bame H

ON
s #

L
H‘I_\‘

|

|

'I.H.

i |

Fig. 3 Orhitales moléculaires de HCL

Il faut remarquer, également, dans ce cas, que
les niveaux des orbitales atomigues sont & une
hauteur différente, car H et Cl n'ont pas la
méme électronégativite et la liaison est polarisée,

1.2. ENERGIE DE VIBRATION
DES MOLECULES

1.2.1. MODELE SIMPLE :
LE RESSORT

La lhaison, qui existe entre deux atomes A et
B, est analogue a celle qui est due & un ressort,
lequel exerce une force de rappel lorsque A et B
ont tendance a s'éloigner (fg 4). Cette force
intervient s1 A et B s'€loignent et 51 A et B se
rapprochent trop l'un de l'autre, 11 s’établit une
position d'équilibre stable, autour de laguelle les
atomes ont un mouvement vibratoire, par suite
de l'agitation thermigue.

La fréquence des vibrations, v, peut étre
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calculée par la mécanique classique :

1k
Yo Imyp'
relation dans laguelle k¥ est la constante de
raideur du ressort et p la masse réduite donnée

par la relation :
1 1 1

Bom, Mg

L'ensemble des deux corps A et B posséde une
énergie potentielle, qui varie selon la distance, r,
entre A et B

E.. = U2kir — r;)* (fig. 5).

La position déquilibre stable correspond au
minimum d'énergie potentielle ; il lui est associée
la valeur ry, de la distance enire A et B.

Fig. 4 Modéle du ressort.

Epot

fa

Fig. 5 Energie du ressort.

-1

1.2.2. CORRECTIONS AU MODELE
CLASSIQUE : LA MOLECULE

Les correchons sont les suivantes :
— on utilise une origne differente pour

I'énergie potentielle, E = 0 lorsque la liaison
n'existe plus, c'est-a-dire lorsque A et B ne sont
plus liés, La molécule correspond donc & une
énergie négative, lorsque A et B sont liés;

— @ la compression, les électrons des atomes
s¢ repoussent et laugmentation dénergie
potentielle est plus rapide que dans le cas du
ressort. La courbe n'est donc plus symétrigue

(hg. 6).

Epot

I
|
|
|
|
t
I
|
I

Fig. 6 Energie de la molécule A-B.

— la mécanigue quantique montre gue la
liaison ne peut exister que dans quelques « états
énergétiques » bien définis. La molécule
comporte donc des niveaux d'énergie de

vibration :
]
Ewu = v+ E VYo

ol ¢ est le nombre quantique de vibration et v,
la fréquence de vibration de la liaison. Les
différents niveaux d'énergic obtenus sont
équidistants (hg. 7). On retrouve un tel
diagramme pour chacune des liaisons rencon-
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trées dans une molécule et pour chacun des états
d'énergie électronique.

be

Fig. 7 Etats de vibration d'une molécule (pour un
état Electronique donné).

1.2.3. CAS DES MOLECULES
POLYATOMIQUES

L'étude que I'on vient de faire s’applique & un
mode de vibration particulier, qui traduit
I'allongement de la liaison.

AN N

Allangurant, Trmefnos Adangemanl,onhymatme

NN

Dukhormeatam hors @y plon

Fig. 8 Différents modes de vibration d'une molecule
triatomique : allongement (« stretching ») et défor-
mation (& bending »).

Si on considére une molécule triatomigque, on
doit étudier d'autres modes de vibration :

— vibration d'allongement des
symétriques ou antisymétriques ;

— vibrations de déformation, dans le plan ou
hors du plan de la molécule. La figure 8
représente ces differentes vibrations.

liaisons,

1.3. ENERGIE DE ROTATION

La molécule peut tourner autour d'axes de
rotation tels que A (fig.9) avec une vitesse
angulaire @, Elle acquiert une énergie cinétique
de rotation :

E. = 12 o’

ol | représente le moment d'inertie de la
molécule par rapport 4 'axe considéré. | peut se
calculer & partir de la masse réduite : I = p.r?

| a
\?m
(D10

Fig. 9 Rotation ¢une molécule.

La mécanique quantique montre que la
molécule ne peut acquérir n'importe quelle
vitesse de rotation. Il s'introduit un nombre
quantique de rotation J et I'énergie cinétique de
rotation est quantifiée :

3
=IJ + 1
{ .‘J <
Les niveaux d'énergie s'éloignent les uns des

autres au fur et 4 mesure que le nombre
guantigue J augmente.
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1.4. TRANSITIONS
ENERGETIQUES

Il s¢ produit une transition énergétique
lorsque la molécule est excitée et lorsque son
&lal énergétique passe sur un niveau plus élevé.
Si cette excitation est produite par un photon,
celui-ci est absorbé par la molécule. 11 faut,
pour cela, gque hv = AE, od hv est I'énergie du
photon, et AE I'énergie correspondant 4 la
transition énergétigue.

14.1. DOMAINES CORRESPONDANT
AUX DIFFERENTES
TRANSITIONS

Le tahleau 2 rassemhle ces différents

domaines.

1.4.2. EXEMFPLE
DE TRANSITION

Les spectres de rotation pure ne seront pas
étudiés dans cet ouvrage; ils n'offrent que peu
d'intérét pour 'analyse biochimique.

MNous montrons, figure 10, deux transiions
énergétiques qui ont liew dans lultraviolet {ou le
visible] et dans l'infrarouge. Ainsi sont
représentés deux états d'énmergie électronique

Tablean 2 Résumd des transitions « oprigues »,

d'une molécule et les différents etats de vibration
correspondants,

___-
Y

o \ — -
\ i

Evel alacirenigus (1)

GE = guelques alacirorealiyg

Absorplicn
d'un
l pheian U T
..-""r.-.--

Etad apsciconiqua {1)

Ve
v =1 Dﬁlr_:. etats
da wibrahons
Wap
Abponpten 4%

phadan infrorouge
Fig. 10 Deux exemples simples de transition :
absorption d'une photon ultraviolet et d'un photon
infrarouge.

Un rayonnement ultraviolet ou visible ne
peul provoquer que des transibons d'énergie
électronique (état [ a état LML

RAYOMMNEMENT Ultraviolet Fisible Infrarouge

T e ——— — . _

proche lointain
Transitions Etats électronigues Eiats de Etats de
Energéliques AE = quelgues électron-volis vibrations rolations

el de pures
rolations
AE = 01e¥ AE = 0,05 e¥

Longueeurs d'onde 100 & 400 nm 400 & 300 nm 1al15pum
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Les atomes ayant une inertie supérieure a
celle des électrons, une transition électronique se
produit sans variation de la distance r entre les
atomes A et B de la molécule. On représente
donc une telle transition par un segment
vertical,

Un rayonnement proche infrarouge ne peut

2. Absorption ultraviolette

2.1. GENERALITES

Les transitions entre des niveaux d'énergie
électronique (cf. I.1,1) correspondent a des
radiations situées dans le visible et I'ultraviolet,

Mous avons développé, dans le tome 1, la
spectrophotométrie visible. MNous étudierons,
dans ce paragraphe, uniquement la spectromé-
trie ultraviolette.

21.1. DOMAINE DE
LONGUEUR D'ONDE

L'échelle suivante représente le domaine de
longueur d'onde wutilisé en spectrométrie
ultraviolette :

Lltravialet
w courant »

160 210 400

Lointain

uliraviolet YWisible

'l[nm}

Le lointain wultraviolet (160 nm < A
< 210 nm) correspond & un domaine ol 'oxy-
géne absorbe fortement les radiations; son utili-
sation demande donc des précautions : mesures
faites en absence d'air, sous vide.

2.1.2. TRANSITIONS
ELECTRONIQUES

Souvent, les molécules, qui absorbent dans ce
domaine, sont complexes et formées de

provogquer qu'une transition entre deux états de
vibration (v = 2 4 v = 3, par exemple).

MNous n'avons représenté que des transitions
produites par absorption de rayonnement; on
trouvera dans les chapitres suivants des
transitions produites par émission de rayonne-
ment.

nombreuses liaisons. On peut cependant
expliquer I'allure d'un spectre d’absorption par
un diagramme énergétique simple (g 11).

[ 13 \ i
L [ ] r
Ln || Fa
1 rJ
T “II 7
Il. [ | r
T L Ep
¥a Y m
vy CZ- T i
Vg Fm === o HE
1
1 S
1 rJ
| .
= -
s A [ﬂ
5 &
e
ol X -
Wb —— — LY ~
'hl-____ "

Fig. 11 Transitions énergétiques possibles par
absorption ultraviolette.

On schématise un niveau d'énergie électroni-
que de la molécule par une courbe qui rappelle
le diagramme énergétique relatifl & une liison.
En l'absence d'excitation, les molécules
possédent I'énergie E,. Dans cet état électroni-
que, elles peuvent avoir différents états de
vibration. Chague énergie de vibration possible
correspond aux miveaux Vg, V,, V, .

L'absorption d'un rayonnement se traduira
par toutes les transitions schématisées sur la
figure 11 et I'on remarque le grand nombre de
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possibilités, d'énergie trés voisine. L'ensemble de
toutes ces longueurs d'onde, voisines, qui seront
absorbées, forme un spectre de bandes larges ¢t
non un spectre de bandes étroites comme on
trouve en infrarouge (cf. 1.1,3), La figure 12
montre la différence dallure de ces spectres.

Darrite ol

I
f
I
|
I
1
i
]
I
220

@l ']
200 400 & {nm)
N T
(&)
n 'l i
b 5 Apm)

Fig. 12 Comparaison dun spectre d'absorption :
a) Ultraviolet (spectre de bandes larges). &) Infra-
rouge (specire de bandes étroiles).

2.2. APPAREILLAGE

On distingue les appareils gui permettent de
tracer un spectre ultraviolet {ou visible)l, avec
enregisirement, et ceux gqui permetient de
mesurer seulement les densités optiques, plutdt
utilisés en analyse quantitative. Leur principe
est le méme que celui qui a été décrit dans
le tome 1, en spectrophotométrie visible. Nous
rappellerons, ici, le principe des spectrophoto-
métres 4 double [aisceau.

La hgure 13 représenie le schéma d'un tel
appareil, destiné au tracé des spectres
d'absorption ultraviolet ou visible. A partir du

rayonnement émis par la source, on oblient un
faiscean monochromatique de longueur d'onde
variable, au moyen d'un double monochroma-
teur, 4 prisme et a réseaun. Le [aisceau
monochromatique est alors séparé en deux 4
'aide dun dispositifl tournant. Un tel dispositif
est successivement mireir, lame transparente ou
ecran ; lorsqu'il est miroir, le faisceau (2) traverse
la cellule contenant [échantillon; lorsqu'il
devient lame transparente, il transmet le
faisceau (1) qui traverse la cellule de référence
pouvant contenir le solvant ou le blanc; 8%l est
Ecran, il permet au systéme électronique de
comparer le flux des deux laisceaux précédents
et d'imposer au stylet de I'enregistreur un
déplacement proportionnel 4 leur différence,
Les appareils dont on se sert en ultraviolet ou
visible utilisent plutdt un systéme électronigue
gu'un atténuateur oplique comme on en
rencontre dans les appareils infrarouges.

2.2.1. SOURCES
DE RAYONNEMENT

Dans le visible, on se sert de lampes a filament
de tungsténe, avec éventuellement cycle a
halogéne, permettant d'obtenir des températures
plus élevées (3 200 K) et un meilleur rendement
lumineux.

Lomp 0 [
dpngebene

P
G .||'1 *

O

Lumga 9 hydrepinag

. A S S R

— e — — — —

Ilwrllurll |Hl'lll-l'-|l

i
i
. I - LA i
” — I
il ::-wu- da il :
i 1
——————— i I.'.llu-ll S T
(2 =
| = ] :‘.....F‘

Fig. 13 Spectrophotométre a double faiscean.
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Dans l'ultraviolet, on utilise couramment des
lampes a hydrogéne ou a deutérium (D,), avec
enveloppe en quartz. Ces lampes fournissent un
spectre continge, ultraviolet, jusgu'a 375 nm et
discontinu dans le visible. Un systéme, en
général, permet de changer de source wvers
360 nm pour passer de ['ultraviolet au visible.

2.2.2. SYSTEME DISPERSIF

Les appareils les plus employés utilisent des
réseaux. Pour éviter le chevauchement des
différents ordres de diffraction, on leur adjoint,
en général, soit des fltres, soit des prismes a
faible résolution (fg. 13).

2.3. APPLICATIONS ANALYTIQUES

2.3.1. ANALYSE QUALITATIVE

Les molécules complexes ont une absorption
qui est la somme des absorptions des différents
groupements qui la constituent. Un certain
nombre de groupements sont responsables
d'une absorption intense dans le domaine visible
ou ultraviolet : on les appelle chromophores. Il
en existe d'autres qui, placés au voisinage d'un
chromophore, en font varier I'absorption, alors
queux-mémes n'absorbent pas directement
dans le domaine envisageé; on les appelle
auxochromes (exemple : allyle, amine...). Le
tableau 3 indique les principaux chromophores
et leurs transitions correspondantes.

Les hydrocarbures saturés n'absorbent pas
dans le domaine ultraviolet et visible et peuvent
donc étre utilisés comme solvant, de méme que
l'eau.

Lorsque deux doubles liaisons (electrons =)
ou une double liaison et un doublet libre
(electrons n) ne sont séparés que par unc scule
simple liaison, on dit qu'ils sont confugués. La
conjugaison augmenie la longueur d'onde
d'absorption, elle exerce un effet bathochrome. Si

le nombre de doubles liaisons devient suffisant,
le corps devient coloré, car I'absorption a lieu
dans le visible.

Les protéines n'absorbent pas directement
dans le visible; en ultraviolet, elles donnent
I'absorption caractéristique des acides aminés
aromatiques et de la liaison peptidique. Scules
certaines protéines, qui possédent gquelques
groupements particuliers (hémoglobine) absor-
bent dans le visible, On peut remarquer que
toutes les protéines ont un spectre semblable,
avec absorption intense pour X < 220 nm,
(liaison peptidique) minimale vers 250 nm,
maximale trés marquée vers 280 nm (acides ami-
nes aromatiques).

Différents facteurs peuvent modifier allure
des spectres dans cette région : solvant, pH,
température. Le solvant modifie le spectre
lorsque les molécules présentes sont polaires et
gu'elles interagissent par les lorces de Van der
Waals (en général, déplacement vers les grandes
longueurs d'onde). Les variations de pH peuvent
provoquer des ionisations de molécules qui
modifient la répartition des électrons dans leurs
orbitales. Cette influence est utilisée dans les
indicateurs colorés acido-basiques, par exemple

la phénolphtaléine :
Q™

@:i‘:v___q_m___
e o,

Etant donné la largeur des bandes d'absorp-
tion, l'influence de solvant, du pH ..., il est
difficile dutiliser un spectre d'absorption
ultraviolet ou wvisible pour déterminer la
structure d'une molécule. Un spectre UV ou
visible permet surtout de doser une substance en
indiquant la longueur d'onde du maximum
d'absorption et de mettre en évidence des
espéoes  instables qui  interviennent comme
intermeédiaires dans les réactions et gu'on ne
peut pas isoler.

ﬂi.El'
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Tableauw 3 Principaux chromophores

G ment Chromophor Transition Longueuwr d onde Coefficient
roupeme romophore electronigue A (nm) dextincrion
{l.mol "em™Y)
*-. s Ethyléne 170 15 500
c=¢ n—n*
~ Hexéne-2 1B5 10 000
—==— Heptyne-1 m—n* 184 2,107
Ethanal n—n* 278 8
S n—+n* 290 16
# Propanone n—na* 279 15
n-n* 190 0%
" Onime de la n - n* 1940 5.10°
L= N—©OH
propanone
—N==N— Azométhane n—n* 340 b
oo
A e Butadiéne m—n* 220 i
AT
Benzene n—+n* 255 10
=gl
d g — % -+ n" 215 0
3
EH]_
|
q -t 244 1t
I}
]
! [ro
Do
|
I
[
I
I
|
|
l
i i I i L :; i [l
200 220 260 320 hinm) 204 280  {nmi
Fig. 14 Spectre d'absorption ultraviolet de "adéno- Fig. 15 Spectre d'absorption ultraviolet de 'acéto-
sine. phénone.
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Exemples de spectre d'absorption

La figure 14 représente le spectre d'absorption
UV de I'adénosine ; la figure 15 représente celui de
I"acétophénone (on trouvera fig. 20, p. 16 et fig. 61,
P-4, les specires IR et EMM de cetie méme

substance).

232, ANALYSE QUANTITATIVE

C'est dans le domaine ultraviolet et visible
gue la loi de Beer-Lambert est la plus utilisée.
Les bandes d'absorption étant relativement
larges, il est aise de se placer 4 une longueur
d'onde correspondant 4 une grande absorption
et de mesurer la densité optique (voir la lo de
Beer-Lambert, tome I, chap. III, I11.1, 3.2).

L'utilisation des spectrophotométres ultravio-
lets permet :

— soit de doser des substances absorbant en
uv:

— soit de doser des substances non absor-
bantes, en formant avec celles-a un complexe
absorbant, soluble et spécifique, sous I'influence
de réactifs chimiques.

2.3.2.1. Méthode directe de dosage

On  utilise directement la relation
Dy =e.l.c; il faut connaitre le coefficient
d'absorption de la substance () et caler le
spectrophotometre avec des lames étalons
puisque £ varie avec la longueur d'onde.

Exemple -  Dosage du NADH (fig. 16):
I

EH-‘-:'“.H' = ﬁ.,zl. ID‘-J mﬂll_j .|.EI'I'I_ .

3. Absorption infrarouge

Dans le domaine infrarouge (A > 0.8 pm),
l'absorption d'une radiation électromagnétique
correspond 4 une transition entre des états de
vibration de la molécule. Le domaine le plus

it}

-
6 F
i NADH,H*
s
260 LB ]
Fig. 16 Spectres d'absorptions du NAD' et
NADH, H*.

On peut ainsi mesurer Pactivité d'une déshydrogé-
nase & NADH en mesurant & 340 nm la variation de
la densité optique, due & la transformation du
coenzyme réduit en coenzyme oxydé,

Si on ne connait pas exactement £, il est nécessaire
de tracer une courbe d'étalonnage D, = [ic) avec
une gamme de témoins de concentration connues,
dans des conditions ol la loi de Beer-Lambert est

wérifiée (la méthode est la méme que celle utilisée dans
le visible).

2.3.2.2, Méthodes indirectes :
dosages absorptiométriques

La mesure de la variation de la densité optigue
d'une solution, au cours d'un dosage voluméiri-
que, permel de determiner le point d’équivalence
du dosage. La courbe de dosage Dy = f(V),
YV étant le volume de réactl ajouté, est
constituée de segments de droite si la dilution
est négligeable. Un exemple est développe dans
le tome |, en absorption visible,

utilisé est situé entre 2,5 et 15 pm. On détermine
les raies d'absorption en mesurant la transmis-
sion du faisceau électromagnétique par la
substance étudiée, en fonction du nombre d"onde
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g = I/A, quon mesure habituellement en
cem~'; le domaine infrarouge prédominant est
donc situé entre 650 et 4000cm ™" :

25 15

L i
1 L]

= 1 (pm)

a fem” ) a—t {
4 000 650

3.1. APPAREILLAGE

31.1. MONTAGE

O utilise habituellement le montage double
faisceau (ou montage différentiel) décrit dans le
tome |, Chapitre 111.

La hgure 17 représente un type de montage
possible : le rayonnement émis par la source est
séparé en deux faisceaux; le faisceau 1, ou
faisceau de référence, ne traverse pas la
substance a absorbanie, mais un atiénuateur
commandé par un moteur et relié directement
au dispositil d'enregistrement; le faisceau de
mesure, ou faisceau 2, traverse la substance dont
on veul mesurer [absorption. Un miroir
tournant envoie, successivement et alternative-
ment, les deux faisceaux sur le monochromateur
et le dispositil de mesure de flux.

[
Mirss 1
Bour I
Subitoser i o}
Ilrlurl-il g )
1 ' i
iz : 1 ’
i Fe | Wenachromeipe
i
1
1
]

- S s e

lrllﬂ-uﬂh-.lr [
\ﬂ
L)
Encegivtraa:
Fig. 17 Schéma simplifie d'un spectrophométre

infrarouge 4 double faisceau.
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Si les deux faisceaux ont la méme énergie, le
récepteur produit un courant continu, qui n'est
pas amplifié par l'amplificateur de courant
alternatif de I'appareil.

Si les deux faisceaux ont une énergie
différente, le signal délivré par le réceptleur n'est
plus continu; il a la méme fréquence que celle
du miroir tournant. Ce signal, dont l'intensité
est lide directement 4 la différence entre les
energies des deux faisceaux, est amplifié; il
commande alors un servomoteur, qui agit sur
I'atténuateur du faisceau de référence, jusqu'a ce
que les deux énergies soient égales.

La plume de lenregistreur est liége & la
position de I'atténuateur et traduit l'absorption
de la substance au fur et 4 mesure que 'on fait
défiler les longueurs d'onde, en faisant tourner le
systéme dispersif.

3.1.2. SOURCE
DE RAYONNEMENT

Il est nécessaire que la source émette un
rayonnement dont la longueur d'onde couvre
tout le domaine infrarouge utilisé (2,5 a 15 pm})
Elle est formée, en général, de fils métalliques
portés 3 incandescence par effet Joule :

— hlament de tungsténe (pour le proche
infrarouge, jusqu'a 3 pm);

— lampe 4 filament de MNernst : formé par
une petite tige réfractaire, constituée d'oaxydes de
zirconium, de thorium et de cérium.

b Irtmnsité dmise

0a 1 12 4 & 8 2 hipm)

Fig. 18 Comparaison du rayonnement émis par
un filament de ftungsténe, 4 deux températures
dafferentes.

P
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La figure 18 montre linfluence de la
température sur la nature du rayonnement émis
par un filament de tungsténe.

3.1.3. SYSTEME DISPERSIF

On utilise en général un réseau. Toutefois, les
appareils utilisés dans le visible doivent subir de
profondes modifications pour étre utilisables en
infrarouge. En effet, dés que la longueur d'onde
dépasse 2 pm, le verre n'est plus suffisamment
transparent. On peut le remplacer par de la
fluorine entre 3 et & pm, du sel gemme entre 7 et
15 pm, mais les lentilles taillées dans les cristaux
précédents seraient difficilement achromatiques.
On est donc conduit & les remplacer par des
miroirs concaves en métal argenté. Dol le
schéma du monochromateur de la fgure 17.

Om fait déefiler les différentes longueurs d'onde
en faisant tourner le réseau autour d'un axe
vertical. Pour éviter 'empiétement des diflerents
ordres de diffraction, il est parfois nécessaire
d'ajouter des hltres.

3.14. RECEPTEURS

Clest la partie délicate du spectrométre
infrarouge, étant donné la faiblesse de I'énergic &
MICSUrer,

Dans le domaine infrarouge, on utilise les
effets thermigues du rayonnement el leurs
manifestations secondaires essentiellement
électriques. Les récepteurs thermiques décélent
un rayonnement infrarouge par le dégagement
de chaleur qui résulte de son absorption par une
surface noircie. Ils ne différent que par la
méthode employée pour mettre en évidence
I'élévation de température obtenue.

Les deux principaux dispositifs utilisés sont la
thermopile et la thermorésistance :

— thermopile : elle a été décrite dans le
tome 1 (chap. I1I, [1L.1, 1.3.2.4). On rappelle que
les thermopiles utilisent I'effet thermoélectrique,
en faisant apparaitre une différence de potentiel
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entre deux soudures (réalisées entre des métaux
différents) dont la température est différente.

Thermorésistance : c'est la variation de la
résistance d'un conducteur électrigue, sous 'effet
d'une vanation de température, qui est mise a
profit pour déséquilibrer, par exemple, un pont
de Wheatstone. On peut aussi mesurer
simplement la tension aux bornes d'une
résistance, dont la wvaleur wvarie avec la
température. Cette tension peut alors E&lre
amplifiée aisément.

Pour éhmmer les parasites dus a ["emission
spontanée de rayonnement par la substance
{aprés absorption, la substance, excitée, tend 4 se
désactiver émettant un rayonnement), le
faisceau incident est modulé & faible fréquence
(quelques Hz); un amplificateur, accordé sur
cette [réquence, n'amplifiera que le signal
résultant de Pénergie du faisccau qui a été
modulé. 11 n'amplifiera pas le signal dii au

faisceau émis.

3.1.5. ECHANTILLONS

Ils peuvent présenter trois formes :

— gazeux : ils sont alors emprisonnés dans
une cuve de chlorure de potassium;

= liguides : ils peuvent &tre soit purs, soit en
solution dans le tétrachlorure de carbone, le
chloroforme ou le sulfure de carbone, dans des
cuves en chlorure de sodium;

— solides ; ils s¢ trouvent soit en suspeénsion
dans CCl,, soit placés dans des pastlles a
1p 100 dans le bromure de potassium.

3.2. APPLICATIONS ANALYTIQUES

La principale application des specires
d'absorption infrarouge est 'analyse fonction-
nelle et la recherche des différents groupements
constituant une molécule. Pour les petites
molécules renfermant peu de limisons, les
spectres d'absorption sont spécifiques de
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chacun des groupements d'atomes; pour les
molécules plus complexes, les pics peuvent se
recouvrir et 'interprétation est plus dilficile.
Le tableau 4 indique les nombres d'onde
d'absorption de quelgues liaisons. On peut
distinguer quatre groupes de pics d'absorption

— nombres d'onde, compris entre 2700 et
3700 cm™" : les pics sont dus aux liaisons
A — H, A pouvant étre I'oxygéne, |'azote ou le
carbone. Dans ce domaine la position des pics
dépend beaucoup de la présence de liaisons
hydrogéne (cas du groupement — O — H
essentiellement). Une liaison hydrogéne inter-
moléculaire provoque 'apparition d'une bande
large pour des nombres d'onde inférieurs a
celui d'un groupement OH libre :

— nombres d'onde compris entre 2000 et
2500 cm™ " - ils décelent la présence de liaisons
triples — C =C - ou — C =N et également

de doubles liaisons conjuguées {>C - C<] ;

— nombres d'onde compris entre ] 600 et
F800¢em™" : ils indiquent la présence de

doubles liaisons : >C = E<; >C =0;

>E = N. Le groupement carbonyle >E = 0

présente, dans cette région, une absorption trés
intense correspondant a des pics trés étroits et
caractéristiques, au voisinage de 1 700 cm™!;

— nombres d'onde inferieurs 4 1500 em™!
cette région est toujours complexe et difficile a
interpréter.

Un spectre infrarouge permet donc d'identi-
fier une molécule, de vérifier la pureté d'un
produit, de déterminer les constantes de force
des principales liaisons, de déceler la présence de
liaisons hydrogéne...

Exemple :

On peut comparer les spectres infrarouge de deux
molécules de formules voisines - CyH g et GiHgD
(fig. 19 et 20) (on donne par ailleurs, p. 43 et 44 les
spectres RMN de ces molécules). Les formules
semi-développées de ces molécules sont :

o

I
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Fig. 19 Spectre infrarouge de @— CH, — CH, (C,H,,).
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Fig. 20 Spectre infrarouge de @— C - CH, (C,H,0).
I

0

La difference la plus nnnu:n‘:nsuqun esl la présence, -

dans le spectre de la cétone de pics d'absorption
spécifiques du groupement carbonyle :

{lﬁ?ﬂ:‘m" -
| 250-1 300 cm ™", -

Le spectre de la figure 20 montre en particulier
les pics caractéristiques suivanis :
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C — H aromatique vers 3030 cm™';
SC=0 4 16%0em™";

C — C aromatique vers 1 580em™?;
CH, & 1420cm™";
CH aromatique a4 1 300em ™',

>r: — 0 & 1250em™",



FLUORIMETRIE

|.2. Fluorimétrie

La fuorimeétrie est la techmque d'analyse
utilisant le phénoméne de fluorescence. On
appelle fluorescence la propnété que possedent
certaines substances d'émettre {dans toutes les
directions) un rayonnement électromagnétique,
lorsqu'elles sont excitées par un faisceau, lui-
méme électromagnétique. '

L'excitation est caractérisée par une longueur
d'onde Ag, spécifiqgue du composé étudié.

L'émission présente un spectre dont l'allure
dépend de la nature physique de la substance ;
les atomes donnenl un spectre de raies alors que
les molécules donnent un spectre de bandes.

La fluorescence couvre un domaine de

1. Théorie de la fluorescence

1.1. FLUORESCENCE ATOMIQUE

L'absorption d'un photon par un atome
entraine le passage d'un électron de valence,
d'une orbitale 4 une autre, d'énergie plus élevée.
L'état excité étant instable, le retour a ['état
fondamental se réalise avec émission d'un
photon de Muorescence.

Il existe plusicurs types de fluorescence
atomigue, dont les principes sont les suivants

1.1.1. FLUORESCENCE
DE RESONANCE

La radiation émise posséde la méme longueur
d'onde Ay que la radiation excitatrice @ Lz = Ay,
La figure 21 montre les transitions ainsi
réalisées, dans le cas du zinc, ol l'on peut metire
en évidence deux radiations de fluorescence de
résonance.

Les transitions entre les deux niveaux excites
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longueurs d'onde trés étendu. La plus connue
est la fluorescence moléculaire dont le spectre
d'émission se silue dans le wvisible ou
I'ultraviolet, On développe actuellement, pour
I'étude des métaux « lourds », la fluorescence X,
dont le spectre d'émission est formé de rayons X,
de longueur d'onde inféricure a 0,2 nm *.

Les sources excitatrices sont également trés
varites. La plos classique est formée de
radiations ultravioleties; on développe aussi
I'utilisation de laser & colorant ayant une
puissance plus grande; pour la fluorescence X,
les sources radicactives commencent i Etre
employées.

optique
te
‘ bk
3075 nm 213, 9rm
¥ Hiveau
{ond omenial

Fig. 21 Fluorescence de résonance du sinc.

n'existent pas, 4 cause des régles de sélection qui
interdisent certaines transitions.

Un autre exemple est celui du thallium
g 22).

LE

535,0 nm

ATV, Enm L

¥

Fluorescence de résonance du thallium.

Fig. 11

* Notons également que le phénoméne de Nuorescence
exisie dans les détecteurs de radioactivité utilisant les

scintillateurs (111.2, 2.5.2),
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Ces transitions de résonance sont trés
importantes; on les retrouve en émission
atomique (excitation thermique) et en absorp-
tion atomique (excitation électromagnétique).

1.1.2. FLUORESCENCE DIRECTE;
FLUORESCENCE INDIRECTE

L émission de résonance (cf. 1.2, 1.1.1) est alors
accompagnee d'autres raies :

— transitions d'un méme niveau excité vers
des niveaux d'énergies differentes; on parle de
fluorescence directe. La fhgure 23 montre
l'exemple de l'antimoine ;

— transitions d'un niveau inférieur au niveau
d'excitation, vers le niveau fondamental; 1l y a

be
1
277 0nm
ZET Inm
29T Enm J —
¥
Fig. 23 Fluorescences de I'antimoine.
de
—— T ~.
S
1302 &t _
3503 nm
raim D
t Iy r

Fig. 24 Fluorescences du sodium,
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donc eu, entre-temps, une désactivation, en
général non radiative. On parle i1 de
fluorescence indirecte. La figure 24 montre
I'exemple du sodium.

Dans le cas du sodium, lorsque les atomes
sont excités par une radiation correspondant &
la raie de résonance & 330,2 nm, la fluorescence
4 cette longueur d'onde est accompagnée d'une
fluorescence de la raie D 4 5896 et 5890 nm.

Lorsque la fluorescence correspond & une
résonance, son rayonnement peut provoguer
une nouvelle excitation des atomes; il est alors
absorbé en partie. Cette atténuation, ou
« quenching », est un phénomeéne qui diminue
donc la sensibilité de la méthode. On lui
préfere souvent 'analyse par émission ou par
absorption atomique. On ne développera,
dans la suite, que la fluorescence moléculaire.

1.2. FLUORESCENCE
MOLECULAIRE

Les molécules organigues, qui présentent le
phénoméne de fuorescence, sont souvent des
edifices complexes comprenant un grand
nombre d’atomes. On peut cependant expliquer
le phénoméne en considérant deux é&tats
d'énergie électronique (comme pour une seule
liaison) E, et E,, comprenant, pour chacun
d'eux, les diflérents états de vibration Vi, V,,
etc. (fig. 25).

L'excitation d'une molécule par un photon est
un phénoméne rapide, qui provoque le passage
de I'état électronique fondamental E; 4 un état
d'énergie supérieure E,;. L'ensemble des
transitions produit absorption des différents
photons et constitue le spectre d'excitation de la
molécule (partie a de la figure 25).

La désactivation commence par un retour a
un état vibrationnel de moindre énergie. Une
telle transition (partie b de la hgure 25) ne met
pas en ceuvre des photons (elle n'est pas
radiative), mais en général un échange d'énergic
sous forme de chaleur.
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Intervient alors la désexcitation, par un retour
a4 un état électronique d'énergie inférieure. Ce
phénoméne (partie ¢ de la figure 25) met en
ceuvre un trés grand nombre de transitions qui
produisent, chacune, I'®mission d'un photon.
Lensemble constitue le spectre d'émission du
rayonnement de fluorescence,

Etant donné le grand nombre de transitions
possibles, trés voisines les unes des autres, on
peut comprendre que le spectre d'excitation et le
spectre d'émission de fluorescence auront un
aspect identique, c'est-a-dire un spectre large, de
bande, analogue & un spectre dabsorption
ultraviolet ou wvisible (g 12).

Certains é&tats excités ont une durée de vie
plus grande (quelgues mullisecondes) et la
désexcitation est en compétition avec des
collisions (échanges thermigques), des réactions
chimigues ou des émissions de rayonnement
avec retard : c'est la phosphorescence. Cette
durée de vie, plus grande pour certains niveaux
excités, est utilisée de plus en plus dans les lasers
(a colorant, par exemple) qui permetient
d'obtenir un rayonnement de longueur d'onde

variable (cf. tome 1, chap. 111.1, 2.2).

2. Fluorimétrie moléculaire

Comme pour les appareils utilisant le

phénoméne d'absorption, on distingue :

— les luorimétres a fltre, qui permettent une
sélection discontinue des longueurs d'onde
d'excitation et d'émission de fluorescence par un
couple de filtres;

— les spectrofluorimétres, & double mono-
chromateur, permettant une sélection continue
des longueurs d'onde.

L'ensemble des appareils utilise le faisceau
d'émission 4 90" du faisceau d'excitation.

2.1. FLUORIMETRES

On peut trouver des appareils monofaisceau,
ol on mesure le lux émis par la substance pour
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Fig. 25 Fluorescence moléculaire.

une certaine longueur d'onde et des appareils
double faisceau comparant le flux émis a celw
d'un faisceau de référence. La figure 26
représente un fluorimétre double faisceau.

Un recepieur (photomultiplicateur) regoit
alternativement une partie du faisceau de
référence que l'on a réglé auparavant (réglage du
blanc) et une partie du faisceau d'émission de
fluorescence. La différence énergétique, entre ces
deux faisceaux, produit un signal qui commande
le servomoteur réglant le diaphragme du
faisceau d'excitation; un disque de mesure est
solidaire de ce diaphragme et donne directement
'intensité du faisceau d'émission de fluorescen-
ce. Un filtre primaire F, et un filtre secondaire
F; permettant de sélectionner la longueur
d'onde recherchée pour la mesure.
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densité optique de la substance en fonction de la
longueur d'onde, par mesure du flux énergétique
arsesents transmis directement (et non 4 90° pour la
mesure de fluorescence).

On régle alors le monochromateur d'excita-
tion, 4 la longueur d'onde correspondant 4 un
maximum d'absorption, et on enregistre le
spectre d'émission de fluorescence.

{

%

Exemple :  Spectre de Uanthracéne (hg 28).

Le spectre d'émission de fluorescence a élé track
avec une longueur d'onde d'excitation A = 250 nm.

|

Flg. 26 Schéma d'un Nuorimétre.

2.2. SPECTROFLUORIMETRES

Ils possédent deux monochromateurs [en
général 4 réseau); un pour le faisceau d’exci-
tation et un autre pour le faisceau d'émis-
sion de fluorescence. On mesure le  flux
correspondant au laisceau démission a4 laide
d'un photomultiplicateur. Un dispositif permet Pt
de soustraire le blanc; un autre permet de g 28 gpecire de fluorescence de I'anthracéne. |

vérifier que le faisceau d'excitation a constam- 4 Spectre  d'exitation. B) Spectre d'émission de
ment la méme puissance (fig. 27). Muorescence.

500

2.4. RELATIONS
QUANTITATIVES '

L'intensité du rayonnement de fluorescence
est proportionnelle 4 la concentration d'une |
solution en substance fluorescente (aux faibles
concentrations) (fig. 29). On peut retrouver
Fig. 27 Spectrofluorimétre. cette loi expérimentale a partir de la loi de
Beer-Lambert. L'intensite du  rayvonnement
fluorescent est proportionnelle a I'intensité de |
la lumiére absorbée ; le rapport étant appelé |

BiL g

________ Echanfillps

2.3. SPECTRES DE rendement quantique :
FLUORESCENCE I = kI.
F @
On recherche d'abord le spectre d'excitation Si on utilise la loi de Lambert, lintensité
de I'échantillon, c'est-a-dire le spectre d'absorp-  (ransmise est]:

tion. Un dispositif permet donc d'enregistrer la [ = 1,.107%;
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on obtient alors
Ip = klgil — 1079,
Pour les faibles concentrations, un dévelop-
pement limité au premier ordre donne :
Ip = 2,3 klyele = Ke  (fig. 29a).

ki

F

o
-

c

Fig. 29a Vanauon de lintensité de fluorescence
avee la concentration.

APPLICATIONS
DE LA FLUORIMETRIE
MOLECULAIRE

La fuorimétrie est utilisée pour doser
directement des substances fort diverses
comportant un noyau aromalique ou un

hétérocycle. Cette technigue est beaucoup plus
sensible que I'absorptiométrie moléculaire ; elle
permet donc d'abaisser la sensibilité d'un
dosage. Mais, en revanche, les contaminants
fluorescents du milien risquent de perturber
[ortement le dosage.

On utilise également la fluorescence pour
doser des substances de fagon indirecte. On peut
prendre 'exemple du dosage des ions cyanures,
dans 1es eaux. En milieu basique, les jons CN ™
catalysent l'oxydation du pyndoxal en pyn-
doxalactone; le composé obtenu est trés
fluorescent.

La vitesse de la réaction est proportionnelle 4
la concentration en 1ons CN ™, On se place & une
longueur d'onde d'excitation &, = 365nm; la
longueur d'onde de fluorescence est alors
Ap = 432 nm.

On développe la Nuorescence avec excitation

21

par laser, qui permet de doser des volumes trés
petits de solutions. L'utilisation des lasers a
coloranis permei de choisir facilement la lon-
gueur d'onde d'excitation *.

La Nuorescence moléculaire est employée, en
outre, dans les déecteurs A scintillations
liquides, pour les rayonnements radioactifs p2
(cf. chap. IIT).

Les avantages de
moléculaire sont donc :

la spectrofluorimétne

— la sensibilité supérieure a celle de
I'absorption moléculaire ;

— la spécificiré du fait du choix des différents
paramétres, lors de ['analyse, notamment des
longueurs d'onde d'excitation et d'émission de
fluorescence. Elle permet donc, sans besoin de
séparation, d'éviter les effets d'interférences
d'autres composés ;

— la linéarité : la relation entre énergie de
fluorescence et concentration est linéaire dans
des domaines de concentration trés étendus.
Ceci rend possible des mesures sur des
échantillons dont les concentrations peuvent
étre trés dilférentes, sans avoir recours 4 de

multiples dilutions (fig. 29a).

i
Intensite du rayoRnement
de fluorescence

y

L i 1 1 i
400 450 S00 Ainm}

Fig. 29 b Spectre de Muorescence du benzopyréne,

-

* La faible largeur spectrale de excitation laser permei
d'exciter sélectivement un mélange. La Bgure 29 réprésenie
le spectre de fuorescence du benzopyréne dans e
cyclohexame excité & IB4.0 nm par un laser & colorant
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3. Fluorescence X

L'¢tude des rayons X a permis aux chimistes
de connaitre la structure électronique Interne
des atomes (celles des couches profondes), au
voisinage immeédiat des noyaux.

Dans les couches profondes des atomes
w lourds », comportant beaucoup d'électrons,
deux points essentiels sont & considérer :

— les couches eélectroniques sont toutes
saturées; il n'existe pas de lacunes, a ['état
fondamental ;

— les électrons sont trés liés au noyau; les
modifications de structure exigent donc des
énergies trés grandes.

Mous allons envisager successivement les
phénoménes d'émission, d'absorption, et, enfin,
de fluorescence X.

3.1. EMISSION X

Le phénoméne d"émission X est décrit dans le
paragraphe 1.5 (diffraction des rayons X par les
cristaux). Nous en rappelons ici le principe. Des
atomes lourds, bombardés par des électrons
suffisamment énergétiques, subissent les modifi-
cabions suivantes (fig. 30) :

— des électrons des couches profondes, K ou
L par exemple, sont extraits de 'atome qui, par
conséquent, s'ionise. Le départ des électrons
provoque la formation de lacunes ou vacances
sur les couches K ou L;

— des ¢lectrons des couches immédiatement
supérieures viennent occuper les lacunes laissées
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Fig. ¥ Emission X.
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sur les couches inférieures. L'abaissement
correspondant de leur énergie se traduit par une
émission de rayons X, constituant un spectre de
raies, relatives & chacune des transitions
réalisées ;

— le freinage d'autres élecirons (ceux gui
produisent les lacunes sur les couches
profondes) est responsable de 1'émission d'un
Sond comtinu, qui se superpose 4 I'émission des
raies envisagee plus haut.

Le spectre d'émission a alors "allure de la
figure 31. Si I'on compare le spectre d'émission X
d'un élement & celw qui le suit dans la
classification périodique, les couches profondes
de ces deux éléments étant trés peu différentes,
les deux specires auront des structures trés
voisines, 4 un glissement prés des longueurs
d'onde de T'ensemble du spectre. Les spectres
d'émission X ne présentent donc pas la méme
diversité que les specires optigues.

+Inn||'||i+i Emine

E
ame 054

Fig. 31 Spectre d'émission du cuivre (tension
accélératrice ~ 45kV).

Hnr;i

3.2. ABSORPTION X

On obtient le spectre d'absorption X d'un
corps, en étudiant 'énergie transmise, dans un
faisceau de rayons X, en fonction de la longueur
d'onde, par le corps consideré.

Les points essentiels sont les suivants :

— le spectre d'absorption X est indépendant
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de la forme dans laquelle les atomes sont
combinés dans les molécules. C'est une propriété
caracléristique des atomes considérés;

— le spectre d'absorption X est continu ; il ne
présente pas de raies d'absorption, mais
'intensité absorbée subit des discontinuités
{fig. 32)

A Coptficient o' obeorplics
L
I'_A_h
I:.1 L Ll
5
[
[T
L Ll L
oo 2,1 % lnm}

Fig. 31 Spectre d'absorption du plomb,

L'interprétation est donnée par le diagramme
énergétique, Les photons X sont absorbés
lorsqu'ils produisent une extraction de 1'¢lectron
d'une couche interne K, L, etc. Chague
discontinuité apparait lorsque U'énergic des
photons est suffisante pour faire passer un
électron d'une couche, K par exemple, dans la
zone ou il est libre, c’est-d-dire o1 son énergie de
liaison est nulle (hg. 33).

3.3. FLUORESCENCE X

Lorsque la matiére est frappée par des rayons
X ou des rayons v, elle émet un rayonnement,
dans toutes les directions, de longueur d'onde
différente du rayonnement incident. Le
rayonnement émis, appelé rayonnement de
fluorescence, est caractéristique de la substance
irradiée.

Lexplication du phénoméne est simple,
lorsqu'on considére un diagramme énergetique :
le rayonnement incident produit, par effet pho-
toélectrique, une ionisation de 'atome, créant
ainsi une lacune électronique; lorsque des élec-
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Fig. 33 Interprétation de ["absorption X,

trons viennent occuper ces lacunes, ils perdent de
I'énergie, en émettant le rayonnement dit de
fluorescence.

Le rendement de Nluorescence, correspondant
a [l'energie emise, par rapport A ['énergie
absorbée, n'est pas égal 4 100p 100 La
principale explication vient de I'auto-absorption
par la substance, du rayonnement fluorescent
{#« gquenching »), possible, ici, a cause de la
transition’ que vient de subir un électron
d'énérgie supénicure.

3.3.1. DISPOSITIF
EXPERIMENTAL

La bgure 34 représente le schéma d'un
appareil & Mluorescence X classique. Une source
de rayons X (tube avec anticathode en rhodium
par exemple) émet des photons X qui sont
dirigés, par un dispositif collimateur, vers
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I'échantillon 4 analyser; celui-ci peut se
présenter sous forme de pastilles ou en solution.
Le rayonnement X fluorescent est alors dirigé,
par un collimateur, vers le monochromateur qui
doit en mesurer l'intensité, griice & un détecteur
de flux.

pastiile
By
shubiom

Echantillan

Emigisnn 9a Musrastasta N
DEtecisur X

Scaroe de

royony X durs
Fariedd delTrockh salon

ia ralahion de Bragg

Risaau
cragballin

Fig. M Dispositif de fluorescence X,

Les sources de rayons X utilisées comportent
une anticathode en tungsténe, molybdéne,
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rhodium, etc. Elle doit émetire un rayonnement
polychromatique trés dur, pouvant extraire des
electrons des couches K ou L de la cible
{échantillon a analyser).

33.1. FILTRES
MONOCHROMATEURS X

La mesure de l'intensité du rayvonnement
fluorescent X renseigne, en analyse, sur la
nature de la substance irradiée par le faisceau
primaire X ou .

Ce rayonnement est en général complexe; il
est nécessaire de séparer, dans le spectre émis,
une raie caracténistique (4 la fois ine et intense).
On dispose, comme en optique ordinaire, de
filtres et de monochromateurs.

3.3.21. Filtres X

Si on étudie une seule substance fluorescente
X, on peut isoler facilement une des raes, K,
par exemple, en utilisant une autre substance
dont la discontinuité d'absorption est intermé-
diaire entre les raies K, et K, La figure 35
montre le principe d'une telle filtration.

Le rayonnement 4 fAltrer traverse une feuille
mince (quelques millimétres) de zirconium,
lorsque la substance (luorescente est du
molybdéne, Aprés la traversée de la feuille de
zirconium, la raie K, a été pratiquement
absorbée; la raie K, est donc isolée.

3.3.2.2. Monochromateurs

Lorsqu'on désire une séparation plus
rigoureuse, on peut employer le dispositif
schématisé fg. 36. Un cristal est utilisé comme
réseau de diffraction (cf. 1.5, 2). 1l diffracte les
rayons X dans des directions bien précises,
données par la loi de Bragg. Une fente, placée
dans un écran de plomb, par exemple, laisse
passer seulement les radiations obéissant 4 la loi

de Bragg. Si la séparation n'est pas suffisante, on
lui adjoint un deuxiéme monochromateur.

bE rargie emise
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Fig. 35 Principe d'une filtration X. a) Spectre

d'émission du molybdéne. &) Spectre d’absorption du
zirconium {au voisinage de 0,05 nm). ) En:rgi:
transmise par le filtre.

Fig. 36 Principe d'un monochromateur double.
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333. DETECTEURS
DE RAYONS X

Dans le domaine des rayons X, deux
techniques de détection sont en présence @ les
compteurs 4 ionisation et les santillateurs.

1} Les compteurs d lonisarion sont décrits
dans le chapitre 111, Ce type de compleur est
utilisé pour des rayons X mous (0,08 4 0.2 nm).
Ils doivent comporter une fenétre suffisamment
mince pour étre transparents aux rayons X et
assez Epaisse pour contenir le gaz du compteur
placé dans le vide.

Des fenétres de béryllium de quelques 1/100¢
de mm d'épaisseur sont le plus couramment
employées. Le gaz de remplissage peut ére de
I'argon ou du xénon, pour les énergies les plus
grandes. S'ils sont ulihsés dans le domaine
proportionnel, ils renseignent sur 'énergic des
rayons X incidents.

2) Les compteurs a scintillation permettent
I'étude d'une plus large plage du spectre X. Le
photon X incident donne, par effet photoélectro-
mque, des eélectrons secondaires absorbés par le
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scinullateur lui-méme gqu émet alors des
photons uliraviolets ou visibles qui sont regus
par une photocathode d'un photomultiplicateur
d'électrons (P.M.). Ainsi l'impulsion électrique
de sortie est, en général, proportionnelle i
I"énergie du photon X incident. Les scintillateurs
les plus courants pour la spectrométrie X sont
Mal et Csl.

L'intensité d'une radiation X correspond i un
certain nombre de photons émis par unité de
temps. Les compteurs transforment ces photons
en impulsions electngues. Le resultat, exprimé en
coups par unité de temps, chiflre ainsi Iintensité
de la radiation étudiée.

Applications de la fluorescence X

Les premiers éléments de la classification
périodique ne peuvenl é&tre &tudiés en
Nuorescence X ; cela &limine donc 'analyse de la
plupart des composés organigues ne compor-
tant pas d'é¢léments métalliques « lourds ».

. Les principales applications se trouvent dans
la métallurgie, la chimie des ciments, des huiles
végétales, etc.
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|.3. Photométrie d’absorption atomique

Mous avons étudié, dans le tome 1, I'émission
de rayonnement par les atomes excités (le
sodium, chauffé, émet une radiation jaune). On
peut montrer gu'inversement, les atomes sont

capables d'absorber les radiations identiques
celles qu'ils peuvent émettre, dans les mémes
conditions.

1. Origine de l'absorption atomique

En considérant le diagramme d'énergie
atomigue de sodium (fig. 37) on veil que
I'absorption d'un photon d'énergie hv peut
produire la transition : 3s — 3p, alors gque la
transition inverse produit Pémission d'un
photon de méme énergie.

k Ensrgs LE

ap

I 3

Fig. 37 a) Emission. ) Absorption.

Pour observer une transition provoquée par
absorption d'un photon, il est nécessaire que des
atomes se trouvent dans I'érat d'énergie
fondamental, non excité (3s dans le cas du
sodium). Si ces atomes se trouvenl A4 une
température ¢levée, I'énergie thermique, propor-
tionnelle 4 la température absolue T, peut les
exciter et leur donner I'énergie d'un niveau plus
élevé (3p dans le cas du soedium); dans cet état,
ils ne peuvent plus absorber le rayonnement et
la transition étudiée n'est plus possible.

Pour apprécier l'importance de ce phénomeé-
ne, on peut utiliser la relation statistique de
Boltzmann. Le nombre d'atomes N, a
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température &levée T (dans une flamme, par
exemple), se répartit en :

- M, atomes dans I'"“tat fondamental,
— N, atomes dans I"&tat excité 1.

51 AE represente la difference d'énergie entre
les deux états, la relation de Boltzmann est :

—_ -~ AEAT
N, = Nye -4

ou k est la constante de Bolizmann.
A une température T = 3 000 K, on obtient
les valeurs suivantes pour le rapport N, /N, :
— sodiom (L = 589 nm): 59.10°%;
— calcium (L = 423 om) : 3,7.10°%;
— zine (A = 214nm): 56,1077,

On remarque donc gque, méme pour une
température élevée, le rapport duo nombre
d'atomes excités au nombre datomes dans 1'état
fondamental, est trés faible. S le nombre
d'atomes excités est faible, le phénoméne
d'absorption atomique peut donc avoir lieu. On
comprend ainsi que la photométrie d'absorption
présente une sensibilité plus grande que la
photométrie d’émission ; de plus, I'émission n'est
pas un phénoméne génant pour |'absorption
puisque les atomes excités par la chaleur vont
émettre un rayonnement de méme longueur
d'onde que celui qu'ils absorbent, mais dans
toutes les directions. De plus, les appareils
comportent un dispositif ¢eliminant cette emis-
sion.
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2. Etude expérimentale

Le principe général de la méthode est le
sutvant : un faiscean de lumiére sensiblement
monochromatigue traverse une flamme dans
laquelle on introduit I'elément & doser sous la
forme d'un brouillard de fines gouttelettes. Le
[aisceaw ncident est absorbé proportionnelie-
ment i la longueur traversée par le rayonnement
et au nombre d'atomes neutres de cet élément
par umité de volume de la solution.

On retrouve les caractéristiques principales
d'un spectrophotométre d'absorption. Un
spectrophotométre d'absorption atomique peut
donc se réduire schématiquement aux éléments
suivants :

— une source lumineuse émettant la raie
correspondant & I'élément a doser;

— un systéme générateur d'atomes - flamme
ou four 4 graphite;

— un monochromateur de bonne résolution ;

= un détecteur de flux associé & un dispositil
de mesure,

2.1. DIFFERENTS MONTAGES

On distingue les appareils & simple [aisceau et
ceux gui utilisent un montage différentiel a
double laisceau.

2.1.1. MONTAGE SIMPLE
FAISCEAU (fig. 38)

L'amplificateur délivre un courant propor-
tionnel au flux regu. On compare donc le flux

Fyg
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Montage simple faisceau.

Fig. 38

regu lorsgqu'on vapo:ise le blanc & celui obtenu
lorsqu'on vaporize la solution 4 doser. La
différence perruet d'obtenir la densité optique de
la solution.

Pour ehiminer le signal électrigue qui serait di
aux radiations émises par la substance, on
module le faisceau incident avec une frégquence
caractéristiqgue et on accorde lamplificateur,
situé aprés le photomultiplicateur, 4 la méme
fréquence ; seul est donc amplifié le signal di au
faisceau qui a subi l'absorption.

Un tel montage a 'avantage d'étre simple et
sensible car il ne partage pas I'énergie émise par
la source en plusieurs faisceaux et ne nécessile
pas une amplification trop élevée. Le rapport
signal/bruit de fond est donc meilleur (le signal
est toujours entaché d'un bruit de fond di aux
variations de la flamme, de la source et au
systéme de détection lui-méme). L'inconvénient
de cc montage est du aux fluctuations de la
source lumineuse dont linstabilité peut nuire,
surtoul dans une longue séric de mesures.

2.1.2. MONTAGE DOUBLE
FAISCEAU (fig. 39)

Dans ce cas, la lumiére monochromatique est
divisée en deux faisceaux. L'un est envoyé
directement au monochromateur ; il constitue le

E[

PM

Fig. 3% Spectroméire a double faisceau.
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faisceau de référence (2). L'autre passe a travers
la lamme et constitue le faiscean de mesure (1)

Par un procédé optique ou électrique, on
régle, avant la mesure, lappareil pour obtenir
I'égalité entre les courants produits par les deux
faisceaux. La figure 39 représente le schéma d'un
appareil de ce type.

L'absorption atomique, produisant un
affaiblissement du faisceau de mesure, 1'égalité
entre les courants produilts par les deux
faisceaux n'est plus réalisée. Clest cette différence

labsorption par la famme. Un tel montage
compense donc les variations dues 4 la source et
au récepteur.

Beaucoup d'appareils utihisent un faux double
faiscean. Leur principe consiste a4 comparer le
flux transmis par une substance, & celw d'une
source auxiliaire dont lintensité est constante.

Il existe également des spectrophotomeétres a
double faisceau et & canaux. La f(gure 40 en
donne un schéma. Ils permetient de doser
simultanément deux éléments différents du

qui peut étre appréciée el gui  mesure méme échantillon. Dans ce spectrométre, le
52
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Fig. 40 Spectrométre 4 double faisceau et double canal.
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faisceau 1ssu de la source 5; est module a
500 Hz, par exemple, tandis que le faisceau issu
de la source 5, est modulé & 1 000 Hz. Ces deux
faisceaux sont envoyés cnscmble seit dans la
flamme F, soit dans le faisceau de référence, au
movyen d'une lame semi-argentée M. Les deux
faisceaux comportent donc les radiations issues
des deux sources : on les appelle des faisceaux
mixtes.

Les deux faisceaux mixtes sont discriminés :

— par les monochromateurs {1} et (2), gu
isolent la radiation recherchée, correspondant a
I'élément a4 doser;

— par les ampliicateurs A, et A; accordés
respectivement sur les fréquences de 500 et
1 000 Hz.

Chacun des récepteurs permet ainsi de
mesurer 'absorption de la flamme correspon-
dant aux deux sources 5, et §;.

2.2. SOURCE LUMINEUSE

Bien qu'il paraisse possible d'employer une
source a spectre continu, a laguelle on ajoute urr
monochromateur sélectif, on préfére utiliser des
lampes & spectre de raies ou I'élément émissif est
le métal lui-méme 4 doser.

On peut montrer en eflet que le rapport
energic absorbée/énergie incidente est beaucoup
plus favorable dans ce cas, a cause de la largeur
de la bande passante du monochromateur qu'il
faut utiliser avec une source continue.

Pour les alcalins, le mercure, le thallium, etc.,
on peut utiliser des lampes & vapeur métallique
classiques telles gque celles gqu'on emploie en
polarimétrie. On peut également metlre en
ceuvre des lampes valables pour beaucoup
d'autres métaux : les lampes 4 cathode creuse.
Le principe des lampes & cathode creuse dérive
de celui des tubes de Geissler. Un tube (fig. 41}
contient un gaz de remplissage (gaz rare : argon
ou néon), une anode, généralement constituée
d'un fil de tungsiéne et une cathode creuse
contenant |'élément dont on veut utiliser le
spectre d'émission.

dpode Goz {orgon ou neon] $ous
l qualgses men de mBrcurs
@® | -
- I WI.,, P
-
T
___I:lluul de
X/ o
11 )'/
|

]
Cathode crause

Fig. 41 Lampe i cathode creuse.

La différence de potentiel entre anode et
cathode étant de quelgques centaines de volts, un
phénoméne d'ionisation se produit a I'intérieur.
Les tons, accélérés par le champ électrique,
viennent frapper la cathode. Ils ont alors acquis
une énergie cinétique suffisante pour arracher
des atomes métalliques 4 la cathode et les
exciter. Ces atomes excités émettent alors un
spectre caractéristique de la cathode et du gaz
de remplissage (fig. 42).

Pour les métaux usuels, durs mais facilement
usinables (Cu, Fe...), on peut utiliser un petit
cylindre taillé dans la masse. Sinon on emploie
une matrice en aluminium (spectre d‘émission
non génant) & l'intérieur de laquelle on plague
une feuwille du métal & étudier.

& intaroits amie
Doutdat caroetéristigue

I2TA

B, W YV, S 4,

hinm} 300 2580

Fig. 42 Spectre d’émission d'une lampe & cathode
creuse (Cu/Argon).

Les qualités essentielles d'une lampe &
cathede creuse sont :
— stabilité d'émission (surtout pour les

montages a simple faisceau);
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— production de rales étroites et de grande
intensité ;

— possibilité d'alimenter les lampes en
courant pulsé, ce gui provogue une modulation
du [msceau lumineux emis.

2.3. GENERATEUR D'ATOMES

Il est nécessaire que les gaz ou les vapeurs
qui vont absorber le faisceau lumineux soient
a I'état atomigue. La plupart des gaz et des
vapeurs sont, a4 température ordinaire, 4 |'&tat
moléculaire. Or les vapeurs moléculaires ont,
comme les liquides, des spectres d'absorption
formés de bandes qui masquent l'absorption des
raies.

Un autre phénoméne intervient: c'est
I'lonisation des atomes. Si les vapeurs sont
portées 4 une température trés élevée, on peut
obtenir le spectre d'absorption des atomes
ionisés, Clest pourquoi on préfére, en absorption
atomique, des flammes ou d'autres dispositifs
d'atomisation, pas trop chauds.

2.3.1. LA FLAMME

Le moyen le plus simple consiste & nébuliser
I'échantillon dans une flamme. Ce systéme cst
identique 4 celui déja décrit dans le paragraphe
sur [émission (tome 1, 1IL1). Le brileur
représente I'élément essentiel des photoméires
d'absorption ; la qualité des mesures dépend de
la géométrie et de la stabilité de la flamme.
Contrairement & I'émission, ol on recherche une
flamme étroite, dans I'absorption, on tend a
élargir le panache ou va se produire I'absorption
(fig. 43).

Comme nous I'avons précisé, le rapport du
nombre d'atomes excités au nombre d'atomes
dans I'état fondamental ne dépend que de la
température. Si celle-ci est constante, il s"établit
un régime stationnaire et [labsorption est
constante,

3N

Dord == 71_—{_.":.15‘.'2'57

Fig. 43 Forme des flammes. a) Emission.
by Absorption.

232 LE FOUR A GRAFHITE

Dans ce dispositif, I'atomisation est réalisée
par réduction des oxvdes de fer par le carbone, &
haute température. On introduit quelques pl de
solution dans le four qui est chauoffé alors selon
un cycle parfaitement programme :

— e¢vaporation de la phase liquide jusgu'a
une température de 100°C. Ce chauffage du
four, & une température relativement faible,
doil éire opéré trés lentement :

— oxydation des sels et transformation en
oxydes, & une température dépendant de la
nature des métaux présents:

— atomisation de I"échantillon par réduction
des oxydes a une température comprise entre
1 000 °C et 2000 %C. 11 faut veiller & ne pas
dépasser une température au-dela de laguelle
lionisation des atomes diminuerait le nombre
de ceux qui peuvent absorber la lumiére ;

- purgeage du systéme 4 une température
supérieure a 2 000 *C.

Dans ce cas, I'échantillon introduit au début
du cycle, fournira un signal qui aura l'allure
d'un pic dépendant de la vitesse des opérations.
On pourra soit utiliser la hauteur, soit
déterminer la surface du pic, pour obtenir une
sensibilité supérieure.

2.4, RECEPTEUR

Le récepteur photoélectronique doit rester
sensible dans un large domaine spectral (190 a
E50nm). Les photomultiplicateurs d'¢lectrons
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sont les plus utilisés, car ils se prétent bien a
Famplification alternative, aprés modulation du
faisceau incident,

En eflet, le laisceaw regu par le détecteur
comprend le flux transmis par la lamme, aprés
absorption, augmenté du flux émis par les
atomes, aprés excitation. Pour eéliminer ce
dermier, on medule le faisceau incident :

— a l'aide d'un disque tournant (hg. 40);

= au moyen d'une modulation électrique de
la source de lumiére.

L'amplificateur, accordé sur la fréquence de
modulation, n"amplifie que le signal modulé,
c'est-d-dire celui gui a été absorbé par la
flamme.

Certains syslémes 4 MICTOPTOCESSEUrs proce-
dent directement au traitement du signal obtenu
avec le photomultiplicateur P.M. Ils calculent et
affichent les résultats en densité optique ou en
unités de concentrations choisies.

Remargue |

Le signal de sortie d'wn PM. relid & un
amplificateur est en général analogique : intensité

3. Applications analytiques

3.1. INTERET
DE LA METHODE

La spectrométne d'absorplion atomique se
caractérise par des quahtés particuliéres de
sensibilité et de spécificité. La loi de Beer-
Lambert utihisée dans la photométne d'absorp-
tion moléculaire reste valable en absorption
atomigue. On défnit ainsi un  coefficient
d'absorption atomique k {cf. tome 1):

11:5% =k.l.c

Le coefficient d'absorption atomique dépend
de la température de la flamme, de la pression,
de la source d'émission {I'énergie absorbée est
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d'un courant ou tension proporvionnelles au flux regu
par le P.M. {fig. 44). Ce signal de sortie varie dans le
lemps; aprés un lemps de montée variable, il se
stabilise suivant un platean, dont la stabilité n'est pas
rigoureuse (parasites dus au secteur, irrégularités de
la famme, de la nébulisation et de l'atomisation) On
repére ce signal soit par intégration pendant un temps
réglable, soil par diférentes mesures de hawvleur au
niveau du palier. On peul convertir ce signal en
impulsion dont le nombre est proportionnel 4 la
hauteur du signal.

‘ Intensite

-
Temps

Fig. 44 Allure du signal de sortie d'un P.M.

relativement plus importante lorsque la raie
emise cst  plus  étroite). L'absorption de
rayonnement est donc proportionnelle 4 la
concentration de I'élément 4 doser, 4 condition
gu'elle ne soit pas trop élevée.

La méthode s'applique, en principe, & tous les
eléments présentant une raie de résonance de
longueur d'onde supérieure 4 190 nm; cette
condition exclut les non-métaux tels que
halogénes, soufre, carbone, phosphore...

Les limites de détection s'expriment en
ug/cm?®, Elles dépendent de la nature du milieu
d'analyse, de lapparcillage ¢t de I'élément &
doser. On peut distinguer deux ensembles de
métaux :

— alcaling, alcalinolérreux, cuivre, zing, etc.,
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qui peuvent é€tre dosés a des leneurs de
0.1 pg/em? ;

— autres métaux de transiton : chrome,
manganése, fer, cobalt, etc, qui peuvent étre
dosés 4 des taux de 100 pg/em?.

Cette technigue ne nécessite que deux qualités
pour I'échantillon : fluidité et homogénéité. Des
manipulations préliminaires doivent communi-
quer ces propriétés aux prises dessai. Les
prélévements liquides, dont la viscosité et la
tension superficielle sont voisines de celles de
I'eau, peuvent étre nébulises directement.

Le succés de Mabsorption atomigque est di aux
nombreux avantages gu'elle présente :

— grande sensibilité : quelques pg/om’;

— bonne précision @ 0.5 p. 100 en sénie,

- bonne adaptation aux analyses en séries,

3.2. PRINCIPE D'UN DOSAGE

TRACE D'UNE COURBE
D'ETALONNAGE AVEC GAMME
DE CONCENTRATIONS

O mesure I'absorption de solutions dont on
connait les concentrations, oblenues par
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dilution d'une solution mére donnée. On trace
alors la courbe d'é¢talonnage représentant les
variations de cette absorption en fonction de la
concentration. A 'aide de cette courbe, on peut
ensuile déterminer la concentration de solutions
INCONNUES.

Remargue |

Il arrive, qu'aprés évaporation du solvant dans la
flamme, certaines gouttelettes de solution se
transforment en particules solides, trop grosses pour
subir la fusion et Dévaporation immédiates.
L'atmosphére de la flamme devient alors trouble et
produit la diffusion de la lumiére. On peut corriger
cel effet par comparaison avec un « blanc » contenant
les substances responsables de la diffusion, mais ne
comportant pas I'élément & doser.

]

fbsarption
(danaiteé ophigus)

Sokuteon
NCoNNEa

e = e e e e e —

|:::' ol —————

Fig. 45 Courbe d'étalonnage obtenue avec des
CONCENITations CONNues.
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|.4. Résonance magnétique nucléaire

Cette technique, qui a subi un essor
considerable, depuis 1960, etudie I'absorption
moléculaire dans le domaine des [réquences
radio, de l'ordre du mégahertz (MHz), c'est-a-

dire 4 des longueurs d'onde d'une dizaine de
métres. Le type d'énergie qui est utilisé concerne
les noyaux eén présence d'un champ magnétigue
extérieur.

1. Propriétés magnétiques des noyaux

1.1. MODELE CLASSIQUE

On peut représenter le noyau d'un atome,
d'aprés un modéle classique simphhé : on le
considére comme une petite sphére chargée
possédant un mouvement de rotation autour
d'un axe. Ce mouvement de particules chargées
(les nucléons) produit, dans 'espace autour du
noyau, un champ magnétique,; le noyau se
comporte donc comme un petit aimant gue 'on
caractérise par son moment magnétique (de la
méme fagon qu'un dipdle é&lectrigue esl
caracténsé par son moment dipolaire), La figure
46 indique les différentes fagons de représenter
un noyau.

J s &

Bsmonk Fmen|

TP
Fig. 46 Lec noyau magnétique.

Mg

e LN Courant

En présence d'un champ magnétique exiérieur

ﬁ, tous les aimamts que constituent les noyaux
subissent une action (couple) qui tend 4 les
placer de telle fagon que leur moment

magneétique I'T'[ soit  colinéaire au champ

magnétique BE.On peut dire que le petit aimant
posséde alors de I'energie magnetique qu’il peut

L
* Bpire POrcourue

A
AC'E;

Fig. 47 Moment magnétique.

transformer en travail. L'énergie magnétique W
vérifie la relation :

W o= -ﬁﬁ = — M.B.cos o

1.2. ASPECT QUANTIQUE

Comme on I'a déji vu & propos du modéle
classique d'une liaison de covalence (ressort), le
modéle classigue de I'aimant n'est pas suffisant
pour expliquer toutes les propriétés des noyaux.
Les résultats de la mécanique quantigue sont les
suivants :

1} Le moment magnétique d'un noyau est

quantifié ;
M= I + 1)Mj;.

I est le nombre quantique de spin ou « spin
nucléaire » ; My est une constante (magnéton de
Bohr)
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2} La direction du moment magnétique, dans
un champ magnétique, est quantifite. On peut

représenter les valeurs de la composante de M

=
sutvant la direction de B :

h
e =M
"=
m est un nombre quantique compris entre — |
et + 1 (=1<m< 4+ I); v est une constante
appeleec rapport  gyromagnétigue; h est la
constante de Planck.
Pour un noyau de spin nucléaire 1, il existe
(21 + 1) orientations possibles du moment
magnétique dans un champ magnétique.

M

Comme, seule, I'orientation de ITI est donnée,

—#& . - —#*
M peut tourner autour de la direction de B :
c'est le mouvement de précession.

Exemple (fig. 48) :

. \ |
Le proton posséde un spin | = 37 M peut prendre les

l 1
valeurs — 3 el 4 5" ﬁ peut avoir deux directions,

Fig. 44 Mouvement de précession du  moment
magnétique du proton.
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telles que ;
1k
- M = = - .
AT
M —+:I "
TRt

1.3. NOYAUX POSSEDANT
UN SPIN NUCLEAIRE

Les noyaux intéressants en RMN sont ceux
qui ont un spin nucléaire different de zero.
Pour que le spin soit différent de zéro, il faut
que les noyaux ne comportent pas simultané-
ment un nombre pair de neutrons et de
protons,

— Les novaux ayant un nombre de masse A
pair et un nombre atomigque Z pair ont un spin
nucléaire nul ;

'C; R0 0 (IS =0
— Les noyaux de nombre de masse A impair
1
ont un spin I qui est un multiple impair de 3 :
HOVAUX |

IH 1B 13C 13N 1O 3F (1P

spin :

-~ Les noyaux de nombre atomique Z impair
et A pair) ont un spin entier :

l:H
spin ;- 1 1.

noyaux © {H

Les molécules orgamques simples auront
donc un moment magnétique nucléaire a cause
des atomes d'hydrogéne ; on peut utiliser aussi le
carbone '2C qui permet de nombreuses
applications aujourd’hui



METHODES SPECTRALES

1.4. ENERGIE MAGNETIQUE

1.4.1. NIVEAUX ENERGETIQUES

L'énergie magnétique d'un noyau dans un
champ magnélique est :

— =
~M.B =~ M,_B
M cos al

W
(puisque M,

o

Comme Mt=m.'|r.%~ avee —l<m< +1,

I'energie magnétique ne peut prendre que
(21 + 1) valeurs

A
W= —m7vy.—B.
m r
Considérons 'exemple du proton (m = — %;

1
m = + - |* Son énergie ne pourra prendre que

2
deux valeurs (on dit qu'il posséde deux niveaux
encrgeétiques). La différence entre ces deux
niveaux est proportionnelle 4 B (fig. 49).

W
[
hye —
*+ b
O b ==—==
h -
-2y
wh —
— ]
e ]
=T L]
- ‘
"
- : :
ﬂ'{ ;H :_B TB I-
15 L 3
—h—_ i |
e i 1
=N - H
o i
— L]
b
® —~

Fig. 49 Energie magnétiqgue du proton.
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1.4.2. DISTRIBUTION DES NOYAUX
SELON LEUR ENERGIE

Nous avons étudié (cf. tome 1, 1111, 2.4) la
répartition des atomes sur les niveaux excités et
nous avons vu gu'a temperature élevee les ni-
veaux excilés n'étaient pratiquement pas peuplés.
On retrouve ici des niveaux d'énergie excités; la
statistique de Boltzmann indigue le nombre de
noyaux M, surle niveau fondamental par rapport
au nombre N sur un niveau excité :

hBy
No = Ny explsoT)

A température ordinaire, avec un champ
magnétiqgue dont on dispose habitucllement

hBvy .
= = B :
(10000 gauss = 1T), - 10°* donc
hBy YV hBy
E:p(m) =1 ¢ m = l.ﬂﬂ]]!.

On peut donc dire: Ny = N;: les deux
niveaux du proton sont peuplés de fagon égale.

1.43. TRANSITION ENERGETIQUE :
RESONANCE

Un rayonnement éleciromagnétique de
fréquence v peut faire passer un noyau du
niveau fondamental vers le niveau excité. Cette
transition énergétigue ou résonance a lieu
lorsque I'énergie des photons (transportés par le
rayonnement électromagnétique) est égale a la
différence entre deux niveaux.

hv = AE = ¥ % B (pour le proton)

v.B

: =— |l
ou ¥ o (1)

Pour le proton: vy = 2,67.10* rad.
gauss ' 57! dans un champ magnétique

de 10000 gauss, il faut donc une fréquence
v = 426 MHz Pour une telle fréquence les



RESOMANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

protons vont absorber le rayonnement électro-
magnétique el passer sur un niveau supérieur :
c'est la résonance magnétique nucléaire.

Pour d'autres noyaux, avec B = 10 000 gauss,
les fréquences de résonance seront dilférentes :

H : v = 4258 MHz,

! 13F : v = 40,06 MHz
1iP: v = 1724 MHz,

12C: v = 10,71 MH=z

Mous nous intéresserons dans la  suite

2. Spectromeétre de résonance
magnétique nucléaire g 50

Le champ magnétique B est produit par un
aimant permanent, ou micux, par un electro-
aimant. L'échantillon est placé dans l'entrefer,
entouré d'une bobine au moyen de laguelle 1l est
soumis & un rayonnement électromagnétique.
L’absorption des radiations correspondant a la
résonance est détectée par un  récepleur,
amplifitce et enregistrée. L'élément le plus
important de 'appareil est '&lectro-aimant qui
doit fournir un champ magnétique uniforme et
stable dans son entrefer.

Fig. 50 Schéma d'un spectroméire RMN.

uniquement au cas du proton. La relation (1) ¢i-
dessus montre que la fréquence de résonance est
proportionnelle au champ magnétique. On
pourra meltre en évidence le phénoméne
d'absorption en faisant varier soit la fréquence v,
soit le champ magnétique B. Pour faciliter les
raisonnements on considéerera le champ
magnétique comme seule variable, alors que,
expérimentalement, on fait plutdt varier la
fréquence.

Gendroteur de
rodio fréguences

Bimant = = -% N

-

-~
-
-

#
Echantillon

Racepteur de
g Tolgu

Enregistreur

3. Etude des spectres de résonance

magnétique nucléaire

3.1. EXEMPLE DE SPECTRE

On a représenté sur la figure 51 le spectre
RMN de I'éthylbenzéne (C,H, — CH, — CH,).

On peut remarquer que les protons appartenant
4 des groupements différents ne résonnent pas
exactement 4 la méme valeur du champ B;. On
remarque également que les pics d'absorption ne



METHODES SPECTRALES

sont pas unigues mais [ormés d'ensembles de
rajgs plus ou moins nombreuses,

f'-l-hurm-n -_F."u*\il'll- da Growdd Fegiony du praupa
T G oy
F'f-:l'un_ltHﬂ Qrepe
'?_ TES
Al |
—— —_— X L= L= —JLE“
% rj1;- P :- r z} : II.!- \ -;:- -
Fig. 51 Spectre RMN de C,H, —CH, -~ CH,

Les différences des wvaleurs de B, sont
relativement trés petites (de l'ordre de 107" fois
la valeur de Bgy). On a I'habitude d'exprimer ces
differences en valeur relative. On introduit une
grandeur appelée déplacement chimigue, 8,
différence relative de résonance d'un proton par
rapport 4 un groupement de référence. On
choisit comme référence le tétraméthylsilane
(TMBS), dont la formule est :

CH,
|

I

CH,

Ce composé, qui posséde un seul type de
protons, a la propriété de résonner & une grande
valeur de champ magnétique B,, qu'on choisit
comme référence, Bréfl. Le déplacement
chimique sera défini par la relation suivante,
pour un proton résonnant a la valeur B,

_ Bret — Bo) s

&
Breéf.

En genéral & varie enire 0 et 15 unités; on

I'exprime en ppm (parties par million). On a
indigué sur la figure 31 I'échelle des déplace-
ments chimiques & dont lorigine est le pic
correspondant au TMS.

On peut remarquer enfin que les pics n'ont
pas tous la méme hauteur. La surface des pics
est proportionnelle au nombre de protons du
groupe qui résonne, Un intégrateur permet de
mesurer cette surface et donne donc des
renséignements sur les nombres relatils des
protons des différents groupements.

3.2. ETUDE DES DEPLACEMENTS
CHIMIQUES

Le champ magnétique que 'on mesure est By,
c'est-a-dire le champ magnétique extérieur. Or
la résonance a lieu au niveau des protons, ¢'est-
a-dire au niveau des noyaux des atomes. Pour y
arriver les forces magnétiques ont & traverser les
nuages électronigues qui entourent ces noyaux
et qul constituent une espéce de carapace
protectrice, un blindage des noyaux. Le champ
magnétique  effectivement  « ressenti » par le
noyau sera de la forme B,(l — o) ot o est une
constante d'écran gui va dépendre du site ol est
placé le proton qui résonne. Si les protons sont
litgs 4 des éEléments Electronégatils, ceux-ci
exercent une attraction sur les électrons et
diminuent le blindage des protons qui résonnent
ainsi pour une valeur plus faible du champ
magnétique extérieur.

On peut donner quelques valeurs movennes
de déplacements chimiques & {une augmentation
de blindage correspondant & une diminution de
).

5

4.5

s

R=-COOH RCHO 9-H :H:--'.E.'-H
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4 2 1

R=0=H —CZC-H E-ﬁHi—EHE— —CHy
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En fait, ces valeurs représentent des valeurs
moyennes ; en effet, les déplacements chimiques
varient suivant I'environnement du groupement
chimique étudié. Pour chaque groupement on
indigie alors un intervalle possible de &.

B, dont on a représenté sur la figure 52 les lignes de
champ, Au niveau des électrons de lorbitale w, le
champ induil s"oppose & B ; av niveau des protons, &
extérieur de la molécule, le champ induit B, 5'ajoure
a B,. La résonance de tels protons nécessile donc un
champ extérieur B, plus faible. 11 lui correspond alors

Exemples : un déplacement chimigue plus grand
10 9 B T & 5 4 3 P4 1 o
E-- : + + t + 4 + . : ! 4
9 ¥=H 6,4 T™S
u L k|
R- )
o-# 96 H-C=C7 4
L j
T :I-?H
~H
R=-Co L .
=0
s - ':H'!
10 5,4 L |
4,4 . 0.6
-G~ CHy
—_
1,6 0.6
- 0—=CHy
—_—
4.4 3,2

Beaucoup d'intervalles se chevauchent donc
et on ne peut pas identifier un groupement
uniquement par la valeur du déplacement
chimique observé. On verra que le nombre de
pics, la surface de ceux-ci, et la valeur du
déplacement chimique permettent d'identifier de
nombreux groupements.

Remarque : diamagnétisme benzénigue ;

On remarque, sur le tableau des déplacements
chimiques, que les protons benzéniques résonnent &
champ faible (& compns entre 6,4 et 9. On peut
expliquer ce fait en envisageant 'action du champ
magnétiqgue B, sur les électrons de l'orbitale =
moléculaire. Le champ B, provoque un courant dans
cette orbitale m, gui crée un champ magnétique induit

Ba PP
; ~
H

Fig. 52 Diamagnétisme benzénique,
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3.3. COUPLAGE SPIN-SPIN

Omn appelle couplage spin-spin une interaction
entre les protons de sites voisins, qui explique la
multiplicité des pics d'un groupement donneé.
Cette interaction est due au fait que chague
prolon s& comporie comme un petit aimant qui
peut étre orienté soit dans le sens du champ
magnétique extérieur By, soit dans le sens
contraire. Dans les deux cas ce petit aimant
crée un champ magneétique en son voisinage ;
ce champ peut §’ajouter ou se retrancher a B,
On obtient donc des effets que 'on va expli-
guer sur difféerents exemples.

3.3.1. PRESENCE D'UN VOISIN (fig. 53)

Soit I'ensemble :

|

' (a)
(b

intéressons-nous a la résonance des protons 4.
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Bo (@) seul

> (@)avec un voisin {EJ

Bo
Fig. 53 Couplage avec un voisin,

@:nul
: ! #= Ho
Ba
(@ ovec 2 voisins
-
2 1 3
®
mif——
® _, ®
—— _Il —
—_— -
2 3
willf———
'1II
r -
—r
Bao

Fig. 54 Couplage avec deux voisins.
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S1 ces protons a etaient sculs (en absence du
proton b voisin), Us résonneraient pour une
valeur du champ B, {singulet). En présence du
proton b voisin, le champ magnétique créé par
celui-ci peul s'ajouter ou se retrancher a B,
selon que le petit aimant qu'il représente -est

-
dans le sens ou en sens contraire de B,. 5i le

proton b est dans le sens de E; jcas 1) la
résonance de a nécessite un champ plus faible

(pic n° 1); % le proton b est en séns inverse de B,
fcas 2) la résonance du proton a nécessite un
champ B, plus grand (pic n° 2). La probabilité
de trouver le proton b dans un sens ou dans
l'autre &lant la méme & température ordinaire,
on obtient deux pics de résonance de a d"égale
intensité (doublet).

3.3.2. PRESENCE
DE DEUX VOISINS

Considérons 'ensemble -

H
—é—cm
L@
(b}

Intéressons-nous encore aux prolons du site a;
on voit que la présence de deux voisins b
provogue l'apparition de 3 pics (fig. 54).

= Pic n" 1 : les deux protons b sont en sens
inverse 'un de 'autre ; leurs effets s'annulent. La
résonance de a a lieu pour la méme valeur de B.
Cette configuration peut se présenter de deux
fagons différentes (17 et 17).

— Pic n® 2 : les deux protons b sont dans le
méme sens, et dans le sens du champ

magneétique extérieur E;. Ils s'ajoutent donc a
celui-ci ; la résonance du proton a nécessite alors
un champ plus faible B, . Le pics correspondant
est deux fois plus faible que le pic n® 1, car il
n'existe qu'une configuration possible de type 2,
alors qu'il en existait 2 pour le type 1 {1’ et 1%}
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— Pic n® 3 : les deux protons b sont dans le
méme sens, mais en sens inverse du champ

—
magnétique extérieur By, Ils se retranchent
donc 4 celui-ci; la résonance du proton a
nécessite alors un champ plus intense B,. La
encore, le pic aura la méme intensité que le n® 2
car il n'existe gqu'une conhguration possible de
type 3.

Deux voisins donnent donc naissance 4 un
tripler dont les intensités relatives sont dans le
rapport 1: 2: L

3.3.3. PRESENCE
DE TROIS VOISINS

La figure 55 ecxplique l'allure du spectre
oblenu lorsquun proton donné se trouve en

(@ seut
Bao
i -= B0
|
2 : 3
: (@ ovee 3 voisins
T[4
|
[
' —» Bo
i f—
—_— a—
—
@ L gL @
—_— i S eff—
m— Af— . f——
— i sl —
1 2" 3" 4
e ——
—
— -
2' 3
- — -
—-
Bo

Fig. 55 Couplage avec trois voisins.

présence de trois voising. On voitl apparaiire un
quadruplet ; le nombre de configurations de
chague type indique le rapport des intensités de
chaque pic: 1:3: 3: 1. De lagon générale, la
présence de n voisins provogue lMapparition de
{n + 1} pics.

3.34. CARACTERISTIQUES
ESSENTIELLES
DU COUPLAGE

Le couplage nexiste qu'entre des protons :

— poisins (portés par des atomes de carbone
adjacents),

— non éguivalents (dont le  déplacement
chimigque est différent).

Exemples :

1} Il o'y a pas de couplage entre les protons a et b,
puizqu’ils sonl équivalents. On observe done un seul
pic, dans le spectre du dibromo-1.2 ¢thane.

{a) ib)
| I
Br Br

2) Les protons a et b possédent le méme
déplacement chimigue {ils sont donc équivalents). Les
protons ¢ sont différenis. En revanche il o'y a pas de
couplage, car les protons a ¢t b, d'une part, et o,
d'autre part, ne sont pas voisins.

Cl
i
H_q_':' - c - CHJ{:I
(a) | (e
CH,
(k)

3} Les protons a el b sont distincts {cls et trans, par
rapport & CH,); ils sont donc couplés.

H,C Hia)
Ne-c/
/ N

Cl Hih)

a
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335 QUELQUES EXEMPLES
On représente dans les specires, chague pic

par un segment dont la hauteur est proportion-
nelle a la surface du pic correspondant.

3.3.5.1. Ethanal (fig. 56)

@ f=---
E} e

&
Fig. 56 Spectre de 'ethanal.

3.3.5.2. Butanone (fig. 57)

lﬁ—k“.Hzr
a

CHy - CHy—

®

.‘ L ||.I i
25 2 1
@ @
Fig. 57 Spectre de la butanone.

1.3.5.3. Ethanol pur (fig. 58)

CHy= CH = 0 = H

& ® @

— L

) 5,1 3,5 1
@ (&)
Fig. 58 Specire de I'éthanol pur.
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Le spectre de l'¢thanol pur présente un
multiplet du groupe méthyléne — CH, —; on
peut l'expliquer en envisageant deux couplages
spin-spin différents :

— couplage avec le CH; qui donne un
quadruplet 1 :3:3:1;

— couplage avec OH qui dédouble chague
rai¢ du quadruplet précédent. La présence de
I'oxygéne modifie en effet e couplage enire les
prolons voisins gui sont alors différents.

3.4, ECHANGE CHIMIQUE

Les molécules qui possédent un groupement
hydroxyle se signalent par la présence d'un
atome d'hydrogéne labile, susceptible de
participer a des haisons hydrogéne et de
s'echanger entre differentes molécules. Lorsque
cet échange a lieu, le couplage entre le proton
labile et les protons voisins n'existe plus. Aussi,
le spectre de I'éthanol en présence d'une trace
d'acide (ions H*) a cet aspect simplifié de la
figure 59. Il n'y a plus de couplage entre le

-

5,8 1
- EHp— - CHy

- {
21
§ o

Fig. 59 Ethanol cn présence de H*.

meéthyléne — CH; — et le groupement hy-
droxyle — OH. Le proton hydroxyligue
s'echange plus facilement avec d'autres molé-
cules en présence d'ions H* qui jouent le réle de
catalyseur.
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4. Applications de la résonance magnétique

nucléeaire

L'application la plus importante est, en
analyse qualitative, la détermination de la
formule ou de la gtométrie d'une molécule. Avec
les figures 60 et 61 nous avons deux exemples,
simples, de spectres de substances dont on ne
donne que la formule brute. Dans la figure 60,
on nole la présence d'un pic (6 = T7.2)
correspondant 4 5 protons (groupement phényl
CsHy —), d'un quadruplet (& = 2,7) correspon-
dant & 2 protons {— CH; —) et dun triplet
(6 = 1,3) correspondant & 3 protons {— CH,).
La formule du composé est alors obtenue sans
aucun doute, c'est-a-dire C.H, — CH; — CH,.
On pourra montrer que la formule du composé
de la figure 61 est C;cH, — C — CH,.

Les spectres RMN permettent ainsi, de
confirmer les formules que laissent prévoir les
spectres infrarouge. On se reportera 4 la partie
I.1, 3.2 ou ont eté éudies les spectres infra-
rouge des deux substances ci-dessus.

Il faut préciser que, dans le cas de molécules
complexes, la résonance magnétique nucléaire
du proton est souvent remplacée par celle du
I}C.

On peut également utiliser la RMN a des fins
quantitatives, cette application est basée sur le
fait gque |'aire du signal, dii 4 un type de protons,
est proportionnelle au nombre de protons.
Aprés comparaison avec une gquantité de
substance donnée, on peut déterminer la
eoncentration d'une solution.

O
]"' I"‘" I L T T i
500 400 300 200 100 OHz
[ o
TMES
! | o
"ln-|-|-|-‘l|lh'lil||lw--l“r
Illl'"’lln,-dll‘— L ot
'l .l "J.IIJ_JIJ lJIIIlIIl i l'l i
MM M T i ] .
a0 e 6.0 30 PPMIE) 40 1.0 0

Fig. 60 Spectre RMN du compose: CyH,,.
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Fig. 61

Spectre RMN du composé : C.H,.
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|.5. Diffraction des rayons X

Dans I'échelle des ondes électromagnétiques,
les rayons X se situent & la suite des radiations
ultraviolettes, en se déplacant vers les courtes
longueurs d'onde. Les rayons X utilisés dans la
pratique appartiennent 4 un domaine assez
restreint, compris entre 0,01 et 0.2 nm.

correspondants sont appelés mous; ke terme de
rayons X durs cst réserveé aux rayons pénétrants,
de longueurs d'onde comprise entre 001 et
(0LO% nm.

La frontiére entre les rayons v et les rayvons X
est trés diffuse. On peut trouver des ravons v el

o0 008 02 100 400
. N . . Longuewr dfionde
°/, //Il/,/ // Mam]
Rayons Rayons X Royons X R vesamant
/'r de gronde yon i Visible
] Duf: longueur d'onde ultravicle!
y s LS

Les rayons X compris dans ['intervalle
[0,2 — 100 nm] se dilférencient des rayons X
ordinaires par certaines propriétés, la plus
importante est leur extréme absorbabilite par
l'air. Cette facilité d’absorption persiste encore
jusqu'a 00% nm environ; les rayons X

1. Production et origine des

La production de rayons X est un phénoméne
d'émission, par un solide métalliqgue bombardé
par un faiscean d'électrons ayant une énergie
suffisante, Cette émission est essentiellement un
phénomeéne atomique, conséquence de perturba-
tions trés profondes (électrons des couches
internes) subies par I'atome bombarde.

1.1. GENERATEURS
DE RAYONS X

Le tube de Coolidge représente un générateur
traditionnel formé d'un tube & vide dans lequel

45

des rayons X, de méme longueur d'onde, done
parfaitement identiques. La seule différence
provient de leur mode de formation, les rayons y
avanl une origine nucléaire alors que les rayons
X ont une origine électronique.

rayons X

le faisceau d'électrons est produit par émission
thermoélectronique : un filament porté a haute
température par un courant électrique auxihaire
joue le rile de cathode émissive d'électrons
(fig. 63). Ces électrons sont acceélérés par un
champ é&lectrique. A cet effet, on établit une
différence de potentiel de 10* 4 10° volts entre la
cathode et une autre électrode appelée
anticarhode. Cette dermére est une cible pour les
électrons ; elle est souvent réalisée par une masse
de tungsténe taillée & 45° La caractéristique
courant-iension est represeniée figure 62, L'in-
tensité 4 saturation dépend de la température du
filament. Elle va determiner le flux de rayons X.

La valeur de la tension V détermine la limite
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o
L)

Fig. 62 Caractenstique d'un tube & rayons X.

Cangn & alacirani

Fig. 63 Tube de Coolidge.

de longueur d'onde du spectre contine (1.2)
donc le pouvoir pénétrant des rayons X.

L'échauffement de I'anticathode peut étre
diminué par un circuit de refroidissement ; on
réalise aussi des anodes tournantes qui peuvént
dissiper plus facilement la chaleur due aux chocs
des electrons.

On utilise maintenant des accélérateurs de
particules, qui permettent d'obtenir un [aisceau
d'électrons trés énergétiques. Ils donnent ainsi
naissance, aprés collision sur une cible
meétalhique, 4 des rayons X trés durs.

1.2. ALLURE DU SPECTRE
D'EMISSION

Dans le cas le plus général ou les rayons X
sont &mis par l'anticathode d'une ampoule a
haute tension, 'analyse du rayonnement révéle
deux parties dans le spectre (fig. 64):

— une partic continue, formée d'une suite
ininterrompue de longueurs d'onde;

— un petl nombre de raies de longueurs
d'onde bien précises.

# Flux Bmis
Cible da cuivre
[ ¥ EEH'_.":I
o
0,03 0,14 o008 0,2 ainm}
-f—
1 b

Fig. 64 Spectre d'émission X du  cuivre. a) Le
spectre conlinu dépend essentiellement de la tension
accelératrice. b) Le spectre de raies dépend de la
nature de P"anticathode.

Le spectre continu dépend essentiellement de
la tension accélératrice; lorsque celle-ci
augmente :

— le flux émis augmente;

— les longueurs d'onde sont déplacées vers
les faibles valeurs (rayons plus durs)

Ainsi, avec une cible en tungsiéne :

— ¥V =20kV, A, = 007nm;

- V=50kV, A, = 0050m avec un flux
émis dix fois plus important.

On considére que cette partie du spectre est
due au freinage des électrons qui, perdant leur
énergie, produisent une émission de rayonne-
ment (Bremsstrahlung).

Energie  lonisation
k [ ]
s
Désexcitation
Excitatian | 2p
, par poOr Emission
#lectrons 24 ¥
da rayons X
¢4

13

Spactre d& roies
Fig. 65 Transitions au cours d'une émission X.
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La longueur d'onde des raies (spectre
discontinu) est caractéristique de I'élément qui
constitue 'anticathode. L'émission est produite
par des transitions énergétiques dépendant de la
structure interne de ['atome. Avec le cuivre, par
exemple, on observe deux raies internes a 0,154
et 0,139 nm.

Les transitions énergétiques somt observees

2. Diffraction des rayons X

Les rayons X peuvent étre diffusés par les
atomes, de la méme fagon que des particules plus
grosses (colloides, par exemple) peuvent diffuser
des radiations de plus grande longueur d'onde.
Un ensemble d'atomes, irradié, par un faisceau
de rayons X va s¢ comporier comme un
ensemble de sources secondaires dont les
rayonnements vont interférer. La diffraction est
donc un cas particulier de diffusion dans le cas
ol les rayonnements, dans une direction donnee,
ne seronl pas toujours en phase et pourront
donc étre détruits mutuellement.

Si les rayons X jouent un réle important, c'est
que leur longueur d'onde est du méme ordre de
grandeur que les distances interatomiques dans
les molécules et dans les cristaux.

2.1. STRUCTURE CRISTALLINE :
NOTION DE PLAN
RETICULAIRE

Dans un cristal, les atomes (molecules ou ions)
sont disposés de maniére réguliére (fig. 66); la
maille est le plus petit volume dont la répétition
dans trois directions données permet de
constituer le cristal, On peut également définir
dans le cnstal, des plans paralléles, equidistants,
passant par tous les atomes; ce sont les plans
réticulaires. On peut montrer sur un ensemble
d'atomes disposés dans un plan gqu’il existe un
grand nombre de familles de plans réticulaires.

pour les électrons des couches internes (1s, 2s,
2p ...) des atomes lourds possédant donc un
grand nombre d'électrons (hg. 65)

Les couches des atomes lourds étant saturées,
de telles transitions ne sont permises gque si une
couche interne est rendue vacante par
'expulsion, immédiatement antérieure, de
I'electron (cf. 1.2, 3.3).

par les cristaux

Fig. 86 Schématisation de différentes familles

réticulaires.
¥
/
/
i
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c
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Fig. 67 Indices de Miller,
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Pour désigner chaque famille de plans
réticulaires, on utilise les indices de Miller. On
chomsit un atome comme onigine ef trois axes de
coordonnées Ox, Oy, Oz, avec chacun un

vecleur unitaire ::'. boelc ifig. 67). Un plan,
d'une famille ne passant pas par O, coupe les
trois axes en A, B et C dont les coordonnées
sont x, v, z. Les indices de Miller sont les

nombres h, k, |, entiers, définis par: h = K %;

1 1 , -
k= K}:I= K;; K étant choisi pour que les

3 indices soient des nombres entiers. Dans notre
exemple: x =3 y=2, z = L.

sion choisit Km6, h=2 k=3, =6
La famille de plans réticulaires correspondant
sera désignée par (2, 3, 6)

Exemple

On peut denner quelques indices de Miller de plans
réticulaires d'un systéme cubique (g 68).

2.2. LOI DE BRAGG

La diffraction des rayons X par les cristaux
rappelle la diffraction de la lumiére par les
réseaux opliques utilisés en specirophotométrie.
Mais 'étude theorique est plos difficile, car on a
ici un réseau spatial et non plus plan.

Nous résumerons les résultats de cette étude
théonque :

— chague plan  réticulaire se comporte
comme un miroir et produit une réflexion des
rayons X avec un angle de réflexion égal a
I'angle d'incidence. La réflexion a hieu au niveau
de chaque atome {ou molécule); dans l'espace
compris ¢ntre ces atomes le plan réticulaire est
transparent ;

— les rayons X réfléchis par une famille de
plans réticulaires (hg. 69) interférent et vont se
détruire mutuellement, sauf pour certaines
directions ol on observera un renforcement du
faiscean réflechi. On peut montrer que la
différence de marche entre deux rayons réfléchis
sur deux plans réticulaires voisins  est :
& = 2dsin®. Ces rayons réfléchis seront en
phase si la dilftrence de marche est égale & un
nombre entier de longueur d'onde A. On obtient

¥
(0,2,0)
Fig. 68 Quelques plans réticulaires du  systéme

K (=11,0) X

Les distances entre deux plans réticulaires
voisins, appartenant & la méme famille sont
appelées distances inter-réticulaires. Elles peuvent
étre calculées en fonction de I'aréte de la maille
et des indices de Miller de la famille de plans
considérée.

cubigque.

la relation de Bragg indiguant les directions 8
pour lesquelles on a un maximum de flux de
rayons X :

2d5in @ = nh

n, nombre entier, est 'ordre de diffraction.
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Fig. 69 Dillraction des rayons X.

2.3. DIFFERENTES METHODES
D'ETUDE CRISTALLINE

La diffraction des rayons X par les cristaux
permet a la fois I'étude du faisceau de rayons
(mesure des longueurs d'onde A) et celle du
cristal. Ce phénoméne faisant intervenir les
électrons des atomes, les figures de diffraction
obtenues donnent des renseignements sur la
densité électronique dans les atomes et les
molécules et, par suite, permettent de delerminer
la structure des. molécules.

2.3.1. METHODE DE LAUE
(fig. 70)

On utilise un monocristal fixe recevant un
faisceau de rayons X polychromatique. Chagque

Momzeristal o o
fizn B e
- - a8 &
F - o "p ﬂ'
-— 1 2@ 2 O, "
i 8 T -——a= -] & ﬂ"_ a
Foiscaoy -~ % @
polychromotigue & o o

Plagus
photographigus

Fig. 70 Méthode de Lauve.

famille de plans réticolaires voit arriver le
faisceau sous un angle 8 différent, Pour chacune
de ces valeurs, il correspond une longueur
d'onde vériliant la loi de Bragg, donc une tache
de diffraction sur la plague photographigue. Au
centre, une tache importante est produite par le
rayonnement qui a traversé le cristal sans
déviation. Les clichés obtenus donnent des
renseignements précis sur la symetrie des
cristaux et la structure électronique des
molécules.

2.3.2. METHODE DU CRISTAL
TOURNANT (fig. 71)

On envole sur un monocristal tournant un

faisceau de rayons X monochromatique A. On
obtient des sénes de reflexions chaque fois qu'il se

ZZ I
- iﬁ_-_-

Faisceou T
monochromatigue

Fig. 71

Methode du cristal tournant.

trouve une famille de plans reticulaires (carac-
terisée par la distance inter-réticulaire o) sur
lesquels INangle d'incidence @ vérifie la loi de
Bragg. A chaque tache correspond une famille
de plans réticulaires. On a congu les dispositifs
meécaniques qui font tourner a la fois le cristal
et le cliche.

233 METHODE DES
POUDRES (fig. 72)

Les deux méthodes ci-dessus utilisent des
monocristaux, parfois difficiles 4 préparer. On
emploie alors une poudre sur laguelle on envoie
un faisceau monochromatique.
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i
Tube contemant
fa poudra

Fig. 72 Méthode des poudres.

Statistiquement les grains peuvent prendre

toutes les orientations possibles. Les taches de
diffraction apparaissent pour des angles 8

3. Applications

L'analyse des chichés abtenus donnent un trés
grand nombre d'angles de diffraction correspon-
dant aux différents atomes du cristal. Seuls les
atomes d’hydrogéne ne peuvent pas étre mis en
évidence [acilement par cette méthode.

Le probléme consiste alors a confronter les

)

(HEDE)

Cliche oblenu

50

Ao

Taghe canfrale
[faisteoy diract)

®

(mesurables) vérifiant la relation de Bragg pour
uné [amille de plans reticulaires de distance o
ainsi calculable.

résultats expérimentaux avec ceux que l'on
obtiendrait théoriguement avec une molécule
hypothétigue. Les calculs, longs, et fastidieux, ne
peuvent étre réalisés gque si l'om a a4 sa
disposition un bon ordinateur.
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|.6. Spectrométrie de masse

La spectromeétrie de masse consiste 8 analyser
les fragments chargés issus d'une molécule
soumise 4 un phénoméne d'ionisation et séparés
sclon leur masse. Cette technique dérive des

1. Spectromeétre de masse e

Le spectrométre de masse comporie :

— une source d ions, enceinte dans laquelle la
molécule a étudier est ionisée, soit en la
bombardant par un faisceau d'électrons, soit en
la portant & haute température au contact d'un
filament incandescent (thermo-ionisation);

— une chambre d accélération, ou  on
communigue aux ions formés une vitesse

expériences de J.-J, Thomson qui lui permirent
de découvrir les isotopes du néon, au moyen des
célébres paraboles obtenues sur une plague
photographique.

73)

importante. Certains appareils possédent un
filtre de vitesse permettant, & des ions de masse
différente, d’acquérir la méme vitesse;

— un systéme dispersif, ol les ions de masse
dilférente sont sépareés;

— un récepteur, qui collecte les ions el mesure
leur nombre en fonction de leur masse.

e
Electroaimant [ B}

Canoh 4
alactrans

1000 v
+ 70

[mtroduction
du gaz

Fig. 73 Spectrométre de masse.
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1.1. IONISATION
DES MOLECULES

La substance & étudier est introduite dans la
chambre d'ionisation maintenue a basse
pression (10°* mmHg). Les molécules, en phase
gazeuse, sont alors soumises 4 un bombarde-
ment électronique. L'énergie des &lectrons élant
de l'ordre de 70 eV (ils sont accélérés par une
différence de potentiel de 70 V), deux phénome-
nes s¢ produisent :

— arrachement d'électrons 4 la molécule
MM +¢;

— rupture de liaisons et cassurs de la
molécule en fragments ionisés. Ainsi, avec du
méthane, aurons-nous les jons CH,, CHj,
CH?, CH*, H*..

Si l'on introduit des molécules complexes, le
nombre d'ions peut étre important; la
répartition en nombre des fragments renseigne
sur leur stabilité et sur la fragilité de certaines
liaisons dans la molécule.

Remargue

Il existe d auires méthodes dionisation. Dans la
thermo-iomisation par exemple, la substance est
vaporisée dans une enceinte ou un Nlament de

lungsténe est porté @ haute lempérature. Au

contact de ce filament, les molécules s'ionisent et
subissent également des fragmentations produiles
par I'encrgie thermigue.

1.2. ACCELERATION DES IONS

Les ions sont alors attirés par un systéme
d'¢lectrodes jouant le roéle de lentilles
électrostatiques : soumis & une différence de
potentiel V, les ions forment un pinceau trés
étroil avec une vitesse v. La variation d'énergie
cinétique des 1ons de masse m et de charge g est
&gale au travail des forces électrostatiques :

5 me® = gV
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donc :
v

U= (1)

On communique ainsi aux ions de méme
charge la méme énergie cinétique; en revanche
leur vitesse dépend de leur masse.

Certains spectrométres possédent un filtre de
vitesse ne laissant sortir de la chambre
d'accélération que des ions ayant une vitesse v,
donnée (la superposition de deux champs,

magnétiques B et électrique E ne produit pas
de déviation pour les ions de vitesse v, telle que

E
qvnB=qE;dnn¢uﬂ=E;]avmiaﬁuud:Euu

B permet de faire varier la vitesse v, recherchée).

1.3. DISPERSION
DES IONS (fig. 74)

Les ions sont introduits dans une chambre de
dispersion jouant le méme role que les prismes
ou réseaux dans la spectrophotométrie.

QF

I --‘..'.' il
r—
Fig. T4 Dispersion magnétique des ions.
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Dans la plupart des appareils, les ions
pénétrent dans 'entrefer d'un électro-aimant qui

produit un champ magnétique B uniforme,
perpendiculaire & la trajectoire des ions. Celle-ci
devient un cercle ou une portion de cercle de
rayon R. Le calcul montre que la florce
magnétique (guB) est egale a la force centripéte
2
mLE . on obtient la relation :

e

R=q—B' [lj

Si on combine la relation (1} avec celle-ci, on
obtient :

R2 m* . om* WV ImV
= + u - — =
qlﬂi EB:

g R* m

Seuls, vont passer dans une fente fixe les ions
pour lesquels le rayon de la trajectoire est

. m
donné : R, donc les ions dont le rapport E

vérifie la relation :

B R2

¥

q

Il suffira de faire vaner soit le champ
magnétique B, soit le potentiel accélérateur V
pour faire passer dans la fente, successivement,
tous les ions du faiscean. On obtient ainsi le
spectre des difféerents ions.

Chambra d'occealération

Remargue :

Il existe d'auires méthodes de dispersion et
d'analyse des ions du faisceau. On peut décrire les
specirométres d temps de vol. Les ions sont accélérés
par des impulsions (différence de potentiel bréve) de
tension ; ils sortent donc de la chambre d'accélération

par groupes, avec des vitesses inégales (fg. 75).

Les ions mettent done un temps plus ou moins long
(selon leur vitesse) pour parcourir un canal vide, au
bout duquel ils sont collectés et détectés au fur et 4
mesure de leur arrivée. Les temps de parcours sont

reliés & leur vitesse; v = — donc a leur masse,

2

1.4. RECEPTEUR D'IONS

Si le faiscean d'ions est suffisant, on mesure
I'intensité du courant transporté par les ions,
aprés amplification. Le récepteur d'ions est alors
un cylindre de Faraday muni d'électrodes de
garde pour éviter la fuite, hors du cylindre,
d'¢lectrons produits par 'mpact des 1ons sur le
métal. Les courants d'ions, ainsi décelés, ont une
intensité comprise entre 107" et 1071 A

5i la pression du gaz ionisé est insufhisante, on
utilise un photomultiplicateur d'électrons, la
premiére électrode de la cellule produisant
I'émission d'électrons sous I'impact des ions
regus, Chague impact d'ions va se traduire, 4 la
sortie du tube, par une impulsion de courant.

-

-
T
i

Amgli

i

o | didd

|
I- _J'L Poguet dions de
] vitassas differentas
impulsion da
tension

Fig. 75 Spectrométre 4 temps de vol.
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2. Les spectres de masse

Les spectrométres de masse délivrent
'enregistrement de l'intensité du faisceau d'ions
en fonction de leur masse. Le spectre de masse
(fig. 76) se présente donc comme la succession de
pics de hauteur dilférente correspondant 4 une
masse donnée. En f[ait, on obtient les pics pour
chaque valeur du rapport (E;); la plupart du
temps, des ions ont une charge g = + &, 51 on
régle bien I'énergie des électrons provogquant
Ponisation.

2.1. EXEMPLE DE SPECTRE
(fig. 76)

Chaque ion détecté est représenté par un trait,
dont la hauteur représente lintensité relative
dans le faisceau d'ions regus.

2.2. LE PIC MOLECULAIRE

La plupart du temps, un pic de forte intensité
correspondant 4 la masse la plus élevee,

Dans le cas présent, ce pic correspond a la
masse molaire de la molécule étudiée, 137 g :

(L

Ce pic n'existe pas toujours; si la molécule
posséde une liaison trés fragile ou un atome trés
labile, il pourra étre absent; dans ce cas, pour
Iidentifier, il faudra réduire la tension des
électrons ionisants.

2.3. LES PICS SATELLITES

Tous les pics correspondant aux différents
fragments sont sccompagnés des pics voising
{masse augmentée de une ou deux unités:
M+ 1, M4 2.) et dintensité généralement
plus faible, Ce phénomeéne est di 4 la présence
d'isotopes, pour chacun des atomes présents
dans la molécule.

En connaissant la répartition naturelle des
isotopes des différents éléments on a pu établir

représente l'ion moléculaire n'ayant pas subi de .. (ables donnant les rapports : M .
fragmentation M - M* + ¢”. M+ 1
l 135
137
N
108
8
8O
I.:lll] l_Il_L } uL 1 J—ii Ly Ih: -~
40 &0 B 100 20 140 {%]

Fig. 76 Spectre de masse,
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M

M+2
ments pouvant constituer des ions [réquents.

- -, correspondant & differents groupe-

DMsSTRIBUTION WATURELLE DE QUELQUES [BOTOFES '['El'l

p. 100

IH 99984 {H 0,016

e 9RRe2  C 1.11

N 9964 N 036

50 99,76 o 0 o 02
Ny 9506 g 074 Mg 418

2.4. LES FRAGMENTS

Chaque pic peut étre identifié et on doit
interpréter la formation du fragment correspon-

3. Applications

On utilise la spectrographie de masse dans les
principales applications suivantes :

— analyses qualitative et quantitative de
mélanges gazeux, méme 4 des pressions rés
faibles. Dans ce cas, un spectrographe de masse
peut étre utilisé comme détecteur de chromato-
graphie en phase gazeuse;

— détermination des masses molaires et des
formules de composés organiques. Létude des
spectres renseigne alors sur les possibilités de
rupture des liaisons, dans la molécule analysée ;

— analyse isotopique de gaz.

ab

dant. Ainsi, dans noire exemple, on trouve un

pic abondant & 80 et 81. On peut I'expliquer par
le mécanisme suivant

N oL
EI. m = B0g
=
I
L]
®

l.u
H_
mzB8lg

L'é¢tude de la fragmentation des molécules
organiques simples a permis d'énoncer des lois
sur la fragilitt de certaines linisons. Ces lois
permettent d'interpréter les spectres de masse de
molécules plus complexes.

L'identification, comme ['interprétation des
spectres de masse, doit utiliser les données du
specire dans son intégralite, méme si, & prion,
certains pics semblent peu utiles & une telle
opération. La méthode d'identification la plus
simple d'un spectre de masse inconnu est la
comparaison directe de ce dernier avec des
spectres de référence qu'on peut stocker dans
une bibliothéque. Dans la pratique, le champ
d'investigation est restreint, car on a d'autres
renscignements sur la molécule, provenant
d’autres méthodes spectrales (IR-RMN...). On
utilise des systémes de stockage et de recherche
de spectres de masse par ordinateur.



METHODES ELECTROCHIMIQUES

I11.1. Conductimétrie

1. Définitions

Si on appligue une différence de potentiel
entre deux plagues d'un métal convenable,
platine par exemple, immergées dans une
solution d'un chlorure alcalin, on observe deux
phénoménes principaux, si la difféerence de
potentiel {ou tension) est suffisante (fig- 1) :

— il circule un courant dans "'ampéremétre ;

— 1l s&¢ produil des réactions chimigques aux
electrodes.

On peut alors remarquer que :

— les réactions n'ont lieu qu'aux électrodes ;

- le passage du courant est instantané; dés
que la tension est appliquée, ce courant entraine
un transport de matiére.

La condition, pour que le courant circule, est
la présence d'ions dans la solution. Faraday
proposa d'appeler électrolytes de telles solu-

O

Anods ———| f—— Cathode
L.

—_—

|

— —— —

Electrolyte

Fig. 1 Passage du courant dans un électrolyte.
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tions. La conduction des électrolyies différe
notablement de celle des conducteurs métalli-
ques. Pour ces derniers, il s’agit d’'un phénoméne
électronique et il n'est pas possible d'y mettre én
évidence un transport de matiére. Dans un
électrolyte, le champ électrique provogue un
déplacement des ions : les anions se dirigent vers
I'anode (pole positif) et les cations wvers la
cathode (pdle négatif).

On appelle résistance de [électrolyte le

Vv
rapport R = 1 ot V représente la tension entre

les électrodes et I I'intensité du courant. Elle est
exprimée en ohms ({2} On utilise également la
conductance G = 1/R; on 'exprime en siemens
(S).

Comme pour les métaux, la conductance
dépend de la surface des électrodes (5) et de
leur distance (/) :

[

3 G

ou

'-.-lm

R=p T

p représente la résistivité de la solution et y sa
conductivité.

5
Le rapport n est une caractéristique d'une

cellule de conductivité donnée ; on l'appelle k, la
constante de la cellule C = y. k.

Quand on veut comparer la conductance de
solutions de divers électrolytes, il est d'usage de
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rapporier les mesures 4 une mole d'éguivalents.
On utilise alors la conductivité éguivalente,

A= 'Cl En effet |la quantité d'électricité qu'une

espéce ionique transporte dépend de sa charge.
La charge correspondant & un équivalent (un
jon Na*, un demi-ion Ba®*.) est toujours la
méme.

o Cas des électrolytes forts :
AxBy — xA~® 4+ yB*?
C, = C(ax) = C(By)

ol C représente le nombre de moles dissoutes
par unité de volume.

o Cas des électrolytes faibles :

AxBy # xA™" + yB*P
La concentration équivalente est toujours :
C, = Clxa) = C(yp).

Elle représente le nombre de moles de charges
de chaque signe que I'électrolyte libérerait par
unité de volume, si ¢'#tait un électrolyte fort.
Donge, & I'équilibre, on peut utiliser le coefficient
de dissociation & :

[A7%] = x5.C,
donc : —

- C,
A =5

(B*F] = yb.C

<
-

ou [B'F] =35,

2. Mobilité des ions

2.1. DEFINITION

Lorsqu'un ion de charge g est soumis & un
champ élecirique, une force agit sur lui et lui
communique une vitesse ¢; 1l est alors soumis a
des forces de frottement. S5i on assimile I'ion a
une sphére de rayon r, la force de frottement est
donnée par la loi de Stokes, dans laquelle n

&7

représente le coefficient de viscosité de la

solution :
f, = bmnyre.

La force électrique dépend de la tension ¥V
entre les électrodes et de leur distance [ :

v
F= 47 = gE
.”\r:.]]amp électrique.

La relation fondamentale de la dynamique
appliguée & I'ion donne donc :

dr
mlh =m— = gE - 6nnro.
dt
L'intégration montre que v tend rapidement
vers une valeur limite v, ol son accélération I
est nulle :

0 = gE — émnyry, k!

nr

En pratique, on considére que la vitesse limite
est atteinte instantanément; on lappelle tout
simplement la vitesse de [ion. Elle est
proportionnelle au champ é&lectrique E; le
coefficient k représente la mobilité de 1%on :

E = kE.

donc o=

elle dépend de la solution par le coefficient de
vISCOsibé 1.

2.2. RELATION ENTRE MOBILITE
ET CONDUCTIVITE
EQUIVALENTE
(RELATION DE KOHLRAUSCH)

Soit AxBy la formule d'un électrolyte en
équilibre avec des jons A™" et B¥F :
AxBy & xA™" 4+ yB*P

Si ¢ représente la concentration molaire
volumique de la substance, & son coefficient de
dissociation, on a les égalités (fig. 2) :

[A°" = xcb; [B*H = ypeb
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On utilise la concentration équivalente :
C, = xca = yep.

]’"‘

1
I - ——
-
-
¥ /
,
-

Fig. 2 Déplacement des ions dans un électrolyte.

Pour calculer la quantité d'électricité qui
traverse une surface S, paralléle aux électrodes,
par unité de temps, il faut considérer les cations
B** qui transportent des charges dans le sens
de E et les anions A™", qui transporient des
charges négatives en sens inverse. Leurs effets
s'ajoutent. Pendant I'unité de temps, tous les ions
qui traversent la surface 5 sont localisés dans un
volume parallélépipédique de section 5 et de
hauteur, respectivement v, et v, pour lesions A ™"
et BYP.

La quantite d'electricité correspondante,
cest-d-dire l'intensité du courant, est donc :

I=Ib+la=F[B*?.p.Sv,+F.[A "].a.80,
= FSE(k,.xcab + k,ycf.5)

On en déduit la résistance R et la conductivité
Y= i E
v = cxb.a. Fk, + cyd.p.Fk,.

La conductivité d'une solution apparait comme
la somme de deux termes caractéristiques de
chaque ion; ce qui peut s'écrire

Y= E. czhy
i

avec A; conductivite équivalente de l'ion i,
z; nombre de charge de l'ion i

La conductivité équivalente de I'&lectrolyte
est alors :
A=t —F.b.ik + k)
Ci‘
F représente le faraday (96 500 C), k, et k; les
mobilités de I'amion et du cation, respective-
ment.

2.3. CONDUCTIVITE
EQUIVALENTE LIMITE

Lorsqu'on dilue une solution d'électrolyte
faible, c'est-d-dire que l'on fait tendre sa
concentration wvers zéro, le coefhcient de
dissociation § tend vers un, et, quel gue soit
I'électrolyte, la conductivité tend vers zéro; la

Y =0
-2 D) tend
vers une limite que l'on peut obtenir par
extrapolation de la courbe A = f(C,) lorsque C,
tend vers zéro.

conductivité equivalente (

2.3.1. IMPORTANCE DE A,

A dilution infinie les interactions entre les ions
deviennent nulles; les mobilités des ions ne
dépendent alors que de leur grosseur et de leur
charge, puisque la viscosité devient un facteur
constant ; ces mobilités tendent donc vers une
valeur limite caractéristique de chaque ion.

S C,—-0:

A= Ag = Flk, + k) =2, + X,

La conductivité &quivalente limite peut &tre
considérée comme la somme de deux termes
gu'on appelle conductivité équivalente de chagque
fon en présence.

23.2. MESURE DE A,

o Cas des dlectrolytes forts :

Pour les faibles concentrations, on peut
monirer q'I.IE :

A=A, —AJC,
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‘ol A est une constante qui ne dépend que de la
nature du solvant

| Cette relation permet donc d'obtenir la
conductivité équivalente limite par extrapola-
tion de la courbe obtenue eén mesurant la
conductivité éguivalente a differentes concentra-
tions (fig. 3)

A A

{

KOH

'-—--_________-_-_-___-_—
— et
wH

Fig. 3 Influence de la concentration sur A.

-
VCe

et le calcul de A, permettent de déterminer le
coefficient de dissociation 8.

2.3.3.2. Détermination des mobilités limites

La méthode des « nombres de transport »,
gu'on ne développera pas ici, donne une
deuxiéme relation entre les mobilités d'un
électrolyte. On peut domc mesurer :

- d'une part le rapport :
kﬂ'
ty = 55
(] + kh
— d'autre part la somme :
Ag = F(kS + kO).
La résolution de ce systéme permet d'oblenir

les mobilités limites de tous les 1oms. Le tablean
suivant en donne quelques valeurs :

Tons H* Li* Ba** OH- CH,C00"
Mobilites limites (kI ou k) (107% SI) 34 35 T3 20,0 3B
Conductivités équivalentes limites (107* SI) 28 37 6,9 19,3 3.7

e Cas des électrolytes faibles :

La courbe A = f(,/C,) n'est plus une droite.
L'extrapolation devient trés imprécise (exemple

CH,COOH). On préfére calculer A, & partir
d'électrolytes forts.
Exemple :

AglCH,COOH) = A,(CH,CO0~, Na*)
+ AGH'CI™) = AgiNa*Cl™)

23.3. APPLICATIONS
DE LA MESURE DE A,

2.3.3.1. Détermination du coeflicient &

Dans le cas des électrolytes faibles, aux faibles
concentrations, A = 8A,; donc la mesure de A

2.3.3.3. Facteurs dont depend
la conductivité équivalente limite
d'un ion

e La température

Une élévation de température entraine
toujours une augmentation de la mobilité
électrique, Ce fait est relié & la variation de la
viscosité du milien, qui diminue toujours
lorsque la température croit. On peut montrer
que le produit A,n reste constant, pour un ion
donné, lorsque la température varie.

o La viscosité du solvant

Si le sel est dissous dans un solvant non
aqueux, on peut montrer que le produit A, reste
toujours le méme; la loi de Stokes est donc
toujours bien verifice.
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3. Applications analytiques : conductimétrie

La conductance d'une solution dépend, d'une
part, de la concentration et, d'autre part, de la
nature des différents ions en présence. On peut
donc envisager cette méthode pour analyser une
solution.

3.1. MESURE DE CONDUCTANCE
(OU DE RESISTANCE)

On mesure la conductance de la portion de
liguide comprise entre les électrodes d'une cellule
de conductivité :

— soit par une méthode dérivée de celle du
pont de Wheatstone ; la détermination demande
alors I'équilibrage d'un pont de résistance,

— soit par une méthode 4 lecture directe.

3.1.1. LA CELLULE
DE CONDUCTIVITE

Elle est constituée d'un corps en verre portant
deux plaques de platine platiné, Elle est munie
d'une téte isolante en résine acrylique et d'un
cordon de branchement blindé (g 4).

Les cellules doivent, en dehors des périodes
d'utilisation, étre conservées en permanence
dans de I'eau distillée que 'on prendra soin de
renouveler fréquemment pour éviter le dévelop-
pement d'algues qui ont tendance a s'inscruter
dans les pores de la couche de noir de platine
dont elles diminuent la surface active. Lorsque
les cellules sont stockées a sec, la couche de noir
de platine se déshydrate rapidement, ce qui se
traduit par une diminution de la constante. En
général, une simple immersion dans ['eau
distillée n'est pas suffisante, et il faut alors avoir
recours 4 une « activation », par électrolyse
d'une solution d'acide sullurique & 5 p. 100.
Certains conductimétres a lecture directe
comportent un circuit d'électrolyse prévu a cet

usage.

80

/i

o—"

Fig.4 Cellule de conductivité.

31.2. CONDUCTIMETRES
A LECTURE DIRECTE

Une source de tension alternative stabilisée
alimente un diviseur potentiométrigue constitué
par une résistance étalon R et la cellule de
mesure, montées en série. La valeur de R est
réglable au moyen du commutateur de gammes
(fig. 5).

La tension, aux bornes de la cellule, vanie avec

H\'I.”f‘,
Générateur E R
de tension
constanie
':':':" TN L ampiificater
P — de mesure

Fig. § Conductimétre.



CONDUCTIMETRIE

le rapport de la résistance de la cellule a la
résistance étalon prise comme rélérence. Cette
tension est mesurée et amplifiée. Un instrument
indicateur est connecté & la sortie de I'ampli-
ficateur,

Les phénoménes de polarisation des électro-
des sont rendus négligeables d'une part par
I'utilisation d'un signal alternatifl de fréquence
convenable (cf. I1.1, 3.1.3), d'autre part en limi-
tant la tension aux bornes de la cellule & 250 mV
environ.

3.1.3. PONT DE MESURE

Il est souvent nécessaire d'eifectuer des
mesures de conductance de grande précision.
Pour cela il faut inclure la cellule de mesure
dans un pont de Wheatstone alimenté par un
signal alternatif et détecter son éguilibre, 4 la
fois en amplitude et en phase (fig. 6a).

En courant alternatif, les électrodes se
chargent et se déchargent avec une certaine

iV AL
®
c
| ot

Fig. 6 a) Pont de mesure. b) Dipdle équivalent &
une cellule de conductivité.
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inertie, qui va se traduire par l'apparition d'un
déphasage entre la tension et ['intensité. Le
dipdle équivalent & une cellule conductimétrique
peut Eétre considéré comme un condensateur
(capacité C) en séric avec la résistance (R)
(hg. 6b). Pour diminuer le déphasage entre
l'intensité et la tension, il faut diminuer la
tension aux bornes du condensaleur;

| 1Y, _
(C = Cin j') il suffit pour cela d’augmenter la
frequence.

On peut donner quelques ordres de
fréquences a utiliser en fonction de la résistance
de la cellule.

¥ (p.5.m™ Y <10 10°a10* = 10°

—

-

50 104 104

i (Hz)

L'organe détecteur est soit un écouleur
téléphonique, soit un amplificateur électronique.
La tension, ampliiée est alors appliquée :

— 4 un indicateur cathodique dont le tréfle
s'ouvre ou se referme lorsqu'on passe par
réquilibre ;

— & un oscillographe :

— A un servomoteur déplacant le curseur du
potentiométre d'éguilibrage; la position de ce
curseur donne directement la conductivité et
permet ['eénregistrement.

3.2. APPLICATIONS
ANALYTIQUES

3.21. CONDUCTIMETRIE DIRECTE

Cette méthode peut &tre utilisée pour des
solutions diluées (méme si elles sont troubles ou
colorées) o0 ['on peut considérer que la
conductivité, vy, est proportionnelle a la
concentration, C, :
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A représente la  conductivité  équivalente
(cf. 111, 1}.

La mesure de conductivité nécessite la
détermination au préalable de la constante de la
cellule k. La proportionalité entre la conductivi-
i¢ v et la concentration C, n'est réalisée qu'en
solution diluée ou la conductivité équivalente
est voisine de la conductivité équivalente limite

Ag (donc constante). En solutions diluées :
T = ﬂﬂ.c,.

On peut citer les exemples d'applications
sulvants :

— contrile de pureté ; dans la déminéralisa-
tion et la désionisation de l'eau, la mesure de
conductivité permet de controler et d'analyser
les eaux courantes, les eaux de chaudiéres, les
eaux permutées, usées, minérales, etc. Elle
permet de déterminer le taux de salinité de I'ean
de mer;

— détermination des constantes d'éguilibres ;
constantes d'acidité, produits de solubilité, etc. ;

— analyse de gaz : on absorbe les substances
ionisables dans des solvants appropriés et on
mesure la variation de conductivité;

— détermination du point isoélectrique des
acides aminés : la variation de y en fonction du
pH passe par un minimum en ce point;

— ftude de cindtigue : souvent, au cours
d'une réaction, il se forme des produits dont la
conductivité équivalente est differente de celle
des réactifs ;

— dosage de certaines substances moléculai-
res o il suffit que ces substances puissent étre
hydrolysées, par exemple, pour former des
electrolytes, comme dans le dosage de l'urée.

o Microdosage de Nurée sanguine (d'aprés le
P? Dumontier) :

On enregistre la variation de conductivité gui
accompagne U'hydrolyse de I'urée par ['uréase. La
réaction globale s'écrit

NH,

s
O=C., + HyO - CO, + 2NH,

INH;
H,CO, & HCO; = COj”

NH,
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Selon le pH du milieuw H,CO, sera plus ou
moins ionisé, de méme que NH,.

Pour un pH donné, la variation de conductivité,
produite par ['hydrolyse, sera proportionnelle a
la concentration initiale en urée. Il suffira donc

de réaliser une mesure avec une solution
étalonnée d'urée.
Exemple d'étude :
1 1
(conductance) @00 - ——c-——=—=—=—
e
]mn
_______________ _;I a6y,
BBg
R [ T

0@ 6 @
Fig. 7 Dosage conductimétrique de ['urée.

[ : remplissage de la cellule avec tampon + plasma
ou sérum 4 doser ; 'dguilibre thermigue se traduit par
un palier.

2: premiére introduction d'uréase (200 pl):
réaction dhydrolyse.

3: deuxiéme introduction d'uréase (200 ul):
varation de conductivité due 4 l'uréase et 4 la
dilution. Donc la varation de conductivité due a la
réaction sera: AG, = AG, — AG, (expression
algébrique : i AG, et AG, sont positifs).

4 éralonnage © introduction de 20 pl de solution
d'urée de concentration voisine.

5 introduction de 20l d'eau distillée pour
corriger  l'influence de la dilution :
AGy = AG, — AG, (algébriquement, AG, est positif,
alors que AG, est négatif).

Soit AGy et Ay, les vanations de conductance
et de conductivite produites par ['hydrolyse
d'une solution d'urée de concentration incon-



CONDUCTIMETRIE

nue, AGy rt Ay, les mémes grandeurs produites
par une solution d'urée de concentration don-
née :

concentration en urée inconnue Ay, AG,
concentration en urée étalon Ay, AG,

3.2.2. DOSAGES
CONDUCTIMETRIQUES

La mesure de conductance peut étre utilisée
pour déterminer le point d'équivalence d'un
dosage lorsque ['allure de diagramme,
conductance-volume de réactif, dilfére nettement
avant ou aprés le point d'équivalence (V).

La condition pour observer une variation
de conductance est la suivante : les espéces
chimiques ajoutées ou formées doivent avoir
une mobilité différente ou le nombre des ions doit
varier. Nous raisonnerons en considérant les
conductivités égquivalentes A, proportionnelles
aux mobilités (L = F.k).

Les courbes de dosage peuvent présenter des
allures différentes, mais au-deld du point
d'équivalence la branche du graphe est toujours
ascendante; en effet, le réactif utilisé est en
général un électrolyte fort donc [I'addition
entraine une augmentation de conductance de la
solution.

Pour éliminer l'influence de la dilution on
calcule la conductance corrigée G’ Si V, est le
volume initial de la solution, V le volume de
réactil ajouté, en ne tenant compte que de la
dilution, donc en considérant ['électrolyte
nayant pas réagi, de conductivité équivalente A
et dont le nombre d'équivalent est n:

T=rUC=24

représente la conducti-

Vo + V

vité mesurée,
n
¥ = &.C" = Lk — représenterait sa conducti-

0
vité corrigée, 5’11 n'y avait pas de dilution.

n Vy+ Vo WV, 4+ V

-="-’_._-, An Vo

Y
Y
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Donc la conductance corrigée ' sera :

G?.}+‘h’

Gi
‘-'Irl:l

=

Les courbes representant les variations de G
en fonction de V seront alors des segments de
draires au lieu d'étre des exponentielles. Nous
allons examiner quelques exemples.

3.2.2.1. Dosage d'un acide fort
par une base forte (fig. &)

Soit la réaction :

H*Cl™ + Na*OH' - H,0 + Na'Cl-
Rt e e i e
solution réeactif non solution
initiale ajoute conduc- finale
irice
Gt )
[conductonce carriges)
& c
B
'|.=r
]
=
Va )

{volume de réactif)

Fig. 8 Dosage conductimétrique d'un acide fort par
une base forte.

VeV, :

Toute la soude ajoutée a disparu. Si on
compare la solution finale et la solution initiale,
on voit gue l'on a remplacé des ions H* par des
ions Na®. [I1 suffit de comparer leurs
conductivités équivalentes :

AgfH') = 35,1077 8]
ApiNa*) = 5.1072 81,
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La conductivité des ions Na* étant inférieure
i celle des ions H', la conductance de la
solution diminue (branche A)

V>V,

Aprés le point d'équivalence il o'y a plus de
réaction chimique mais la soude ajoutée
introduit des ions Na* (L = 5.107% SI) et des
jons OH™ (A = 20.10-*8I). La conductivité
augmente (branche C).

Remargue :

11 n'est pas nécessaire de faire beaucoup de mesures
au voisinage du point déquivalence (branche B) car
on obtient facilement ce point par extrapolation des
branches C et A.

3.2.2.2. Dosage d'un acide faible
par une base forte (fig. 9)

Soil la réaction :

CH,CO0H 4+ Na'OH ™ &= CH,COO Na®+H,0

salation résctil salution fimake
imiteale apaule
b

Fig. ¢ Dosage conductimétngue du CH,COOH par
MNaOH.
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La différence avec l¢ dosage précédent vient du
fait que I'électrolyte initial est faible (I'acide est
partiellement dissocié). Il faut introduire ici la
constante d'acidité du couple acido-basique :

_ [CH,COO"](H*]T
~ [CH,COOH]

Si on appelle C, la concentration molaire
volumigue initiale de I'acide et x la concentra-
tion molaire en soude introduite, pour V < V_,
on peut écrire :

[CH,COOH] = C; — x; [CH,C007)] = x;
H*] ~ Kac“; X

{on peut en eflet considérer que la réaction est
pratiquement totale) La conductivité sera
alors :

- X

Co

y=3Ch = hyKa

+ Aewcon- X F Ay, X

Létude de la variation de y = f{x) montre
alors que la conductivité passe par un minimum

pour :

Ay Ka.Cp
-]Lcn,cu-u' + Apye

X =

Aprés ce minimum on peut négliger (H*)
devant (Na™) et on obtient une augmentation
linéaire de la conductivité, jusqu'an point
d'équivalence.

Y = (Acw,coo- + Awae)- X

Aprés le point d'équivalence la conductivité
croit plus rapidement car les ions OH™ ont une
conductivité équivalente supérieure A celle des
ions acétate.

(Agen,coo- = 4.107? SI;
AolOH™) = 20,1072 8I).
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3.2.2.3. Dosage conductimétrique
par précipitation (fig. 10)

On peut utihser la réaction :

Ag* NO; + Na®,Cl™ — AgCl | + Na*, NO;
réactil solution
ajouté finale

solution
initiale

Avant le point égquivalent, le réactil ajouté
disparait complétement. La réaction consiste

donc & remplacer des ions Ag"
(A = 054.107*8I) par des ions Na"*
(h = 0,50.10"*8I). La conductivité décroit

donc légérement.

Aprés 'éguivalence, le chlorure de sodium, en
excés, produit une augmentation rapide de
conductivité. La solubilité réelle du produit est
un facteur fondamental du dosage; elle se
traduit par la partie arrondie de la courbe au
voisinage du point d'équivalence. Le dosage
d'un électrolyte monovalent en solution
0,1 mol.dm ™ ? exige que la solubilité du produit
n'excéde pas 5.107 7 mol.dm ~?. Il faut de plus
que le précipité se dépose rapidement et qu'il
n’adsorbe pas trop les ions de la solution.

Ak conduc tance
corrigae

-—

Volume

¥a u
de reaactif

Fig. 10 Dosage conductimétrique de C1™ par Ag*.
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3.2.24. Dosage conductimétrique
d'un meélange (fig. 11}

Considérons le mélange : chlorure d’ammo-
nium et acide chlorhydrique. On peut le doser

par une solution de soude.
Avani fe premicr point d'éguivalence, 1'acide

fort réagit :

H*ClI™ 4+ Na’OH™ — H,0 + Na*Cl™.

réactifl
gjouté

solution
finale

solution
imitiale

On remplace donc les ions H* par des ions
Na®™ moins mobiles : ¥ diminue.

Enire les deux points d'éguivalence, 1'acide
faible {NH; ) reagit :

NH{,Cl" + Na"OH™ — NH;+H;0+ Na"Cl".

T
salbultion resciil sabutian
imitiale Bjute finale
*‘ Conduciance COmigis
l
: I
L L -
vy Vs, Voluma
da reociif

Fig. 11 Dosage conductiméirique d'un mélange
NH,* et H* par NaOH.

On remplace donc des ions NH;
(A =076.107*8]) par des ions Na’
(L = 0,5.10°28I). La conductivité décroit plus
lentement.

L'excés de soude produit enfin une augmenta-

tion rapide de la conductivité.
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11.2. Polarographie. Ampéromeétrie.
Potentiométrie 3 intensité faible

On se propose d'étudier dans ce chapitre
I'influence du potentiel d'électrode sur la vitesse
d'une reaction d'oxydo-reduction et quelques
applications.

Une réaction d'oxydo-réduction étant un
échange d'électrons, le nombre d'dlectrons

echangés par unité de temps représente la vitesse
de la réaction. Donc, pour une réaction
d'oxydation ou de réduction se produisant 4 une
électrode, la wvitesse de réaction peut &tre
mesurée par 'intensité du courant qui traverse
cette électrode.

1. Graphes : intensité de courant-potentiel

1.1. COUPLE REDOX
EN EQUILIBRE

Considérons une électrode métallique (plati-
ne, par exemple) au contact d'une solution
comportant un couple oxydo-réducteur. On
appellera Réd la forme réduite de ce couple et
Ox lN'oxydant. L'éguation d’oxydo-réduction est
la suivante :

Réd & Ox + ne .
s

MNous avons déjd vu (Tome 1, chapitre [V,
IV.1) que l'équilibre de ce sysiéme est obtenu
lorsque les vitesses de la reaction, dans les deux
sens, sont égales.

La réaction d'oxydation seffectue avec la
vitesse v,. L'dlectrode joue alors le rble
d'anode : une réaction anodique est une
oxydation.

La réaction de réduction s'effectue avec la
vitesse ;. L'électrode joue alors le role de
cathode.

A la réaction anodigque correspond un
courant qu'on mnotera i,,, tandis qu'a la
réaction cathodique correspond un courant i,_,.
Par convention les courants anodiques sont
comptés positivement.

A Léquilibre, I'électrode se trouve au potentiel
E; du couple rédox dans les conditions
considérées. Alors i,,, et i,_, ont les valeurs
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particuliéres i, et i_,. Le courant résultant
etant nul, i, = — (i_J

1.2. COUPLE REDOX PORTE
A UN POTENTIEL E # E,

1.2.1. MONTAGE EXPERIMENTAL
(fig. 12)

G est un générateur de tension muni d'un
inverseur de polarité (non représenté dans la

WS

Fig. 12 Montage pour le
intensité-potentiel.

tracé d'un graphe
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figure) et d'un montage potentiométrique. E,, est
I'tlectrode étudiée ou électrode de mesure. Ej est
une électrode de référence, en général une
électrode au calomel saturé (ECS). E, est une
contre-électrode qui permet au courant de
circuler dans le circuit extérieur. 5 la réaction
de contre-électrode est génante on peut placer
un verre poreux pour protéger la solution,
On étudie la variation de l'intensité en
fonction du potentiel de I'élecirode d'étude (E).

1.2.2. GRAPHES (fig. 13)

On obtient essentiellement deux types de
graphes :

Fig. 13 Graphes intensité-potentiel.
rapide. b) Systéme lent.

a) Systéme

On constate, dans la figure 13a, que s l'on
impose au couple un potentiel E légérement
différent de E, (potentiel déquilibre), on obtient
un courant appréciable. Ce méme courant est
obtenu, dans la figure 13b, pour un potentiel trés
different de E,. On dit que le premier systéme
est rapide ou réversible; alors que le second
systéme est lent ou irréversible. Le caractére lent
ou rapide dépend de nombreux facteurs et
essentiellement de la nature de [électrode
métalliqgue ob a liew I'échange d'électrons. La
différence entre le potentiel de la solution pour
un courant i ¢t le potentiel d'égquilibre est appelé
surtension (n)

On peut montrer, en étudiant les graphes avec
l'oxydant seul ou le réducteur seul, que la courbe
obtenue avec le couple rapide est la somme
algébrique des deux premiéres (fig. 14)

Dans le cas du systéme lent, les courbes sont
les mémes.
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9 13 - E Ea 'E_
el ™ low nnq.:f
Fig. 14 Graphes intensité-potentiel. a) Couple

rapide. b) Couple lent.

1.2.3. COURANT LIMITE
DE DIFFUSION

Les graphes de polarisation {fig. 15) prennent
ane allure particuliére lorsque I'étude est réalisée
eén présence d'un électrolyte indifférent (non
oxydable ou réductible dans les conditions
opératoires) en concentration importante (cent
fois plus concentré que la substance active). On
peut etudier l'oxydation d'un réducteur, seule
substance active en solution. Lorsqu'on
augmente progressivement le potentiel de
I'électrode, on observe d’abord une intensité trés
faible appelée intensité résiduelle, iy, puis,
brusquement l'intensité augmente proportion-
nellement au potentiel pour se stabiliser enfin
{palier d'intensité, ip). On peut résumer ainsi les
phénoménes qui se produisent :

— ['électrolyte indifférent est formé d'ions qui
vont étre déplacés par le champ électrique
existant dans la solution ; cette accumulation de
charges au wvoisinage de chague électrode,

*,-

I
[
I
I
E

142
Fig. 15 Courant limite de diffusion.
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constitue une couche d'électricité gui annule le
champ électrigue de la solution. Mais I'agitation
thermique tend a disperser les charges de cette
couche, qui doit donc constamment étre
renouvelée. Ce phénoméne donne naissance a
un courant permanent, mais faible, le courant
résiduel.

Lorsque le potentiel de I'électrode de mesure
est suffisant, il se produit une réaction sur cette
électrode ; dans le cas présent :

Réd — Ox + ne”.

Le nombre d'électrons échangés (donc le
courant) augmente avec le potentiel. Clest la
partie ascendante du graphe. La concentration
en espéce active (réducteur) diminuant au
voisinage de I'électrode, il se crée un gradient de
concentration qui provogue la diffusion de cette
substance de la solution vers I'électrode. Il arrive
un moment ou c'est la vitesse de diffusion qui
va limiter le phénoméne de décharge; on aura
atteint le palier d'iniensité appelée intensité
limite de diffusion ig.

Les propriétés de cette intensité de diffusion
gsont utilisées en polarographie (cf. paragraphe
suivant). Dans des conditions opératoires
précises, [intensité de diffusion est proportion-
nelle 4 la concentration eén espéce active, ici, le
réducteur

in = kC -

Le graphe est caractérisé également par le
potentiel correspondant 4 la moitié de I'intensité
de diffusion; on lappelle potentiel de demi-
vague, E 1/2. Dans des conditions opératoires
données, il est caractéristique de l'espdee qui
réagit 4 'électrode.

1.24. CAS DE PLUSIEURS
SUBSTANCES ACTIVES

Les intensités des courants d'électrolyse sont
additives ; pour que les graphes de polarisation
correspondant a des réactions différentes
n'empiétent pas les uns sur les autres, il suffit
gue leurs potentiels de demi-vague E 1,2 soient
suffisamment différents (au moins 100 mV).
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iﬂ"l

s
E
Fig. 16 Cas de plusieurs subslances actives.

Ainsi peut-on obtenir le graphe de la hgure
16, avec un mélange de deux réducteurs : réd,
{potentiel de demi-vague E,) et réd, (potentiel
de demi-vague E,). Les intensités de diffusion
correspondant a chaque palier sont :

I-DI = kt:'dl ﬂ[ iul = -klc:'u.-

Exemple avec mélange de substances oxydables et
réductibles ;

Considérons une solution dans laguelle on a
mélangé une solution diodure ¢ uwn peu dune
solution cérique; il s'est produit la réaction

I
]_ +C=*4 i C'=!+ ¥ i[;

|
I 1 :
E'!-'l'_.-c"i' I.Illl
"\‘\\. -
1-""‘!! :
S 1
i
0 -
Jogsv 144v E
A a
-
f‘l [2
I
i
[

Fig. 17 Présence de
réductibles.

substances oxydables et
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(les wons |~ etant en exces). On oblient alors un
mélange

{[1. 1™ : couple rapide
Ce'* ; substance oxydahle.

Le tracé du graphe I = f(E) de ce mélange est celui
de la figure 17 : le courant de réduction de INode est
complé négativement, d'aprés les conventions habi-
tuelles,

1.2.5. LIMITE DU GRAPHE :
ROLE DU SOLVANT

Dans le cas oa le solvant est l'eau, 4 potenticl
élevé, il peut se produire 'oxydation de 'eau; a
potentiel faible, a liew la réduction des ions H* ;
les graphes sont donc hmités par les deux
réactions suivantes :

1
H,0 - SOf +2H" + 2"

1
H* + & = EH;

La premiére a heu pour un potentiel de 1'ordre
de 1,7V avec une électrode de platine ; tandis
que la deuxiéme se passe pour un potentiel de
l'ordre de — 0,2V, Les réactions correspondan-
tes ne montrent pas l'existence d'un palier de
diffusion, &tant donné la présence du solvant en
grande quantité prés de l'électrode.

Certaines réactions d'oxydation ou de
réduction électrochimigue ne pourront donc pas
avoir liew, si leurs potentiels sont au-deld des
limites correspondant au solvant. On dit que les
substances correspondantes ne sont pas
électroactives dans ce solvant.

En changeant la nature de I'électrode, on peut
déplacer les courbes relatives au solvant. Clest
ainsi que le mercure sera ulilisé pour &tudier la
réduction cathodique d'un certain nombre de
cations, car le dégagement dhydrogéne
nécessite un potentiel trés négatif (donc la
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réduction de I'sau ne génera pas la réduction des
cations etudiés) (fig. 18).

Dl i
fag LR
-2
P ioas Fbdac hani
i o poRhitia
Y i
Rty

Fig. 18 Limites d'électroactivité de l"eau.

1.26. APPLICATIONS
DES GRAPHES
DE POLARISATION

On peut utiliser la propriété du courant
de diffusion (correspondant & un palier):
ip = kC, ... l'intensité étant proportionnelle 4
la concentration de la substance active étudiée,
il suffira d'imposer & une électrode le potentiel
correspondant au palier de diffusion de cette
substance : c'est la polarographie.

On peut egalement realiser une reaction
dans la solution en ajoutant un réactil de
précipitation, d'oxydo-réduction ou de
complexation. La concentration de la substance
active va alors varier; on peut suivre cette
variation par différentes techniques gqui
constituent ['ampérométrie ¢t la potentiométrie.
La potentiométrie 4 courant nul ayant dé&ja &é
decrite, nous expliquerons, dans ce chapitre, ce
qu'est la potentiometrie a faible intensité de
courant {cf. Tome 1, chapitre IV, IV.1).

Remarque importanfe

Etant donné les faibles tensions imposées aux
electrodes, les inlensités de courant mesurées sont
toujours de guelgues micro-ampéres. Les guantités
de substances qui réagissent alors sonl extrémement
faibles el ne modifient pas les concentrations des
solutions ; le calcul montre gqu'un courant de 10 pA
pendant un quart dheure provogue la réaction de
10" mole dions monovalents.
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2. Polarographie

Cette technique utilise les graphes de
polarisation i = f(E), l'intensité de diffusion
ayant la propriété d'étre proportionnelle & la
concentration en espéce active :

[n = k-(:-

C'est donc une méthode de dosage direct,
aprés étalonnage.

2.1. MONTAGE

Le schéma d'un polarographe est représente
figure 19 : un montage potentiométrique permet
de faire varier la différence de potentiel entre

deux électrodes :

— une FElectrode indicairice, & goutte de
mercure (généralement) ou électrode de platine
lournante ;

= wune électrode de référence, en général,
électrode au calomel saturé (ECS), au sulfate
MmErcureux, efc.

Les polarographes modernes sont accompa-
gnés d'un jeu complet d'électrodes, cellules et
accessoires qui permettent d'enregistrer automa-
tiguement le diagramme | = f(E}

8 (4a)
.t
=]
Mlarourg = = = 2]
&
e " HT___Ewcrods de
T e T F ral drence
=1 - — = MErcure Scoule

G
Fig. 19 Montage polarographique.

2.1.1. LE MERCURE

Il doit étre parfaitement pur (distillé); les
gouttes doivent se former avec une wvitesse

constante et des temps de chute compris entre
0,5 et 5 secondes, selon le diamétre du capillaire
et la hauteur de la colonne de mercure.

L'électrode indicatrice (goutie) est donc
constamment renouvelée et n'est pas souillée par
les réactions électrochimiques qui peuvent s'y
produire.

La réduction de l'eau avec dégagement
d'hydrogéne nécessite sur le mercure une
surtension élevée. On peut donc utiliser cette
électrode pour étudier la réduction de cations
metalliqgues en solution agueuse. C'est 1a une
propriéie tres mmportante de "électrode a
goutte de mercure.

La seule limitation intervient dans les
réactions d'oxydation; le mercure peut étre
oxydé en ion mercurique pour un potentiel de
I'ordre de 0,80V :

Hg = Hg'* + 2¢”.

Cette électrode sera donc utilisée principale-
ment pour des réactions de réduction; elle
jouvera alors le rdle de cathode.

11.2. LA SOLUTION

Il est nécessaire qu'un électrolyte, non
électroactil, se trouve dans la solution & forie
concentration (environ cent fois la concentra-
tion de I'élément actif 4 doser). Les ions de cet
électrolyte migrent rapidement sous I'effet du
champ électrique et forment une couche
d'électricité qui va tendre & annuler ce champ.
Les ions actifs, réagissant sur I'électrode, ne
seront plus déplacés par le champ électrique,
mais uniquement par diffusion. Cest ainsi que
I'on pourra obtenir le palier de diffusion.

L'électrode de mercure jouant principalement
le rdle de cathode, il faut éviter la présence de
substances réductibles étrangéres. En particulier,
l'oxygéne de lair pourra subir facilement cette
réduction et il sera nécessaire d'opérer en
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présence d'une atmosphére d'azote, par exemple,
en ayant pris soin de désoxygéner la solution au
préalable.

2.2. LA VAGUE
POLAROGRAFPHIQUE

La figure 20 représente le tracé d’un graphe
i = [{E} correspondant 4 la réduction d'une
substance telle qu'un cation métallique, Pour
éviter d'avoir des intensités négatives (cas d'une
réduction), on étudie la wvaleur absolue de
I'intensité, |i, en fonction de la valeur absolue de
la différence de potentiel, mesurée par rapport &
une électrode de référence.

Fig. 20 Vague polarographique.

Cette vague polarographique eést caractérisée
par :

— [intensité résiduelle iy, qui existe méme si
aucune reéaction chimigque n'a liew sur
I'electrode;

— lintensité de diffusion iy, ou hauteur de la
vague, qui correspond 4 la réaction chimigque (en
genéral une réduction) dont la vitesse est limitée
par la vitesse de diffusion de 'espéce active, de la
solution vers I'électrode;

— le potentiel de demi-vague, E 1/, qui
correspond & une intensité égale a la moitié de
I'intensité de diffusion iy ;

— les oscillations de ['intensird, autour d'une

[l

valeur moyenne ; ce phénoméne est dii au fait
gue les gouttes nécessitent, au cours de leur
formation, un apport de charges (par I'électroly-
te non électroactil) pour former la double
couche d'électricité. Ce courant est appelé
courant capacitif. On peut améliorer le rapport
intensité de diffusion sur intensité du courant
capacitif par divers procedes, tels que la
polarographie 4 impulsion, ou par augmenta-
tion de lintensité ip, obtenue en agitant la
solution, ou encore avec une électrode de platine
lournante,

— la présence, parfois, d'un maximum au
début du palier (hg. 21). Le pic, qu'on observe
parfois au début du palier de diffusion, a une
forme qui dépend de la concentration en
électrolyte non électroactil {une forme aigué se
présente habituellement & faible concentration).
Il est dii & des mouvements irréguliers du
mercure et au ruissellement du liquide de la
solution & la surface de la pgoutte (ce
ruissellement géne la charge du condensateur
dont on a parlé précédemment).

Fig. 21 Maximum de vague.

On peut faire disparaitre ce maximum en
ajoutant dans la solution de faibles concentra-
tions de substances tensio-actives qui facilitent
l'adsorption de la solution sur la goutte (en
diminuant le ruissellement). Les substances les
plus utilisées sont la gélatine, certains colorants
tels que le rouge de meéthyle ou des substances
de masse molaire élevée ;| méthyl cellulose, agar-
agar, colle, albumine, etc.).

La théorie permet d'expliquer la forme de la
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vague polarographique et de montrer ['influence
des différents facteurs sur les caractéristiques de
la vague.

2.2.1. POTENTIEL DE
DEMI-VAGUE : E 1/2

C'est la valeur du potentiel de l'électrode,
lorsque l'intensité est égale 4 la moitié de
I'intensité de diffusion. Il correspond également
d un point d'inflexion de la courbe : i = f(E)
(hg. 20).

Dans un milieu donné, en présence d'un
electrolyte donné (coefficients de diffusion et
foree ionigue constants), ce potentiel est carac-
téristique de la substance eélectroactive gui
réagit a 'électrode. 1l est donc indépendant de
sa concentration, de la dimension de la goutte
et de son temps de formation.

Exemple :

Al*?, en solution & 0,1 mol.1”" en chlorure de
lithium: E1/2 = - 1,75¥ par rapport &
Ielectrode au calomel sature (ECS).

Pb'*, en solution molaire de
Eljl=-07V (ECS).

soude :

Le potentiel de demi-vague est, en général,
peu difféerent du potentiel standard du couple
rédox utilisé. 11 fait intervenir les coefficients de
diffusion des espéces du couple.

2.2.2. INTENSITE
DE DIFFUSION : iy

C'est la dilférence entre l'intensité du palier et
I'intensité résiduelle. Cette intensité est
proportionnelle 4 la concentration de l'espéce
active :

ip = k.C,
k dépend :
— des coefficients de diffusion des espéces
actives,

- du débit du mercure,
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— du temps de formation des gouttes,
— du nombre d'électrons échangés.

Il est donc important de réaliser les mesures
dans des conditions expérimentales bien
précises, en particulier an point de vue de
I'agtation, qui modife les coefhcients de
diffusion des espéces actives.

2.3. APPLICATIONS
ANALYTIQUES

Dans des conditions expérimentales bien
précises, la détermination du potentiel de demi-
vague permet d'identifier une espéce active dans
une solution. Mais la principale application se
situe en analyse quantitative pour le dosage
direct d'une espéce active.

PRINCIPE DU DOSAGE

o Tracé des vagues powr ume gamme de
concentrations (ig. 22)

[ a L 1 -]
I N
o : ‘bz
t '
i [ i d
|
I
I 'n3
]
i
* i ko
[:5 E 4 E
Fig. 22 Vagues polarographiques.
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o Tracé de la courbe d'étalonnage (fig. 22 c1 23)

Pourvu que les mémes conditions opératoires
soient respeciées, on obtient une droite qui
permet de déterminer une concentration
inconnue, en tragant la vague de la solution
correspondante.

On peut doser ainsi un certain nombre de
cations métalliques et de substances organiques
réductibles (comportant des groupements nitro
NO,;, nitroso : NO, carbonyle : CO, et diazo :
N=N...).

3. Ampérométrie

Alors que la polarographie est une technigue
de dosage direct de concentration, utihsant la
propri¢té de lintensité de diffusion d'éire
proportionnelle 4 la concentration, 'ampero-
métrie est une méthode de dosage volumétrique :
on ¢&tudie les variations des propriétés de la
solution, en ajoutant un volume V de réactuf
Approprié.

On distingue deux méthodes, utilisant les
applications des graphes de polarisation :

— lampérométrie dite «a wne électrode
indicarrice » qui dérive directement de la
polarographie, od il est important de connaitre
le potentiel absolu de I'électrode utilisée;

— l'ampérométrie dite «d deux électrodes
indicatrices », ol I'on raisonne sur la différence
de potentiel existant entre deux électrodes qu
peuvent &tre identiques (platine) ou différentes
(platine, argent, mercure...).

3.1. AMPEROMETRIE
A UNE ELECTRODE
INDICATRICE

31.1. MONTAGE

C'est le méme qu'en polarographie. On utilise
une électrode indicatrice :

[y
o
oy

]

1
0 € Ca Cy
Fig. I3 Courbe d'étalonnage.

— &lectrode & goutte de mercure (surtout
pour les réductions;
— électrode de platine.

Son potentiel est mesuré par rapport 4 une
électrode de référence, 4 potentiel constant au

calomel saturé (ECS), au sulfate mercureux, au
chlorure d'argent...

3.1.2. PRINCIPE

On détermine d’abord la vague polarogra-
phique de la substance etudiee (fig. 24); on
recherche alors le potentiel E, correspondant au
palier de diffusion. L'intensité du courant séra
alors ig:

Fig. 24 Vague polarographique.
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O ajoute alors dans la solution un réacuf de
précipitation, d’oxydo-réduction ou de
complexation, gqui va faire varier la concentra-
tion de la substance étudiée (fig. 25). La courbe
in = fI¥) permet de deéterminer le point
d"équivalence de la réaction de dosage.

T

Reactif
(vl

r——

2 i
1
]

Mesure de
rnﬁ vy

— —— -

Fig. 25 Dosage amperometrique.

Remargue -

5i la substance &tudide n'est pas électroactive, on se
place & un potentiel correspondant au palier de

diffusion du réactif ajouté.

3.1.3. EXEMPLES DE DOSAGES

3.1.3.1. Substance réductible dosée
par une substance non réductible

(fig. 26)
big

i -~
Va "{nlu ma de )
reactif ojouta

Fig. 26 Dosage ampérométrique i une électrode.
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Y

»—— Hexacyanoferrater
(ferrocyanura) (To )

Mesure de inou poliar de
Tdif fusion du plomb

_-‘ I
]
- Solution de Pbet
T TR ————e {Volume ¥}
S (T
Fig. 27 Dwosage ampérométrigue.

La réaction utiliste est la précipitation du sel
de plomb (hg. 27):

Fe[CN)'y + 2Pb** — Pb,Fe(CN), |

Tant que cette réaction a lieu (V < V), la
concentration en Pb** diminue, ainsi que
ip-Aprés le point d’égquivalence (V = V ) iln'ya
plus, dans la solution, de substance réductible
au potentiel choisi, ip = 0.

On détermine la concentration molaire de la
solution de Pb** par la relation :

VT, =2V,T,.

3.1.3.2. Substance non réductible titrée
par une substance réductible (fig. 28)

La réaction utilisée est la complexation des
ions ferriques :

Fe'* + X¥ - FeX.

Au potentiel choisi, seule la réduction :
Fe'* 4+ ¢~ — Fe!* peut avoir lieu; elle
correspond A4 une intensité

ip = R[FEJ‘_]_

L'intensité va donc augmenter aprés le point
équivalent {excés de sel ferrique). La relation de
dosage sera :

V.. T, = V,T,.
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'r- ~—— Solution da Fa

[Tz}

3+

Masure deé 1o au palier
“de diffusion des iong Fe 3+

| __ Solution de complaxant
{ volume ¥y }
(Ty )

- = = — — iy

-—
"l"ﬂh.lﬂ'lrl de reactif
ajoute

Va

Fig. 28 Dosage ampéroméirique d'une substance
non réductible par une substance réductible.
a) Dispositif. b) Courbe de titration.

3.14. INTERET DU DOSAGE
AMPEROMETRIQUE

Ce type de dosage ampérométrique offre
plusieurs avantages :
— 1l est plus

polarographigue ;

— il permet de doser des substances, méme si
elles ne sont pas électroactives; il suffit que le
réactif soit lui-méme électroactif;

— les types de réactions de dosage peuvent
&tre trés variés : oxydo-réduction, précipitation,
complexation.

précis que le dosage

Les courbes obtenues ne sont linéaires que si
les  reactions utilisées ont des constantes
d'égquilibre élevées et si 'on corrige D'effet de
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dilution éventuelle (les intensités sont propor-
tionnelles aux concentrationsk. La correction est
analogue a celle que I'on utlise en conductime-
trie :

[P—

_ (v initial + ¥ ajnut&)
| =
‘ V initial
Les types de courbes sont trés variés; on les
explique & partir du graphe de polarisation de la
solution & différents instants du dosage.

3.2. AMPEROMETRIE
A DEUX ELECTRODES
INDICATRICES

3.2.1. MONTAGE (fig. 29)

Les deux électrodes uiilisées sont en général
en platine poli On peut utiliser aussi une
électrode 4 goutte de mercure ou une électrode
d'argent. La différence de potentiel imposée
entre ces deux électrodes est de l'ordre de 100 a
200 mV. On mesure l'intensité {quelques pA)
correspondant 4 un volume V de réactil titrant

ajouté : { = (V).

Mo
== Rgactif fitvrant
Fig. 29 Ampérométne 4 deux clectrodes.

:

Solution 8 doser

3.22. PRINCIPE

Pour prévoir les variations d'intensité, il faut
connaitre le graphe de polarisation de Ja
solution aux différents instants du dosage. Nous
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prendrons I'exemple de dosage du fer Fe*™ par
le cérium, Ce** :

Fel* 4+ Ce** = Fe'' + Ce??
v

(hg. 30).

Caq+

{volume verse V)

Fig. 30 Dosage de Fe?* par Ce*’

i

o Recherche des imtensités

Lorsqu'on impose une faible différence de
potentiel entre les électrodes, un courant circule
si I'une des électrodes peut jouer le role d'anode
{i,+). 'autre de cathode (i, _,), avec la condition
lij«)] = li;—,}. Reprenons les courbes de ld figure
31, l'une aprés lautre (fig. 32)

Dol le tracé de la courbe i = f(V) et la
détermination de Ve (fig. 33) appeléee « dead-
stop »).

3.23. INTERET
DE LA METHODE

La méthode peut &tre utilisée seulement si,
dans la solution, existé un couple rédox rapide

@ S —
i
o ———— =
] :*—-{Fla""—l-FlH'}
I
f '
(Hp O Hg)— A1
Fig. 31 Graphes de polarisation au cours du dosage.

1: ¥ =0: scule substance active: Felt.

7l 3:0 <V < Ve: on trouve en solution des fons Fe?*, Fe'* et Ce?*.

4: ¥V =Ve: les ions Fe!™ onl disparu.

5: VW > Ve: les ions Ce** en encés peuvent &tre réduits.
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| FefteFe™")
AE
o7 E
yj @
e te et
OF AE
i -
1,4 E
F-!"-p Ft?"

Fig. 32 Courbes de polarisation 4 différents instants du dosage de Fe?* par Ce*t. 1:V =0:i= 0.

¥
2:¥ = Tl: I"intensité est limitée par le palier de difTusion de Fe?*, dont la concentration augmente avec be

volume versé (i *).

¥ .
IV > Tt: I'intensité est limitée par le palier de diffusion de Fe?”, dont la concentration diminue (i ).
¥
L'intensité passe donc par un maximum pour V = T:
4:i =10 (point d'équivalence),
5:¥ = Ve: I'intensité est limitée par le palier de diffusion de Ce**, dont la concentration augmente (i ).

A

i{pA)

Va Vaoluma de réachil
VETER

le —_—————

Fig. 33 Courbe ampérométrique a deux électrodes (Fe*™ par Ce*”).
17
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(réversible). On peut alors obtenir des allures de
graphes trés différentes, selon que le réactil
initial ou le réactif titrant forme un couple
réversible.

Les brusques vanations d'intensite donnent
des déterminations trés précises de point
d'équivalence et se prétent [facilement aux
enregistrements.

Il y a une variante de la méthode : le dosage
de l'oxygéne d lélectrode de Clark.

o Dosage de Foxygéne d électrode de Clark

1) Description (fg. 34)

L'¢lectrode de Clark comprend une élecirode de
platine (ou d'or) et une électrode d'argent, immer gées
dans une solution de chlorure de potassiom. De
l'oxygéne {dont onm veul mesurer la pression par
exemple) peut diffuser 4 travers une membrane en
téflon et pénétrer & l'intérieur de la cellule.

Membrane en | \ 02 peut diffusera
Taflan travers la meambrane

Fig. ¥ Electrode de Clark.

Solufion de
——= ghlagrure de
potassium

-

Elecirode da ==

®

ploting

my .
Electrode g
d argent

Fig. 33 Montage électrique de 1'tlectrode de Clark.
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On impose entre les deux électrodes (fig 35) une
différence de potentiel de 'ardre de 600 2 BD0 mV, le
pole néganil, qui jouera le réle de cathode, étant la
lame de platine. La mesure de 'intensité va dépendre
de la concentration en oxygéne de la solution

intérieure, donc de la pression doxygéne &
lextérieur

i o kPﬂ; .
Un étalonnage avec une pression d'oxygéne connue

permet de déterminer k.

2) Interprétation (fig. 36)

Omn utilise 14 encore le graphe de polarisation d'une
solution contenant de 'oxygéne, avec une électrode
d’argent {anode).

] | | guredqures wd )

| B iy ® )

v

| 0,2

10y~ Hy ] —== | 08 E {vaits)

r -y
[4p0 = nf)

Fig. 38 Graphe de polansation de I'glectrode de
Clark.

En imposant une diflérence de potentiel AE de 600

a BDO mV, selon les électrodes, I'électrode d'argent va
éire anode :

Ag — AgT 4 ¢,
L'électrode de platine va étre cathode :
IH* + 2 + 0, - H,0,
L'intensité est limitée par le palier de diffusion dii &
I'oxygéne. Elle sera donc proportionnelle & la

conceniration en oxygéne dans la solution ot somt
immergées les électrodes.
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4. Potentiométrie & faible intensité de courant

Raactif
fitrant

wn

’Lmlru—ll.'|+—

4.1. MONTAGE ing 3

E On fait débiter un courant constant de
quelques microampéres & un générateur, avec
une trés grande résistance en série avec deux
tlectrodes généralement en platine. On mesure
la difféerence de potentiel entre ces deux élec-
trodes, 4 "aide d’un microvoltmeétre électrom-

Fig. 37 Potentiométne i faible intensite de courant,

=

R =

que.
On étudie les variations de cette tension, en
fonction du volume de réactif titrant ajouté :

AE = f(V).

AaE

Fig. ¥ Graphes de polarisation & différents instants
du dosage de Fe*™ par Ce*” (voir fig. 32).
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4.2. INTERPRETATION
DES COURBES AE = f(V)

On peut reprendre le dosage précédent : Fe' *
par Ce**. On utilise alors les graphes de
polarisation (fig. 38) et on détermine la
différence de potentiel AE avec une intensité
constante i, = [i,_).

D'ol la courbe obtenue (fig. 39)

Le point d'équivalence correspond & umne
bréve variation de la tension entre les électrodes.
L'existence d'un couple réversible se traduit ici
par une différence de potentiel pratiguement
nulle. La précision obtenue est trés grande, 2
cause de la brusgue vanation de tension au
point d'équivalence.

k 2e

I
|
I
]
I
i
i

—

WValuma duréeefil
fitrant

Fig. 33 Dosage potentiométrique 4 faible intensité

de courant, de Fe?* par Ce**.

0 Ve



UTILISATION DES RADIOELEMENTS

La premiére observation directe d'un
phénoméne nucléaire fut celle de I'émission de
rayonnement, découverte fondamentale faite en
1896 par Henn Becquerel. Pierre et Marie
Curie, ayant entrepris I'étude de ce phénoméne
nouveau le nommérent radicactivité. lls
donnérent ainsi I'essor 4 une nouvelle technigue,
trés  utilisée avjourd’hui comme méthode

1. Etude de la radioactivité

1.1. LE NOYAU

Différentes méthodes physiques ont permis de
montrer que pratiquement toute la masse des
atomes est concentrée dans leur noyau, assimilé
a une petite sphére, dont le rayon est de l'ordre
de 107 '* m (alors que I'atome a globalement un
rayon de I'ordre de 10" m, soit 100000 lois
plus grand).

Le noyau est constitué de protons et de
neutrons (on appelle nucléons les particules
élémentaires formant le noyau) :

— le meutron est une particule neutre, dont la
masse vaul approximativement une unité de
masse atomique (l'unité de masse est déhnie
comme la 1/12° partie de la masse d'un noyau
de carbone contenant 6 neutrons et 6 protons,
et appelé le carbone-12:

il!

lu = —- = 0,166 10 %2

u =73 J,.“Ef 0, E)-
La masse exacte du neutron est
my = 1,008 665 u;

— le preton est une particule chargée
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d'analyse en raison de ses qualités. La principale
est 'extréme sensibilité de cette méthode; en
outre, le fait de pouvoir marquer un atome
donné d'une molécule, sans modifier les
propriétés chimiques de celle<i, permet de la
suivre el donne des renseignements sur des
mécanismes d'action et des vitesses de réaction.

positivement; sa charge est + ¢ (¢ étant la
charge élémentaire; e = 1,6.107'"C); sa
masse vaul approximativement celle du neutron,
cest-a-dire lu; sa wvaleur exacte est
m, = 1,007 276 u.

Un noyau X sera caractérisé par N, le nombre
de neutrons, Z le nombre de protons (ou
numére atomique); la somme N + Z, qui
représente le nombre de nucléons A est appelé
nombre de masse. On donne au noyau le
symbole 3X.

Exemples : {H, {iP, i1

On peut remarquer que A est un entier, alors
que la masse exacte du noyau exprimée en u
n'est pas entiére en général, saul pour le noyau
12C qui a && choisi comme référence.

Les propnétés chimiques d'un élément et son
nom dépendent du nombre de protons Z. Seule
sa masse est affectée par un changement du
nombre de neutrons.

On appelle isotopes des noyaux qui possédent
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le méme numéro atomigque Z, mais un nombre
de masse différent :

'H
Hydrogéne

3
1 H
Deuténum

iH
Trittum
(on verra gque, pour les éléments légers, les
propriétés physico-chimiques de plusieurs
isotopes peuvent étre differentes @ cest [effer
isotopigue). Isotope signifie méme place (dans la
classification périodigue).

Pour un élément naturel, la proportion des

isotopes est constante; on 'appelle abondance
isotopigue.

Exemples de quelgues isoropes et de lewr abondance
isotopigue d [I'état naturel -

iH iH
99,9844 P. 100 0,0156 P. 100
I.Ic- I3
ih &
98,892 p. 100 1,108 p. 100

La masse d'un noyau M est inférieure 4 la
somme des masses des nucléons qui Nont formé;
la différence constitue le défaur de masse, AM :

AM = {Zmp + Nmy) — M.

Le défaut de masse nous renseigne sur
I'énergic de liaison du novau, c'est-a-dire
I'tnergie qui a £té libérée au cours de sa
formation & partir des nucléons pris séparé-
ment ; I'énergic de hiaison est déhnie, d'aprés la
relation d’Einstein, par :

EL=.|5.m.r:=

(¢ étant la célérité de la lumiére dans le vide)

Exemple : Energie de ligison du noyau d'hélium :

La masse du d'hélium  $He
M = 4001 306 u,
Le deéfaut de masse est done :

AM = (21,007 276 + 2.1,008 665) — 4,001 506

noyau g5t

0,030 376
= -.r = ——
AM = 0,030 376 u 5023 105 8
0,030 376
= 0" kg,
6023 ¢
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La célérité de la lumidre dans le wvide é&tant :
¢ = 2998 10* m.s" ", I'énergie de liaison d'un noyau
d'hélium est donc :

3,0376.10° %% (2,998)% 10'¢
6,023
E, = 45310712 ],

Ei = AM.¢' =

On utilise souvent 1"&leciron-volt ;

| eV = [,602.107'7);
Ep = 27,30.10* ¢V ou 27,30 MeV.

La mesure des énergies de liaison des
différents noyaux permet de comparer leur
stabilité ; un noyau ayant une énergie de liaison
{par nucléon) trés élevée est un noyau irés
stable; un noyau, dont I'énergie de lhaison par
nucléon est faible, est instable et a tendance 4 se
transformer spontanément en d'autres noyaux :
c'est la radioactivité naturelle.

Les reactions nucléaires permettent de
transformer les noyaux; cerlaines sonl sponta-

nées, naturelles (exemple: radioactivite),
d'autres sont provoguées.
L'écriture de ['équation d'une réaction

nucléaire fait intervenir un certain nombre de
lois, dont les principales sont :

— conseérvation du nombre de protons,

— conservation du nombre de masse,

Exemples :
HC+in - B+ I

2Rn — %P0 + 3He

1.2. DIFFERENTS TYPES
DE RADIOACTIVITE

Nous avons déja vu que certains noyaux sont
instables; 1ls se transforment spontanément en
d'autres noyaux ¢n émeéttant une particule ou se
désexcitent en émettant un rayonnement
électromagnétique. On distingue 3 types
d’instabilité :

— dynamigue, qui correspond 4 Texpulsion
d'une particule, par exemple un noyau d'hélium
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{instabilité @), ou a la fission d'un noyau en
d'autres noyaux plus petits;

— B, qui correspond aux transformations
réciproques ;. p & n;

— %, Qui est la désexcitation d'un noyau par
émission de rayonnement électromagnélique
analogue a I'émission de lumiére ou de rayons X
par uné substance.

1.2.1. INSTABILITE p:
TRANSFORMATIONS
RECIPROQUES ENTRE
PROTON ET NEUTRON

1.2.1.1. Emission P~

Ce processus a lieu lorsqu'un neutron du
noyvau se transforme en proton suivant la
réaction :

o= 1p 4+ e

Cette réaction est possible au point de vue
energétique, car la masse du neutron est
supérieure 4 celle du proton. La variation de
masse correspond 4 de [énergie  cinétique
emmagasinée par électron alors expulsé du
noyau.

L'équation nucléaire globale est donc :

o= 27 + %

_1E

Lélement X est transformé en 'élément Y qui
le suit dans la classification périodique. On peut
donner quelgues exemples :

HC =« BN o+ e (1)
tH - 3He + _f¢ i2)
HP - 18+ % (3
I = 13iSe + e (4)

Lénergie cinétique maximale des électrons
émis peut éire calculée par les variations de
masse. Les réactions (1), (2) (3} et {(4)
correspondent respectivement a une énergie E__
de 0,135 MeV, 0017 MeV, 1,71 MeV a1
0,605 MeV. Maizs tous les électrons émis ne
possédent pas la méme énergie (chocs des
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electrons avec ceux de l'atome ; énergie de recul
des noyaux..). La répartition des électrons, selon
leur énergie, est donc confinue {on a montre
gu'une partie de I'énergie &tait cddée 4 une aulre
particule, le neutrino, de charge nulle et de
masse trés petite] (fig. 1)

L'émission [~ existe tant avec des éléments
artihciels que naturels, Elle se  produnt
essentiellement lorsque les noyaux possédent un

gxces de neutrons par rapport aux prolons
131

{exemple ‘331 : 53 protons 78 neutrons).
i .
Nombre délectrans
famis
I
|
i
1
|
| Emax
|
|
I l
1 —
Ew Ein Energie cingtique
3 des efecirons
Fig. 1 Reéparution des ¢lectrons selon leur energie.

1.2.1.2. Emission B*

Ce processus n'existe qu'avec des radioélé-
ments artificiels et a lieu lorsgu'un proton se
transforme en neutron, en émettant un positon
{antiparticule de [électron, découverl par
Andersen en 1932):

1 1 o
iPo= ot o

Cette réaction ne semble pas possible au point
de vue énergétigue, car le prolon a une masse
inférieure & celle du neutron; elle ne peut avoir
lieu gu'a lintérieur du noyau Léquation
nucléaire est alors la suivante :

EK —* il:_"'jY + _.?E.

La aussi, 'tquation nucléaire compléte doit
comporter 'émission du neutrino (5v), car le
specire d'énergie des positons est continu.
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L&lément X se transforme donc en 'élément Y,
qui le précéde dans la classification périodique.

Exemples :

T3P — 1iSi 4+ Qe
fle phosphore }3P est un élément artificiel, produit
par la réaction nucléaire suivante :

1AL # tHe = !n + 1IP).

HC - 1B+ e
fle carbone ";C est lui-méme un élément artificiel
produit, par exemple par la réaction nucléaire
suivanie - "IB + H - '}C + in)

20 - N + e

BN - 12C + e
{les isotopes '30 et 'IN sont formés artificizllement
par les réaction nucléaires

O, RN et N )00

Les éléments radioactifs §* montrent en
général un défaut de neutrons par rapport aux
protons.

1.2.1.3. Capture

Ce processus, intervenant lorsque le noyau
posséde un défaut de neutrons (par rapport aux
protons), est en compétition avec |"émission B*.
I1 se traduit par la capture d'un électron par un
élément X et la formation d’un élément Y qui la
précéde dans la classification périodigue :

ip+ _Je = §n

AX 4+ Y% - RY.

Ce processus, comme les précédents (P~ et
B*) s'accompagne de l'émission d'un neutrino,
qui, ici, emporte 'énergie correspondant au bilan
de la réaction. L'électron capturé est, en général,
pris au cortége électromique de 'atome, parm
les électrons K (les plus proches du noyau).

“Exemple :

Be + _fe — jLi

1.2.2. INSTABILITE «

Clest la transformation d'un noyan X (en
général assez gros: Z > 82) en un noyau Y,
avec perte d'un noyau d’hélium, c'est-a-dire une
particule nommée particule o« ayant les
caractéristiques suivantes :

— nombre de masse : A = 4;

— numéro atomique : £ = 2;

— charge : + 2e;

— représentation : (3He)?*.

L'éguation nucléaire d'un processus « est la
suivante :

;}.’. — E::Y + '!H':.

Le noyau X perd ainsi 2 neutrons et 2
protons; il se transforme en un élément Y qui le
précéde de 2 cases, dans la classification

périodique.

Exemples :
NU — YWThe+ $He
3Ra — 3iRn + iHe
Hikn — liPo + jHe.

Le bilan énergétique de réactions se
partage entre I'énergie cinétique de la particule «
et I'énergie de recul du noyau qui se désintégre
{souvent négligeable devant la premiére), selon
le schéma suivant :

M ! x5
— —_— -‘—% —
& I v w

L'énergie de recul peut étre suffisante
toutefois pour rompre les haisons chimiques et
pour arracher des paquets d'atomes & une
préparation solide, par exemple. Si la
préparation est liquide, une gouttelette pourra
étre formée et il se formera un aérosol

L'analyse magnétique des particules a libérées
montre qu'elles se répartissent en plusieurs
groupes d'énergic E bien déterminée (spectre de
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raies). En effet, I'émission @ s'accompagne
souvent d'émission de photons y (cf. 111.1, 1.2.3),
selon le diagramme énergétique (fig. 2).

e d

212,

& (0,47 Mev)

Z08 T

Fig. 2 Diagramme énergetique de I'emission a duo
noyau.

'l Hombea de parhicules

o RmIsES
4 } —
Oy e Ensrgie das
(B 62 Mav]l (809 MeV) porficules

Fig. 3 Analyse magnétique des particules o (spectre
de raies).
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1.2.3, INSTABILITE

Elle se traduit par ['émission d'un
rayonnement électromagnétigue y (longueur
d'onde inférieure 4 107 * nm ; propriétés voisines
des rayons X), par un noyau excité. Un noyau
comporte, en eflet, un mveau dénergie
fondamental et une série de niveaux excités qui
s¢ rapprochent an fur et 4 mesure que leur
énergie augmente; de plus, leur durée de vie
diminue, car 1ls sont de moins en moins stables,

L'excitation peut se faire par différents
procedes (fig. 4) :

— réaction nuclégire : la capture d'une
particule forme un noyau & l'état excité;

— excitation électromagnétique : I'absorption
d'un photon ¥;

— excitation consécutive d une désintégration
¢ ou P Cest ce troisiéme processus qui
intervient dans les substances radioactives
(hg. 2). Le noyau Y, formé au cours d'une
émission o ou f, se désexcite en émettant des
photons .

L'émission y constitue donc un spectre de
raies, que lon peut étudier a [l'aide de
spectrographes v (ef. 111.2, 2.5). On a M'habitude
de caractériser cette émission, non par la lon-
gueur d'onde des photons emis, mais par leur
energie, exprimée en &lectronvolts (eV).

T

E

-

Miveoux
exciigs

Dasexcitation

Engitalngn

Mivagu
fandamanial

Fig. 4 Diagramme énergétique d'un noyau.
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Exemple :

Le spectre ¥ du césium présente un pic & 662 ke¥ et
un autre & 460 keV,

o Conversion interne :
L'excés d'énergie d'un noyau Y, au lieu de se
libérer par un photon y d'énergie hv, telle que

# Wombre delectrons
emig K

La probabilité d'avoir une émission d’élec-
trons & la place d'un rayonnement vy est grande
51 le numére atomique de I'élément est élevé.

1.3. LES RADIOELEMENTS

1.3.1. RADIOELEMENTS

NATURELS
L
Les isotopes mnaturels, dont le numéro
atomique £ est nférieur 4 82 sont stables, saul
trois, qui sont radicactifs B~ :
1K,  '3%La et 'ILu
Les éléments lourds (Z > 82) possédent des
isotopes radioactifs B, « et y, qui dérivent tous
w de 3 wancétres », noyaux & grande période,
E (ef. TIL.1, 1.4) et qui sont groupés dans des séries
Fig. 5 Spectre d'émission P~ comportant des  (en familles) caractérisées par le nombre de masse
électrons de conversion interne. A = 4p + q(pet g étant entiers) (cf. exemples).
—— Exemples :
Série dp ancétre : thorium H3Th: produit final H8PDb; ba et 4f
Série 4p + 2 - iU - NiPb;  Bax et 6p
Série 4p + 3 - VR - iPb; T et 4p.
hv = AE, peut provoquer la libération d'un A
électron périphérique de [|'atome, avec une 240 1 .
énergie E, = hv — Wi, W, élant I'énergie de / —_— Eﬁ
linison de I'électron considéré, Le spectre 235 » B i W)
d'émission B~ peut alors comporter un certain 230
nombre de pics, qui se superposent au spectre 2aa T ‘H,,"‘
continu {fig. 5), et qui correspondent aux ves | e
differentes énergies de liaison des électrons 2z
K.L,.... Il y a donc une compétition entre 320 | e
I'émission d'un photon v et I'émission d'un - Pa it
électron. 213 | ud’iﬁ,p,
213
210 = Tl =Pl B Py
v I Py
2&5 i ] 'l 'l 1 i i § Il
B0 &1 & &3 B4 &% B85 A7 BE B S0 ¥ 92 I

Emisgion d'ur eeciran

E Emassion d'un photon
¥

—— T
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Fig. 6 Famille de l'uranium U conduisant au plomb
]I:II!PI::r
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La figure & indigue les translormations qui
conduisent de "1 a *"*Ph.

1.3.2. RADIOELEMENTS
ARTIFICIELS

Ce sont des éléments produits au cours de
réactions nucléaires. Les pnncipales de ces
réactions melient en jeu un projectile
neutronique. On expose un échanlillon
convenable & un flux de neutrons que peut
produire un réacteur nucléaire. [Dautres
réactions nucléaires utilisent des projectiles
chargés (deutons, particules a.): clles nécessi-
tent alors un accélérateur de particules
{cyclotron..). Enfin, un certain nombre de
radioéléments sont extraits des produits de
fission obtenus dans les réacteurs nucléaires.

1.3.2.1. Capture de neutrons

La plupart des réactions de formation des
radioéléments avec des neutrons sont des
captures radiatives schématisées par (n, v). Clest
ainsi que sont obtenus les isotopes suivants :

PP +dn o HP (+)
“Co: **Co+n = *Col+ v)
13T 130T 4 by = P1Te(+ ¥)

{le technétium. ""'Te, donne naissance, par
désintégration B~ a iode "),

On peut également citer la réaction (m, o) de
formation du tritium JH :

*Li + In — iHe + JH.

Toutes ces réactions nécessitent un flux de
neutrons obtenus 4 partir d'un  réacteur
nucléaire, étant donné que les neulrons
(particules non chargées) ne peuvent elre
accélérées dans un accélérateur de particules
classigues.

1.3.2.2. Réactions avec particules chargées

L'obtention d'isotopes radioactifs des &lé-
menlts, rencontrés en biochimie, peut se faire par
des réactions nucléeaires du type {d, n) ou {p, a).
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On peuat citer exemple des isotopes suivants :
MC s UN 4+ IH — iHe + '}
NG HC +iH - gn + 1IN

Ces réactions demandent un accélérateur de
particules. De nombreux laboratoires possédent
de petits cyclotrons permettant de fabrigquer les
isotopes radioactifs,

1.3.2.3, Obtention 4 partir des produits
de [ission

Les combustibles nucléaires donnent naissan-
ce 4 de trés grandes quantités d'éléments
radioactils, les produits de fission. Ils constituent
un mélange trés complexe d'isotopes trés
différents. Seuls, mértent un effort de
récupération, les €léments &  wie longue.
Cependant un ¢lément a4 vie courte est
également extrait, lode '*1, & cause de son
importance en biologie et médecine.

Les principaux ¢léments extraits des produits
de fission sont les suivants, par ordre
d'importance décromssante :

31 . émetteur Bet ¥

137¢Co : émetteur B et v
08¢ : émetteur i
144Ce - émetteur et y
'YYRu : émetteur P

1.3.2.4. Propriétes des radioéléments
artificiels

La figure 7 représente quelgues isotopes
légers; ceux qui sont voisins de la hgne N = £
sont stables. Ceux qui sont en dessous ont un
excés de protons : ils seront radioactifs p* ; les
isotopes qui sont au-dessus de celie ligne seront
radioactifs p~. La radioactivité o ne s'observe
que pour des noyaux plus lourds {Z > 82).

Au fur et & mesure que le numéro atomigque
des tléments augmente, le nombre disotopes
possibles croit. Ainsi, lode (£ = 53) posséde-1-l
21 isolopes radioactifs. La préparation de ces
différents isotopes doit donc comporter des
opérations de séparation.
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bn
w |18 ..-"'ED . £
L8] #
-
& 1‘9""-"'
9 W Fff:
14 1”*"" =
8 ¢ "IN gé
B
&
3 |zfB h;:?ﬂ‘:g H;a r.rF.
,:;f1;?,i’"§g'ﬂ
i L1277 13w
6 e e AN 0"
i2% 9]
10 nm =112
5 B ¢*|'n"
a
4 / 0.
&
—
~
r
l_r"

-
4 5 & T Lz % W0 I

Fig. T Quelques isotopes legers (les isotopes stables
occupent les cases hachurées avec leur pourcentage i
I"état maturel).

1.4. LOIS D'EVOLUTION
DES SUBSTANCES
RADIOACTIVES

L4.1. LOI FONDAMENTALE :
ACTIVITE D'UNE SOURCE

On étudie la variation, dans le temps, du
nombre de noyaux N de I'élément radioactif. La
vitesse de désintégration est alors représentée

par v = — ar ol dN est la variation duo

nombre du noyau pendant l'intervalle de temps
dr. Cette vitesse de désintégration est appelée
aussi aclivité de la source.

La loi fondamentale est la suivante : I'activité
d'une source est:

— proportionnelle au nombre de noyaux N a
I'instant considéré :

dMN AN
= Tw

(A est appelée constante radicactive de 1'élement
considéré);

— indépendante des conditions physiques :
présence d'autres noyaux, concentrations,
liaisons chimigues...;

= indépendante de la température et de la
pression,

o Unirés

. L'unité internationale d'activité est le
becquerel (Bg) qui représente une désintégration
par seconde, En général, le nombre de
désintégration par seconde élant un nombre trés
grand, on utilise le curie (Ci), u_u.i vaut
3,7.10'" Bq. Le curie représente apprummauve—
ment "activité d'un gramme de radium {’ Ra)
pur. On utilise souvent des sous- mu'luplu du
curie, millicurie (mCi) et microcurie (pCi).

e Activité massigue (ou activité spécifique)

Un échantillon de substance, du phosphore
par exemple, peut comporler une [aible
proportion de phosphore radiocactif (}3P). On
définit l'activité massique de [échantillon
comme le rapport de activité de I'échantillon d
la masse totale de lélément considéré (i le
phosphore). On l'exprime donc en Bg. kg™ ' ou
Bg.mol ~ %,

1.4.2. LOI INTEGREE :
PERIODE D'UN ELEMENT
RADIOACTIF

La lon fondamentale représente, au point de
voe formel, une loi cinétique d'ordre un. Son
intégration donne donc :

dN
~N=" A ds,

InN = -~ At + cte.

Si M, représente le nombre de noyaux de
I'tlément radioactil 4 Il'instant choisi comme
origing ({t = 0), on peut &crire :

InN =IlaN; — At ou N = Nje-"
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2. Détection de la radioactivité

Pour détecter la radioactivité on dispose d'un
certain nombre de techniques qui permettent de
visualiser les particules et d'en mesurer
I'intensite .

— wisualisation des trajectoires matérialisées,
par des gouttelettes de brouillard dans la
chambre de Wilson, ou par des grains d'argent
dans I'émulsion d'une plaque photographique;

- mesure de 'intensité d'un ravonnement, a
l'aide d'une chambre d'ionisation;

— comptage des particules émises, dans un
compleur Geiger-Miller;

— mesure du nombre et de Iénergie des
particules, & I'aide d'un compteur proportionnel
ou d'un compteur a scintillations.

Les particules et les photons ne peuvent étre
détectés gue lorsgu'ils interagissent avec la
matiére. La nature de ces interactions dépend du
corpuscule, de l'absorbeur et de leur énergie
cinétique.

2.1. INTERACTION
AVEC LA MATIERE

2.1.1, CAS DES PARTICULES
CHARGEES, LOURDES
(PROTONS, DEUTONS,
PARTICULES =)

Ce sont toutes des particules ionisées
possedant un défaut délectrons. L'interaction la
plus importanie entre ces particules chargeées
positivement et la matiére qu'elles traversent
sera d'ongine électronique; les particules
provoguent [excitation et surtout lonisation
des atomes rencontrés. L'énerge captée par les
électrons sera transformée par différents
phénoménes :

— ionisation, dans la chambre de Wilson;
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— excitation, dans les scintillateurs mine-
raux

— dissociation moléculaire, dans les compo-
565 Organigues.

Cette interaction provoque un rapide
ralentissement des particules. En général le
parcours d'une particule lourde est trés faible.
Un rayonnement o« est arrété par quelques
centimetres d’air, par une feuille de papeer. 51 la
source émettrice o se trouve a lintérieur de
l'organisme humain, les particules peuvent
provoquer des dégits importants car leur
énergic est dissipee sur une [aible longueur.

Les trajectoires des particules lourdes
observées & la chambre de Wilson, par exemple,
sont rectilignes car des particules ont une inertie
suffisante pour ne pas étre déviées au cours des
collisions.

On appelle ionisation spéciique le nombre
d'ions formés par unité de longueur. Pour les
particules a de guelques MeV, elle peut
atteindre la valeur de 5.10* ions formés, dans
l'air, par cm.

2.1.2. ELECTRONS

Les Electrons qui traversent la matiére
perdent leur énergie par ionisation et excitation
(pour les énergies faibles) et par rayonnement
(pour les énergics €levées). Les trajectoires des
électrons, particules trés légéres, sont fines el
sinueuses, surtout en fin de parcours ou leur
vitesse devient plus faible.

Lionisation specifiqgue est beaucoup plus
faible que celle des particules lourdes. Pour un
rayonnement fde | MeV, elle vaut 45 1onisations
par cm, dans l'air (contre 5.10* pour des parti-
cules lourdes).

Les electrons ont donc un parcours plus long
que les particules lourdes; {quelques meétres
d’air).

Les positons se comportent comme les
electrons dans leur interaction avec la matiére.
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2.1.3. RAYONNEMENT vy

Un photon, traversant la matiére, peut étre
transmis directement, diffusé sans changement
de longueur d'onde, diffusé avec augmentation
de longueur d'onde, ou absorbé.

2.1.3.1. Absorption

On utilise une loi analogue a celle de la
photométrie visible ou ultraviolette (cf. tome 1,
chapitre II1.1, 3.4), mais on 'exprime en fonction
de I'épaisseur de substance traversée et de sa
masse volumique.

Soit @y le flux énergétique incident, @ le
fux transmis, x Pépaisseur traversée

Lo
n— = — ji.X
D, H

ol p est le coefficient d'absorption linéaire.

En utilisant la masse volumigue p et la masse
spécifique m (masse lraversée par unité de
surface), cette loi devient :

O
In—

0

1)
—_ _-px =

p

o
-y
¢=¢uf o

E- coelficient
P
sensiblement la méme valeur, pour un corps

donné, quel que soit son état physique. I est

exprimé en m?. kg™’

d'absorption massique, a

2.1.3.2. Effet photoélectrigue

Un rayonnement y peut provogquer |'émission
d'élecirons avec une énergie E = hv — W_ ol
hv est 'énergie du photon mcident et W,
'énergie de liaison de l'électron. Il s'enswit un
réarrangement électronique de l'atome excité
avec émission de rayons X dit « de fluorescen-
ce W,

Le coefficient d'absorption massique des
rayons y va étre plus grand pour certaines
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energies, correspondant aux énergies de liaison
des électrons, Le spectre d’absorption aura alors
'aspect suivant (fig. 10).

1 Contficient d"absorpliaon
mMOoss QUi

1 LY

1 ™

1 o
]

-
Energie des
photons §
Fig. 10 Variation du coefficient d'absorption en
fonction de I'énergie de rayonnement y.

1
I
£, £,

2.1.3.3. Effet Compton

C'est la diffusion des photons ¥ incidents avec
augmentation de longueur d'onde, c'est-d-dire
perte d'énergie. La différence d'énergie est
communiquée sous forme cinétique 4 des
électrons. Cet effet a lieu lorsque I'énergie des
rayons ¥y est pluos grande et lorsqu'ils
interagissent avec des éléments de faible numéro
atomigque.

2.1.34, Création de paires (ou matérialisa-
tion)

Si I'énergie du photon incident est supérieure
i 2mge® (m, étant la masse au repos des
électrons, mye? représente Pénergie au repos des
électrons, au sens relativiste), le rayonnement
peul, en présence d'un noyau ou d'une charge
produisant un champ électrique, créer une
paire : électron + positon, qui se partagent
I'énergie résiduelle (hv — 2mgyc?), sous forme
d'énergie cinétigue.



DETECTION DE LA RADIDACTIVITE

On peut préciser 'importance des trois
phénoménes évoqués ci-dessus, selon la valeur
du numéro atomique de I'élément qui regoit les
photons et selon I'énergic de ceux-ci {fig. 11).

B momirn aromigus
[

(vl

Effgr Crialion de
paere s

phofoele of regus

Ol Pugsan

I
|
1
Compian |
i
|
i
1

i 1
[+ 100
Emtegis das phatons | M

.
-

o o o owr e oW W = =

a0

Fig. 11 Importance des phénoménes suivant le
numeéro alomique, ¢ énergie du rayonnement y.

2.14. IONISATIONS PRIMAIRES
ET SECONDAIRES;
NOTION D'EXPOSITION
ET DE DOSE ABSORBEE

Les é&ectrons (ou posilons), mis en mouve-
ment par les phénoménes que l'on vient de
décrire, peuvent & leur tour provoquer des
ionisations que I'on appelle ionisations secondai-
res.

Ces trois phénoménes produisent des
rayonnements électromagnéliques .

— Teffer photoélectriqgue produit une fluores-
cence X,

- la diffusion Compton produit un photon
diffusé;

— la création de paires peut produire un
photon lorsqu'un électron et un posilon se
rencontrent et s'annthilent,

Dans les trois cas, les rayonnements peuvent a
leur tour produire des « ifonisations secondai-
TES W,

La mesure de toutes les charges produites
est possible dans I'air ; elle permet de caractéri-
ser un rayonnement donne: elle définit la
notion d'exposition,

L'unité d'exposition est le coulomb par
kilogramme (C.kg™') On utilise aussi le
rontgen (unité admise provisoirement) qui est
I'exposition créant dans | cm® d'air une charge

1
égale a l'unité CGS, c'est-a-dire 3 1079 C. Cette
charge correspond 4 2,08.10° jons; le rdnigen
(R) vaur donc 2,58 107* C kg™ (unité d'exposi-
tion)

La création d'un 1on nécessitant dans 'air, en

moyenne 33,7 eV, lénergie libérée dans 1 cm?
d’air par une exposition de 1 rontgen, est donc :

2,08.10%.33,7.1,6.107 %
1,203.107°

= 87.1077J.g°!
— 87.107* J.kg~".

Pour mesurer 'énergie hbérée dans un autre
milien, 1l faut comparer les coefhcients
d’gbsorption massique, w/p, du milicu et de [arr.
On utilise le gray (Gy) comme unité de dose
absorbée par un miliew. Le gray est la dose
absorbée correspondant d une énergie libérée de
1J.kg ! (on utilise également le rad gui vaut
un centigray : 1 rad {ou rd) vaut 107* Gyl

Dans l'air, une exposition de X rontgens
produit une dose absorbée :

D = (B7.107* X) gray = (0,87.X) rad.

Dans un autre milien, si f représente le
rapport des coefficients d'absorption massigue
du milieu et de l'air, la dose absorbée est :

DY = (87.107* X /) gray = (0,87 X. /) rad.

Pour l'eau et les tissus biologiques mous,
soumis aux rayons X usuels, en pratique
médicale, f étant de l'ordre de 1,1, une
exposition de X rintgens produit une dose

absorbée :
D = (0,87.1,1 X)rad = (0,9 X) rad.

On peut donc dire, & 4 p. 100 prés, qu'une
exposition de un rontgen produit une dose
absorbée de 1 rad, dans les tissus mous.

Cette notion de dose absorbée, exprimée en
rads, convient bien pour les rayons X et les
rayons y. Lorsqu'on veut exprimer la dose
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absorbée par un &tre vivant, exposé i divers
rayonnements, il faut temir compte du fait que
des rayonnements divers peuvent avoir des effets
biologigues rrés différents. Des neutrons, par
exemple, sont plus actils que les rayons ¥y, pour
une méme exposition. A la suite de nombreuses
expériecnces on a pu évaluer les elficacités
biologiques des rayonnements principaux, en
prenant comme base l'efficacité de certains
rayons X. Pour tenur compte de cette efbcacite
différente on utilise une unité de dose biologique
absorbée, le rem (ou « rad equivalent for men »).
La dose biologique, ¢n rems, s oblient, pour ung
exposition externe, en mualtipliant la dose
absorbée (en rads) par lefficacité biologique
{EB) :

Driiogique (rems) = D (rads) = (EB).

Le tableau suivant indique quelques valeurs
d'efficacité biologique :

Rayons X, y ou f durs EB =1
Ravons B mous EB=1a?2
Neutrons lents EB =245
Meutrons rapides, = EB =54 10

Lorsqu'on étudie le phénoméne d'ionisation
dans un milieu on utilise une notion appelée
transfert d'émergie linéigue (TEL), qui exprime
'énergie perdue par le rayonnement par unité de
longueur. Dans |'eau, par exemple, le TEL, pour
des particules o est de ordre de 150 keV/pm;
pour des électrons il est de 'ordre de 1 keV/um.

2.2, DETECTION GLOBALE
DE L'IONISATION :
CHAMBRE D'IONISATION
{fig. 12)

On mesure globalement lonisation créée par
les divers rayonnements, qu'ils soient électroma-
gnétiques ou particulaires. Les ions créds sont
recueillis par deux électrodes, et on mesure la
charge produite par unité de temps (intensité
d'un courant débité).

Pour entrainer tous les ions, 1l est nécessaire
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Fig. 12 Schéma d'une chambre dionisation et
vartalion de intensite en fonction de la tension V.

que le champ électrique & l'intérieur de I'enceinte
soit suffisant. On obtiendra donc, pour un méme
rayonnement ionisant, une intensité qui
augmente avec la dilference de potentiel
appliquée entre les électrodes. Il arrive un
moment ou ['intensité devient constante
(saturation); c’est alors que tous les ions formés
sont collectés au fur et 4 mesure de leur
formation. La chambre d'ionisation fonctionne
donc correctement, car 'intensité i, est propor-
tionnelle au flux énergetique regu. Elle permet
en ce cas de mesurer la dose d'exposition (en
roentgen).

2.3. DETECTION INDIVIDUELLE
DES PARTICULES :
CHAMBRE D’IONISATION

La différence qui intervient, par rapport au
montage de la figure 12, est uniguement dans
le circuit électrique. L'ionisation créée par wne
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particule dans la chambre d'ionisation est faible.
Elle nécessite alors un amplificateur gui permet
de wvisualiser |'mpulsion produite (variation
rapide de ['intensité).

Le circutt comporte donc :

— un preamplificateur, qui met en forme
I'impulsion ;

— un amplificateur, qui augmente amplitu-
de de celle-ci;

— un dispositif de numération, gui déenombre
les impulsions;

— un selecteur, qu classe les impulsions
d'aprés leur hauteur,

Par exemple, I'appareil ne transmettra que les
impulsions, dont M'amplitude est comprise entre
deux valeurs V, et V, (sélecteur 4 une bande).
En faisant varier les extrémités de cette bande,
on peul construire [histogramme donnant le
nombre d'impulsions en fonction de leur
energie.

2.4. COMPTEUR
DE GEIGER-MULLER

24.1. CARACTERISTIQUE
COMPLETE
DE LA CHAMBRE
D'TONISATION

51 on fait varier la différence de potentiel entre
les deux électrodes d'une chambre dionisation,
schématisée hig. 12, pour une particule pénétrant
a l'intérieur, la hauteur de l'impulsion recueillic
wvarie selon le schéma de la figure 13

On obtient quatre domaines (fig- 13):

— la zone 1, concerne ['utilisation de la
chambre d'ionisation déja décrite (cf 111.2.2.3):

— 81 le champ eélectrique devient plus in-
tense, les électrons, accélérés, vont produire une
ionisation secondaire et l'intensité regue sera
proportionnelle 4 la tension appliguée. Clest la
zone¢ du compieur proportionnel, la zone 2;

— dans la région suivante, la zone 3, les deux
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Fig. 13 Influence de la différence de potentiel sur
I'intensité  recueillie au cours du passage d'une
particule donnée. Trait conlinu : énergie élevée; en
pointille - énergie faible.

courbes (énergies élevée ou faible) se rejoignent ;
I'impulsion a la méme amplitude, quelle que soit
I'énerge des particules 1omisantes. En outre,
cette amplitude augmente peu avec la tension :
¢'est la zone de Geiger (le nombre d'électrons
formeés peut atteindre 10'" pour une particule
incidente);

— enfin, si on augmente encore la tension,
une avalanche eélectronique produit une
decharge qui n'est pas utilisable {zone 4).

24.2, PHENOMENES PRODUITS
DANS LE COMPTEUR
GEIGER-MULLER

Un tube Geiger-Muiller est analogue 4 une
chambre d'ionisation (fig. 12). Il est rempli d'un
mélange de gaz monoatomique (argon) et de
vapeur organique (alcool) sous une pression de
quelgues centimétres de mercure. Une particule
(x ou B) pénétrant a lintérieur, provogque les
phénoménes suivants :

— formation d'un certain nombre de paires
d'ions ;

- multiplication des ions primaires. Les
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photomultiplicateur d'électrons, par exemple,
jcf. Tome 1. 111.1. 1.3.2.3):

— un systéme de comptage, avec sélection
d'amplitude.

Un tel compteur permet, soit le comptage
global de lactivité d'une mesure, soit le
comptage de particules ayant une énergie
comprise dans une bande donnée (tracé du
spectre en éncrgie des particules).

25.2. SCINTILLATEURS

Leurs caractéristiques essentielles sont les
suivantes :

— le rendement lumineux, rapport de
I'énergie lumineuse émise 4 |'énergie regue par
les particules radioactives;

— la durée du rayonnement consécutif & la
réception d'une particule ;

— la transparence a la |lumiére émise, qui
détermine les dimensions du scintillateur ;

= la linéarité, qui permet la mesure directe
de I'énergie absorbée en fonction de la hauteur
de I'impulsion émise.

On peut citer quelques exemples de
scintillateurs : iodure de sodium (Nal) avec
traces de thallium (T1); sulfure de &inc;
anthracéne ; naphtaléne; stilbéne.

Les scintillateurs organiques ont l'avantage
de pouvoir étre utilisées en solution ; ils forment
ainsi des scintillateurs liguides. On peut alors
dissoudre I'échantillon radicactil dans le
mélange scintillateur lui-méme; dans ces
conditions, les pertes de rayonnement sont
extrémement faibles {cf, 111.2, 2.5.5).

2.53. PHOTOMULTIPLICATEUR
D’'ELECTRONS

{ef. Tome I, IIL1, 1.3.2.3)

L'effet photoélectrique est utilisé pour
mesurer le flux lumineux é&mis par le
scintillateur, lors du passage d'une particule
radioactive, ou de la réception d'un photon y.

a7

2.54. INSTALLATION
DE COMPTAGE

L installation, schématisee figure 15, comporte
le scintillateur collé sur la face externe de la
photocathode du photomultiplicateur d'élec-
trons, pour éviter des pertes de lumiére. Le
préamplificateur met en forme 'impulsion élec-
trique délivrée par le photomultiplicateur. Cetle
impulsion est alors amplifiee et un compteur
denombre le nombre d'impulsions par unité de
temps aprés sélection énergetique.

Semnlianaur

Freatcsrrval Uplicaidur
d'dlacirony

la=rul

Enrgqusiremant
TEARIDN Ll

Bl ol b Silectaur

g ompiihude comptage

Fig. 15 Schéma d'un compteur & scintillations.

On peut, avec un tel dispositif, étudier le
spectre représentant le nombre de particules ou
le nombre de photons y en fonction de leur
énergie. Dans le cas de la spectrométrie vy, les
photons pénétrant dans le scintillateur produ-
sent les trois effets déja étudiés ci-dessus (cf.
1.2, 2.1.3):

— Peffet photoélecirique : I'électron libéré est
absorbé par la substance ; I'énergie absorbeée est
cédee sous forme de ravonnement ; c'est le pic
photoélectrigue, qui est toujours le plus intense ;

~ [Peffer Compton : diffusion du photon ¥, en
un photon d'énergie inférieure au précédent.
L'ensemble forme un spectre continu limité par
le fromt Compton dont ['énergie peut Etre
calculée ;

— la création de paires: st l'electron et le
positon s'annihilent, ils donnent naissance &
deux photons y de 511 keV. Une partie peut étre
absorbée et libérée sous forme de rayonnement.
On obtient les spectres vy dont un exemple est
donne figure l6.
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Fig. 16 Spectre y d'une source '*'Cs.

2.5.5. SCINTILLATEURS
LIQUIDES

Les biologistes utilisent des scintillateurs
liquides pour observer des rayonnements B2, de
faible énergie, produits par les radio-isotopes
H, *C, ou {IP. On appelle (cf. 1111, 1.2.1.1)
les énergies maximales des rayonnements p°
de ces éléments ;

TH : 17 keV ; 50 155 keV;
13P: 1,71 MeV.

Les particules B9, de faible énergie, étant
absorbées par quelques dixiémes de millimétres
d'échantillon, il est nécessaire d'utiliser des
scintillateurs ligquides ol les radioéléments se
trouvent au voisinage immediat des substances
scintillatrices.

Les scintillateurs hiquides sont composés d'un
solvant et de un ou de deux soluréds:

— le solvamt solubilise les substances
scintillatrices, ainsi que les substances radioacti-
ves, De plus, 1l absorbe Pénergie du rayonne-
ment B2, émis par le radioélément. Cette énergie
est alors libéree, par fluorescence. Mais le rayon-

nement réemis est situé dans ultravioler el ne
peut &tre utilisé ainsi (absorption par parois de
verre et manque de sensibilité des photocellules,
dans ce domaine de longueurs d'onde). [l est donc
nécessaire d'ajouter au solvant, d’autres substan-
ces fluorescentes appelées solutés. Les solvants les
plus utilises sont .

CHy

~
le toluéne, le xyléne, @
"‘-\.EHI.

o
()

— les solutés sont des substances, de nature
aromatique {molécules riches en doubles liaisons
conjuguées), qui peuvent étre excitées par le
rayonnement fluorescent provenant du solvant;
leur désactivation produit, & son tour, un
rayonnement fluorescent de longueur d'onde
plus grande (longueur d'onde A, comprise entre
400 et 500 nm), recu par la photocathode d'une
cellule photoélectrigue ou d'un photomultiplica-
teur (fg. 16a). Les solutés, Muorescents,

fréquemment utilisés, dérivent du dipheényl-1.4
oxazole (PPO) :

O-0O-0

Remargue . Atténuarion oy « guenching » :

le dioxanne

Toute 'énergie des particules HE ne s¢ lrouve pas
transmise, sous forme de rayonnement visible, par les
golutés. Une partie est convertie én énergic non
radiative ; ce phénoméne est appelé atténuation {ou
« quenching ») du rayonnement. Il peut se produire
selon Irois processus .

— la molécule de solvant, activée, subit ume

Source e® Fhotons
Pa -— Su,h.u W ey
U=

Solutes

FPhotans

—t——————e—— Phfocothode | Ditesteur
Nyisibles"

w
Scintillatewr liguide

Fig. 16a Principe des scintillateurs liquides.
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désactivation mon radiative ;| son énergie est utilisée
pour former un complexe solvantl- soluté, ou elle se
degrade sous forme de chaleur;

— le rayonnement fluorescent du solvant peut ére
capté par des molécules, elles-mémes non fluorescen-
tes, présentes dans la solution;

~ i la solution comporte des composes colorés, il
peul  se¢  produire une absorption partielle  des
photons, du domaine visible, émis par les solutés.

Lensemble de ces phénoménes se traduit par une
diminution de lénergie ¢t du nombre de photons
regus par la photocathode et enregistrés par le
compteur.

Lors des comparaisons des radioactivités de
différentes solutions, 1l importe donc que toules
comportent la méme composition gqualiative. Des
corrections peuvent étre [aites pour oblenir lactivile
absolue d'un échantillon.

Signal

2.6. COMPTEURS
AVEC DETECTEURS
A SEMI-CONDUCTEURS

Nous avons décrit, dans le tome 1, chapitre I11
le principe des photodiodes et photopiles utilisés
comme récepleurs de NMux  Jumineux. Les
semiconducteurs sont utilisés de plus en plus
comme délecteurs, soit de particules chargées
{¢”, e", p, d,x), soit de rayonnements X ou ¥.

Dans le cas de particules chargées, on utilise
des diodes au silicium avec une barnére de
surface réalisée par une mince couche d'or
ifig. 16b); dans le cas de rayonnements, on
emploie des diodes au germanium, dopé au
lithium.

- . Selecteur
Porticules Préampli ampli mu1l4'1:|:|r:|.lul
chargées
Couche d'ar Rwl10% N
i
' ATAVAVAVAVE
|
]
J.-‘r Silicium (type n) Alimentation
¢
' v 5=100 V
Barriere ;
de surfoce 1

Couche de nickel

Fig. 166 Compteur avec détecteur & semiconducteur,

]l tHombre de porficules
chargees 5470
i[snll 5
w0t
el
ls] i , \A\A,—/ -—
5200 5400 SR Enefge(key]
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Fig. 16c Spectre  énergélique  enrcgistré  par e
sélecteur multicanal,



UTILISATION DES RADIOELEMENTS

Dans tous les cas, le flux incident crée dans le
semiconducteur des paires électron-trou. Sous
I'action d'un champ électrigue, ces porteurs de
charges sont collectés par des électrodes et font
ainsi apparaitre une impulsion de tension de
'ordre du millivolt.

Un préamplificateur met en forme cetie
impulsion avant de I'amphhier. Un sélecteur
comporte un grand nombre de canaux (quelques
centaines). Chaque canal enregistre les impul-
sions dont la hauteur est comprise dans une
bande d'énergic bien précise. La largeur de
chaque bande peut étre de l'ordre du keV.

3. Technique de mesure de
d'un échantillon

3.1. PREPARATION
DES ECHANTILLONS

Pour les substances en soflutions, un volome
donné (0,] a4 02cm®) est pipetté dans une
coupelle d'aluminium de faible diamétre et le
solvant est évaporé, La coupelle, contenant le
résidu radioactil étalé en couche mince, est
placée sur un support plastique.

Dans le cas de substances suspension, il
suffit de placer la suspension dans un systéme de
filtration sous vide préalablement muni d'une
double rondelle de papier fibre de verre. La
rondelle de papier est alors récupérée et déposée
directement sur un support plastique.

3.2. MESURE DE LA
RADIOACTIVITE

3.2.1. BRUIT DE FOND
(MOUVEMENT PROPRE
DE L'APPAREILLAGE)

On constate que, méme s la source
radioactive est enlevée, le systéme de numéra-

Om peut ainsi tracer la courbe de distribution
des particules ou des photons, en fonction de
leur énergie; en effet, I"énergie des particules
incidentes ou des photons est proportionnelle
au nombre de porteurs de charges créés dans la
jonction, et donc proportionnelle 4 la hauteur
de I'impulsion. La courbe obtenue constitue le
specire du rayonnement étudie (hg. 16¢c).

L'intérét des semiconducteurs, par rapport aux
détecteurs a ionisation, habituels, est di 4 leur
grande sensibilité énergétique et, ainsi, & leur
grande résolution (aptitude & séparer des
rayonnements d'énergie voisineg).

la radioactivité

tion fonctionne encore. Ce phénoméne, appelé
bruit de fond, est dii 4 de nombreuses causes :
rayons cosmiques, radioactivité ambiante,
causes propres au systéme électronique. Ce bruit
de fond est déterminé avec un support propre,
pendant plusicurs minutes; on doit le déduire
du comptage des différents échantillons. Son
influence est importante lorsque les complages
sont faibles.

3.2.2. TEMPS
DE COMPTAGE

Tout comptage est sujet 4 des fluctuations
statistiques, dues au lail que les désintégrations
des substances radioactives sont effectuées an
hasard. En comptant plusieurs fois pendant le
méme intervalle de temps les désintégrations m;
d'un méme échantillon (& durée de vie longue,
donc d'activité constante), on obtient diverses
valeurs qui se répartissent selon une courbe de
Poisson (bg. 16d).

r _ 2
L'écart type o, donné par o’ = (n — 1)

N
ol n est le nombre moyen de désintégrations et

100
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l' Frequence d9& n;

f
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Fig. 164 Distribution statistique du nombre de
désintégration d'une source radioactive donnée.

N le nombre total de complages, est & peu prés
égal & Jn: o= /n.
On obtient ainsi une évaluation de I'incertitu-

de sur un nombre de désintégrations mesuré, en
prenant 20 = 2./n ou, si I'on fait une seule
mesure, a EJ;,- el on écrira :

n=n t I\ff;r
L'incertitude relative vaut alors ©

ﬁn,_lﬁu z
n, _\.X*T;

Elle diminue quand le nombre de désintégra-
tions augmente, c'est-d-dire, pour une source
donnée, s1 le temps de complage augmente.

Exemple ;
n, An, Angnm,
104 0 0,20
1 62 0,062
104 200 0,020

o

m

3.23. TEMPS MORT D'UN SYSTEME
DE COMPTAGE

Quand on enregistre les désintégrations de
particules avec un détecteur, il exisle loujours
un intervalle de temps pendant lequel le
détecteur est insensible. Dans une chaine telle
que :

D&t ecgur

Amipli

Coemplewr

il existe essenticllement deux temps morts :

— celui de détecteur, gqui est variable;
compteur Geiger-Miller : 200 pus. compleur
proportionnel : 10 ps; détecteur 4 saintillation
2 ps,

— le temps mort du compteur; 51l est
mécanigue : 20ms; si le compteur esl
électronique, on évite les échantillons a
comptage élevé (> 10° coups par minute) et on
introduit dans la chaine une échelle qui ne laisse
passer gu'une impulsion sur n impulsions
incidentes (n = 10, 10%, 10° ).

Correction due au temps mort

Soit 1 le temps mort du compteur, n le nom-
bre de coups enregisirés pendant le temps ¢
chaque fois qu'une particule est enregistrée, le
compleur est bloqué pendant un temps t. Le
temps réel, ol ont été enregistrées les n
particules, est donc (t — nt). Si le temps avait éie
réellement ¢, on aurait donc enregisiré :

f
N

" .
it — nt

En utilisant le nombre de coups par unité de
temps, on obtient activité de la source :

1

a'
l —a't

1 —=-1
{

dans laquelle &' représente "activité mesurée et a
"activité corrigee.
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Exemple :

Supposons un compteur pour lequel le temps morl
est T o= 200 us. Quel doit étre le taux de comptage
pour lequel erreur est de 20 p, 1007 Cela revient a

dire que .
% = 80p. 100 = 0R0;
4]
or
ﬂl UII ),
—=|—dt= = = |* 5
. | —a't {I,ﬂ-‘—- &= m0-° coups;

a = 6.10* coups par minute.
Si o est supérieur & cette valeur, ['erreur sera plus
grande que 20 p. 100,

3.24. GEOMETRIE
DU SYSTEME

Différents facteurs affectent la pénétration
d'un rayonnement radioactil & lintérienr du

Lt

i

Fig. 17 Géométrie © source-récepteur.

|

-

volume de comptage : distance de 'échantillon,
surface de la fenétre, gtoméirie de 'échantillon
{hg. 17). L'autoabsorption & [lintérieur de
I'échantillon est un facteur important qui
dépend de I'énergie des particules émises, de la
nature de la couche et de son épaisseur.

51 la couche a une grande épaisseur, avcune
particule n'atteint sa surface. 51 elle a une
épaisseur trés faible, 'absorption peut alors étre
négligée. On  peut étudier ['inflluence de
'épaisseur de [D'échantillon sur Pabsorption
(fig. 18).

Remargue :

i L'épaisseur », exprimée sur la figure 18, en
mg/em?, est due & l'expression suivante :

‘ Absorplion
100% f===========x

§

: -—
o 13 0
"Epaisseur ' h (mgsem?)
Fig. 18 Courbe d'absorption d'un échantillon de
Ba "*C0; en fonction de son épaisseur.

Cette « épaisseur » permet de comparer différents
composés, en éliminant 'nfluence de la masse
volumigue p.

3.2.5. EXPRESSION
DES RESULTATS

Le comptage est souvent exprimé en coups
par minute, pour chaque échantillon :

nombre de coups
dant 8 minutes ,
A pentamt = - — bruit de fond
0 par mintte,

On emploie également activite spécifique de
la source en nombre de coups par minute, par
unité de masse de 'schantillon, qui a l'intérét de
ne pas dépendre de la masse de I'échantillon.
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4. Applications de la radioactivité

Mous décrirons tout d’abord les technigues
utilisant les radio-isotopes a des fins analyu-
ques, puis nous indiquerons les limites de cetle
methode,

On  peut distinguer, essentiellement, deux
types de technigues :

1) le radioélément est introduit au début
d’une expérience, sa radioactivité permettant de
le suivre tout au long de celle-ci : isotope est
alors utilisé comme traceur ;

2) le radiocléement est formé au cours de
l'expérience ; c'est lanalyse par activation.

Nous ne reviendrons pas sur les differentes
technigues d’obtention des radio-isotopes, etu-
diées au paragraphe 1.3.2.

4.1. ANALYSE
PAR ACTIVATION

L'analyse par activation comporte deux
etapes :

— une premiére etape ou des quantiles
connues de D'échantillon, d'une part, et de
I'é¢talon, d'autre part, sont rradiges, pour
obtenir une radioactivité suffisante de I'élément
4 doser. Cette étape nécessite l'emploi de
générateurs de particules : sources emettrices o,
piles atomiques libérant des neutrons, cyclo-
trons accélérant les particules chargées a, d, p...

Aprés cette irradiation, dans une deuxiéme
étape, on mesure la radioactivité de I'élément X,
a doser. On obtient "activité {ay), pour 'étalon,
et ay pour lechantillon. 51 (my), et my
représentent la masse de X dans I"étalon et dans
I'échantillon, on en déduit :

Ly

mx L {m:}u {ﬂh::n'l

puisque 'activité est proportionnelle & la masse
de I'élément X, radioactif.
Dans le cas le plus favorable, ou seul

I'element & doser est rendu radioactil au cours
de l'irradiation, la simple mesure de radioactivi-
té¢ suffit. Dans de nombreux cas, plusieurs
radioéléments sont Tormés; ] faut alors les
distinguer par des méthodes physiques mettant
en jeu les caractéristiques du rayonnement,
période ou énergie (cf. 4.1.2). Souvent l'analyse
par activation nécessite la séparation chimigque
de I'élément A4 doser. Aprés irradiation,
I"échantitlon et I'é¢talon sont dissous, et P'élément
recherché est séparé. Des technigques de
chromatographie peuvent étre utilisées.

4.1.1. FACTEURS DETERMINANT
LA SENSIBILITE
DU DOSAGE

C'est I'etape d'activation gqui limite, essentiel-
lement, la sensibilité du dosage. Les principaux
facteurs sont les suivants :

— temps dirradiation © nous avons vu, au
paragraphe 144, que la radicactivite d'un
tlément irradié augmente avec le temps jusqu'a
une valeur maximale dite de saturation (hg. 19).

Activite

Tamps d srradialion

Fig. 19 Vanation de 'acuviteé d'une substance cn
fonction du temps d'irradiation,

La saturation correspond a4 ['égalité du
nombre d'atomes radicactifs formés et du
nombre d'atomes qui se désintégrent. Au bout
d'un temps égal 4 4 fois la période du
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radioélément, son activite est environ 94 p. 100
de celle obtenue a la saturation. Il est donc
inutile d'irradier au-dela :

— flux de particules : l'activité spécihque d’un
elément, & la saturation, est proportionnelle au
flux de particules irradiantes. L'analyse sera plus
sensible si cette activite est plus élevée, donc si le
flux de particule est plus intense. Clest cette
raison qui rend I'emploi, par exemple, de piles a
haut flux de neutrons, plus intéressantes que
d'autres sources plus faibles de neutrons;

- nature de l'élément & doser : les divers
noyaux captent les mémes particules de fagon
difféerente.

4.1.2. QUELQUES EXEMPLES
DE SEPARATION DE
PLUSIEURS RAYONNEMENTS

4.1.2.1. Différence de période

51 on dose le fluor en présence de chlore,
I'irradiation aux neutrons donne les radio-iso-
topes F (T = 125) et *Cl (T = 35 min). Les
penodes etant trés differentes, le dosage du
chlore est aise. On peut ["appliquer au dosage
des hauts polyméres,

4.1.2.2. Différence d'énergie

L'énergie des rayonnements est une autre
caractéristique, utilisée pour distinguer deux
éléments formés au cours d'une irradiation. Une
méthode consiste &  effectuer des mesures
d’absorption par des feuilles d'aluminium (pour
un rayonnement B) ou de plomb (pour un
rayonnement ¥) (hg 20).

Ure autre méthode utilise les scintillateurs
{rayonnement y) La hauteur de I'impulsion
regue par le dispositil électronique (cf. 111.2, 2.5)
est liee 4 I'énergie du photon v détecté. La
sélection des impulsions, se¢lon leur hauteur,
permet de distinguer des photons y dont I'énergie
est située dans une bande déterminee.
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Bchivité

AL

7

Epoisseur d'oluminium

Fig. 20 Courbes d'absorplion des rayonnements p
du sodium et du potassium par Paluminium.

4.1.2.3. Difféerence de radioactivité

51 les particules émises par deux radioélé-
ments sont différentes (exemple B~ et ™) une
séparation peut étre réalisée par un champ

magnétique,

4.1.3. EXEMPLE
DE DOSAGE
PAR ACTIVATION

On peut décrire une méthode de dosage de
l'oxygéne. L'échantillon a doser est mélangé a
du carbonate de lithium (Li,CO,). Sous
irradiation de neutrons, le lithium est
transformé en tritium selon la réaction :

*Li + n = o + {H.

Les moyaux de tritium, formés avec une
grande énergie cinétigue, réagissent avec
l'oxygéne selon la réaction :

0+ H — n + "*F.

Le fluor '*F a une période T = 112 min; la
mesure de son activité est donc facile et le
dosage de l'oxygéne par cette méthode a une
grande sensibilité (107% g).
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42. METHODE
DES TRACEURS

Cette technigue utilise un 1solope radioactif,
pour suivre le comportement chimigue ou biolo-
gigue d'une molécule ou d'un atome, ou pour le
doser. Elle présente I'intérél de ne pas dépendre
directement d'un appareil d'irradiation (pile ou
acceléerateur). Un radioelement de periode suffi-
samment longue peut étre utilisé dans tout labo-
ratoire disposant d une installation de comptage.

4.2.1. ANALYSE
RADIOMETRIQUE

La premiére meéthode employee consiste a
utiliser, au lieu d'un réactil chimique ordinaire,
un reactif radipactif. On peut donner quelgues
exemples ;

— dosage du baryum. Dans les méthodes
classiques, "acide sulfurique, ajouté, précipite le
sulfate de barvum que I'on pése. La méthode
radiométrigue consiste a introduire de ['acide
sulfurique marqué par du soufre *35. La pesée
est alors remplacée par la mesure de la
radioactivité du précipité de sulfate de baryum;

— dosage du magnésium, par précipitation du
phosphate ammoniaco-magnésien mangqué par
du phosphore *2P;

— dosage de largent, par précipitation de
iodure d'argent Agl marqué par 'L

Quelques radio¢lements, a pénode longue,
tels que '*C, *%§, 2P, *6C1, 1], etc, suffisent
pour marquér les réactifs utilisés dans un grand
nombre de dosages classigues.

4.2.2. DILUTION
ISOTOPIQUE

Cette méthode permet de doser un élément,
dans une solution, a condition de pouvoir
l'soler, sous forme pure (un precipité, par
exemple), méme avec un rendement, k, inférieur
a l
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Considérons un exemple précis ; le dosage du
baryum conienu dans une solution. 11 faut
disposer d'ume solution, de concentration
connue, de baryum radioactil. On réalise alors
les opérations suivantes {fig. 21):

— dans les deux récipients, on introduit la
méme masse, i, , de baryum radioactif dactivité
dy

— dans le récipient (2), on ajoute la solution
4 doser (10cm?, par exemple), contenant une
masse, m, de baryum ;

(1) (2}

Mg

Fig. 21

Dilution isotopique.

— on traite alors les deux solutions dans les
mémes conditions. On obtient, dans les deux
cas, une masse de precipité de sel de baryum, m,
dont "activité est a:

(1) {"" ;
iy

La connaissance de ces quatre nombres et
celle de m, permettent de calculer m. Le
rendement de précipitation, k, est le méme dans
les deux cas. Il affecte a la fois lisotope
radioactil et l'isotope non radioactil ;

m, = k{mn];

Le rendement k affecte donc, de la méme
fagon, I"activité de la solution (proportionnelle a
my). Denc, les activités massiques ne sonl pas
maodifices par la précipitation. On peut alors les
calculer, avant el aprés cette opération :

my; = kimg 4+ m).

g g
— avant : @y = —, d; =
my My + m
a a
_ b, 2
— aprés 1 ay = —; dy = —
m m;
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De ces deux relations, on tire

Mgy = lmy + miay,

ouw
¥ ¥
iy
iy iy
my.| — — —
m m,
donc - m=
My
Remargues ©

a
5i la dilution est importante, (—l
i

z
&)

j sl négligeable

).

En sens opposé, il est possible de doser une faible
guantité de substance marquée, en lui ajoutant une
guantité connue de la méme substance, mais inactive,
Clest la dilution isoropigue inperse,

iy My

iy

My dy

devant ( ); par suite : m = mn(

4.2.3. RADIOIMMUNOLOGIE
{cf. chap. 1V, 5)

Cette technigue utilise la compétition entre un
antigéne marqué et un antigéne non margue,
pour la réaction de lormation d'un complexe
avec 'anticorps correspondant.

4.24. APPLICATIONS
EN HEMATOLOGIE

Les explorations isotopiques ne sont pas
beaucoup développées en hématologie. Les
principales applications sont les suivantes :

— détermination de la masse sanguine. La
méthode repose sur le principe de la dilution
d'un traceur isotopique gqui diffuse de fagon
homogéne dans le volume sanguin, Elle permet
de mesurer directement le volume érythrocytaire

106

RADIOELEMENTS

et le volume plasmatique, selon le marqueur
utilisé :
¢ hématies marquées au *'Cr ou **Tc;
e albumine marquée 4 '*'1 ou '*AL

— Etude de 'érythropoiése par le **Fe. Le
renouvellement du fer dans l'organisme est
avant tout destiné & la synthése de 'hémoglobi-
ne. Linjection de **Fe lié a la sidérophiline
permet donc de mesurer lactivité érvthropoiéti-
que efficace en suivant sa vitesse de disparition
hors du plasma.

~ Mesure de la durée de vie des globules
rouges aprés marquage in vitro par *'Cr.

— Mesure du taux d'absorption de la vitamine
B,,.

— Mesure de la durée de vie des plaguettes
marguées au *'Cr.

4.2.5. UTILISATION
EN RECHERCHE

L'utibsation fondamentale de traceurs est la
recherche du meétabolisme d'une substance, tant
au point de vue de son métabolisme normal que
pathologique. Il faut donc remplacer une
molécule ordinaire par une molécule marguée.
La substance marquée et administrée 4 une
série d'animaux, & une dose bien précise ; il suffit
ensuite de prélever des échantillons des
différents tissus intéressants ou d'étudier la
radioactivité directement en dilférents points de
'organisme.

L'exemple le plus classique est I'utilisation de
l'ipde comme margqueur de molécules. Parmi les
21 isotopes radioactifs de liode, liode '*%]
présente les caractéristiques physiques les mieux
adaptees a l'exploration in vive : sa période est
de 13,3 h, voisine de la période biologique de
nombreux phénomenes; il n'est pas émetteur
P”; son rayonnement y a une épergie de
159 keV, favorable & la pénétration, et donc 4 la
détection externe.
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Omn 'utilise pour l'exploration thyroidienne et
le marquage de moléecules d'intérét physiologi-
que; quelques cas de marquage simple peuvent
se présenter :

— 51 la molécule posséde déja un atome
d'iode, on utihse Féchange isotopique (cf. 111.4,
4.3.2);

— le radipélément se substitue & un atome ou
un groupement d’atomes appartenant a la
molécule 4 marquer (substitution d'un H par un
atome diode);

— le radiotlément est fixé par addition, ou
complexation {par exemple addition d'iode a
acide oléique ou a une proleine).

On peut décrire 'obtention d'iode '°1, 4 titre
d'exemple, par une méthode indirecte. Une cible
d'lode naturel est soumise & un flux de protons
{60 MeV), obtenu par un cycloiron de haute
énergie. Il se produit la réaction nucléaire

E-I-
IIT] 15 Iui!!-x — 123]_
{P .I'!I} ¢ Z1lh

Apres irradiation, la cible est soit dissoute, soil
chauffée ¢t le xénon hbéré est entrainé par
balayage d’hélium. Puis, aprés passage sur un
piége, a — 76 °C, les iodes formes sont pieges et
recueillis dans une ampoule maintenue & basse
température. Aprés quelques temps (7 h) le der-
nier piége est lavé avec du sérum physiologigue
qui dissout 71,

4.3. LIMITES
DE LA TECHNIQUE

Les applications des traceurs sont baseées sur le
fait que les propriétés chimiques d'un atome
sont indépendantes de la masse de celui-ci. Ceci
n'est guune préemiéré approximation et la
composition isotopique d'un élément influe
souvent sur les propriétés physiques ou
classiques : c'est 'effer isotopigue.

En outre, N'étude chimigque des substances
radicactives porte souvent sur des quantités de
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matiere trés faibles domt Pactivité doit étre
limitée par :
— les dangers physiologiques des radiations,
— le rayonnement lui-méme, qui produit des

effets chimiques de décomposition ; c'est la
radiolvse.

Une conséquence est que, sur des quantités
faibles de substance, les effets d'absorption sur
les parois, sur les phases solides, deviennent
importants.

4.3.1. EFFETS ISOTOPIQUES

C'est I'étude de l'influence de la composition
isptopique d'un  élément sur ses propriéiés
physiques ou chimiques.

Une variation de composition isotopigue d'un
élément modifie, pour une molécule dans
laquelle il se trouve :

— s5a masse molaire (analyse isotopique au
spectrographe de masse);

— les fIréguences de vibrations ({spectre
infrarouge différent);

— les chaleurs massiques, les températures
d'ébullition, ete.

Exemple
D:D: TF = 18+C: TEh = 1014 =,

La présence d'isotope peut modifier la cinéti-
gue des réactions ou les proportions des diffe-
rentes espéces a I'équilibre (effet thermodyna-
migue). Les constantes de vitesse sont d'autant
plus difféerentes que la variation relative de
masse atomigue est plus élevée,

Exemples -
k k
'H H H - ~60 L1s
k]l kl
L k
15.:- |::-_-- l-;c . £ 0.8 s 0.9%.
1 12
Ces effets peuvent devenir importants,
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essentiellement pour les atomes légers; par
exemple, I'eau lourde (*H,0) est un toxique
pour la plupart des organismes vivants,

432, ECHANGES
ISOTOPIQUES

C'est un phénoméne important, qui intervient
lorsque deux molécules contenant le méme
&lément se trouvent en présence 'une de I'autre ;
elles échangent entre elles I'élément commun.
Cet échange chimique ne peut pas &tre mis en
évidence en absence d'isotope radioactif. Le
phénoméne est lié de facon étroite & celui des
effeis isotopiques. On peut en donner un
exemple.

Introduisons dans de l'alcool éthylique de
liodure de méthyle ICH,, ordinaire, avec de
I'iodure de sodium Na [ radicacuf ("*'I).
Lorsqu'on isole liodure de méthyle, au bout
d'un certain temps, on constate quil est devenu
radicactil. Il a donc échangé des atomes d'iode
avec ['lodure de sodium. Cet échange se traduit
par 'éguation :

ICH, + Na "' & "M[CH, + Nal

L'echange isotopique peut se produire de
differentes lagons :

— échange d'un électron, Deux types d'ions
d'un métal M sont placés en solution.
Supposons que les ions M* " solent radioactifs.

Par échange d'un électron, les ions M? * peuvent
le devenir, par la réaction :

Ml*l PR = Mi"'i_
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L'échange d'électrons est, en général, trés
rapide; on obtient rapidement une proportion
d'atomes radioactifs identique pour les deux
types de cations;

— échange d'un atome. Voici quelques
exemples :

HCOOH + D,0 = HCOOD + HDO
{c'est la liaison acide qui est échangée),
‘I0; +1° = *I° +10;
H,0 + HD_, = HDO + H,,,
*NH,,, + NH{,, 2 *NH{,, + NH,,

(la phase gazeuse, en général, s'enrichit en
l'isotope le plus léger).

4.3.3. RADIOLYSE

C'est un phénoméne de rupture de liaison
chimique d'un atome di} au recul du noyau
radioactif. Aprés rupture, les atomes produits
sont capables d'existence dans un état chimigue
stable différent.

Une molécule organique contenant des halo-
génes radioactifs peut libérer des ions
halogénures *ICH, — *I".

Le permanganate de potassium KMnO,
libére du dioxyde de manganése.

Toutes ces réactions de rupture peuvent donc
intervenir au niveau d'un traceur, s'il est utilisé
avec une activité spécifique élevée. Inversement,
c¢ phénoméne permet d'obtenir des noyaux
radioactifs de grande activité et de les séparer.



v

METHODES D'ANALYSE IMMUNOLOGIQUE

L'évolution de I'analyse immunologique est
telle qu'il nous a paru indispensable d'introduire
cette technique dans un ouvrage consacré a
I'analyse biochimigue.

La réaction antigéne-anticorps était, et est
toujours, utilisée pour le diagnostic immunolo-
gique : réactions de précipitation (précipitation
en mihieu quide, en milieu gélifié), immunoélec-
trophorese {cl. tome 1, chap. II, I1.4), réactions
d'agglutination, de fixation du complément, de
neutralisation, d'immunofluorescence, Mais
certaines de ces methodes ont €té transposées a
I'analyse semi-quantitative et Qquantitative :
immunodiffusion radiale, immunofluorescence;

1. Généralités

1.1. ANTIGENES ET ANTICORPS

On appelle antigéne toute substance qui,
introduite dans un  organisme, provogue
lélaboration danticorps et qui est capable de
réagir spécifiquement avec eux,

Un antigéne complet est immunogéne.

Les haprénes sont des antigénes incomplets |
s'ils sont capables de se combiner spécifique-
ment 4 un anticorps, ils ne peuvent en déclen-
cher I'¢laboration. Ce sont genéralement de
petites molecules ; elles induisent la synthése
d'anticorps seulement lorsgu’elles sont cou-
plées 4 une protéine.

Un hapténe, antigéne incomplet, n'est pas
IMmunogens,

On trouve parmi les substances antigéni-
ques, les protéines, certains polyosides, des
complexes lipoprotéigues et glycoprotéigues.

de plus l'extreme spécificité de la réaction
antigéne-anticorps, a permis la mise au point de
méthodes de dosage, la radioimmunologie et
['immunoenz ymologie.

On  peut signaler enfin, les méthodes
immunobiochimiques de dosage de certaines
protéines spécifiques du sérum basées sur une
immunoprécipitation et une lecture du trouble
causé par ce précipité au néphélométre 4 laser.

MNous n'envisagerons dans le cadre de cet
ouvrage que les applications de ['analyse
immunologique aux dosages et renvoyons vers
les ouvrages spécialisés pour I'analyse immuno-
logique classigue.

Il est classique d’admefire gu'une substance
est d'autant plus antigénique gqu'elle a une
masse moléculaire élevée. On fixe souvent a
5000-10 000 Da la limite inférieure de la masse
moléculaire d'une substance Immunogéne
ainsi les protamines, polypeptides dont la
masse moleculaire varie de 3 000 a 6 000 Da ne
SOnt pas antigéniques.

Mais cette régle souffre des exceptions, ainsi
la gelatine de masse moléculaire 80 000 Da est
trés faiblement immunogéne, si bien que trés
longtemps on a pensé qu'elle était dépourvue
de propriétés antigéniques, alors gque "ovalbu-
mine de masse moléculaire 42 000 Da est un
puissant antigéne. Les antigénes peuvent éire
libres, c'est-d-dire dispersés dans un solvant
aqueux ou figurés, donc hies a des cellules.
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Les anticorps ou immunoglobulines sont des
glycoprotéines élaborées par 'organisme & la
suite de I'introduction d’un antigéne étranger
et capable de réagir spécifiguement avec lui.

On appelle épitope ou déterminani antigéni-
gue la parcelle de la surface de I'antigéne qui
se lie au site de fixation et de reconnaissance
de I"anticops : le paratope.

1.2. LES ANTICORPS

Tramtee par le B mercaptocthanol (agent
chimique réduisant les ponts disulfure), une
immuneglobuline G (gl se scinde ¢n quatre
chaines :

— deux de masse moléculaire 51 00 Da
chacune, on les appelle chaines lourdes H
(heavy) ;

— deux de masse moleculaire 22 000 Da
chacune, on les appelle chaines legéres L

(light).

L.2.1. STRUCTURE
DES IMMUNOGLOBULINES

Toutes les immunoglobulines ont la méme
structure de base, elles sont formées de deux
chaines polypeptidigques lourdes (H) et de
deux chaines legéres (L) associées par des
ponts disulfure (fig. 1).

Les chaines L sont consttuees de deux
domaines : un domaine vanable VL et un
domaine constant CL.

Les chaines H sont généralement constituées
de quatre domaines @ un domaine vanable VH
et trois domaines constants CH,. CH; et CH..
Certaines chaines H sont constituees de cing
domaines : un domaine variable VH et quatre
domaines constants,

Traitée par la papaine, enzyme proteolyti-
que, dans des conditions définies et controlées,
ung immunoglobuline est coupée en trois frag-

St @i Corpes
i siruciure
wariable
Chaine <~ -—
iwgare (L] lr" | =
.l'r -~
Fonts ni:uITurru r==—— Chaine lourde LH)
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l-@. Les chaines H et L.

domaines wariables

| domaires
| constants

= —‘:31“ FABR

ey

‘_-_-— —— T T—

FAB

1 charnikres
I [gite d'action
de la papaine]

dommines
constanis

S L
= 55—

Pont digulfure

- Les domaines, les fragments FAB el FC.

Structure de base d'une immunoglobuline.

Fig. 1

ments @ deux fragments FAB (Fragment Anti-
gen Binding) et un fragment FC (Fragment
Crystalhizable), Cette scission résulte de la
coupure des deux chaines H au niveau des
charnieres (Fig. 15).
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1.2.2. LES DIFFERENTES
CLASSES D’ANTICORPS

Trois classes principales d'immunoglobulines
ont été décrites : les IgG, les lgM et les IgA,
ainsi gque deux classes secondaires © les Igh) et
les IgE.

Il existe cing tvpes de chaines lourdes H,
définissant cing classes d'immunoglobulines :
les chaines v correspondent aux [gG, les
chaines p aux IgM, les chaines a aux [gA, les
chaines ¢ aux IgE et les chaines & aux Igh.

Il existe également deux types de chaines
légeres L: w (kappa) et A (lambda) que 'on
trouve indifféremment dans les cing classes
principales d'immunoglobulines,

A titre d'exemple, la formule genérale d'une
[gG s"écrira @ y,L,; ce qui correspond aux deux
possibilités © v, K; ou y;A..

1.2.1.1. Les 1gG

Les 1glG sont des glycoprotéines de masse
moléculaire 146 000 a 170 000 Da de constante
de sédimentation 75, constituées de deux
chaines vy et de deux chaines courtes (k ou &),

Il existe quatre sous-classes d'IgG: IgG,
(viLa), 182Gy (¥Ly), 126Gy (yil,) et IgG,
(¥:L;).

ll:hn-'nt legére
d

%

anglt

ite anficarps

L]
e Ponfd digwllurs

1

iy

¥

= m e Chane H E

AN

Fig. 2 Structure d'une IgG.
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Une lgli comporte une vingtaine de ponts
disulfure (le nombre varie selon la sous-classe
d'Ig) (fig. 2).

Les 1gG sont distribuées pour moitié dans
les fluides intravasculaires (sang et lymphe
circulante) et pour moitié dans des fluides
extravasculaires  (lymphe non circulante,
liquide cephalorachidien, ete.). Les Igl repre-
sentent 70 4 90 p. 100 des immunoglobulines
d'un sujet adulte, Leur role est fondamental
dans les défenses de 'organisme contre ['infec-
tion ou les agressions LoXiques.

1.2.1.2. Les IgM

Ce sont les premiéres immunoglobulines
synthétisées au cours d'une réponse immuni-
taere.

Les IgM sont appelées macroglobulines. Ce
sont des immunoglobulines de masse molecu-
laire 90 000 Da constituges de 5 sous-unites,
s0it 10 chaines lourdes p et 10 chaines legeres
KOOl A,

Les chaines p ont un domaine CH supple-
mientaire.

Les macroglobulines représentent 3 & 10
p. 100 des immunoglobulines d'un adulte. Elles
temoignent d'un contact récent avec I'antigéne,
car, trés vite elaborees, elles sont vite detruites
(durée de demi-vie: 5 jours) {fig. 3).

A—_ T
;. diguthure

v chalre polypeptidegus J
_Chaine larde y

Chaine ligire

Structure schématique d'une IgM.
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1.2.1.3. Les lgA

Les IgA sont des immunoglobulines retrou-
vees dans le sérum (IgA sérigues) et dans les
séerélions  exlernes . sECrelions  mugueuses,
salive, larmes, sueur, colostrum (IgA sécréloi-
TEs).

Les IgA sérigues ont une structure voisine
de celle des gl : les chaines lourdes a ont une
masse moléculaire de 56 000 Da, 'ensemble
oLy & une masse moléculaire de 160 000 Da et
une constante de sédimentation de 75,

Il existe deux sous-classes d'lgA @ IgA, et
IgA, (fig. 4).

rI:II1|:||'nl
T g

~Chaine o

a
Fig. 4 Structure des 1gA séngues. a) lgA | . b) 1gA, .

Les IgA sécrétoires sont des diméres, deux
IgA sonl associes par une piéce séorétoire :
glycoprotéine de masse moléculaire égale a
0000 Da et par une chaine peptidique J
semblable a4 celle qui exisie dans les IgM
(fig. S).

Chaing lagire
¥

I T—

T
\
% Paal disulfure

= Chaoine lourde &

Tt ghaling .

Fig. 5 Structure d'une 1gA secretoire.

Les IgA sécrétoires représentent de 5 4 25
p. 100 des immunoglobulines chez un adulte ;
elles jowent un role dans la défense des
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mugueuses. La fonction biologique des IgA
serigues est peu connue.

1.2.1.4. Les IgD

Les lgD, constituees de deux chaines &
(masse molécylaire 70 000 Da) et deux chaines
légéres, ont une masse moléculaire de
180 000 Da et une constante de sédimentation
ggale 4 T8,

Ces immunoglobulines sont retrouvées dans
le sérum 4 une trés faible concentration, on les
trouve également liges & la surface des lympho-
cytes B, sans que leur role soit parfaitement
connu.

1.2.1.5. Les IgE

Les IgE sont formées de deux chaines lour-
des £ (masse moléculaire 75 000 Da et posse-

e B

r‘-—- — Fanl disul fure
m intearcatéansira
= GlUcide

Chaine lourde

. Pant -l;lisl_JHurq
inlrocafendera

T DT aas Hond T ana I T unc B aas
>

Fig. 6 Structure d'une IgE.
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dant un domaine CH supplémentaire) et deux
chaines légéres; leur masse moléculaire est
égale 4 200 000 Da et leur constante de sédi-
mentation est égale a 8 S (fig. 6).

Leur concentration est trés faible dans le
sérum, on les trouve liges aux membranes des
mastocyles et des polynucléaires basophiles.

La stimulation des IgE liés aux mastocytes
provoque une dégranulation de ces cellules
avec libération brutale d’histamine. Le choc
anaphylactique agit au niveau vasculaire en
induisant une brusque hypotension.

Le role essentiel des IgE consiste en une
protection contre les parasites de I'homme,
principalement les vers parasitaires.

1.2.3. ANTICORPS POLYCLONAUX,
ANTICORPS MONOCLONAUX

Lorsqu'un animal est immunisé par un anti-
géne X, l'anticorps anti-X est forme par
I'ensemble d'une grande diversite d'immuno-
globulines, on parle alors d’anticorps polyclo-
nal.
Lantigéne X comporte généralement de
nombreux épitopes; si l'on prend comme
exemple une proteine, chaque eépitope est
représenté par une portion de surface détermi-
née par une dizaine d'acides aminés. Chacun

des déterminants antigeniques posséde la .

potentialite d'activer une cellule productrice
d'anticorps qui formera un clone.

La réponse 4 'immunisation par un antigéne
X est donc I"élaboration de plusieurs immuno-
globulines produites par une variéte de cellules
productrices d'anticorps.

Un anticorps monoclonal est représenté par
une population homogéne d'immunoglobuli-
nes, dérivant toutes d'une cellule productrice
d'anticorps ; toutes ces molécules sont wdenti-
gues et specifiques d'un épitope donne.

La production d’anticorps monoclonaux est
réalise par des hybridomes (K.ohler et Milstein)
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obtenus par la fusion d'un lymphocyte B de
souris (en realite, on utilise des leucocvies
spleniques) prodocteur d'anticorps et d'une
cellule cancéreuse, cellule de myelome de
SOUTIS.

Les lymphocytes B producteurs d’anticorps
ne cultivent pas sur milien synthetique, les
cellules myélomateuses cultivent. L'hybridome
réalisé posséde la propriété de produire un
anticorps et de cultiver sur milieu synthétique.

On mélange des cellules spléniques de souris
immunisée contre "antigéne X et des cellules
de myelome de souris.

La fusion est obienue par le polyéthyléne
glycol (PEG), les noyaux fusionnent et "hybri-
dome ainsi obtenu posséde la faculté de fabri-
quer une immunoglobuline ainsi que I'immor-
talite de la cellule cancéreuse.

11 est nécessaire de sélectionner les hybrido-
mes aprés la fusion ; on opére par culture sur
milieu sélectif. A cet effet, on utilise des
cellules myélomateuses mutantes HPRT-
(hypoxanthine phosphoribosyl transférase-),
Ces cellules, incapables d'utiliser
I'hypoxanthine ne peuvent cultiver en presence
d’aminoptérine gqui inhibe I'utilisation des pun-
nes Intrinségues,

Sachant que les lymphocyvtes B, bien que
HPRT* ne cultivent pas non plus, seuls culti-
veront les hybridomes obtenus par [usion
entre un lymphocyte B HPRT* et une cellule
de myélome HPRT-. Le milieu sélectif utilisé
est le milieu HAT (hypoxanthine, aminopté-
rine, thymidine), I'aminoptérine est l'agent
sélectif, I'hypoxanthine et la thymidine servent
de sources de punnes.

La derniére etape est le clonage des hybrido-
mes sécrétant une immunoglobuline specifique
d'un antigéne donné (fig. 7).

La production d'anticorps monoclonal
(ACM) est obtenue en injectant hybridome
dans le péritoine d'une souris, 'ACM est
purifie a partir du liguide d’ascite recueilh.

On s'oriente maintenant vers une culture in
vitro.
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Fig. 7 Représentation de la procédure de fabrication des anticorps monoclonaux,
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1.3. LA REACTION
ANTIGENE-ANTICORPS

L'association antigéne-anticorps est un pheé-
nomene spécifigue ; les molécules, aprés ren-
contre, établissent des liaisons non covalentes
et non spécifigues, La spécificite est donc le
seul fait de I'étroite complémentarité de struc-
ture des sites reactifs de lantigéne et de
I'anticorps.

Les meilleurs anticorps sont ceux qui ont la
plus grande complémentarité avec 'antigene.
Un anticorps peut néanmoins établir des hai-
sons avec deux épitopes dissemblables mais
ayant cependant des parentes de structure

(fig. &)

ERITOPE 2

EFITOPE 1

ANTICORPS ANTICORPS

Fig. 8 Interactions entre un anticorps et deux
délerminants antigéniques.

La réaction antigéne-anticorps s¢ manifeste
péar

— une précipitation, dans le cas d'un anti-
géne soluble,

— une agglutinarion, si 'antigéne est particu-
laire,

— une fyvse, pour certaines cellules : héma-
ties ou bactéries en présence de complément.

LUine réaction hapréne-antihapiéne peut étre
non précipitante, elle doit alors étre mise en
évidence autrement.

1.3.1. LE MECANISME
DE LA REACTION
ANTIGENE-ANTICORPS

La formation d'un complexe anligéne-
anlicorps peut étre assimilée a un equilibre
chimique :

Ag+Ac = Ag—Ac,
_Ag—Ac)
= (AgAc)

Cette réaction, simplifiée, ne tient pas comple
des différents sites de fixations de "antigéne ¢t de
I'anticorps.

La constante déquilibre Keg, représente la
constante d'affinité de [anticorps pour
I'antigéne. Cette constante peut étre déterminée
par une dialyse a 'equilibre et la representation
de Scatchard dans le cas d'un hapténe (cette
technique sortant du cadre de cet ouvrage, nous
renvoyons les lecteurs intéressés wvers des
ouvrages specialisés en immunclogie générale
ou enzymologie). La constante Keq dépend
pour un couple antigéne-anticorps :

— du pH (gut modifie I'état ionigue des
groupements dissociables de antigéne et de
I'anticorps);

- de la température;

— de la force ionique du milieu.

Les liaisons qui assurent l'association enire
I'antigéne et [lanticorps sont des liaisons
secondaires, [laibles (ce qui explique la
réversibilité de la réaction). Ce sont des liaisons :

— loniques : ion-ion |

— hydrogéne : dipéle-ion ; ou dipdle-dipdle ;

— de Van der Walls : entre dipdles non
permanents ;

— hydrophobes.

On explique les réactions de précipitation ou
d'agglutination par [l'existence d'un réseau
cohérent : les anticorps généralement bivalents
et les antigénes polyvalents se groupent en un
edifice réticule (fig. 9).

115



METHODES D'ANMALYSE IMMUNOLOGIQUE

I:I Anfighng
T Anficorps

Fig. 9 Representation schematique d'un réseau
Anligéne-anticorps.

Les anticorps bloguants sont ceux gqui
empéchent la formation du réseau, ils sont soit
univalents, soit trop petits.

L'insolubilité du complexe antigéne-anticorps
est expliquee, d'une part par les dimensions du
reseau et d'autre part par la loi de I'occlusion
(les fonctions qui assuraient la solubilité de
I'antigéne et "anticorps sont masquées par la
formation du complexe).

Si les antigénes et anticorps sont solubles, cela
est dii au fait que ces macromolécules
établissent des liaisons électrostatiques avec
I'eau solvant.

La formation du complexe antigéne-anticorps
masque certains des groupements polaires des
deux partenaires, les molécules désolvatées
précipitent.

1.3.2. LES PROPORTIONS
ANTIGENE-ANTICORPS

La steechiométrie de la reaction antigéne-
anticorps joue un role important dans la
formation du réscau. Un excés d’antigéne ou un
excés danticorps empéche la formation de
I"'anticorps.

Envisageons 4 titre d'exemple le cas théorique
d'un antigéne et d'un anticorps divalents. Le

(Ag)
(Ac)

rapport sechiométrigue

(fig. 10a, b, c).
20000

Y Y
e

\];DY
QO‘PQ e QYQ

Fig. 10 HRelation entre les rapports (Ag)/(Ac) et la
formation duv réseau, a) Rapport steechiométrique
d'équivalence : formation d'un réseau. b) Excés
d'anticorps : pas de réseau, ¢) Excés d'antigéne :
pas de réseaw.

est égal & 1

La courbe de la figure 11 représente les
variations de la quantité de précipité, en
fonction du rapport antigéne-anticorps.

‘ Cuankite de
précipils | I

Prii-rong |_.__I_:!'1_i_.__| - Past-iong

L

Roppet (Agh/ ]

i
. . Formation e
Etmd'un1¢utp11 du risequ | EvcEs O anligens

| |
Fig. 11 Courbe de variation de la quantite de
précipité en fonction du rapport Ag/AC,
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Ces lignes peuvent étre observées 4 la loupe
éclairante, ou photographiées, ou colorées, aprés
lavage des proteéines non précipitées a l'ean

physiologique. Cette technique est semi-
guantitative. En effet on  peul comparer
I'épaisseur et la position de la ligne de

précipitation obtenue, dans des conditions
expérimentales absolument dentiques avec
I'antigéne échantillon et avec un antigéne étalon.
Un arc épais et plus éloigné du puits de
l'antigéne indique que la concentration de ce
dernier est augmentée (cf. g 12) et mmverse-

ment.

J___ Ligne de _
prREipitatine

Interprétation qualitative de la technique

Fig. 13
d"Ouchterlony. a) La parfaite coalescence des deux
fignes indigue lidentite immunologique des deux
antigénes. b) Les lignes de précipitation se croisent, 11
n'y a aucune parenté immunologique entre les deux

antigénes. ¢} Un éperon indigue des antigénes
partiellement identiques.

2.3. IMMUNODIFFUSION
RADIALE

Le dosage par immunodiffusion radiale est
surtout  appliqué aux protéines sériques
humaines. Il est basé sur la diffusion et
'iTmmunoprécipitation en gel d'agar tamponné.
I.e gel d'agar, contenant un anticorps spécifique
dans sa masse est coulé, dans des conditions
opératoires bien precises sur une lame de verre,

Des puits sont découpds . dans l'un on
introduit un volume constant du sérum analyse,
dans l'autre un sérum étalon, titré en antigéne.

Au cours de la diffusion, l'antigéne forme,
avec l'anticorps correspondant, un anneaw de
précipitation dont le diamétre varie avec la
concentration (fig. 14).

l g & |€ = concentration de I“antigéne]
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iamiéirg da Fanneay da pracipdtation

Fig. 14 Le logarithme de la concentration de
Fantgéne est proportionnel au diamétre de 'anneau
de précipitation.
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3. L'immunofluorescence

L'immunofluorescence est une technique
permettant de wisualiser par [uorescence un
complexe antigéne particulaire-anticorps. Ses
applications sont multiples en  virologie,
bactériologie et parasitologie.

Il existe maintenant des méthodes de dosage,
basées sur le principe de I'immunofluorescence,
permettant la détermination de certaines
immunoglobulines antiparasitaires (toxoplas-
me par exemple).

3.1. PRINCIPE GENERAL DE
L'IMMUNOFLUORESCENCE

Limmunoflluorescence consiste a visualiser un
complexe antigéne-anticorps a [awde d'une
immunoglobuline rendue fuorescente & Faide
d'un fluorochrome colorant fluorescent, comme
isothiocyanate de fluoresceine, qui se fixe sur
INmmunoglobuline sans en modifier les
caractéres immunologigues.

On  parlera  d'immunofluorescence  directe
lorsque [antigéne, incube avec lanticorps
fluorescent, forme un complexe antigéne-

anticorps fluorescent (fig. 15).
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Fig. 15 Immunofluorescence direcie,

On  parlera d'immunofluorescence indirecte
lorsque antcorps fluorescent n'esl  pas
specifique de I'antigéne mais d'une immunoglo-
buline anti-antigéne (fig. 16).

Ainsi utilise-t-on des anticorps lapin {ou
cheévre) fluorescents specifiques des [gh ou Igh
humaines,
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Fig. 16 Immunofluorescence indirecte.

Le principe physique de cette visualisation est
celui de la fluorescence. Un microscope pour
examens e¢n [luorescence comporte outre
Poptique classique d'un microscope pour fond
clair :

— une source, lampe a vapeur de mercure ou
lampe a halogéne ;

— un flire d'excitation, qui sélectionne la
radiation d’excitation;

— un filtre d'arrét, qui sélectionne la lumiére
réémise.

On distingue, les microscopes pour épifluores-
cence lorsque la préparation est excitée par un
rayonnement réfléchi, des microscopes avec exci-
tation en lumiére transmise.

Les microscopes pour epifluorescence (fig. 17)
sont plus utilisés que coux pour excitation par
lumiére transmise, les pertes d'energie lumineuse
sont plus faibles et leur utilisation ne nécessite pas
de chambre noire. Le faisceau émis par la source
est focalisé et centré, est réfléchi sur la prépara-
tion par une lame dichroigue (le rayonnement
d'excitation traverse 'objectif, ce qui oblige le
constructeur & monter un objectif ayant une
excellente transmission dans lef proche UV) et
excite la préparation. La lumiére fluorescée tra-
verse la lame dichroigue et 'objet Nuorescent ¢s1
observé dans loculaire.

Les microscopes pour fluorescence par trans-
mission (fig. 18) eclairent la préparation par
un faiscean de lumiere monochromatique
transmis. L'objet Muorescent est observe dans
I'oculaire, aprés que la lumiére emise a tra-
verse un filtre d'arrét,
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Fig. 17 Schéma d'un microscope pour épifluores-
cence. Le condenseur et I'eclairage incorporé ne sont
utilisés que pour l'observation en transmission.
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Fig. 18 Schéma d'un microscope pour fluorescence
par Lransmission.
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3.2. PRINCIPE SOMMAIRE
DU TITRAGE
DES 1gG ET IgM
ANTITOXOPLASMIQUES
DANS UN SERUM HUMAIN

On met en présence l'antigéne toxoplasmique
el le sérum & tester. On lave les préparations,
puis on révéle les anticorps fixés sur l'antigéne
par un sérum antiglobuline (anti IgM ou ant
[gG) marqué a la fluorescéine. Les préparations
sont colorées au blew Evans, afin de faciliter la
lecture. Ce colorant masque lMauvtofluorescence
des toxoplasmes et des éléments cellulaires en
leur conférant une fluorescence rouge sombre.
Seuls les toxoplasmes présentant une luorescen-
ce jaune-vert indiguent une réaction positive
(g 19a et 1956).

arti Cantrolg
UG

Flunigscance
£ ¢ paung-verl

Fig. 1
fortement positive : le parasile présenie une vive

Lecture des IF de toxoplasmes. a) Réaction

fluorescence  jaunc-vert, sans coloration rouge.
b) Réaction faiblement positive : fluorescence jaune-
vert periphérique, partic centrale rouge. ¢) Réaction
négative © fluorescence polaire. d) Reéaction forte-
ment négative : absence tolale de fluorescence.

Un témoin réalisé avec le conjugué fluores-
cent seul et un témoin réalisé avec un sérum
sans anticorps doivent étre négatifs. L'étude
quantitative du sérodiagnostic de la toxoplas-
mose est réalisée en effectuant une série de
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dilutions successives du sérum a analyser:
/20, 1200, 1/400, 1/800, ... 1/12 800, Le titre
du sérum est donné par la plus grande dilution
dont la réaction est positive : fluorescence

periphérique  franche du  toxoplasme
(fig. 195). Au préalable, il est neécessaire de
titrer le conjugué fluorescent sur un sérum
etalon positf.

4. Le dosage specifique des proteines
par immunoprécipitation (immunonephélémetrie)

Cette techmigue immunochimique necessite
un maténel plus complexe que pour 'mmuno-
diffusion radiale, mais elle est plus rapide et plus
précise.

Le dosage des protéines par immunoprecipi-
tation est basé sur la mesure du trouble causé
par la réaction entre ['antigéne & titrer et un
anticorps correspondant. La concentration en
anticorps étant constante, la teneur du complexe
Ag — Ac ne dépend que de la concentration de
la protéine antigénigue.

La mesure du trouble est faite par néphélé-
métrie 4 laser. On peut opérer en méthode
« point final », qui consiste 4 mesurer 1'inten-
sité maximale du trouble ou en méthode
« clnétique » qui consiste 4 mesurer sa vitesse
d'apparition. Cette technique est appliquee au
dosage des immunoglobulines sériques. Ses
avantages soni evidents : précision, specificité
et rapidité ; il faut étre absolument certain de
la rigourcuse pureté de 'anticorps.

5. Les dosages radio-immunologiques
et enzymo-immunologiques

Cette partie de l'immunochimie sapplique
aux dosages d'un certain nombre de substances
naturelles ouw meédicamenteuses @ hormones,
protéines, vitamines, drogues, eic.

Le principe de ces dosages est fonde sur:

- la réaction entre un anticorps et deux
antigénes identiques (l'un d'eux est marque,
["autre est a doser).
ou

— la réaction entre un antigéne et deux
anticorps dont I"'un est marque.
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Il existe des dosages immunochimigues basés
sur la compétition entre deux antigénes pour
un méme anticorps, avec et sans déplacement,
il existe également des dosages immunochimi-
ques sans competition.

Dans la technigue radio-immunologigque
(RIA), 'antigéne est marqué par un élément
radioactif ; dans les technigques enzymo-immu-
nologiques (ELISA), 'antigéne ou |'anticorps
est conjugué 4 une enzyme gui sert de signal
indicateur,
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1. PRINCIPE DES DOSAGES
IMMUNOCHIMIQUES PAR
COMPETITION AVEC
DEPLACEMENT
ET SEPARATION

Soit Ag l'antigéne ouv I'hapténe a doser, Ag*
l'antigéne identique marqué, Ac l'anticorps, on
réalise le premier équilibre :

Ag* + Ac = Ac — Ag*.

Au complexe Ac — Ag*, on ajoute une prise
d'essai de Déchantillon & doser contenant
I'antigéne Ag. Ce dernier déplace ['antigéne
margué Ag* des siles anticorps :

Ag + Ac — Ag* = Ac — Ag + Ag*

La proportion, entre complexes marque et
non marqué, dépend des concentrations des
deux antigénes; si les guantités d'antigéne
margué et danticorps sont  fixes, elle ne
dépendra que de la guantité dantigéne Ag a
doser.

La mesure du déplacement de l'equilibre
nécessite la séparation des antigénes libres el
complexés.

De nombreuses méthodes ont éié étudiées,
'une d'entre elles semble, par sa simplicite,
I'emporter: c'est la méthode qui consiste & fixer
I"anticorps sur un solide : granules de Sephadex
ou de polyacrylamide, parotr du tube de la
reachion, billes de verre,

5.1.1. ETUDE DU DEPLACEMENT
DE L'ANTIGENE
MARQUE Ag*
PAR L'ANTIGENE
A DOSER Ag

On supposera que lantigéne marqué ct
I'anticorps sont en concentrations fixes,
laddition de quantités croissantes d'antigéne
non margué entraine la baisse du taux en Ag*
li¢ a lanticorps. Si I'on représente la variation

10 =

i 1 1 L i 1 i -
62 185 25 5 W 20 log {insuling]
(pUl/tube]

Fig. 20 Courbe d'étalonnage d'un dosage d'insu-
ling par radio-immunclogie.
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Fig. 21 Principe général d'un dosage immunochimi-
que. a) Formation du complexe Ac-Ag*.
b)) Déplacement de 'Ag* par I"Ag 4 doser

¢) Separation des antigénes liés et des antigénes
libres. ) Dosage des antigénes marqués Ag*
deplaces.
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V

ANALYSE AUTOMATIQUE

EN BIOCHIMIE

Les analyseurs automatiques sont présents
dans tous les laboratoires d'analyse meédicale ;
on les trouve aussi dans certains laboratoires
industriels et dans certains secteurs de controle
de lenvironnement. lls accomphssent toutes
les opérations d'une mampulation d’analyse
hiochimigue aprés avoir enchaing leur déroule-
ment,

Le quasi-totalite des automates est pilotee
par un ordmmateur qui geére les echantillons, les
procédures d'analyse et les résultats.

Un automate analytique de biochimie est
monoparametrique ol multiparamétrigue
selon quiil dose un paramétre de 'echantillon
ou plusieurs ; il est sélectil ou non sélectif : un
appareil selecul n'effectue sur un echantillon
que les dosages qui onl £1é programmes, un
apparcil non sélectif multiparameétrigue effec-
tue toutes les analyses sur chacun des echantil-

lons ; Pautomate travaille analyse par analyse
ou échantillon par échantillon ; dans le premier
cas, il exécute l'analyse d'un paraméire sur
tows les échantillons pour lesquels cette analyse
esl programmeés, puis il passe 4 I'analyse d'un
autre parameétre ; dans le second cas, il effectue
loutes les analyses programmées sur un échan-
tillon, lorsque ces analyses sont terminées, il
passe au suivant, cf ainsi de suite.

L'appareil qui travaille analyse par analyse
est plus rapide, la limitation des ringages
economise du temps; en revanche, avec ce
type d’automate, on ne peut faire le secrétariat
quien [in de série, ce qui n'est pas le cas de
I'automate qui travaille échantillon par échan-
tllon, ou le secrétariat est fait au fur et a
mesure ; de plus il est amse d'introduire une
urgence dans une série, mais la muluplication
des mngages ralentit la cadence d’analyse.

1. Les deux principes fondamentaux
de l'analyse automatique en biochimie

Le premier principe sur lequel repose "analysc
automatique est Uunivariance duo  systéme :
tous les échantillons sont soumis a des procedu-
res analviigues identiques, la seule variable est
la concemtration.
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Le second est PPanalyse constamment rela-
tive: les eéchantillons sont traités dans les
mémes conditions que des étalons appelés
calibrateurs, la concentration des premiers est
deduite de celle des seconds.
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2. Les differentes operations d'une analyse automatique

Les operations d'un dosage biochimigque se
résument aux interventions suivantes

— prise d'essai de 'échantillon ;

— eéventuelle purification de échantillon :
déprotéinisation, défécation, filtration, centri-
fugation ;

- addition de réactifs en proportions defi-
nies ;
mélange du milien réactionnel ;
incubation ;

IMesure |
calcul et secrétariat,

2.1. OPERATION DE PRISE
D'ESSA| D'ECHANTILLON

L'echantillon — un sérum de patient, le plus
souvent, en laboratoire d'analyses médicales —
est préleve puis déposé dans un goder 4
réaction ou injecté dans une veine liguide en
Mux continu,

Le passeur dechantillons (fig. 1) comporte
un dispositf contenant les échantillons et un

Dispogiti! d'entrainement

mecamsme e pipettage. Les  echantillons,
Pipaite
SErinQue
Aagublle de la chenille
dee distribution
de réactii /-’

Fig. 16
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disposes dans des godets, sont répartis sur un
plateau d'échanullonnage ou un portoir mobile
ou encore sur une chentlle formée de modules
assemblés comme un jen de construction ot
animes d’'un mouvement hinéaire de déplace-
ment.

Broa rabot
|

Biguille de prélévement ||

5
Plateau l'"-. wirrs 1a pomipe
d'échantilionage % ' 4 —
- I
=< I
O
Il:f.":n =, g uide
de rincage

Minuleur réglant
le temps de rincaga

Minuteur réglant
e lfemps de pralaveament

Fig. l# PFasseur d'echantillon d’une chaine de Mux
continu de 1™ génération. L aiguille aspire "échan-
tillon, puis le prélévement effectué ; le bras robot se
releve, puis, d'un mouvement de rotation, améne
Paiguille aw-dessus du bac 4 hquide de ringage et
s'abaisse,

J."r_ Chenille —II.

sttt ||I
r Mogule |

Passeur d'échantillon & chenille d'un apparei]l de transfert.
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Le mecanisme de preléevement comporte
deux parties :

— un bras robot porteur d’une aiguille de
prélévement qui sert a pipetter des volumes
d'échantillons :

— un dispositif d'aspiration constitué d'une
pompe peristaltique ou d'une seringue.

2.2. PURIFICATION
DE L'ECHANTILLON

Cette opération, trés rarement exeécutée sur
les automates analytiques de biochimie, est
effectuée par dialyse sur les analyseurs en flux
continu,

La description d’un dialyseur est faite para-
graphe 3.1.5. (p. 133).

2.3. ADDITION DES REACTIFS

Dans la majeure partic des cas, les réactifs
utilisés sont liquides ; des exemples d’analy-
seurs de chimie séche seront decrits ultérieure-
ment cependant.

Sur les appareils 4 flux continu, I'addition
des réactifs est faite au niveau des piéces de
raccordement, veine liguide et réactif étant
propulsés par la méme pompe peristaltique
(p. 132).

Sur les appareils de transfert, deux types de
mécanisme peuvent assurer ["addition des réac-
tifs :

— dans 'un, les godets sont fixes, un bras
robot se dirige vers le flacon a reactif, y plonge
laiguille d’aspiration, preléve un volume
donné de réactil grice a une seringue puis se
reléve et va déverser le réactif dans le godet ;
enfin il procéde a un ningage du disposiuf ;

— dans 'autre, le poste de distribution,
constitué d'un réservoir a4 réactif, d’une serin-
pue et dune aiguille est fixe et le godet se
déplace pour venir sous le poste de distribu-
Lion.
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2.4. HOMOGENEISATION
DU MELANGE REACTIONNEL

Cette opération indispensable est assurée
par différents procédes.

Dans les appareils a flux continu, le mélange
esl obtenu par une bobine de melange (fig. 2) ;
toul segment hquide qui parcourt une spire est
culbuté sur lui-méme, s'il parcourt une bobine
de 10 tours, cela equivaut a 10 agitations.

antreas

Fig. 2 Bobine de melange.

Les dispositifs d’homogénéisation des appa-
reils de transfert sont nombreux | mmsufflation
de bulles d’air, agitation mécanique du godet
par un entrainement mécamgue ou une turbine
a air, agitation magnétigue, etc.

2.5. INCUBATION

L'incubation est I'opération qui consiste a
maintenir le meélange réactionnel a4 une tempeé-
rature constante et exacte : 8 °C pendant une
duree fixe de ¢ minutes. 1l existe difféerents
types d'incubateurs :

— le bain liguide thermostaté,
~ le four a air,
— le module thermostaté par effet Pelletier.

2.6. MESURE

La mesure est toujours fondée sur une
méthode physique, potentiométrique ou opti-
que.
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Dans la majeure partie des cas, c’est une
mesure photométrique, visible ou UV, Cer-
tains automates analytiques de biochimie pren-
nent la mesure dans une cuve A circulation
(appareils a flux continu); d'autres dans le
godet & réaction, celui-ci devant avoir les
gualités optiques requises; d'autres, enlin,
effectuent la mesure dans une cuve aprés
transfert du milieu réactionnel ; cetle opéra-
tion est suivie d’'une vidange et d'un ringage.

3. L'analyse en flux continu

Mise au point par la société Technicon en
1950, cette technique est ainsi déenommee car
les réactions s’effectuent dans un courant de
liquide bullé et animé d'un mouvement
continu.

3.1. CHAINE DE 1™ GENERATION

Un autoanalyseur est une chaine de modules
reliés entre eux, chaque &lément assurant une
fonction analytique définie.

La veine liquide dans laquelle s'effectuent les
réactions passe d'un module & l'autre par un
tube en plastique souple.

CNEECISTAEUA 4 Caiioie ghaiz-
Wi aqul
& Calcib -
#wcitequa de
T e
A Curen il Wam

COLORIMETHE  Baun-dale

Pafrali dam Bulen 4 nir weard

Conceneaiar des
eharl CEAlE 08 M UGS G

1 L] i gewl b Mun conine paer
@ picn TEere S8 Uinlenes de e
=2l 1L

DIALTSEUR

2.7. ACQUISITION ET
TRAITEMENT DES MESURES

Ces fonctions sont assurées par la partie
informatique de 'appareil qui a en charge la
gestion des résultats de I'analyse, c'est-d-dire
I'acquisition de la mesure aprés transformation
du signal analogique en signal numeérique, puis
les calculs, enfin le secrétariat et 'archivage
des resultats,

3.1.1. LA VEINE LIQUIDE

La vene liquide est créée au niveau des deux
premiers modules de la chaine : distributeur
d'échantillons et pompe péristaltique (fig. 4).

L'ordre d'introduction de l"air et de
I'échantillon dans le diluant est toujours celui
decrit sur la figure 4,

Le diluant, qui est le flux vecteur, sert de
solvant pour [I'échantillon (eau ou eau
physiologique), de liquide de lavage, ou
guelquefois de réactif.

Les bulles d'air sont introduites pour
segmenter la veine liquide. L'air assure trois
fonctions :

FOEPL TEERUTHL®
ET sy DE o

Fig. 3 Schéma d'ensemble d'un auto-analyseur 1™ génération. (Document Technicon: 'reproduction

aulorisée).
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Tube de
transfert -
m
,
Bir === - i
Echantilign ——= r :
[nml !
_ Ajguilla N
d'aspiraiion ] Echantillan
Eau de ; in+l) ===
Godat ringage :
|| .

% : |
1 !
1 N
£
- Miliau @ Miligua -
analyser aralyser
{n} {ns1}
1 2 3 4
T ——— } [ 1
! | i 1 !
Echantillon v Biir Eau Hir P Echantillén n
(m+1} ey

Barrigre anti- contomnalion

Fig. & Séparation des échantillons au niveau des prélévements.

| : Aspiration du niéme echantillon.

2: La pipette se reléve au-dessus du godet et aspire un segment d'air.
3: La pipette plonge dans le réservoir et aspire l'eau de ningage.

4: La pipette sort du réservoir et aspire un segment d’air.

5

. La pipette plonge dans le godet suivant et aspire le (n + 1)éme échantillon.

Le choix des durees d'aspiration et de rin- ricurement, la cadence d’analyse, mais aussi le
cage conditionne, comme cela a éte vu ante- tracé des enregistrements (fig. 7).

|
Fig. 7 Tracés d'enregistrement normaux et
anormaux. @) Durée de ningage correcte. & ®

k) Contamination légére toléree (il n'y a pas retour
H
la ligne #éro). c) Forle contamination (h = E) il Faust

augmenter la duree du ningage. ) Durée de ringage
trop importante. ¢} Echantillon trop important : rédui-
re la durée de prélévement ] O]
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conséquent leurs débits. sont connus d’aprés un
code de couleur (tableau 1), C'est du rapport des
débits des tubes de pompe que dépend la propor-
tion des volumes délivrés de chacun des reéacuifs.
Pour que tous les tubes soient obtures, il faut que
I'épaisseur de chacun d'eux soit fixe, égale 4 ¢
{hg. 9.

On peut monter un assez grand nombre de
tubes sur un corps de pompe, d'une dizaine a
une trentaine selon les modéles. Quel que soit le
fabricant, les pompes d'autoanalyseurs tournent
toutes & la méme vitesse.

3.1.4. LES BOBINES

Les bobines (fig. 2) sont des serpentins de
verre, comportant de 5 a 30 tours pour les
bobines simples ; il en existe par ailleurs des
doubles et des triples.

Les bobines jouent un triple role :

— les bobines de mélange : chacune des spires
culbute les segments liquides sur eux-mémes.

— les bobines de délai @ utilisées lorsque la
réaction est longue, pour assurer un temps de
contact suffisant entre les réactifs et 'echantil-
lon ; les bobines de bain-marne sont des bob-
nes de dela ;

— les bobines de refroidissement  en sortie de
bain-marie, les bulles d'air sont dilatées, aprés le
transit dans la bobine de refroidissement, elles
reprennent leur dimension initiale.

3.1.5. LE DIALYSEUR

Ce module, qui n'est pas nécessaire pour tous
les dosages, assure la déprotéinisation de
I'echantillon par dialyse.

La veine liquide passe sur une membrane
semi-permeable, les petites particules diffusent
{ions, urée, glucose, etc.) (fig. 10).

De l'autre coté de la membrane, circule un
liguide bulle, appelé liguide de contre-dialyse. Le
dialyseur est constitué de deux plateaux, creusés

Ce
st a s : ]

Pr b

—) 11— (-] |2

1
R guleau

Fig. 9 Détails des tubes de pompe en place.

———— Ploieou SupErssur
I I Flus porteur

=3 A T

ol
I 'Hﬂﬁ{- Membrane dialysarie

7 / o
® 7

Figtecu inlirimr

{E} rFIIE:IIul' dhmm

Fig. 10 Principe de la dialyse. a) Détails de la
membrane. b) Circulation des flux porteurs el
redeyeurs.

Flux porfeur Vers Iavier

Plataouw
RupET iU

Mambrana
da dialysa

Plateau
inferigur

T

Flux Werg la
racevaur chaina

Fig. 11 Schema d'un dialyseur.

chacun d'un demi-sillon et séparés par une
membrane dialysante (fig. 10).

Les deux liguides circulent dans le méme sens

et au méme débir.
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— les « nipples » sont des pieces plastiques
servant egalement 4 raccorder des tubes entre
eux (fig. 14}

= les pi¢ces de verre servenl A raccorder
entre eux plusieurs courants liquidiens ou
gazeux (fig. 15);

— les anli-retours servent a atténuer « l'effet
de recul » des pompes peéristaltiques, ils sont
montés le plus souvent sur le tube de pompe de
l'air. La plupart du temps, ce sont des tubes de
faible diamétre, mais 1] existe des modeles d'anti-
retour moins simples.

c

Fig. 15 Pieces de verre. a) Servant i réunir deux
veines liquides. &) Servant @ raccorder I"échantillon
sur le flux vecteur bullé (injecteur). ) Servant au
debhullage.

3.2. ANALYSE
DANS LES CONDITIONS
DE L'ETAT CONSTANT :
ANALYSE CONSTAMMENT
RELATIVE

La réaction a lieu dans les mémes conditions
pour tous les échantillons ; durée, température,
rapport identique des volumes délivrés, facteur
de dialyse constant, etc. La seule variable est

donc la concentration de I'échantillon. L'enre-
gistreur trace la courbe de la figure 16 lorsque le
volume de I'echantillon est imporiant.

O

Ev1gt sarmsiaml

kR
S0 % it Mgm

b de 1' enal
cangkant

Temps

Fig. 16 “esure de Vabsorbance dans les conditions
de I'églat consiant.

Dans ces conditions, la hauteur k est propor-
riommelle o lo concentratfon. Pour augmenter la
cadence d'analyse. on diminue la durée d'aspi-
ration de l'echantillon et 'on transforme le
plaieau en pic, a condition que la hauteur de
ce dernier soit au minimum égale a 20 p. 100
de celle du plateau. Lo hauteur des pics est
done proportionnelle a la concentration. Clest
la comparaison des hauteurs de pics qui per-
mettra le calcul des concentrations.

L'analyse des constamment relative, car la
méthode est basée sur la comparaison entre
ctalons et échantillons a doser.

3.3. MONTAGE
D'UNE CHAINE
3.3.1. LE MANIFOLD (fig. 17)

C’est 'ensemble des tuyaux, raccords et pidces
de verrerie d'une chaine d'analyse automatique.

3.3.2. REGLES DE MONTAGE
D'UN MANIFOLD

Le manifold doit comporter le minimum de
piéces : tuyaux, raccords, etc. Tous les raccords,
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avoir un débit égal 4 60-70 p. 100 du flux liguide
total,

¢ Exemple de manifold : détermination de la
glycémie par la méthode & lorthotoluidine

Le mode opératoire de la methode manoelle
est le suivant ;

~ Déprotéinisation :

Dans un tube 4 centrifuger conique, verser :

— 0,2 cm® de sang,

— 1 em? d'eau distillée,

— 1 em® d’ATCA 4 60 g/l

Agiter, laisser reposer 5 minutes. Centrifuger
4 grande vitesse pendant 10 minutes.

SiI'on opére sur du plasma, la déprotéinisation
n'est pas nécessaire.

— Réaction colorée ;

Dans un tube bouchant émen, verser :
— 0,5 em?® de liquide surnageant,
— 45 em? de réactif a 'orthotoluidine.

Orange- bleu . Echantilign

Vialat-blong n O toluldine l
Joung - joung A A J Ha
Wialal - nair

o

A

\ [.'"r

Tube de repempage

Durde de pralavament ‘40 s
Durée da ringoge * 20s

Boucher, mélanger.

Porter au bain-marie  bouillant
& minutes exactement.

Refroidir ensuite en plongeant le tube dans un
bain d'eau froide.

Lire I'absorbance a 63)nm au bout de
10 minutes.

pendant

- Manifold :

On peuat supprimer la déprotéinisation,
puisque l'on n'opére pas sur sang total

Le Mux porteur principal est le réactil &
l'orthotoluidine (fig. 19).

La conception de ce manifold est faite en
metiant en place d'abord le tube de pompe du
réactif & l'orthotoluidine : on choisit le tube
violet-blanc de débit 3,90 cm®.min"'. Le tube
d'air correspondant devant avoir un débit de

1,90 ,

5= 1,30cm® .min~ ', on choisit le tube

jaune-jaune dont le débit est le plus proche,
1,20 cm* . min ~ !,

Le volume de sérum ajouté & 4,5cm’ de
réactifl & I'orthotoluidine est, dans la méthode

Bobine By de malange

-9%%C

Bobine B de

refroidi ssement
Acidilex

Filtra 830 nm
P

Eviar
Cuwve _ —
10 mm = "

Enragistrour Debulleur C g

&mm, min~1

Fig. 19 Manifold du dosage du glucose sanguin par l'orthotoluidine.
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_ 02 % 0.5
manuelle,  épal A T = (,045 cm?.

3190 cm® ¢tant assez proche de 4.5cm’, on
choisira le tube de 0,05 cm? . min ! de débit, soit
le tube orange-blew.

Le tube de repompage doit avoir un débit de
60 4 70 p. 100 du debit liguide total, sont

(3,9 + 005} = 70

276 cm” . min~ L.
HLE

. sO1L

On choisit le tube violet-noir dont le déhit de
290 cm® min ' est le plus proche.

o La contamination

Lorsgu'un échantillon laisse dans le tube de
transfert des traces de substances, il contamine
Iéchantillon qui le suit.

Le contrdle de la contamination est fait ;

- par observatton de la forme des pics:
entre deux pics, une vallée trop haute est le
signe d'une contamination, elle est intolérable
s la hauteur de la vallée est supérieure i la
moitie de la hauteur du pic (fig. 204) ;

— par un essail de répétabilite (fig. 206) : on
passe trois fois le méme échantillon 4 la suite,
les pics doivent avoir les mémes hauteurs, les

il f
Il v a contamination st fr =

r..-| T

Ezsais de répétabilité
h-1  Aucune contamination

hauwteurs des vallees ne doivent pas excéder la
limite de tolerance.

— par la mesure du temps T, {fig. 21): on
préléve une solution ou un sérum étalon én
augmentant la duree du prélévement, 'enregis-
treur trace un plateau. On appelle temps
T» le temps nécessaire pour atteindre la
moitie de la hauteur du platean. Le temps
T, doit étre inferieur au ters de la pénode,
soit le temps séparant le prélévement de deux
échantillons successifs,

Piateou

Ligne de bass

Tamps

Fig. 21 Détermination des temps T

La prévention de la contamination doit étre
svstématiguement faite par:

— une vérification du bullage ;

contaminalion

L

[
Contamination d'un echantillon
faible par un échantillon fort

b2 Contamination legére tolé-

rec

A-3 Coniamination forie

Fig. 200 Conirdle de la contamination
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4. Les appareils de transfert

4.1. CARACTERISTIQUES DES
APPAREILS DE TRANSFERT

Ce sont des appareils d’analyse discontinue,
ils sont appelés appareils de transfert, par
analogie avec les machines transfert de I'indus-
trie, car il v a transfert de réactifs et d'échantil-
lons puis transfert du milieu réactionnel devant
le dispositil’ de mesure.

Les analyseurs de transfert de 1™ genération
n'étaient pas informatisés, élaieni monopara-
métriques et reservés aux dosages enzymati-
ques. lls présentaient 'avantage, par rapport
aux flux continu, d’étre ¢conomes en reactifs.

Dhans ces appareils, les différentes opérations
d'un dosage manuel sont reproduits a 'aide
d’automate :

— passeur dechantillons,

— pipetles-seringucs,

— agitateur,

— incubateur d température fixe,
— dispositil’ de mesure.

Ces appareils manguaient de possibilite
d'adaptation, ils représentaient des systémes
fermés, par opposition aux appareils de trans-
fert de 2 pénération, informatisés, qui sont
des systémes ouverts.

Par systéme fermé, on entend systéme dans
lequel le traitement des échantillons et des
mesures sont imposes une fois pour toute par
le constructeur.

Par systéme ouvert, on désigne un analyseur
dans lequel le technicien peut programmer les
procédures de I'analyse : volumes de I'échantil-
lon et des réaculs, tempeérature el durée dincu-
baton, mesures el traiftement des mesures,

Ces appareils comportent une partic mécani-
que : passeur d'échantillons, dispositif d’addi-
tion des réactifs, mécanisme agitateur, incuba-
teur et disposinf de lecture @ ils comportent en
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outre une partie informatique qui assure la
gestion des échantillons, celle des procédures
d’analyse (mémorisation des protocoles opéra-
toires) et met en ceuvre les voies analytiques,
clle traite également les résultats.

4.2, HOME-TESTS
ET DOCTOR-TESTS

Home-tests et doctor-tests sont des appareils
miniaturisés, d'utilisation simple ne nécessitant
pas une technicité particuliére.

Le home-test est un appareil grand public,
desting & P'autosurveillance du malade chez
lui. Lrappareil type est le « Glucotest » des
laboratoires AMES, qui permet la détermina-
tion de la glycémie chez le diabétique. Le
home-test est un appareil genéralement mono-
parametrique.

Le doctor-lest est un systeme de diagnostic
destineé aux cabinets medicaux, uwne loi de 1975
interdit leur usage en France puisqu’elle donne
le monopole des analyses médicales aux biolo-
gistes. Ce sont des automates minlaturises,
quelquefois portables, généralement multipa-
ramétriques.

4.3 L'’EKTACHEM,
APPAREIL DE CHIMIE SECHE

Les appareils Ektachem de Kodak utilisent
des réactifs secs se présentant sous forme de
plagues analytiques.

Une plague analytique est constituée d'un
empilement de couches de réactifs secs, corres-
pondant 4 tous les réactifs neécessaires au
dosage. Un feuillet supérieur regoit le volume
d'échantillon 4 analyser. Dessous, un polymére
poreux isolrope assure une répartition homo-
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géne de I'echantillon. L'eau, les petites molé-
cules et les 1ons diffusent et migrent. Au cours
de cette migration, les réactifs se réehydratent.
Une membrane semi-permeable filtre les
échantillons lorsqu'une déprotéinisation est
NECESSAIre.

Une plague analytigue comporte de 3 a
7 couches réactives selon les dosages.

Aprés une période d'incubation déterminge,
la coloration apparue sur le feuwllet inféneur
de la plagque analytique est mesurée par réflec-
tometrie. Une abaque permet de determiner la
concentration, connaissant la reflectance.

® Description de la plague analytique pour le
dosage de I'urée (d’aprés la fiche technique
Ektachem-Kodak)

Cette plaque est constituée d'un support
polyester sur lequel reposent les différentes
couches contenant tous les réactufs necessaires
au dosage.

Le principe de l'analyse est fonde sur

'hyvdrolyse de uree par 'uréase :

ANH;

D={.“‘-..
NH;

+H-zD—I\1NH3-|-CDE.

L'ammoniac reagit avec un chromogéne
pour former un complexe coloré, La densité
de la coloration est mesurée par réflectométrie.
Le volume d'échantillon nécessaire au dosage
est de 10pl. La durée du dosage est de
& minutes.

L'automate comprend :

— un passeur d'échantillons, et un bras
robot qui effectue les prises d'essais de sérum &
I'aide d'une pipette-seringue et les depots ;

— des distributeurs de plagues analvtiques,
des bras robots assurent le deplacement des
plagues ;

— des modules d'incubation ;

— un module de mesure de la réflectance ;

un microordinateur qui pilote Fappareail.

5. Les appareils d'analyse centrifuge

Ces appareils utilisent la force centrifuge
pour mélanger I'échantillon aux réactifs et
transférer le mélange devant le dispositif de
lecture. Le dispositif de lecture est un photo-
métre fixe, dans le fascean lumineux duguel
passent les différentes cuves correspondant
aux echantillons,

5.1. L'APPAREIL

L appareil est constitué d'un rotor sur lequel
est disposé un disque de transfert en téflon,
creusé de séries radiales de cupules. 1l existe
aussi des disques de transfert en plastique a
usage unique. Chague rayon, correspondant a
un échantillon ou un étalon, comporte une
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cupule reactits, une cupule echantillons, une
cupule de meélange et la cuve de lecture. La
figure 22 montre comment, sous 'effet de la
force centrifuge, s'effectuent transferts et
melange.

Le disque de transfert est maintenu a tempé-
rature constante grice a un sysiéme de ther-
mostatisation.

Un dispositif de lavage élimine toul risgue
de contamination, lorsque "appareil est equipe
d'un disque i usage permanent.

Le dispositif de lecture est fixe ; c'est un
systéme optique permettant la mesure en
absorptiométrie moleculaire UV et visible,
fluorimétrie, opacimétrie, néphélometrie.

Il faut souligner la nécessitée d'une remarqua-
ble synchronisation des prises de mesure, dans
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VI

INCERTITUDE EXPERIMENTALE
ET CONTROLE DE QUALITE

Les méthodes d'analyse étant complexes et
parfois imparfaites, tout résultat expérimental
est susceptible d'étre entaché d'une erreur.

Le controle de gualite a éte introduit dans le
domaine de la biologie clhinique wvers les
années 50 sous forme de volontariat, et existe
sous forme organisée depuis les années 1970,
En janvier 1979, un décret d'application fait
obligation aux laborateires d"analvses médica-
les de subir un controle. Dans de nombreux
secteurs d’activite (industries alimentaires,
pharmacie, cosmétologie...), les entreprises
sont amenées a pratiquer des analyses et a
autocontroler leur gualite.

L'erreur est grossiére, lorsqu'elle est due au
non-respect du protocole expérimental, & une
confusion de réactf, de matériel, & une faute
de calcul ou de transcription de résultat. Clest
le type d'erreur gui peut étre evitée, sa fre-
quence déepend essentiellement du manipula-
teur : 5on degrée de formation, la cadence de
son travail, etc. Il n'existe pas de méthode de
conirole des erreurs grossiéres.

L'erreur est aléatoire, lorsgu'elle se produit
de fagon fortuite, accidentelle. Elle est due a
I'imprecision d'une mesure, consecutive a la
défaillance momentanée du technicien ou d'un
appareil. En analyse biologique, évaluer les
erreurs aléatoires consiste a4 apprécier la préci-
ston, en contrdlant la reproductibilité.

Lerreur est systémaiigue lorsqu’elle est due
d un appareil derégle, un réactif de mauvaise
qualité, un calibrateur faux, une contamination
systematique, la non-spécificite d'une réaction,
etc. En analyse biologique, evaluer les erreurs
sysléematiques consisic & apprecier [exacrifude.
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Ce type d'erreur ne peut etre évite que s la
cause est décelée, 1l entraine une déviation de
tous les résultats dans le méme sens.
Controle de précision et controle d'exacti-
tude ne sont pas effectués sur chague résultat,
mais sont fondés sur des méthodes statistiques.
Il existe une autre fagon d'évaluer ['incerti-
fude qui pése sur un résultat, elle est utilisée
par les physiciens et consiste a effectuer un
calcul différentiel d'erreur, aprés avoir estimé
pour chaque opération du dosage "incertitude,
c'est-d-dire I'écart maximal entre le résultat
expérimental et le résultat réel. Ainsi, lorsque
I'on mesure un volume de V.cm® 4 I"aide d'une
pipette, on peul estimer & AV.em? lincertitude
qui pése sur cetle oé?ératiﬂn . AV.em® est
A

{'fncertitude absolue, = Uincertitude relative.

Le résultat réel est compris entre V + AV et
V- AV,

— le théoréme de 'incertitude absolug sur les
sommes et les differences :

X=X, 4+ X, AX =AX, + AX,,
Y-.tr]""l'rl, ﬂY=ﬂ?l+ﬁTg

L'incertitude absolue sur une somme ou une
différence est la somme des incertitudes absolues
de chacun des termes ;

— le théoréme des incertitudes relatives sur
les produits el gquolients .

AZ _AZ,  AZ,

E =E|_ = 21. El zl z_:

wo W AW _ AW, AW,
W, wWow, W,
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STATISTIOUES APPLICUEES A L'ANALYSE BIOLOGIGUE

plus probable de la variable et des paramétres
de dispersion qui rendent compte de la varia-
tion des données par rapport 4 la valeur la plus
probable.

1.1. VARIABLES ET DOMNEES

Une variable est un caractére qui peut étre
exprimé par une mesure (variable quantitative )
ou non (variable qualitarive). On peut citer
comme exemples de variables guantitatives :
une concentration, la taille d*une cellule, I'acti-
vite d'une enzyme el comme exemples de
variables gualitatives : espéces bactériennes
ou fongiques, sérotypes, groupes sanguins.
Une variable gqualitative définit une nature,
une variable quantitative définit une intensite.

Les individus chez lesquels on collecte les
données constituent une popwlation ou un
échantillon ; ils forment une population lorsque
la donnée est évaluée chez chacun des indivi-
dus formant le groupe ; en revanche, ils consti-

tuent un échantillon si 'on effectue 'ctude
statistigue sur une partie sculement des indivi-
dus du groupe, afin d'établir des conclucions
se rapportant 4 I'ensemble de la population.

1.2. TRAITEMENT
DES DONNEES

1.2.1. ORDONNANCEMENT
DES DONNEES

Les données sont ordonnées et regroupées
en classes. La courbe de disiribution de la
figure 1 a été établie aprés une mise en ordre
des données ; les classes sont des intervalles de
concentration qui ont &té définis comme suit :

0,09825 = C = 0,09875
009875 = C = 0,09925
0,09925 = C < 0,09975 .

0,10573 = C < 0,10625

Cenires de classe
Iritervalles des classes valeurs figuratives Fréguences Fréquences
fen maill) de la classe ahxolues relarives
{en molfl) fen p, 100)

0,09625-0,09875 0,0985 2 1,45
0,09875-0,09925 0,025 0 0

0,00025-0,09975 0,0995 . 1.45
0,09975-0,10025 0, 1000 4 2,5}
0, 1002 5-0, 10075 01005 g 5.80
0, 100735-0,10125 01010 22 15,54
0,10125-0,10175 01015 26 18,84
0, 100175-0,10225 01020 36 26,04
0,10225-0, 10275 01025 11 7.97
0,10275-0,10325 0, 1030 10 7.25
0,10325-0,10375 0,1035 B 5,80
0,10375-0, 10425 0, 1030 | 0,72
0,10425-0,104735 0,1045 3 2,17
0,10475-0, 10525 0, 1050 1 0,72
0,10525-0,10575 0,1055 2 .45
0.10575-0,10625 0, 1060 2 .45

Fig. 2 Tableau de distribution des lréquences de I'élalonnage d'une solution de thiosulfate de sodium par

pesée d'iodate de potassium.
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INCERTITUDE EXPERIMENTALE ET CONTROLE DE QUALITE

Fréeguence relative en %

10

'l i | i i i i L i ]
37 3.19 4,1 -i.la 4.‘5 47 4% 51 53 55 &7

Mombre de

globules rouges

{s 1000

Fig. 42 L’histogramme de la figure 4a représente
la distribution du nombre de globules rouges par
litre de sang, dans une population de femmes
adultes, en bonne santé. La distnibution est mor-
male, 'histogramme ¢st une courbe de Gauss,

Fréquence relative en %

ﬂﬂ--
B
1 £ i i } -
0,5 o7 0,8 0.5 i 1.1 Glyohmia
(@1}

Fig. 46 L’histogramme de la figure 46 représente
la distribution des glycémies, exprimées en g/l, dans
une population d'adultes. La distribution n'est pas
normale car les pathologies basses sonl ranssimes.

Fig. 4 «) Distribution gaussienne. &) Distrnibution
NON EaUSSIenne.
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1.4. CARACTERISTIQUES
DE POSITION ET DE
DISPERSION D'UNE SERIE
STATISTIQUE A
UNE VARIABLE

Ces grandeurs sont fort utiles pour rendre
compte de la valeur la plus probable de la
variable : paramétres de position, et des écarts
des valeurs de la vaniable par rapport a la
moyenne ;: paramétres de dispersion.

1.4.1. PARAMETRES
DE POSITION

® Moyenne arithmétiqoe

La moyenne arithmétique d'une série statis-
tique est le nombre represente ¥, obtenu en

divisant la somme des données par le nombre
des données :

=£Z'Tf‘

Dans la sene statistique représentee dans le
tableau 2 p. 145, la movenne arithmétique est
égale 4 :

¥ = 0,10191 mol/l .

& Meédiane

La meédiane est la valeur milieu d'une série
statistigue ordonnée, c'est-a-dire dont les m
valeurs de la variable ont &t& classées par ordre
croissant. Pour une série ordonnée comportant
un nombre impair de donneées, la mediane est

la valeur de la variable ayant le rang n+l
Exemple :
6,3-6,5-6,6-6,9-7.2.73  .7,5- 7,6-7.7-7,8-79-8,1-8.5

& valeurs mediane & valeurs



STATISTIQUES APPLIQUEES A L'ANALYSE BIOLOGIOUE

Lorsque la série ordonnee comporte un
nombre pair de données, la mediane n'existe
pas au sens strict de la définition citée antérieu-

rement. Cependant, pour donner une valeur

de la médiane, on fait la demi-somme des

variables de rang % et % + 1.

Exemple :
6,3-6,5-6,6-6,9-7,2 -7,3-7,5-7 6-7,7-7 8-7,9-8,2

~—variable de rang % +1

varinble de rang %

La séric comporte douze données, la valeur de
rang%:ﬁﬁt?j celle de rangg+ | =7 est

7.5, La médiane est donc égale a
73475 .
L2 T T 74
2
s Mode

Le mode d'une série statistique est la valeur
de la vanable associée 4 la plus grande fre-
quence. Il n'existe pas de formule permettant
le calcul du mode, sa détermination est faite
sur une représentation graphigque,

Certaines distributions peuvent é&tre pluri-
modales, la distribution normale, gaussienne,
est unimodale.

1.4.2. PARAMETRES
DE DISPERSION

Les paramétres de dispersion renseignent
sur la dispersion des valeurs de la wvariable
etudiée autour de la moyenne. Ce sont:

» Etendue

L'étendue est la difference entre la plus
grande et la plus petite valeur de la variable :
éendue = x, — x;; c'est lintervalle dans
lequel se situent les valeurs de toutes les
variables.
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e Déviation moyenne ou écart absolu moyen

La déviation moyenne est égale au guotient
de la somme des valeurs absolues des écarts 4
la moyenne par le nombre des données :

¥ |x = x|

déviation moyenne = -

¢ VYariance

La vanance est le quotient de la somme des
carres des éearts 4 la moyenne par le nombre
des données lorsque la série statistique &ludiée
est une population, ou par le nombre des
données moins une si la série statistigue étu-
diee est un echantillon.

Y (x -2y

Variance d'une population : o’ = —

¥ (x -2

Variance d'un échantillon : 5% = —
(n=1)

® Ecart type

C'est le paramétre de dispersion le plus
utilisé en statistique, 'écart type est la racine
carree de la vanance.

Ecart type d'une population :

\/E (x - 9
oF = —_
i

Ecart type d'un echantillon :

¥ (x— )

F = —{"_]} .

# Coefficient de variation

Le coefficient de wvanation (CV) est le
rapport exprimé en pourcentage entre ['écart-
type et la moyenne arithmétique.

CV de population = % x 100

CV d'échantillon = = x 100.
¥
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# (Quantiles

Les parameétres denommes quartiles, quinti-
les, déciles, centiles sont appelés d'une [agon
genérale quantiles. Les quartiles sont les trois
valeurs de la variable : quartile 1. gquartile 2 et
quartile 3. qui partagent les données d'une
série statistique ordonnée en quatre groupes
de méme effectil. Le guartile 2 est la mediane.

Exemple
tgos? JJoss]. 092000 e 1L30.0,50 [1r3] 182083
Ayuaeriile 1 Quuribe 1 gaariie 3

Les quartiles ne sont pas au sens strict de la
définition des paraméires de dispersion. on
utilise les intervalles interquartiles relanf et
absolu.

Intervalle interquartile absolu = guartile 3
— quartile 1.
Intervalle interquartile relatif =

{gquartile 3 — quartile 1)
quartile 2 '

Les guintiles sont les quatre valeurs de la
variable qui partagent les données d'une série
statistique ordonnée ¢n cing groupes de meéme
effectif.

Les deciles et les centiles sont respective-
ment les neul et les guatre-vingt-dix-neuf
valeurs de la variable qui partagent une serie
statlistique en dix et cent groupes de méme
effectif.

Le percentile p 7 est la valeur de la variahble
qui partage les données d’une série statistique
ordonnee en un groupe de valeurs inférieures
dont Peffectif représente p % des données et
un groupe de valeurs supericures dont effecuf
représente (100 — p) % des donneées.

e
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1.5. DISTRIBUTION NORMALE
ET DISTRIBUTION DES
FREQUENCES EN BIOLOGIE

La distribution normale est une notion abor-
dée au paragraphe 1.3 : une distribution nor-
male est représentée graphiquement par une
courbe de Gauss, histogramme symeétrique.
Cependant, la symétrie de la courbe ne garantit
pas une distribution normale ; la répartition
des données doit respecter un certain nombre
de conditions :

— 683 p. 100 des données doivent étre
réparties dans l'intervalle (¥ + o) dans le cas
d'une population ou (¥ £+ 5) dans le cas d'un
echantillon ;

— 954 p. 100 des données doivent étre
repartics dans [l'intervalle (¥F=2c¢) ou
(T+=235);

— et 99,7 p. 100 des données doivent étre
réparties dans [intervalle (f=3o¢) ou
(X+3s5)

# Limdtes d’erreur, intervalle de confiance

En analyse biologique, quelles que soient les
mesures prises pour gque la procédure du
dosage soit précise, tous les résultats des
mesures effectunées sur le méme échantillon ne
sont pas identigues.

La reproductibilité n'est jamais parfaite.
Quelles limites doit-on fixer & 'intervalle des
résultats acceptables 7 On considére arbitraire-
ment gue 95 p. 1) des résultats sont satisfai-
sants, sous réserve que les bonnes pratiques du
laboratoire soient respectées dans les domaines
de la technicité, du materiel et des réactifs.

Cela signifie que le degré de confiance que
I'on peut attribuer au résultat d'une analyse est
de 95 p. 100,

En d'autres termes, s1 'on admet que la
distribution des frégquences des résultats d'une
analyse médicale suit une distribution normale,
tout résultat ne s'écartant pas plus de la
moyenne de = 2 5, doit étre considéré comme
acceptable.
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Liintervalle ¥+ 2 5 s'appelle Uintervalle de
confiance.

& Intervalles de référence

L'interprétation du résultat d'une analyse,
faite par le médecin, repose sur la comparaison
de ce résultat aux valeurs normales, appelées
aussi valeurs usuelles. Ces valeurs normales
sont exprimées par un intervalle de réference,
valable pour une population donnee (dge,
sexc).

La détermination de 'intervalle de réelérence
est fondée sur les statistiques; il suffit de
mesurer le paramétre biologique considérée
(glycémie, uremie, numération des hématies,
etc.) sur un échantillon de la population ; on
admet que 95 p. 100 des personnes ont un
résultat normal.

Par conséquent, si la distribution des résul-
tats est normale, 'intervalle de référence est
cgal a ¥ =25

51 la distribution n'est pas normale (glycé-
mig, activites enzymatigues pour lesquelles il
n'y a pratiquement pas de pathologie basse),
I'intervalle de référence est defini comme
I'intervalle entre le percentile 2.5 p. 100 et le
percentile 97,5 p. 100, Naturellement [inter-

valle de reférence doit tenir compte des sou-
haits de la clinique.

& Mode d'expression des résultats

Deux régles gouvernent I'écriture d'un résul-
lat. La premiére est que tout chiffre figurant
dans l'expression du résultai doit avoir une
signification. Ce gqui veut dire que le nombre
de décimales est fonction de I'écart type : pour
un écart type de "ordre de P'umite, on ne met
pas de chiffre aprés la virgule ; pour un écart
type de 'ordre du dixiéme d'unite, on met un
chiffre apres la virgule ; et ains: de suite.

La deuxiéme régle est gu'il est inutile
d'exprimer un résultat avec une précision gui
excede les nécessites du diagnostic,

2. Exactitude et précision d'une méthode d’analyse

2.1. EXACTITUDE

L'exactitude d'une analyse exprime la
concordance entre la valeur attendue * d'un
résultat et la movenne arithmétique de plu-
sieurs mesures faites sur I'échantillon.

Les grandeurs qui caractérisent 'exactitude
d’une methode d'analyse sont ;

* La vileur attendue d'un resultat peut différer sensible-
ment de la valeur vrnie de ce méme résultat. Cette dernidre est
wblenue & partir d'une methods de référence, en revanche, la
valeur nttendue est associée 4 un protecols opérateine donnd.
Pour le paramétre biclogigue d'un &chantillon, il n'esiste
guune valsur vraie, mais avtant de valeurs attendwees, gu'il
existe de méthodes de dosage.
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~ le degré d'exactitude absolu (x; — )

ol 3 = valeur attendue, ¥ = moyenne
arithmétique = meilleure estimation du résul-
tat ;

. Mg — X
le degré d'exactitude relatif

L’exactitude est d'autant plus grande que les
valeurs du degré d’exactitude sont faibles.

Le contrile de ['exactinude consiste 4 analyser
un échantillon étalon, L'étalon est introduit au
hasard dans une série d'analyses; le résultat
ne doit s'écarter de la valeur attendue que
dans les limites définies par lintervalle de
confiance. La déetermination de la valeur atten-
due est réalisée méthode par meéthode.
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Les causes de l'inexactitude d'une analyse
sont les errewrs sysiématigues | par exemple :
I'erreur de réglage d'un appareil, 'utibsation
d'un calibrateur (p. 154} faux, l'utilisation
d'enzymes auxiliaires 1mpures ; "utilisation
d'une lumiére monochromatique, la tempeéra-
ture d"un dispositif de thermostatisation fausse,
I'utilisation d'un diluteur faux, etc.

La correction de l'inexactirude, c'est-a-dire la
correction des erreurs systémarigues, est réali-
séz en conirdlant 'appareillage et les réeactifs.

A titre d'exemple, on peut décrire le
contrdle technologique associé 4 la mesure de
I'activité d'une enzyme. L'expression littérale
du résultat est:

AA 108 Y,

AE = activité de I'enzyme en mU/cm?
AA

—

variation d’absorbance par min en
min~"

£ = coefficient d'absorption molaire linéigue
en mol™', Lem™!

[ = trajet optique en cm

V, = volume total en cm’

PE = volume de la prise d’essai en cm’.

Les facteurs 4 contréler sont @

— la température : une variation de 1°C
entraine unc erreur sysiématigue gui peut
atteindre 8 p. 100. Sont & controler 'exactitude
et la constance de la température ; une varia-
tion de 0,2 'C entraine une imprécision de
+ 2 p. 100 sur le résultat ;

— labsorbance : le controle de 'absorbance
est réaliseé en vérifiant 'exactitude des lon-
gueurs d'onde indiquées par |'appareil, 'exac-
titude des absorbances, la linéarité de I"appa-
reil et I'absence d'interférence de la lumiére
parasite ;

— le temps ; sont vérifiés les chronométres,
les enregistreurs a défilement de papier et les
tables tragantes ;

— le rrajer optigue © la longueur de la cuve
est mesurée avec précision. Certaines cuves en

plastique peuvent étre ['objet de déforma-
tons ;

— les volumes : doivent étre controlés les
diluteurs, les pipettes automatiques, efc.

Une fois décelées, les erreurs systématiques
sont aisément corrigées, a 'exception, cepen-
dant, du manque de specificite de la réaction.

2.2. PRECISION

La précision d'une meéthode d'analyse est
exprimée par la concordance des résultats de
plusieurs mesures faites sur le méme échantil-
lon. Les grandeurs qui rendent compte de la
précision sont I"écart type et le coefficient de
variation.

Le conirdle de la précision est pratiqué par :

— la répérabilité ;: plusieurs mesures sont
effectuges sur le méme eéchantillon, par le
méme lechnicien, avec les mémes réactifs, le
méme jour ;

— la  reproductibilité ;  plusieurs mesures
sont effectuées sur le méme échantillon, tous
les jours, jour aprés jour, par le méme techni-
cien ou par des techniciens différents.

Le contrale de la précision se prabque en
analysant un échantillon de controle, de méme
nature que celui qui est dosé, non titré, mais
de composition constante.

Les causes de I'imprécision sont les erreurs
aléatoires, c'est-d-dire les erreurs fortuites,
imprévisibles, accidentelles. Ces erreurs aléa-
toires sont essentiellement produites par des
imprécisions de mesure : pipettage, chute de
burette, lecture d'un cadran, pesée, etc. Les
erreurs aléatoires sont en géneral faibles, mais
impossibles 4 deceler.

Si l'on pratigue un nombre relativement
grand d'analyses, les erreurs aléatoires s'écar-
tént de la movenne tant par defaut que par
excés, par conséquent la courbe de distribution
des frégquences est gaussienne.
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3.1. ECHANTILLONS DE
CONTROLE,
ECHANTILLONS ETALONS,
CALIBRATEURS

Les échantillons de contréle ne sont pas
ritrés - ils sont utilises en contrale de précision,

Les échantillons &talons sont titrés par le
fabricant, méthode par méthode. ce qui signifie
qu'il ¥y a autant de wvaleurs vraies que de
methodes de dosage: ils sont utilisés en
conirole dexactitude.

Les calibrateurs sont titrés par le fabricant,
par une méthode de référence, ils sont utilisés
pour le calibrage des appareils.

Les échantillons étalons peuvent étre utilisés
en contrile de précision, mais leur coit éleve
ne¢ justifie pas cet usage ; en revanche, ils ne
peuvent élre utihsés comme calibrateur.

Les trois propriétés fondamentales des
échantillons de contrdle, des étalons et des
calibrateurs sont :

— stabilité - la composition des échantillons
de contrile doit étre constante dans le temps,
afin de permettre des contrdles 4 moyen et
long terme ;

— homogénéiré - tous les echantillons de
contréle d'un méme lot doivent étre identi-
ques |

— composition voisine de celle de 1"échantil-
lon &4 doser: on trouve dans le commerce
essentiellement des sérums, mais peuvent éga-
lement &tre utilisés des urines et des liquides
céphalorachidiens,

Ces échantillons de contrdle sont presgue
toujours [yephiflisés ; sous cette forme leur
stabilite est de l'ordre de deux ans, el leurs
proprictés identiques aux échantillons frais si
leur reconstitution a été faite dans de bonnes
conditions.

La congélation 4 —25°C ne permel une
utilisation convenable des échantillons de
controle que pour un laps de temps relative-
ment court {quelques jours) ; ils se dégradent

lentement et leur composition dérive légére-
ment.

On appelle éralons primaires des solutions
aqueuses ; ces etalons primaires sont faciles a
préparer, a etalonner et sont peu colteux,
mais ils présentent l'inconvénient majeur de
n'avoir ni les propriétés physiques, ni la
matrice de 'echantillon 4 doser.

3.2. MODALITES DU
CONTROLE DE QUALITE

Le laboratoire gére, sous sa propre autorité,
le contréle interne de qualité ; c'est un contrile
permanent qui, jour aprés jour, permet au
chel de laboratoire de prendre la décision de
valider ou non les résultats ; c'est aussi un
controle a4 long terme qui permet d'évaluer,
sur une période de temps d'une durée d'un a
plusieurs mois, les réactifs et I'appareillage.

3.2.1 CONTROLE INTERNE

e Le contréle interne est fondé sur un lot
d’échantillons de contréle.

On établit la valeur cible et l'intervalle de
confiance en effectuant une mesure sur un
échantillon statistique de 30 sérums de
controle ; la waleur cible est la moyenne
arithmétique des 30 résultats (£), lintervalle
de confiance est égal 4 la moyenne arithméti-
gque plus ou moins 2 écarts types: (T+ 25).

On est souvent amené i utiliser 2 sérums de
contréle : 1'un dont la valeur cible est normale,
I'autre pathologigue (valeur haute ou valeur
basse).

& Les cartes de contrdle sont de difféerents
types, la plus utilisée est celle de Levey et
Jennings (fig. 6). On utilise une carte par lot
de sérums de controle.

Cette carte porte, sur 'axe des ordonnées,
la concentration du paraméire analyse, la
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Concentration an mmalsl
A

X+3A5+4

K4 254

5 10 15

e

¥E-ds-

Fig. 6 Carte de Levey et Jennings.

valeur cible ¥, l'intervalle de confliance ¥+ 2 5
et I'intervalle ¥ +3 5. L'axe des abscisses est
graduée en jours, une carte est valable pour un
mois.

Quelles sont les régles empiriques qui autori-
sent le chef de laboratoire a valider les resultats
d'une journée concernant un paramétre biochi-
migue ? Il dispose de deux cartes de Levey et
Jennings, chacune correspond a4 un serum de
controle : le premier a uné valeur cible nor-
male, le second une valeur cible pathologque
{haute ou basse).

Si les résultats des deux sérums de contrdle,
sont dans les intervalles ¥ + 2 5, les résultats de
la journée sont validés. [l en est de méme si le
resultat d'un  sérum  est dans Mintervalle
¥+2s5 et sile résultat de Tautre est hors
Pintervalle %+ 2% mais dans ['intervalle
E+3s

En revanche, les résultats de la journée sont
refusés si les deux résultats des sérums de
contréle sont hors I'intervalle ¥ = 2 5 ou si 'un
des résultats est dans 'intervalle =25 et
I"autre hors 'intervalle ¥ = 3 5.

Ce type de carte permet aussi un controle a
long terme.

Des résultats gqui se situent, pendant un
certain nombre de jours, du méme coté de la

P

20 25 a0 jours

valeur moyenne (x) sont l'indication d'une
erreur systématique. On controle la méthode
avec un sérum de controle dosé et, le cas
échéant, on recherche lerreur commise en
vériiant chacune des opérations du dosage.

Une dérive croissante ou décroissante des
résultats est une indication d'altération d'un
réactif ou de I"évolution de la concentration d'un
&talon.

Un résultat hors controle est le signe d'une
erreur fortuite. Ce résultat doit &tre vérifié par

un autre échantillon du méme sérum de
contrale.
La deuxiétme carte utiliséee est celle de

Younden, mais beaucoup moins fréquemment
que celle de Levey et Jennings.

Le diagramme de Younden permet analyse
des résultats obtenus a partir de deux sérums de
contrile. On porte sur les axes perpendiculaires
d'un graphe les valeurs moyennes des deux
échantillons. A partir du point de rencontre des
valeurs moyennes, utilisé comme centre, on
trace un cercle de diamétre égal & 3,03 o Si le
dosage est exact et reproductible les résultats
obtenus pour I'échantillon 1 et 2 figureront un
point situé dans le cercle. 5i tel n'est pas le cas, le
résultat est faux : par excés, par défaut, ou par
défaut de reproductibilité.
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Contrdle permaonent. Glycémie/ Ortho-toluidine . Mois de mars 79

11:'. en mmall|
Rasultat hors contrile
Feds o= = @grrayr forfuile
Plateou = erreur systématique
.i L 2 a8 — o — - - - -

_ f:
x - - -
\'H
Dosage
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d'un &talon
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Fig. 7 Contrdle sur un mois, carte de Levey et Jennings.
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3.2.2 UTILISATION DES SERUMS A
ANALYSER

C'est une forme différente du contréle
interne, fondée sur le fait que bon nombre de
résultats obtenus au laboratoire sont normaux.
La moyenne journaliére des résultats situes
dans la zone normale doit étre approximative-
ment constante d'un jour a I'autre ; s'il existe
une variation importante de cette moyenne,
elle est due 4 un erreur systématique.

Cette technique présente en outre I'avantage
de décéler des erreurs qui ne pourraient I'étre
autrement : erreurs de prélévements, altera-
teurs dues 4 un éventuel transport, anticoagu-
lants, antiglycolytiques, etc. Cette méthode ne
s'applique que si le nombre de dosages prati-
qués dans le laboratoire important.

La moyenne calculée peut étre la moyenne
des sujets normaux, la moyenne de toutes les
analyses, il vaut mieux utiliser la movenne
trongquee, c'est-a-dire la moyenne des résultats
compris dans 'intervalle £ = 2 o,

3.2.3 LE CONTROLE EXTERNE

Ce controle est organisé par une association
régionale ou nationale. Il consiste & envoyer, a
chacun des laboratoires, un sérum i analyser
pour n paramétres, & une fréquence donnée (qui
peut étre de une fois par semaine). Les résultats
sont collectés par I'association organisatrice qui
établit I'histogramme représentant la distribu-
tion des résultats, calcule la moyenne x et
I'écart-type o, et élimine les valeurs aberrantes,
en dehors de la zone (x 4+ 3a). Puis elle calcule
également la moyenne tronguée x” et lécart-type
trongué o’

Ces résultats situés dans la zone ' + o sont
déclarés bons ; ceux situés dans la zone x' + 2o
sont déclarés convenables, les auires sont
déclarés mauvais.

La précision et exactitude des résultats
d'analyse biologique sont devenues des notions
concrétes et mesurables. Le technicien ne peut
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que s'en féliciter; la qualité de son travail en
dépend, méme si le contrble peut apparaiire
quelquelois tyrannigue.

ANNEXES

TEXTES OFFICIELS RELATIFS AU
CONTROLE DE QUALITE DANS LES
LABORATOIRES D'ANALYSES
BIOLOGIQUES

Décret n° 78-1148 du 7 décembre 1978 relatil

contrile de qualité des analyses de biologie
préva par larticle L. 761-14 du code de

publique.

Le Premier ministre,

Sur le rapport du ministre de la santé et de la
famille, du ministre du budget et du ministre de
l'agriculture.

Vu le chapitre 1* du titre III du livre VII du code
de la santé publigue et notamment larticle L. 761-14,
ensemble 'article 2 de la loi n® 75-626 du 11 juillet
1975 relative aux laboratoires d'analyses de biologie
médicale ;

YVu le décret n® 76-1004 du 4 novembre 1976 fxant
les conditions d'auvtorisation des laboratoires
d'analyses de biologie médicale;

Vu les lois n® 50-54 du 14 janvier 1950 et n® 57-377
du 26 mars 1957, ainsi que le décret n® 55-686 du
20mai 1955 relatifs au laboratoire national de la
santé;

Vu le décret n® 70-1052 du 13 novembre 1970
modifié portant organisation de 'administration
centrale du ministére de la santé publigue;

Vu l'avis de la commission nationale permanente
de biologie médicale;

Yu I'avis de la caisse nationale d’assurance maladie
des travailleurs salariés;

Aprés avis du Conseil d'Etat (section sociale).

DEcreTE ©

Art. 1¥, = Le controle de qualité des analyses de
biologie médicale institué par 'article L. 761-14 du
code de la santé publique a pour but de déterminer la
valeur des résultats des analyses exécutées par chacun
des laboratoires qui v esl soumis, compte fenu des
techniques, des réactifs et du matériel employés, en les
comparant, le cas échéant, avec les résultats obtenus
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INCERTITUDE EXPERIMENTALE ET CONTROLE DE QUALITE

par I'ensemble des laboratoires habilités & exécuter les
mémes calégories d'analyses.

Il tend, d'une part, 4 assurer la fabilite et le
perfectionnement des analyses de biologie médicale
dans l'intérét général de la santé publique et, d'autre
part, & permettre 4 chaque laboratoire de vérifier la
valeur de ses technigques et son bon fonctionnement.

Art. 2. — Le contrdle de qualité est organisé, sous
lautonité du minisire chargé de la santé publique par
le directeur général du laboratoire national de la
santé. Il est assuré sur le plan technique par des
organismes publics ou privés agréés & cet ellet par le
ministre de la santé publique aprés avis de Ia
commission nationale peérmanenté de biologie
médicale.

Le nombre des opérations de controle de qualité
sera au moins de huit par an, toutes calégories
d'analyses soumises au contrdle confondues, &
lexpiration du délai de deux ans prévu 4 l'article 11,

Art. 3. — Le laboratoire national de la sanié
constitue et bent & jpur le fchier des laboratoires
publics ou prives soumis aux dispositions du
chapitre 1* du titre III du livre VII du eode de la
santé publique. Pour chaque laboratoire, ce fichier
comporte un numéro de code desting & assurer
lM'anonymal des opérations de controle. Ce hAchier
comporte également la mention de la ow des
catégories d'analyses que le laboratoire est autorisé a
exécuter en application soit de l'article L. 757 du code
de la sante publique, soit de article 2 de la loi du
11 juillet 1975 susvisée,

Art. 4. = 11 est institué une commission du controle
de qualité des analyses de biologie médicale. Elle est
présidée par le directeur pgénéral du laboratoire
national de la santé ou son représentant ¢t comprend,
en outre, pour un tiers, des représentants de
['administration et des organismes dassurance
maladie swivanis : caisse nationale d'assurance
maladie des travailleurs salariés, caisse centrale de
secours mutuels agricoles, caisse autonome nationale
d'assurance maladie des travailleurs non salariés des
professions non agricoles, pour un tiers, des
représentants des syndicats les plus représentatifs des
directeurs de laboratoires et des biologistes
hospitaliers el, pour un Liers, des représentants de
sociétés zavantes dont l'activité concerne la biologie
médicale et des personnalités medicales ou
scientifiques qualifiés,

Ne peuvent éire membres de cette commission les
personnes qui sont appelées 4 participer a I'exécution

technigue du controle de qualité des analyses de
biologie médicale.

Les membres de la commission sonl nommés par le
ministre chargé de la santé publique, les représentants
des syndicats professionnels devant étre choisis sur
des listes d'aw moins quatre noms présentées par
CEUK-Cl.

Les représentants des syndicats professionnels, les
représentants des sociélés savantes et les personnali-
tes qualifiées sont nommés pour une durée de trois
ans; leur mandat est renouvelable,

Par décision du président ou & la demande de la
majorité des membres de la commission, peuvent étre
appelées & prendre part 4 ses travaux, avec voix
consultative, toutes personnes dont la collaboration
parait utile pour la mise en ceuvre du contréle de
qualité des analyses.

Art. 5. = La commission du contrdle de qualité des
analyses est consultée par le directeur général du
laboratoire national de la santé sur les problémes
scientifigues, lechniques, adminisiratifs el hnanciers
gue pose lorganisation du contrdle, nolamment sur
les modalités de mise en ceuvre du contrdle, ke choix
des organismes chargés de lexécution du contrdle et
le cahier des charges qui doit leur éire imposé,
lexploitation des résultats des controles et les
conclusions & en tirer nolamment en ceé gui concerne
la qualité des techniques, des réactifs et du matériel, la
détermination des anomalies dans les résultats des
analyses, le rapport annuel d'activité prévu au dernier
alinéa de Iarticle 6 ci-dessous, la communication ag
ministre chargé de la santé publique des résultats de
laboratoires détermings.

Il est formé au sein de la commission un comité
permanent présidé par le directeur général du
laboratoire national de la santé ou son représentant
el comprenant en outre six membres dont deux de
chacune des trois catégories de membres prévus 4
larticle 4. Le comité permanent est saisi en cas
d'urgence. La commission peut lui donner délégation
pour délibérer en son lieu et place sur toute affaire de
51 competence.

La commission peut deécider de constituer en son
sein des sections on des groupes de travail pour
I'étude de certaines des questions pour lesquelles elle
est appelée 4 émettre un avis,

Art. 6. — L'exécution technigue du contrile est
assurée selon les instructions du directeur général du
laboratoire national de la santé par des organismes
publics ou privés agréés par le ministre chargé de la
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santé aprés avis de la commission du controle de
qualité des analyses et de la commission nationale
permanente de biologie médicale.

L'agrément est donné pour une période de trois ans
renouvelable dans les memes conditions. Il implique
i'obligation de se conformer au cahier des charges
¢laboré dans les conditions prévues & larticle ci-
dessus.

Les organismes publics ou privés agréés commumni-
guent les résultats de tous les laboratoires controlés
avec leurs observations auw directeur général du
laboratoire national de la santé; celui-ci adresse les
résultats comparatifs, les statistigues d'ensemble et les
commentaires auxquels ils donnent liew, & chacun des
laboratoires soumis aw contrile.

La synthése des renseignements fournis par les
résuitats des contrdles de qualité est faite au moins
une fois par an par le directeur général du laboratoire
national de la santé dans un rapport rédigé aprés
consuitation de la commission du contrdle de qualite
des analyses; ce rapport est adressé @ chacun des
laboratoires soumis au contrdle ainsi qu'd la
commission nationale permanente de  biclogie
medicale.

Le directeur général du laboratoire national de la
santé dresse annuellement un rapport sur Pactivité de
¢ laboratoire dans le domaine du contrdle de qualité,
comportant notamment un état détaillé des charges
de fonctionnement afférentes 4 cc contrdle; ce
rapport est adressé au ministre chargé de la santé
publigue et communiqué également & la commission
nationale permanente de biologie médicale.

Art. 7. = Lorsgue les résultats d'un laboratoire
présentent des anomalies répétées el importantes au
regard de leur utilisation médicale, le cas de ce
laboratoire 25t soumis anonymement & la commission
du controle de qualité, dont I'avis est transmis au
ministre chargé de la santé publique.

Le ministre peul awssi demander communication
des résultats d'un laboratoire déterminé | dans ce cas,
ils sont accompagnés d'un avis de la commission du
contrdle de qualité.

Art. E. = Le direcieur général du laboratoire
national de la santé signale au ministre chargd de la
santé publique les laboratoires qui ne se soumet-
traient pas au controle de gualité.

Art. 9. — Le laboratoire national de la santé garde
pendant la durée normale de leur conservation des
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exemplaires des échantillons ayant servi aux contriles
de qualité en vue de permettre, le cas echéant, soit une
expertise de ces échantillons & la demande d'un
lahoratoire, soit le contrdle de la bonne exécution des
analyses prévu & larticle L. 761-13 du code de la
santé publique.

Art, 10. — Tout laboratoire soumis au contrdle de
qualité doit conserver pendant cing ans les résultats
des analyses qu'il a exécutées pour les besoins de ce
contrile.

Ces résultats doivent tre présentés & I'occasion du
controle préve a larticle L. 761-13 du code de la
sanié publigque.

Art. 11. — Le controle de qualité des analyses de
biologie médicale est mis en osuvre par élapes,
compie tenu des possibilités techniques. Pour les
analyses relevant de la liochimie, de I'hématologie, de
la bactériologie-virologie et de la parasitologie, il
doit étre mis en ceuvre dans un délai maximum de
deux ans, 4 des dates fixées par arrétés du ministre
chargé de la santé publigue.

La mise en ceuvre du conirdle de qualité pour les
analyses relevant d'autres disciplines de la biologie
médicale fera 'objet de décrets ultéricurs.

Art. 12. — Sans préjudice du controle obligatoire
préva aux articles ci-dessus, des controles de qualité
des analyses peuvent étre organisés régionalement
dans le but d'apporter aux laboratoires uné assistance
technique et de promouvoir un controle permanent
de leur fonctionnement. Ces contriles facultatifs sont
organisés par des organismes publics ou des
associations privées agréés i cette fin par le ministre
chargé de la santé publique, aprés avis de la
commission nationale permanente de biologie
médicale et selon une procédure finée par arrété dudit
ministre.

Lesdits organismes ou associations agrées envoient
chague année un compte rendu de leur activité de
contrble au préfet du département od ils ont leur
sidgge et au laboratoire national de la santé,

Art. 13, — Le ministre de la santé et de la famille, le
ministre du budget et l& ministre de I"agriculture sont
chargés, chacun en ce qui le concerne, de I'exécution
du présent décret, sui sera publi¢ au Journal officiel de
la République francaise.

Fait & Pans, le 7 décembre 1978,



VII
MICROSCOPIE

# Le microscope est un instrument d’optique
qui fournit des images tres agrandies d'objets
invisibles a I'eeil nu.

#» Le microscope, que chacun connait, est le
microscope optigue, dit « a fond clair ». 1] se
compose de deux systémes de lentilles.
L'objectif et l'oculaire, supportés par une
partie mécanique, le statif,

# [l existe d'autres microscopes optigues
adaptés 4 des conditions particuliéres d'obser-
vation :

— le microscope & fond noir adapte a
I'observation d'objets que leurs dimensions ou
leur transparence rendent difficilement obser-
vables par les méthodes habituelles ;

— le microscope polarisant renseigne sur les

propri¢les optiques des corps: pouvoir rota-
toire ou biréfringenee ;

— le microscope & contraste de phase adapté
a I"observation d'objets provogquant un dépha-
sage dépendant de 'indice et de I'épaisseur des
Tegions traverseées ;

— le microscope a fluorescence adapté a
I'observation d’objets fluorescenis.

¢ Lorsque le microscope optique n'est pas
suffisant, on se sert du microscope électronique
utilisant non plus les radiations visibles mais
'interaction avec la matiére d'un faisceau
d'électrons.

Les microscopes optiques sont encore appe-
lés photoniques, les photons jouant le réle des
electrons dans les microscopes électronigues.

1. Limite de résolution ; pouvoir separateur

On définit la limite de résolution d’un micros-
cope par la plus petite distance entre deux
points A et B gque l'on peut observer (en
distinguant les deux points).

Le pouveir séparateur d'un microscope est
d*autant plus grand que la limite de résolution
est petite.

Un calcul portant sur les phénomeénes de

diffraction montre que la limite de résolution
verifie la relation suivante :

_0.61. A

L.
rsin 1J

oi A est la Jongueur d'onde, n l'indice de
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refraction du milieun situé entre 'objet et
I"objectil du microscope, U est le demi-angle
au sommet du cone sous lequel est vu 1"objectif
4 partir du milieu de la préparation 4 observer
(Fig. 1).

—— uh-Jl-l:lH'

=0 préaparation

— e o = -

Fig. 1

Cruverture numérigue.



LE MICAOSCOPE OPTIQUE VISIBLE

On appelle ouverture numernique (O.N.) le
produit = sin w.

Pour diminuer la limite de résolution, on
peut :

— augmenter l'indice ; on emplowe alors un
objectif 4 immersion ;

— augmenter w; cela est difficile car on
perd alors de la puissance lumineuse ;
— diminuer A; on utilise un rayonnement
corpusculaire. En effet la relation de Broglie
permet de calculer la longueur d'onde associée
@ des électrons dont la masse est m et la vitesse

avec h: constante de Planck
(h = 6,62.10* 1.5).

u:h:i
my

Par exemple, ['onde associée a des électrons
accélérés par une difféerence de potentiel de
100 kV a une longueur d'onde & = 0,005 nm.

Le tableau ci-aprés résume gquelques valeurs
de limite de résolution :

2. Le microscope optique visible (a fond clair)

2.1. SCHEMA OPTIQUE

La figure 2 représente le trajet des rayons
lumineux dans le cas d'une observation dite
« rapprochée » dans laguelle I'image définitive
(virtuelle) se trouve a une vingtaine de centi-
meétres de 1"eeil.

On voit que I"objectif {O,) donne de I'objet
AB une image réelle, A,B,, renversée;
I'oculaire donne de A,B, une image A'B’
virtuelle et droite.

2.2 L'OBJECTIF

C'est un systéme centré convergent formé
de plusieurs lentilles simples ou composés, qui
donne de l'objet une image réelle. On le
caractérise par:
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il 0,1 mm
microscope visible 0,2 pm
microscope UV 0,1 um
rayons X I nm
microscope électronique | 1.5 nm
— l'ouverture numérigue ON = msinu
(voir § 1)

— la distance focale /', de quelques millimé-
tres ;

~ la distance frontale, comprise entre
I'ohjet et la lentille frontale, lorsque la mise au
point est faite ;
AB,
AB

— la nettete des contours de l'image (utilisa-
tion d'objectifs dits « achromatiques »).

La figure 2 représente un objectif avec ses
indications.

— le grandissement y = (voir fig. 1) ;

2.3. L'OCULAIRE

C'est un systéme centré formé de deux ou
plusieurs lentilles, donnant de I'image objec-
tive une image virtuelle, droite et agrandie.



Hidden page



Hidden page



MICROSCOPIE

plabine o

L)

GoOndanEaur

D, - diaphagme de

champ da ia lampe
Miroir plan

Source
luminause

Fig. 3 Eclairage de Kohler.

2.6. UTILISATION DU
MICROSCOPE

Eclairage mal ceniré Eclairage corract I-ﬁ-l- MISE AU Pﬂm’l"
Fig. 4 Centrage de |'éclairage.
— Amener |'objectif contre la lamelle en
phragme du condenseur. Il fauwdra, au évitant les heurts.

contraire, I'ouvrir pour les préparations colo- — Relever lentement le tube microscopique
rées, jusqu’a obtention d'une image.

Le contraste est oblenu par simple déplace- — Parfaire la mise au point i "aide de la vis
ment en hauteur du systéme d’éclairage. micromeétrigue.
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LE MICROSCOPE A CONTRASTE DE PHASE

T

¥
ajectif

=}
S - N I

1 onde déphaséa par A

/‘ (difraction)

A

- - - - - — | g e = a —— ——

b onde directs déphasés
e =2
pas L

Fig. 6 Principe du microscope & contrasie de phase.

L'amplitude resultante en A’ sera (a + ag)
et il apparaitra un contraste entre A’ et le
fond.

Le contraste C est exprnime en fonction de
I'éclairement :

Ep = E 4:

E:

Eg

avec
£, = @ :éclairement du fond

Ea o= a4+ ag ) : éclairement du point A"
C= |2-I.P| .

L'objet devient visible si C est supérieur &
0,1.

3.3. APPAREILLAGE

La lame de phase (L) doit couvrir la parte
centrale de 'onde directe; ses dimensions

doivent étre petites ; elle est placée au fover
image de "objectif.

Pour avoir davantage de lumiére, on rem-
place la source ponctuelle par une fente annu-
laire, la lame de phase devant avoir la méme
forme (anneau de phase).

La lame de phase est montee avec I'objectif,
dans le plan focal image (d'ou l'existence
d'objectifs spéciaux, i contraste de phase).

3.4, APPLICATIONS

- En bacteniologie : Observation d’objets
de phase tels la spore et les flagelles. Observa-
tions de bactéries a I'etat frais.

— En parasitologic : Le Trichomonas vagi-
nalis, invisible dans une préparation de sérosi-
ts vaginales, le devient en microscopie en
coniraste de phase, le parasite se detache
brillant sur fond gris.
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4. Le microscope a fluorescence

4.1. PRINCIPE

Un corps est fluorescent lorsque, frappé par
une radiation de longueur d'onde A, il émet
une radiation de longueur d'onde A’ supérieure
i A.

La microscopie de fluorescence consiste 4
observer au microscope des objets fluores-
cents,

Il y a autofluorescence si I'objet contient des
molécules fluorescentes par elles-mémes. Les

porphyrines, par exemple, ont une fluores-
cence rouge ; souvent les tissus donnent des
couleurs vanées auxguelles 1l est difficile de
rattacher une substance chimique bien définie.

Dans le cas contraire, 'objet est devenu
fluorescent aprés avoir été coloré par un
fluorochrome : un colorant fluorochrome est
une molécule qui posséde un groupement
responsable de la fluorescence (groupement
Muorcchrome), et un groupement responsable
de la fixation sur l"objet {(groupement auxo-

chrome). On donne quelques exemples :

— l'isothiocyanate de rhodamine (RITC)
qui fluoresce en vert ;

- lisothiocyanate de fluorescéine (FITC)
gui fluoresce en bleu ;

—~ lauramine qui fluoresce en jaune.

Limmunofluorescence est la visualisation
d’'un complexe Ag-Ac a 'aide d'un Ac comju-
gué a un fMuorochrome (isothiocyanate de

5. Microscope a fond noir

5.1. PRINCIPE

Pour observer des objets que leurs dimen-
sions, ou leur transparence rendent difficile-

fluoresceine). D'une maniére géneérale, la colo-
ration fluorescente doit étre sélective ; le
bacille tuberculeux est imprégné sélectivement
par [auramine. Comme €n microscopie
usuelle, on peut utiliser un colorant de fond
(souvent pour masquer |'autoflucrescence des
tissus observes) ou, pour une preparation
histologique, une coloration polychromatigue.

4.2. TECHNOLOGIE

La technologie de la microscopie de fluores-
cence a eté décrite p. 119 et 120,

4.3. APPLICATIONS

® Bactériologie

— Coloration fluorescente des mycobacté-
ries & "auramine.

— Diagnostic par immunofluorescence de
bactéries ; par exemple : diagnostic des E. coli
enteropathogénes.

— Seérodiagnostic de la syphilis.

o Parasitologie

Sérodiagnostic du toxoplasme et du palu-
disme a Plasmodium.
o Histologie

& Minéralogie

ment décelables par les méthodes habituelles,
on a recours aux dispositifs 4 fond noir.

On rend obscur le fond de la préparation en
interposant, entre celle-ci et la source lumi-
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neuse du microscope, un disque opaque. Les
rayons lumineux qui passent a la périphérie du
disque sont diriges de telle sorte qu'ils ne
peuvent entrer directement dans ['objectif
microscopique. Seuls, peuvent atteindre
I'objectif les rayons qui ont éte réfléchis,
réfractés ou diffraciés par les éléments figurés
de la préparation. Ces derniers deviennent
comme autant de sources lumineuses que 'eil
peut observer au travers du microscope.

5.2. APPAREILLAGE

Un certain nombre de solutions ont été
proposées pour donner aux rayons lumineux
une direction telle gu'ils n'atteignent pas
I'objectif.

L'un a été souvent mis en cuvre par les
constructeurs de microscope : le condensateur
a miroirs.,

Cet accessoire est formé de deux miroirs
sphériques concentriques, le miroir central est
convexe, le miroir périphérique est concave.

Le jeu de ces miroirs arréte les rayons
directs et ne permet 'accés i I'objectif qu'aux

6. Microscope électronique

6.1 PRINCIPE

On a vu (§1) que, pour augmenter le
pouvoir séparateur, ¢'est-d-dire diminuer la
limite de résolution, on pouvait diminuer la
longueur d’onde.

En microscopie electronique, la longueur
d'onde associée aux &lectrons est de 'ordre de
5.10~* nm ; elle dépend de la tension accéléra-
trice.

Pour éviter les interactions entre les élec-
trons et des molécules de gaz, il est nécessaire
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Fig. 9 Eclairage i fond noir.

rayons réfléchis, réfractés, diffractés par des
objets de la préparation.

5.3 APPLICATIONS

Observation des Treponemes.

d'opérer dans le wvide, c'est-a-dire avec une
pression de 'ordre de 107 & 10~ mm Hg.
Les électrons émis par une source (en géné-
ral un métal chauffe) sont accelerés par une
anode {canon a electrons); ils forment un
faisceau que I'on peut modifier en direction ou
en largeur par un systéme de lentilles électros-
tatiques ou électromagnétiques, jouant le role
du condenseur dans le microscope photonique.
Le faisceau d'électrons ayant traversé 1"objet
subit I'effet d'un systéme de lentilles électro-
magnétiques jouant le role de l'objectif du
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