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INTRODUCTION
Initialement le terme spectroscopie se référait à une branche scientifique où la lumière (en fait le rayonnement visible)
étant composée selon ses différentes longueurs d’onde pour engendrer des spectres, c’est-à-dire des graphiques
d’une intensité en fonction de la longueur d’onde ou de la fréquence. Au cours du temps, la signification
du terme spectroscopie s’est élargie pour inclure des études relatives non seulement à la lumière, mais également aux
autres types de rayonnement électromagnétique, tels que les rayons X, le rayonnement ultraviolet, le rayonnement
infrarouge, les micro-ondes et les ondes radios.
La spectroscopie d’absorption ultraviolet-visible est surtout employée en analyse quantitative et est probablement plus
utilisée que toute autre méthode dans les laboratoires d’analyses chimiques et médicales
du monde entier.

Spectroscopie UV-Visible
La spectroscopie d’absorption dans l’UV et le visible est basée sur la propriété des molécules
d’absorber des radiations lumineuses de longueur d’onde déterminée.
Domaine UV-Visible
Dans une molécule, les transitions électroniques ont lieu dans la région de l’ultraviolet et du
visible.
Le domaine UV-visible s'étend environ de 10 à 800 nm.
• Visible : 400 nm -800 nm.
• Proche-UV : 200 nm -400 nm.
• UV-lointain : 10 nm- 200 nm .





Le spectrophotomètre UV-visible est constitué des 
éléments suivants :
➢ Source de lumière monochromatique :
o Visible : Lampe à incandescence à Tungstène et iode.
• UV : Lampe à arc à Deutérium ou à Xenon , ou mercure.
➢ Monochromateur (sélection de la longueur d’onde)
o Prisme
• Réseau
➢ Cuve
o Visible : Verre
• UV : Quartz
➢ Détecteur = Photomultiplicateur ou photopiles



Les cuves pour les mesures
Précautions d'usage :
Il faut choisir le type de cuve adaptée à la longeur d'onde :
- Quartz pour les ultra-violets (190 - 400 nm)
- Verre ou polystyrène pour le visible (400 nm - 800 nm)
Ne pas mettre les doigts sur les faces dépolies des cuves
Bien orienter la cuve par rapport à l'axe du faisceau lumineux
Supprimer les bulles d'air

La loi de Beer-Lambert :
A = log(I0/I) = ε l C.



La spectroscopie UV-Visible se réalise à l’aide d’un spectrophotomètre. Lorsque la cuve contenant la solution est
placée dans un spectroscope, elle reçoit un rayonnement d'intensité I0. une partie de cette lumière incidente notée I0
est absorbée par le milieu et le reste, noté I, est transmis. L'intensité du rayonnement issu de la cuve est
doncinférieure à l'intensité du rayonnement initial (I0). La fraction de la lumière incidente absorbéepar une substance
de concentration C contenue dans une cuve de longueur l est donnée par
La loi de Beer-Lambert : A = log(I0/I) = ε l C.

Figure : spectrophotomètre



Loi de Beer - Lambert
L'absorbance est fonction de la concentration du soluté comme le montre la loi de Beer Lambert A = log (Io/I) = ε λC
A = absorbance sans unité
Io = intensité lumineuse incidente (avant interaction avec le soluté)
I = intensité lumineuse transmise
ε = coefficient d'extinction (qui dépend de la longueur d'onde) :
Si la concentration du soluté est en M (ou mol.L-1), ε est en M-1.cm-1, c'est le coefficient
d'extinction molaire : εM
Si la concentration du soluté est en % (masse/volume), ε est en g-1.L.cm-1, c'est le coefficient
d'extinction pondéral : ε1%
λ = longueur du trajet otique (en cm)
C = concentration du soluté (l'unité dépend de celle du coefficient d'extinction







-II. Absorption moléculaire, spectre de bandes
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� spectre de bandes
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Ex : spectre du benzène a) en solution , b) à lʼétat de vapeur (structure fine)
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Les différents types de transitions
A. Dans les composés organiques
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IV. Analyses quantitatives









Qui absorbe ?
L'absorbance provient de groupements chimiques appelés chromophores. Les chromophores sont des molécules 
chimiques contenant dans leur structure des doubles liaisons conjuguées. un chromophore est un groupement 
fonctionnel qui peut donner une transition électronique. Les systèmes conjugués sont définis par une alternance de 
liaisons simples et de liaisonsdoubles ou par un système constitué d’une liaison double suivi d’une liaison simple lié à 
un atome portant un doublet d’electrons non lié.
Les électrons des doubles liaisons sont délocalisés à l’ensemble du chromophore et ils peuvent se déplacer le long de 
la molécule. La conséquence directe de cet effet est que le chromophore peut absorber des photons de certaines 
longueurs d’onde. Plus le nombre de doubles liaisons conjuguées est grand, plus la longueur d’onde d’absorption est 
décalée vers les grandes longueurs d’onde (vers le domaine de visible).

Les auxochromes:
Un auxochrome est constitué d’un groupement d’atomes situés au voisinage direct du
chromophore, et qui intervient alors sur la délocalisation électronique de celui-ci. Les
auxochromes sont capables de modifier la longueur d’onde λmax absorbée par le chromophore,
ainsi que la valeur de l’absorbance correspondante.
On peut citer plusieurs effets :
- Effet bathochrome : Augmentation de λmax
- Effet hypsochrome : Diminution de λmax
- Effet hyperchrome : Augmentation de l’absorbance.
- Effet hypochrome : Diminution de l’absorbance.



























Spectrophotomètre
Analyse quantitative ADN /ARNm : mesure de la concentration

Spectrophotomètre

Nanodrop





La plupart des molécules biologiques contenant des noyaux aromatiques absorbent les rayons ultraviolets à
différentes longueurs d’onde. Dans l’ultraviolet de très courte longueur d’onde presque toutes les solutions de
molécules biologiques sont opaques. Dans la région d’émission des lampes à vapeur de mercure (254 nm) les bases
puriques et pyrimidiques ont des pics d’absorption spécifiques qu’on utilise pour comparer avec les spectres
d’absorption des acides aminés aromatiques dans la même région. Sur ce graphe les ordonnées représentent
l’absorption de la lumière transmise en fonction des longueurs d’onde représentées en abscisse. Les zones
d’absorption des quatre bases s’étalent de 240 à 280 nm de sorte que les acides nucléiques formés de ces quatre
types de nucléotides ont un maximum d’absorption à 260 nm.




