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269. Techniques nouvelles de microspectrophotom6trie infra-rouge 
des solides 

par P. Baudet, C1. Otten et E. Cherbuliez 
(27 VII 64) 

L’application de la spectrophotorn6trie infrarouge aux micro-quantiths se heurte 
A djverses difficult& techniques qui ne semblent pas encore avoir Ctk toutes rksolues, 
sauf dans le cas de substances liquides introduites dans des cuves capillaires [lll). 

Lorsqu’il s’agit de substances solides, les difficult& suivantes doivent &re surmon- 
tCes: 1) il faut rCpartir de fqon  homoghe quelques microgrammes de la substance 
dans ou sur quelques rnilligrammes d’un support appropriC, 2) le mClange doit pouvoir 
&tre rendu suffisammeiit transparent a la lumibre infra-rouge, 3) le faisceau lumineux 
doit Gtre concentrk sur la prkparation. 

On a dCji essay6 de rdsoudre ces 3 problbmes. En ce qui concerne les deux premiers 
SCHWARZ [2] propose une lyophilisation d’une solution benzhnique de A lo-’ g de 
produit, sur un dCpBt dc KBr obtenu d’abord par lyophilisation d’une solution 
aqueuse. MASSON [3], travaillant avec des quantitCs du m&me ordre de grandeur, pro- 
c&de un peu diffkrernment; pour Cviter des pertes de substance (adsorption sur les 
parois en verre), il congde a la surface d’une kprouvette, successivement la solution 
aqueuse de bromure de potassium, puis la solution benzCnique du corps B examiner, de 
telle manibre que cette dernihre ne touche pas la paroi du recipient; les deux solvants 
sont alors CliminCs sirnultanCrnent par sublimation dans le vide. SCHIEDT d t  al. [4] 
utilisent un procCdC analogue. Quant au problhme optique, ANDERSON & MILLER [5] 
ont dCcrit une lentille en chlorure d’argent pour concentrer la lumikre infra-rouge. 
COATS, OFFNER & SIEGLER [6] utilisent pour le rnkme but un systkme de plusieurs 
lentilles. PERKIN-ELMER CORP. a dkveloppC un systbme d‘un type semblable qui rC- 
duit de G fois la largeur du faisceau convergent. 

Cependant, si le problkme optique est rksolu, les techniques de rkpartition qui ont 
6tC dkja proposkes [Z ]  [3] [4] ne permettent pas de gCnCraliser l’emploi de la micro- 
spectrophotomktrie infra-rouge A l’examen des solides. 

Reprenant l’Ctude de ces problkmes, nous avons ClaborC des mCthodes capables de 
fournir des spectrogrammes infra-rouges avec des quantitds de substance allant de 
0 , O l  a 0,l micromole, soit par incorporation homogbne de 1’Cchantillon dans du bro- 
rnure de potassium, soit par dispersion dans le ccnujol)) de la substance A examiner sur 
la surface d’une pastille transparente de bromure de potassium, soit encore par Ctale- 
rnent sous pression du produit sur cette surface. La r6solution des spectres obtenus A 
l’aide de ces micro-techniques est aussi bonne que celle que fournit la spectrophoto- 
m6trie habituelle. 

Pour la prise des spectres, nous avons utilisk les spectrophotornktres IR 21 ou 521 
de PERKIN-ELMER~), munis de I’appareillage optique *Beam Condensing Unit fi2) que 
cette maison a dCvelopph. 
1) Les chiffres entre crochets renvoicnt i la bibliographie, p. 2443. 
2, PERKIN-ELMER CORP., Norwalk, Connecticut, U.S.A. 
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Pour illustrer nos prockdks, nous comparons entre eus, les spectres obtenus i 
l’aide de diffkrentes techniques, d’une shie de produits poss4dant une grande variCtC 
de fonctions. 

I1 va sans dire que dans l’application de la spectrophotomCtrie infra-rouge aux 
micro-quantitks, toutes sources de contamination doivent &re kvitbes lors des mani- 
pulations. Parnii les contaminations possibles, celles provenant de l’atmosph8re ne 
doivent pas Ctre nbgligkes. Toutes les pikes mobiles dc l’appareillage sont conser- 
v6es dans du benzkne exempt de rCsidus non volatils, et manipulkes avec des pinces. 
Les solvants organiques utilisCs pour l’introduction des corps dans le bromure de 
potassium doivent Ctre dkpourvus de rksidus non kvaporables. 

I. Incorporation de la substance dans le bromure de potassium 

La poudre de bromure de potassium que nous utilisons a 6t6 prdparee spbcialement par la 
Maison MERK 8. Darmstadt3) pour la confection cles pastilles de bromure de potassium utilisbes 
cn spectrographic infra-rouge. Son homogCnCit6 et  sa purctC permettcnt d’obtenir tlcs blancs 
pratiquement dkpourvus de bandcs d’absorption entre 4000 ct 500 cm-l. Cctte preparation est 
trks peu hygroscopique. 

HAMPEL [7] a bien mis en Bvidence les qualit& de ce procluit. 
1) A partir d’zcne solution concentre‘e (0,Ol b 0,I micromole dans 70 h 40 microlitres) dans un sol- 

vant organique volatil, dans KBr solide. L’homogbndisation de micro-quaiitit& cle produits avec 
4 mg de KBr par broyagc ou vibration n’cst pas r6alisable. Le mdlangc du sel avec unc solution 
convenable du  produit, suivie dc l’klimination du solvent entraine tle grandes pertes sur lcs parois 
du recipient clans lequel se fait cette opbration. 

Voici comment nous parvenons introduire la prise de 1’Cchantillon quantitativcment e t  d’unc 
maniere homogene clans le bromure de potassium : 

4 mg de KBr sont transvases 8. l’aide tl’unc microspatule en niclrcl clans un cntonnoir en acier 
inoxydable (pike A fig. 1) placd sur un disque mobile de mBme matierc ce qui l’obture k sa partie 
inferieure. Le sel est tass6 a l’aide d’un poussoir (pibce B fig. 1) dont l’extrdmitt’: est exactement 
calihrke aux dimensions de l’orifice de l’entonnoir. Le bromure de potassium forme alors une massc 
compacte cylindrique. Pour introduire la prise dc substance dans lc cylindre KI3r ainsi prdpar4, 
l’cntonnoir A est place sur un support cylindrique dc verre de diambtrc approprib (piece C;, fig. l), 
puis k l’aide d’une micro-pipette en polyCthylkne, on fait penbtrer la solution (10 k 40 p1) du 
produit, dans le bromure de potassium. Des volumes plus importants ne pcuvcnt pas Btre dCposds 
en unc seule fois dans le sel. La solution recouvre toute la surface du sel e t  s’y r6partit par capil- 
larite dans son 6paisseur. Ainsi se trouve r6alisCe la repartition homogene de l’bchantillon dans 
le bromure de potassium. Si pour un transfert quantitatif, il cst ndcessaire de laver le micro- 
recipient oh se trouvait la solution du produit, il faut introduire altcrnativement 10 microlitres 
du solvant de  lavagc de chaque cat6 du cylindre du bromure, de f q o n  A hisser la substance a 
examiner i, 1’intCricur et ne pas la repousser vers l’extbrieur tlu cylindre. L‘entonnoir A est alors 
port6 dans un vide de 5 Torr durant 40 min pour Bliminer le solvant encore prbsent. (Nous 
avons applique ce procbdC en utilisant de I’ac6tone puriss. pro analysi comme solvant des diff6- 
rents corps examink)  L’homogenat ainsi dCbarrass6 du solvant est introduit quantitativcment 
dans l’orifice circulaire central de 1,5 mm dc diametre d’une plaque en acier inoxydable tremp6 
(piece D fig. l), A l’aidc du proc6db suivant: l’entonnoir A est place dam l’alv6ole cle la chambre 
de compression du oMicro Men de PERKIN-ELMER (piece E, fig. 2) au-dessus clu disque D, tlont 
le trou ccntral est exactement dans l’axe de l’entonnoir A e t  dans celui d’un piston en acier cadmi6 
(pibce F fig. 2). Le ((Micro Die, comprend un disque identique au  disque D (voir fig. 1). L’cxtrb- 
mite superieure du piston F s’engage dans le trou de ce disque et, avant d’introduire le disque D 
fiorteur dzc cylindre de KBr,  il faut verifier quc la face supkrieure du piston soit rigourensement au 
ras de la face supCrieurc du disque en question. 

s, Nous remercions la maison MERCK S Darmstadt, de nous avoir iourni cette preparation de 
KBr. 
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Fig. 1. Pihces e n  acier inoxydable.  utdisdes pour l’antroduction de l’dchantillon dans le KRr  
A entonnoir pour la prkparation du cylindre de KBr (de face et  de profil). - B piston pour confec- 
tionner le cylindre de KBr dans l’entonnoir A. - C piston pour transfkrer le cylindre de KBr 
chargk, dans le trou central du disque D. - D disque recevant le cylindre de KBr char&, pour 

la transformation en pastille 

HOSE CONNECTOR 

BASE POST 

Fig. 2. 6Mzcro D i e ,  P E R K I N - E L M E R 4 )  

4, Nous remercions la Maison BODENSEEWERKE PERKIN-ELMER & Co. h Uberlingen (Allemagne) 
de nous avoir autorise h reproduire le dessin constituant la figure 2. 
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On repousse le cylindre de sel par le poussoir (pike C fig. 1) dont la surface est rigoureusement 
plane et qui est calibre de telle sorte quc le cylindre de bromure de potassium soit transfer6 sans 
deformation dais  l’orifice du disque D (fig. 1). I1 est important, en effet, que les surfaces infkrieure 
ct  supkrieure du cylindre en question restent tout i fait parallkles pour que 1’6paisseur de la ma- 
tiere ?t comprimer soit constante partout. Lintroduction effectuec, on enEve le poussoir et l’en- 
tonnoir, rccouvre Ic disque D par un disque plcin en acicr inoxydablc et referme le couvcrcle du 
((Micro Die)). Celui-ci repose sur un ressort (v. fig. 2);  en tournant le uMicro Dies d’un demi-tour 
sur son axe on dlkve le piston qdi vient alors en contact avec le cylindre de bromure de potassium. 
Par l’intcrm6diaire d’une embouchure laterale (those connector)), fig. 2 ) ,  on 6tablit un vide dc 
5 8. 7 . Torr dans la chambre de compression puis tout en conservant ce vide B l’int6rieur de 
l’appareillage on comprime le ((Micro Die)) dans unc presse approprige, de telle sorte que le ressort 
sc comprime de 7 mm. On maintient la pression et lc vide pendant 15 min puis retablit la pression 
normale B I’interieur de la chambre. Le couvercle cst enlevC; on sort le disque D qui contient en 
son centre la prdparation de bromure de potassium devenu translucide, voire transparente, selon 
la nature de la substance rkpartie. 

Cette fayon de proceder permet l’introduction d’une quantitC definie de produit dans le 
bromure de potassium ainsi que l’obtention d’une pastille ?t qualit& optiques cxcellentes. Exemple 
des spectres obtcnus v. fig. 5, a-c. 

2 )  A partir d’une solution diluie (0,Ol b 0,l micromole dans 700 b 500 microlitres) dans un 
solvant organique volatil, dans KBr  solide. Dans certains cas la solubilite des substances en cause 
ne permet pas dc dissoudre la quantite necessaire de substance dans le volume maximum de 
40 pl qui est admissible. Pour ces cas, nous avons dCvelopp6 un prockdk d’introduction de 1’6chan- 

joint souplo en polylthyllne 

filtm:charbon octiiu2(b 

0 1 2 3 c m  - 
Fig. 3. Daspositif d’iworporation d’une prise en solution dilute dans le KBv 

153 
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tillon clans 4 mg cle KBr B partir dc solutions diluees, bas6 sur l’arriv6e lente dc la solution sur 
le bromure cle potassium accompagn6c de 1’6vaporation simultande du solvant. 

Appareillage: Un rCcipient en verre pyrcx rod6 (pibcc 1-a, fig. 3) muni d’une fritte G3 est 
prolong6 par un capillaire suffisamment fin pour presenter une forte risistance B 1’6coulemeut. 
Cc rdcipient s’ajuste par un rodage appropri6 sur un cylindre en verre (pihce I-b, fig. 3) muni B sa 
partie inf6rieufe d’un rodage plan sur lequel s’applique un rodage mgtalliquc Cgalement plan et 
qui est pourvu en son centre d’une vis microm6trique supportant une alvkole (I-c, fig. 3) destinCe 
B recevoir l’entonnoir A (voir fig. 1). La vis micromktrique a pour office de permettre d’amencr 
l’cxtrdmit6 du capillairc assez PI&S du cylindre de bromurc de potassium dans l’entonnoir pour 
quc la gouttc de solution qui sort clu capillaire vienne inim6diatement en contact avec le sel 
lorsqu’elle s’allonge. Ix rodage plan permet cle centrer B la main l’entonnoir A par rapport au 
capillaire. Par l’intermediaire d’un autre rodage, le rdcipient I-a est surmont6 d’un prolongement 
( 1 4 ,  fig. 3) oh s’adapte un micro-rCservoir avec robinet, contenant la solution du produit B exa- 
miner (100 B 500 pl). Le recipient I-e cst muni d’une tubulure laterale cl’amen6e d’air, sur laquelle 
sont fixes en shie  un filtrc B charbon actif e t  un filtre A chlorure de calcium. L’arrivee de l’air 
permet de conserver clans I’enceinte au-dessus de la fritte, pratiquement la pression atmosph6- 
rique. Les filtres mettcnt le KBr B l’abri d’impuret6s atmosphdriques qui rendraient l’interpri- 
tation des spectres illusoirc. 

Mode opdratoive. Aprbs avoir Ctabli le vide (14 & 17 nim Torr) dans l’enceinte I-b, on rhgle 
B l’aide du  robinet du r6servoir l’admission dc la solution dc telle sorte que son Ccoulement B 
travers le capillaire se fasse & peu prbs B la vitesse de l’dvaporation du solvant dans le KBr, dans 
le vide appliqu6. Ce reglage, que nous effectuons en observant 1’6coulement B l’aide d’une loupe, 
prencl en gCn6ral quelques min. Lorsqu’il est obtcnu, on voit la solution issue du capillairc toucher 
la surface du sel dans l’entonnoir A sans former dc gouttes isolees (qui Cclatcraient <Pans le vide) ! 
et s’y rdpandrc rdgulihrement par capillarit6. Le solvant est alors aussit6t Bvapor6 sur les 2 sur- 
faces libres du cylindre de bromure tie potassium. h u  fur e t  i mesure que la solution s’introduit 
dans le bromurc, la majeure partie du solvant introduit pr6cedemment doit d6jh Ctre Cvaporke. 
On r6alise ainsi, en 20 B 40 min, l’introtluction quantitative du produit, B partir d’une solution 
diluee, dans 4 nig cle KRr. 

I1 va sans dire quc la purcte du  solvant doit &trc contr616c. A cet effet, on prepare un blanc 
en introduisant dans lc KRr un volume idcntique du solvant, blanc dont on examinera les pro- 
priCt6s optiques. 

La pr6scnco de la fritte G3 a deux buts: retenir des particules eventuellement pr6sentes dans 
la solution e t  permettre l’cmploi de cct appareillage pour l’cxtraction d’un produit fix6 sur un 
support solicle (p. ex. un support de chromatographie), en cue de l’obtention d’un spectrogramme 
infra-rouge. Soulignons Q. ce propos que, d‘aprks nos observations, la filtration sur une fritte 
G4 entrahe une perte de produit, probablement par rCtention capillaire. 

Les r6sultats spectromdtriqucs obtenus sont illustr6s clans la fig. 5, d et e. 

3) A pavtir d’une solution aqueuse de  brom,ure de potassiuwa, pour les produits solubles dans l’eau 
(0,01 u 0,I ,urnole), ou p a r  dispersion d’une solution dans un solvant ovganique hydrosoluble (I0 a 
20 {d), d a m  une solution aqueuse de bromure de Botassium pour les produits insolubles dans l’eau. 
Elilnination d,u. soluant par lyophilisation. - a) Pour ljvoduits solubles duns l’eau. Aprhs lyophilisa- 
tion d’une solution aqueuse de bromure de potassium, contenant ou non la substance B examiner, 
on obtient un rCsidu qui retient toujours assez d’eau pour produirc des bandes d’absorption 
gknantes. Par sublimation simultande de l’eau avec du benzene, on rCalise un entrainement suffi- 
samment complet de cette eau pour que les bandes d’absorption dues 2 l’cau ne gikent plus l’inter- 
pr6tation d u  spectrogrammc. 

On clissout 0,01 2, 0,l  micromole de la substance B examiner dans 0,2 ml d’eau bidistill& 
contenant d6jB 4 mg de KBr. On congble cette solution sur 1.a surface solidifiee de 0,35 ml de 
benzene (exempt cle rCsidus non volatils). Les solvants sont sublimes sous un vide de 5 h 7 . 
Torr. Pour jugcr de la quantitd d’eau residuclle prdscnte c t  de la qualit6 d u  benzene employ& un 
blanc cst constitu6 A partir des memes quantit6s rcsp. de benzene et de solution aqueuse de bro- 
mure, et sublime clans les m6mes conditions. Les poudres Mgbres obtenues sont introduites dans 
l’orifice central clu disque T) (voir fig. I )  B l’aide de l’entonnoir A et  du poussoir B (fig. 1). Chacune 
de ces poudres est alors transformkc en une pastillc translucide ou transparente, d’apres le prockde 
indiqud plus haut. 
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b) P o w  produits insolubles dans l’eau. A une solution de 4 mg dc KBr dans 0,2 ml d’eau 
bitlistillke, on ajoute 10 ou 20 microlitrcs d’unc solution du  produit ( 0 , O l  B 0, l  micromole) clans 
l’ac6tone et  homogCn6ise la solution qui dcmcurc limpide ou devient tout au plus 16ghrement 
trouble. L’dimination des solvants est r6alisBe commc en (a), aprks congdlation de la solution 
aqueuse au-clcssus d’une couche gel& dc 0,35 ml de benzhe .  En terminant commc dCcrit plus 
haut, on obtirnt Line pastille transparente ou translucide. Les figures 5f, g ct h illustrent les 
rkul tn ts  spectrom8triques obtcnus par ces 2 procddk 

11. Repartition du produit sur la surface d’une micropastille 
de bromure de potassium 

1) En dispersion dans d u  nujol. - a) ‘1 partar d’une solution. Pour l’application de la technique 
dc rbpartition clans le nujol des produits B examiner, i la micro-spectrophotom6trie IR.. nous 
avons adopt6 la m6thode suivsnte: 

Deux disques en acier inoxydablcs ou en laiton, dc 13 mm dc diamktre, sont pourvus d’un 
trou circulaire central de 1,55 mm et de 3 trous exccntriques dc 1,60 mm de diamktre, places 
symCtriquemcnt (voir piece H, fig. 4). Par l’intermddiaire de l’entonnoir A (voir fig. 1) on intro- 
duit 2 mg de bromure de potassium dans le trou central dc chacun des disques au moyen du pous- 
soir G (fig. 1 ) .  On transforme le KBr en pastille transparcnte dans le @Micro Die* en exerpnt  une 

H 

Fig. 4. Llispositif pour confectionner un montage e n  sandwich 
H disque k trou central pour confectionner une pastille cle 2 mg dc KBr. - I support k 3 chcvilles 
excentriques rcccvant un clisque H avec pastille. - J cl6 B 3 chevilles excentriques, permtttant de 

terminer le sandwich. 
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Fig. 5. Spectres 

Technique 1-7 : incorporation dans le KBr, 8. partir d’une solution conccntrke dans l’ac6tone. tle 
0,l pmole de : a) N, N-diphknylhydrazidocarbonyl-glycinate d’kthyle; b) N-benzyloxycarbonyl-I*- 

Icucyl-~-cystine; c) N-benzyloxycarbonyl-S-benzyl-L-cystkine. 
Technique 1-2: incorporation dans le KBr, k partir d’une solution diluke dans l’ac6tonc, tle 

0,l pmole de: d) rkserpinc; e )  phoenicinc. 
Technique I-3a: lyophilisation: substance soluble dans I’cau : f )  nL-ph@nylalaninc. 

Technique I - 3 b :  lyophilisation: substance non soluble dans I’cau : g) reserpine; 11) nitro-3- 
hydroxy-4-benzald6hydc. 

Technique 11- la :  dispersion dans le nujol de 0 , l  pmolc, dkposd. sur la pastille k partir d’une 
solution acktonique, de : i) phoenicine : k) nitro-3-hydroxy-4-benzaldehycle. 
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Technipbe I l - / b :  dispersion dans le nujol du protluit dCposk sur la pastille B 1’8tat solidc: 
1) reserpine; m) N-benzyloxycarbonyl-S-henzyl-L-cystdinc. - Quantitt! minimum de reserpine 

pouvant encore permettre une determination: n) 0,005 pmolc ( 3  pg) de reserpine. 
Technique 11.2: Btalcment 8. la surface d’une pastille de KBr tlc,,0,1 pmole de: 0)  N-benzploxy- 

carbonyl- S-benzyl-L-cystdine. 

prcssion sur l’appareil, h l’aidc des deux mains, de manikre B coinprimer lc ressort tic 2 5 3 mm ; 
on obtient ainsi dcs pastilles cylindriques, transparentes de l iRr,  tle 1,55 mm dc tliambtre et  (I(; 
0,4 mm d’gpaisseur, insCrees dans les deux tlisques. 

Sur le centre dc I’unc de ces pastilles on depose le produit (0.01 i 0,l  pmole) k partir d’une 
solution dans un solvant tel que l’acetone, c’cst-B-dire volatil, n’attaquant pas le scl e t  proprc 
2. I’application spcctrophotoniitrique. Le d6pat s’effectue par line pipette en polytithyliine clc 
5 pl,  par applications successives de volumes asscz petits pour ne recouvrir que  Ie centre dc la 
pastille. L’ivaporation du solvant deposC chaquc fois est assez rapide pour quc le produit prCsent 
clans les 5 p1 soit transfer6 totalemcnt en 5 2. 7 minutes sur la partie centrale dc la surface dc la 
pastille de bromure dc potassium. On porte alors le disque sous un vidc i i e  5 8. 7 . 10-2 Torr durant 
15 min. Ensuite on place le disque dans le support 1 (fig. 4) ou il cst immohilisi: par 3 chcvilles 
qui s’introduisent dans ses 3 trous excentriqnes. Au centre cle la face superieiirc de la pastillc dc 
bromure dc potassium, on depose sur le protluit une microgouttc dc nujol (100 B 130 p g ) .  L’autrc 
disque est pose sur le premier, dc telle sorte que les deux pastilles de KHr prennent 1’6chantillon 
ct  le nujol en sandwich. A l’aide de la clef J (fig. 4j, qui tient le second disquc par trois chevilles 
dgalemcnt, on fait tourner d’un demi-tour, aller et retour, un disque sur l’autre, plusicurs fois 
de suite. De cettc faqon on obtient une suspension homogbne du corps 2. examiner clans le nujol, 
CtalCr: sur toutc la surface entre Ics deux pastilles de KRr. Les deux disques (chacun avcc uno 
pastille de 2 mg dc KBr) qui constitucnt maintenant un tout sont enlevks cn bloc du support 1 
(fig. 4) e t  placis dans le porte-disque du ((Beam Condensing Unit))%) en vue tle la prise du spectre. 
Exemples: fig. 5, i ct li. 

b) A partir d’un solide. On peut aussi ~ ce qui est plus simple - dkposcr le produit i l’etat 
solidc. A cet effet, on le prdlbve au moyen d’un microtubc cn verre (pareil aux tubes utilisis pour 
introduirc des prises dans les capillaires en w e  de la dbtcrniination du poids moldculaire selon 
RAST [8]). A l’aidc d’une micro-bagucttc coulissant dans I c  tube, on repousse I’kchantillon en le 
tlkposant au centre de la surface d’une pastille cle 2 mg cIc KRr. Exemples: fig. 5, 1 c t  m. 

Rccherchant Zes quantzMs minimums de produit qui, dispersdes daus lc nujol, pcrmcttent la 
prise d’un spectre de bonne qualitd sans qu’on ait recours B l’cxpansion dc 1’6chelle de sensibilitd 
du  spectrophotomke 521, nous constatons que pour la reserpine, cette quantitd se situe vers 3 pg 
(v. fig. 5nj. Les bandes parasites dues 8. l’ean atmosphdriquc commenccnt a perturbcr l’inter- 
pretation du spectre entrc 1750 et  1450 cm-1 vcrs des quantitCs cle suttstancc de cet ordre de 
grandeur. Lorsque nous disposons un condenseur 2 miroir Cgalemcnt sur Ie trajet clu faisceau de 
reference du spectrophotombtrc - cc qui revient B utiliser 8. l’echelle micro la techniquc du double 
faisceau - ces bandes parasites sont supprimees, ce qui permet d’abaisser encore lcs quantitds 
mises en ceuvre, parcc qu’alors on peut utiliser cfficaccment I’cxpansion dc l’dcbelle de sensibilitd 
dans cette region spectralc. 

1)’ailleurs PERKIN-ELMER CORP. z, a developp6 un systbmc clc c,onccntration de la luniibre in- 
cidente, avec systbme de lentilles (Bcam Condenser) qui pcut sc placer sur les deux faisccaux tlu 
spectrophotom8tre. Essay62 dans cet appareillage 5),  dans Ic spectrophotomktre PERKIN-ELMER 
125, avec env. 15 pg de reserpine dispersde dans Ic nujol (v. 11-I), cette mdthode a donne un spectre 
d’excellente qualitd, dipourvu dcs bandes parasites signalees plus haut. 

2) Suns diluanf. Lorsquc l’on prepare unc pastille trausparente 8. partir de 4 mg de KBr dans 
11: disque E (fig. l ) ,  on obtient unc plaquette transparcnte clc sel, qui afflcnrc &la surlace du disque 
par un cat6 ct qui, dc I’autre, constitue clans Ic disque nne petite c:a.viti. oh l’on peut introduire 
Ic produit solidc. T*orsque, ensuite, on posc cc disquc 11 chargd &ans I’alv6olc appropride du 
shficro Dier (v. fig. 2) e t  que l’on coniprimc Ic tout dc telle sortc quc cc soit le KBr et  non lc pro- 
duit qui soit en contact avec la surface d u  piston F (fig. Z), on rcpousse la pastille de KBr de 

5) Xous remcrcions lc 1)’ E. PALLUY c h  Iaaboratoire de recherche, d6partcmcnt dc Chimie- 
physique, de la Maison Fi KMRNICH k Genbve, d’avoir bien voulu eflectuer cette ddtcrmination. 
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I’autre cBt6 du trou central de E. L’Cchantillon se trouvc alors cornprime entre lc bromurc dc 
potassium et le disque plein, place sur E avant qu’on ait vissk le couvercle du ((Micro Die)). Lc 
produit ?i examiner forme alors sur la pastille de KBr unc couche mince qui permet la prise clc 
spectre de bonne qualit6 (v. fig. 5, 0) .  

Les disques porteurs des micro-pastilles (dCpBt dans le KBr selon les diverse m6thodes 
decritcs, ou dispersion, sur lc KRr, avec ou sans nujol) peuvent btrc conserves en vue de prises 
de spectres nlterieures. Ces disques portent un numero pour aider B lcs classer. 

111. RBglages des spectrophomktres IR. et du u Beam Condensing Unit31 PERKIN-ELMER 
pour leur utilisation en microspectrophotom6trie IR. 

1) Programme pour le spectrophotombtre Pevkiia-Elmer 521 
slit program (fcnte) 
gain (sensibilit6) 4 

1000 x 2 

attenuator speed 10-16 
suppression 5-6 
scale 1 
intensit6 du courant 0,35 A 
balance au maximum 

resolution 1000 
reponse 1 
gain jli, 
speed 0 
suppression 0 

2) Pvogramme pour Ee spectrophotomdtre Perkzn-Elmer 21 

scale automatiquc 
balance au maximum 

3)  Rhglage du 4Beam Condensing Unitr. Apr8s  avoir placb la micro-prbparation dans le 
porte-disque et  avoir introdnit celui-ci dans l’apparcillage qui est dispose dans le passage du 
faisceau incident du spectrophotomhe, on dispose sur la fenbtre d’oh Bmerge le faisceau de ref& 
rcnce. un attenuateur (grille rkglable). Les miroirs du @Beam Condensing Unit, concentrent la 
lumikre sur la pastille de bromure de potasse presente au centre du disque D (fig. 1). Pour aug- 
menfer au maximum 1’6nergie lumineuse qui parvient h, cette pastille, on rkgle l’absorption 
lumineuse h, 4000 cm-l B 70% de transmission, par l’intermgdiaire de l’attdnuateur. 4 l’aide d’une 
vis de r6glage plac6e sur le porte-disque, on Clkve ou desccnd verticalement le disque D de faqon 
& centrer exactement la preparation dans l’axe du  faisceau lumineux; on y est parvenu lorsque 
la transmission (T yo) est devenue maximum. On termine le centrage du disque latiralement, en 
jouant alternativement sur deux couples de vis de reglage placdes symktriquement sur un chbssis 
horizontal oh se pose le porte-disque. L& aussi lc reglage cst obtenu lorsque le maximum d’energie 
lumineuse traverse la preparation (transmission maximum T yo). 

Discussion 
Les mkthodes decrites permettent une application gknkrale de la spectromktrie 

IR. aux micro-quantitCs (0,01& 0,l pmole) avec des rCsolutions identiques B celles que 
l’on obtient A l’kchelle macroscopique. 

Selon les cas, tel ou tel procCdC aura la prCfCrence; par ex., pour les analyses de 
solides B l’Ctat cristallisC, le procCdC au nujol sera prCfCrable, pour autant que les 
bandes d’absorption B 2920,2840 ,1460 et 1375 cm-l de l’huile de paraffine ne g&nent 
pas. La m6thode de rbpartition de 1’6chantillon dans le KBr par lyophilisation, est 
surtout utile pour les produits solubles seulement dans l’eau; dans ces cas cependant, 
de faibles bandes d’absorption dues 8. l’eau seront toujours prhsentes dans le spectre. 
L’introduction de 1’6chantillon dans le KBr 8. partir d’une solution concentrke ou 
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diluCe dans un solvant organique sera appliquCe dans les cas oh l’emploi du nujol ou 
la rkpartition par lyophilisation ne sont pas recommandables. 

Si l’on place une micro-goutte d’un liquide entre deux micro-pastilles de 2 mg de 
KBr (v. 11-l), on pourra prendre sans difficult6 des spectres de liquides. Cette appli- 
cation a la methyl-2-hydroxyl-2-propanone-4 provenant de l‘aldolisation de l’acktone 
sous l’influence d’une alumine basique, activCe, nous a donnC un spectre de tr&s bonne 
qualitC. 

Insistons sur le fait que pour rCaliser des spectres IR. sur des micro-quantitb, 
toutes les sources de souillures atmosphkriques et toute contamination durant les 
manipulations doivent Ctre CvitCes. 

La. principale difficult6 concernant l’introduction dans le KBr, de produits en 
solution diluCe est like au probl&me d’obtenir un solvant organique d’une puretC suffi- 
sante. Lorsque nous nous adressons a de l’acCtonepuriss. pro alzalysi, nous ne rencon- 
trons aucune absorption Ctranghre ap rk  dimination (sous un vide de 5 B 7 x 
Torr) du solvant introduit dans le KBr B raison de 10 B 40 pl; cependant pour des 
volumes excCdant 300 pl, introduits dans le cylihdre du bromure de potassium B l’aidc 
de l’appareillage dCcrit p. 2434 (fig. 3), des bandes d’absorption apparaissent dans le 
spectre du blanc, dans les rCgions d’absorptions d’hydrocarbures saturCs. - Ces ban- 
des parasites dues B des rCsidus peu volatils de cette acdtone ne deviennent genantes 
qu’A partir de ces volumes. Les solvants utilisCs en microspectrophotomCtrie IR. de- 
vront subir des purifications spCciales [9], surtout lorsqu’il s’agira d’extraire des pro- 
duits d’un support de chromatographie (silice, alumine, papier), cas oh les volumes de 
solvant utilisb peuvent dCpasser 0,5 ml. 

C‘est parmi une cinquantaine de spectres obtenus avec le spectrophotom&tre 
PERKIN-ELMER 521, tous d’excellente qualitC, que nous avons choisi les quelques 
exemples qui illustrent ici nos diffCrentes techniques (voir fig. 5, a-0). Les spectres 
obtenus avec l’appareil PERKIN-ELMER 21 sont aussi de t r b  bonne quafit&. Dans nos 
essais, notre choix s’est port6 sur des molCcules contenant des fonctions rencontrkes 
frCquemment en chimie organique. Pour les microtechniques d’incorporation dans le 
KBr ou de rCpartition dans le nujol, ou par Ctalement, nous avons CtudiCs les corps 
suivants (les spectres reproduits dans la fig. 5 sont signal& par des lettres entre paren- 
th&ses) : nitro-3-hydroxy-4-benzaldChyde [lo] (h, k) ; N-tosyl-oxazolidinyl-5-y-~-glu- 
tamyl-S-benzyl-L-cystCinyl-glycinate de mCthyle [ l l ]  (fonctions: tosyle, y-lactone, 
U- et y-peptidiques, thioCther, ester aliphatique) ; acide hydroxy-4-phCnylpyruvique 
[la] ; phoenicinee) (quinone, &her) (e, i) ; (N, N-diph6nylhydrazidocarbonyle)-glycinate 
d’Cthyle [13] (carbonyle-carbazide, N-phhyle, HN-phCnyle) (a) ; N-benzyloxycarbo- 
nyl-~-leucyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-leucyl-~-alanyl-~,y-~-glutamate de benzyle [14] 
(carbonyle carbamylique, polypeptides, esters a- et y-benzylique) ; N-benzyloxycar- 
bonyl-S-benzyl-L-cysthe [14] (carbonyle carboxylique, thiol) (c, m, 0)  ; N-benzyloxy- 
carbonyl-L-leucyl-L-cystine [14] (disulfure) (b) ; rCserpine’) (NH-hCtCrocyclique, 
-C=C-hCtCrocyclique, Cthers aromatique et alicycliques) (d, g ,  1, n) ; acides a-aminCs 
dinitrophCnylCs (nitro, NH-aromatique) ; pour la technique d’incorporation des 

6 )  Fournie par le professeur TH. POSTERNAK, Directeur du Laboratoire de Chimie Biologique et  de 

7) Produit pururn, FLUKA A.G., Buchs. 
Chimie Organique spCciale de 1’UniversitC de GenGve, que nous remercions vivemcnt. 
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substances dans le KBr par lyophilisation, nous avons examink: les L-leucine, DL- 

phknylalanine (f) ; glycine (carbonyle du carboxylate) et chlorhydrate du glycinate 
d’6thyle (chlorhydrate d’amine primaire). 

Sans vouloir aborder ici l’interprbtation des spectres, nous tenons A prCciser qur 
les spectres obtenus pour une seule et m&me substance, au moyen des diffhrentes 
techniques que nous proposons, peuvent presenter des diffkrences parfois trks nettes8). 
On a du reste fait des observations analogues avec les techniques habituelles de la 
spectrophotombtrie infra-rouge (par exemple modifications notbes dans le spectre 
d’une substance examinke dans du nujol, par rapport au spectre de cette mGme sub- 
stance examinke dans du KBr). A titre d’exemples, nous indiquons dans un tableau 
des changements des spectres de trois corps, obtenus A l’aide de diverses techniques 
et opposCs aux spectres obtenus selon notre technique I 1 (introduction de la sub- 
stance dans le KBr par imbibition d’une solution). 

X o d i  firatzons de baizdrs observdes dans les spectres de dzverses subctances, przs Ci I’azde de technzques 
uutves que l’a~tvocluction dzrecte d’une solutzon de  la substance dans le KBr,  par rafifiort a u x  spectre, 

obtenns avec celte dernadve tedanzque (bandes en cm-1) 

Su bstancc Technique*) Modifications des bandes en cm-l**) 

RCserpine (spcctre ile rCfCrcnce, fig. 5d) 1 31) 3300 (confondu avec bandes de l’eau) ; 
1400 (a): 1355 (d); triplet 1005, 990, 
978 (a): triplet 830, 812, 800 (a);  
3420 (singlet au lieu de doublet) ; 1355, 
1350 (doublet B la place d’un singlet) : 
1272 (e ) ;  1250 (e ) ;  doublet 1170, 1150 
(a): 1115 (a); 1040 (a);925 (a); 768 (a). 
1055 (f); 990 (963 (i); 820> 800 (i) 
3270 (abaiss6 de 10) : 1015 (e) : 982 sin- 
glet au lieu de doublet); 900 (e); 730 
(720 (i) 
3260 (abaiss6 dc 20); 1018 (e);  982 
(singlet au lieu dc doublet); 900 ( e ) ;  
730 (720 (i) 

I1 11)  

Phoenicinc (spectre dc rifirence, fig. 5 e) I1 11) 
N-bcnzyloxycarbonyl- S-benzyl-L-cystiinc TI 1 b 

(spectre tle rbfirence, fig. 5c) I1 2 

N-benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-cystine I 3 1) 1600 (a): 1395 (a). 
(spcctre de rkfirence, fig. 51s) 

*) 1 3b:  RCpartition par lyophilisation. TI l b :  dispersion dans le nujol. 11 2: 6talement (sans 

**) (a) = apparition; (d) = disparition; (f)  = affaiblissement; (e) = exaltation; (i) = intcrver- 
solvant). 

sion d’intcnsitk. 

Dam le cas de la N-benzyloxycarbonyl-S-benzyl-L-cystCine nous remarquons une 
g r a d e  similitude des spectres obtenus respectivement par dispersion dans le nujol et 
par Ctalement. Mais nous pensons que c’est 18 une exception, si l’on se r6ftk-e aux 
observations faites dans les techniques habituelles ou Ies spectres obtenus apr& Ctale- 
ment de la substance (technique comparable A notre prockdC I1 2) diffhrent des spec- 
tres obtenus dans le nujol. 

!’) MASSON [31 a d6jh fait unc observation seinblablc dans le c:as de 1’0-acktyl-hydrocortisone, 
cxaminie respectivement apres incorporation, par broyage, dans le KBr, et  apres lyophili- 
sation d’une solution benzBnique sur unc solution aqueuse congelee de KBr. 
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Pour cette recherche, nous n’avons disposP que d’un seul ((Ream Condensing TJnit o 
placC sur un des faisceaux incidents; de ce fait, il n’y a pas de compensation pour les 
effets dc l’atmosphkre: le doublet du CO, (2320 et 2340 cm - l )  est donc toujours prC- 
sent. Par conskquent, nous ne pouvions pa.s d6passcr line expansion B plus du triple, 
sinon ces bandes devenaient trop @mantes. Toutefois, avec une expansion dgalc ?L 

trois, nous avons obtenu un tr6s bon spectre avec 1 ,ug tie rdserpine. 
S o u s  exprimons notre rcconnaissance k la Maison F. I I o F F i m m N - L A  ROCHE S.A., k Bkle dont 

I’appui a perinis la rialisation dc cc travail. 
Nous snmmes redcvablcs de l’utilisation dcs spcctropliotomi.trcs PERKIN-ELMER 21 e t  521 a u  

professeur B. Susz, directeur du Iaboratoire do Chimir IJhysiqiic dc I’lJniversitk de GcnBve, que 
nous reniercions vivcmcnt de cette coopdration. 

M. CH. BULLINGER, m6canicien an 1,aboratoire ile chimie organiquc c t  pharniaccutiquc clc 
I’Univarsitd, a fabriqu6 avec beaucoup d’habiletd toutes les p i k e s  mdtalliqucs qui sont reprdscn- 
6tes dam lcs fig. 1. 3 c t  4. Nous I’en remercions vivetnent. 

SUMM.4RY 

Procedures are dcscribed for micro spectrophotometry in the infrared: (1) for tlic 
quantitative incorporation of micro quantities (O,Ol-O, I /miole) of substance in KRr  
pellets; (2) for confection of a thin layer nujol suspension of the same quantities of 
substance on the surface of IiBr pellets. 

Spectra obtained for a variety of substances are presented which show thc possihil- 
i ty of using in the micro range the classical infrared spectrophotomrtr~. 

Laboratoircs dc (’iiimic organique et 
pharmaceutique tie 1’Univcrsiti. dc (;cnkvc. 
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