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INTRODUCTION - 



L'obtention d'un spectre de vibration par diffusion Raman et 

absorption infrarouge permet de caractériser sans ambiguité une 

substance chimique et d'en étudier la structure. 

Les raies observées, ~ttribuables aux modes de vibration de l'es- 

pèce polyatomique étudi6.e sont sensibles à l'environnement moléculaire 

et peuvent donc être utilisées pour l'étude des intéractions entre 

l'édifice considéré et les molécules présentes dans la solution. Ce 

type d'étude a été largement appliqué à un grand nombre de systèmes 

solvant-soluté cons,titu&par des molécules relativement simples. 

L'application des spectrométries Raman et infrarouge à l'étude de 

solutions biologiques est assez récente ; deux obstacles importants ont 

freiné ce développement : la nécessité de travailler avec des solutions 

aqueuses et les faibles concentrations requises par le matériel biolo- 

g ique. 

Il a fallu attendre de récents perfectionnements des spectromètres 

infrarouges pour aborder l'étude de solutions aqueuses, en effet la 

molécule d'eau possède un spectre d'absorption très intense, masquant 

presque totalement les bandes du soluté. Si le spectre Raman de l'eau 

est très peu intense, cette méthode est restée longtemps peu sensible, 

difficilement compatible avec les solutions diluées utilisées en bio- 

chimie. 

Le développement conjoint des spectromètres Raman (permettarit une 

bonne réjection de la diffusion sans changement de fréquence) et des 

sources de lumière laser (augmentation des puissances disponibles et 

obtention d'un plus grand nombre de radiations excitatrices) a permis 

une application pliis Rtendtie de cette méthode. 

Une difficulté importante demeure à propos de cette méthode, elle 

r6side dans la complexité des spectres obtenus ; en effet pour une pro- 

téine constituée d'un grand nombre d'atomes les spectres sont difficile- 



ment exploitables. Ne sont en général identifiables que certains modes 

caractéristiques des groupements amino-acides en forte proportion dans la 

protéine et les variations provoquées par une interaction spécifique sur 

l'un de ces amino-acides ne peuvent pas être détectés. De même si un li- 

gand est introduit dans le milieu, son spectre se superposera à celui 

de la protéine et ne pourra pas être observé. 

L'exaltation des raies par phénomène de résonance avec les niveaux 

électroniques (excitation dans une bande d'absorption électronique) per- 

met non seulement d'étudier des solutions très diluées mais aussi d'ob- 

tenir un spectre de vibration d'un petit nombre d'atomes à l'intérieur 

d'un édifice plus important. 

C'est depuis 1972 que la spectrométrie Raman de résonance, employée 

conjointement à la technique des sondes colorées a été utilisée pour 

l'étude d'interactions protéine-ligand ; depuis, de nombreuses publica- 

tions sur ce sujet ont montré l'intérêt de cette méthode (1 - 15). 

L'utilisation d'une longueur d'onde excitatrice située dans la bande 

d'absorption électronique du ligand permet l'observation de son spectre 

de vibration et l'étude d'éventuelles modifications apportées par une 

fixation dans un site actif. Les raies attribuables à la protéine ou au 

solvant ne sont pas exaltées par résonance et leur intensité reste 

faible. 

Cette méthode constitue un nouveau moyen d'étude des sites de 

fixation des protéines et fait l'objet de ce mémoire. 

Le principe d'une telle étude peut être résumé comme suit : 

1. - Identification du site de fixation de la protéine ; 
en effet, il est nécessaire de connaître la fonction chimique 

capable de se fixer sur les groupements présents à l'intérieur 

du site de la protéine. 



2. - Détermination et synthèse d'une molécule possédant un chromophore 
et pouvant se fixer dans le site de la protéine. La bande d'absorp- 

tion du chromophore doit être suffisamment éloignée de la bande 

d'absorption de la protéine afin que le spectre Raman de résonance 

de l'inhibiteur ne soit pas perturbé par celui des parties non ré- 

sonantes du complexe formé. 

L'activité du chromophore doit être sensiblement la même que 

celle du ligand modèle ; ce renseignement peut nous être indiqué 

par l'évolution du spectre d'absorption U.V.-visible ainsi que la 

détermination de la constante de fixation. 

3. - Etude, du spectre Raman de résonance de la molécule colorée libre 
en solution aqueuse et attribution des raies observées. Cette at- 

tribution doit conduire à une connaissance aussi complète que pos- 

sible des modes de vibration sensibles à l'environnement de la 

molécule ; elle peut se faire par comparaison des spectres Raman 

et infrarouges de molécules analogues, des études par substitution 

isotopique, des effets de solvant etc... 

4. - Enregistrement du spectre Raman de résonance du chromophore fixé 
sur !a protéine. La comparaison avec le spectre Raman de résonance 

du chromophore libre peut apporter certains renseignements struc- 

turaux sur la nouvelle configuration du chromophore et des interac- 

tions existant entre la molécule et la protéine. 

5. - Pour confirmer les renseignements obtenus de cette étude, une ana- 
lyse des spectres Raman de molécules analogues et de systèmes mo- 

dèles est nécessaire. 

Les résultats ainsi obtenus doivent être comparés à ceux apportés 

par d'autres méthodes d'analyse comme les rayons X, la R.M.N., etc... 



Dans une première partie nous présentons le principe de l'effet 

Raman de résonance et les problèmes liés à son observation. 

Dans une seconde partie nous étudions les spectres Raman de réso- 

nance d'une famille de chromophores dérivés de l'azobenzène ; en effet, 

il est assez aisé de choisir parmi cette classe de colorant des compo- 

sés pouvant se fixer spécifiquement sur les protéines. De plus, ils 

présentent tous une bande d'absorption dans le domaine du visible, do- 

maine où de nombreuses radiations excitatrices sont disponibles. 

Dans une troisième partie nous présentons quelques exemples d'in- 

teractions protéine-ligand en essayant de retirer le maximum de rensei- 

gnements des modifications observées dans le spectre Raman de résonance 

des ccmplexes formés. 

Nous terminons ce mémoire par l'exposé des extensions possibles 

de cette méthode ; étude dynamique des complexes intermédiaires appa- 

raissant au cours des réactions enzymatiques et études "in situ" des 

interactions protéine-ligand. Nous présentons dans cette dernière partie 

I F S  tests préliminaires que nous avons effectués pour atteindre la ré- 

solution spatidle et temporelle en spectrométrie Raman de résonance. 
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 effet Raman de résonance a permis un grand développement des 

applications de la spectronietrie Raman dans le domaine de la biochimie 

et de la biologie. 

Dans une première partie nous exposons brièvement le principe qui 

est à l'origine de la forte exaltation de certaines raies Raman et nous 

présentons les principales théories développées jusqu'à ce jour. 

L'observation de l'effet Raman de résonance présente quelques 

difficultés par rapport à celle de l'effet Raman ordinaire. Dans une 

seconde partie, nous présentons les dispositifs expérimentaux choisis 

pour une telle étucie et les précautions à prendre pour minimiser les 

effets dûs à l'absorption du faisceau laser par l'échantillon. 



L'effet Raman ordinaire est obtenu quand la longueur d'onde de la 

radiation excitatrice est incluse dans une fenêtre de transmission de 

l'échantillon. 

Une forte exaltation de l'intensité de certaines vibrations d'un 

édifice polyatomique apparait quand le spectre Raman est excité par une 

radiation dont la longueur d'onde coïncide avec une bande d'absorption 

électronique de cet édifice. 

Si la radiation excitatrice s'approche de la bande d'absorption 

r électronique, on observe l'effet Raman de prérésonance ; si elle se 

trouve confondue avec la bande d'absorption de l'échantillon, on obtient 

l'effet Raman de résonance. Il est à noter que cette distinction est 

délicate dans le cas de bandes d'absorption larges ou complexes ; nous 

essayerons de la préciser ultérieurement. Les principales transitions 

à l'origine de ces phénomènes sont schématisées sur la figure 1 ; nous 

avons également porté les transitions à l'origine du phénomène de flu- 

oresence accompagnant généralement l'effet Raman de résonance. 

La forte exaltation de certaines bandes observées dans le cas de 

la prérésonance et de la résonance est produit par un couplage des tran- 

sitions vibrationnel.les et électroniques, les vibrations ainsi exaltées 

sont celles qui composent la structure vibrationnelle de la bande d'ab- 

sorption électronique mise en jeu dans cet effet. 

Ainsi par un choix judicieux de la longueur d'onde excitatrice, 

la spectrométrie Raman de résonance permet d'obtenir à partir d'un mi- 

lieu complexe, un spectre de vibration sélectivement amplifié de cer- 

taines molécules et même d'édifices 3 petit nombre d'atomes à l'intérieur 

d'une macromolécule, à l'exclusion de tout l'environnement. 
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Depuis quelques années, le développement de sources de lumière 

-laser de plus en plus puissantes et offrant un éventail de plus en plus 

large de fréquences excitatrices, a permis de développer de nombreuses 

applications de la spectrométrie Raman de résonance. 

Afin de mieux exploiter les résultats obtenus en spectroscopie 

Raman de résonance, il est nécessaire de comprendre l'origine de 

l'exaltation des raies et de pouvoir prévoir les transitions électroni- 

ques et vibrationnelles mises en jeu dans cet effet. 



1. - INTENSITE DE L'EFFET RAMAN DE RESONANCE 

La forte exaltation des raies Raman observée quand la fréquence 

excitatrice s'approche d'une bande d'absorption électronique était 

prévisible d'après l'équation de KRAMERS-HEISENBERG-DIRAC (16, 17). 

exprime l'intensité totale diffusée suivant un angle solide 4n en 

fonction de 1 l'intensité de la lumière incidente de fréquence v 
O ' O ' 

Av la fréquence de la raie Raman et a un élément du tenseur de dif- 
i j 

fusion (a..) pour une transition vibrationnelle de l'état m à l'état 
ij mn 

La sommation est faite sur tous les états électroniques excités e. 

Les quantités (M.) et (Mi)en sont les moments. de transition de l'opé- 
J me 

rateur moment électrique dipolaire suivant les directions j et i de m 

à e et de e à n ; v et v sont respectivement les fréquences des ra- 
O d 

dintions incidente et diffusée. 

S i  v0 < v c'est à dire loin des conditions de résonance, les 
e a 

éléments a du tenseur sont indépendants de la fréquence v et l'inten- 
ij 4 O 

sité diffiisée suit une loi de variation en V d ' 



Si la fréquence excitatrice V devient très proche d'une fréquence 
0 

caractéristique v la différence ( V  - v ) devient très petite et le e ' P O 

premier élement de la somme correspondant à la transition électronique 

augmente fortement. Ce terme ne peut devenir infini à cause de l'intro- 

duction du facteur d'amortissement 6 qui représente à la fois la durée 
e 

de vie et la largeur du niveau intennédiaire ; cette limitation provient 

de transitions radiatives spontanées cu non radiatives vers d'autres 

états de la molécule. 

Cependant il est imposssible, à partir de cette équation de connaî- 

tre le type des vibrations intervenant dans le phénomène de résonance. 

Pour obtenir ce type de renseignement, plusieurs théories ont été dé- 

veloppées (18-25) ; la plus utilisée est sans doute celle ~'ALBRECHT 

qui emploie l'approximation adiabatique. Cette approximation consiste à 

séparer les fonctions d'onde vibrationnelles et électroniques et à ex- 

pliciter l'infliience du déplacement des noyaux sur les fonctions d'onde 

électroniques à l'aide des séries de TAYLOR (17, 21, 22). Dans cette 

théorie, la transition vibrationnelle (m à n) et la transformation de la 

fréquence excitatrice v en fréquence diffusée v sont simultanées. Il 
O d 

apparait ainsi que les vibrations exaltées sont celles qui sont respon- 

sables du coi~plage de deux états électroniques. 

Dans la théorie développée par PETICOLAS (23), Ic processus de dif- 

fusion est considéré comme un phénomène en trois étapes : 

- Destruction du quantum incident. 

- Création ou d c ~ t r l ~ ~ t i ~ n  d'un quantum de vibration. 

- Création du quantum diffusé. 

~'ap~lication de la théorie des perturbations du troisième ordre 

en fonction du temps à ce processus de diffusion conduit, comme l'appli- 

cation de la théorie ~'ALBRECHT, à la forme suivante du tenseur de 



diffusion (26). 

Les facteurs d'amortissement ont été ici supprimés afin de simpli- 

fier l'expression, limitant ainsi le domaine de validité de cette rela- 

tion à l'effet Raman de prérésonance. La sommation est faite sur tous 

les niveaux électroniques excités e et f pris deux à deux, cependant, 

on ne tient en général compte que des deux premiers états, leur contri- 

bution dans le tenseur de diffusion étant la plus importante. g repré- 

sente l'état électronique fondamental, (Mj)ge et (M.) sont les moments 
1 fg 

de transition de l'opérateur moment électrique dipolaire suivant les 

directions j et i de g à e et de f à g. 
Av 
hef est l'élément de matrice 

du couplage vibronique, liant les états e et f, par l'intermédiaire 

d'une vibration particulière de fréquence AV = V - Vd. 
O 

Deux mécanismes d'exaltation peuvent ainsi être attendus dans le 

phénomène de prérésonance ; ils correspondent aux conditions définies 

par ALBRECHT (17-22) : e # f et e = f. 

Si e est différent de f, le tenseur est égal au terme B qui met 

en jeu le couplage vibronique de deux états électroniques excités e et 

f. 

Les modes de vibrations exaltés par ce processus peuvent être 

totalement symétriques ou non totalement symétriques. Ils doivent ce- 

pendant avoir une symétrie contenue dans le produit direct des repré- 

sentations des deux états électroniques couplés. L'importance de 

l'exaltation va dépendre de I'amplitiide à la fois de l'élément de ma- 

tricc hAv e t  du rncineni lié à ls transition électronique. 
c. f 



L'intensité sera proportionnelle au terme F 2 .  
B .  

Si les deux états e et f sont confondus (e = f), aij devient égal 

au terme A qui met en jeu l'interaction vibrationnelle avec un seul 

état électronique excité ; c'est le mécanisme de résonance le plus cou- 

ramment observé. L'élément de matrice hAv ne représente alors que la 
e f 

relation existant entre l'énergie de l'état e et la coordonnée vibra- 

tionnelle ; il s'exprime au moyen des intégrales de recouvrement de 

FRANCK-CONDON. Ces intégrales sont différentes de zéro, à la fois pour 

les niveaux initial et final de la molécule, uniquement pour les vibra- 

tions totalement symétriques, cependant elles prennent leur valeur ma- 

ximale pour les modes vibrationnels qui conduisent à une plus grande 

déformation de l'état électronique excité. Nous pouvons donc prévoir 

rilie de fortes exaltations pourront être obtenues pour les modes de vi- 

brations les plus perturbés par les modifications de l'état électroni- 

que de la molécule. Ce terme A existe également dans le cas du Raman 

non résonant ; cependant il ne contribue qu'à la diffusion Rayleigh 

( 1 7 ) .  

Dans ce cas l'intensité diffusée sera proportionnelle à F 2 .  
A -  

~'iniluence respective des termes A et B va se manifester par la 

forme de l'exaltation des raies du spectre dans le cas de la préréso- 

nance. Le profil d'excitation obtenu pour une raie donnée en portant 

l'intensité observée en fonction de la longueur d'onde de la radiation 

excitatrice, nous permet de caractériser l'origine du processus de 



résonance : 

- Interaction vibrationnelle avec un seul niveau électronique excité 

2 - Couplage vibronique de deux états électroniques excités si 1 Q FB. 

En général, l'exaltation de type B est plus faible que celle de 

type A. Toutefois si l'activité des termes A et B sont identiques, le 

tenseur de polariszbilité prend alors la forme : 

Dans ce cas l'intensité diffusée ne sera plus seulement fonction 

de l'un ou de l'autre des paramètres F et FB mais sera de la forme : 
A 

1 ?. ci. % (aFA + bFB) 2 
l j  

Nous voyons que certains termes croises vont apparaître ; termes 

qui peuvent devenir importants dans le processus de résonance (22). 

D'autres termes peuvent intervenir dans le mécanisme de résonance ; 

alnsi, si la perturbation de l'état electronique fondamental est prise 

en compte, apparaissent les termes C et D, respectivement appelés 

terme anti-résonant (17) et terme de radiation non-adiabatique (27). 

Le tenseur de diffusion prend alors l'expression suivante : 

En général, les termes C et D son t  négligeables devant les termes 

A et B. 



Dans sa théorie semi-classique mettant en jeu la perturbation ap- 

portée par les noyaux au cours de la transition électronique (24), 

P.P .  SHORYGIN a mis en évidence deux facteurs prépondérants dans le 

phénomène de prérésonance, pour les modes de vibration totalement symé- 

triques. 

Si le terme fA est identique au terme F de la théorie dlALBRECHT, 
A 

le terme fB est différent de FB. Ceci est dû à ce que la théorie de 

SHORYGIN ne fait intervenir qu'un seul niveau électronique excité e. 

Dans le cas de la résonance rigoureuse, c'est à dire quand le fac- 

teur d'amortissement 6e n'est plus négligeable devant (ve - vo), les 

équations deviennent beaucoup plus complexes et les approximations 

faites précédemment ne sont plus valables. Cependant, pour une vibra- 

tion totalement symétrique, quand l'interaction vibrationnelle ne se 

fait qu'avec un seul niveau électronique excité, le second terme de 

l'équation (2) peut être négligé (25). 



L'intensité diffusée devient égale à : 

2 (V O - A V ) ~  
1 2 ( a .  .) = - 

11 
(ve-vo) 2 + 6  

2 

La détermination de 6 peut se faire de différentes manières ; 

certains auteurs (16, 23, 28) proposent de prendre la demie valeur 

de la largeur à mi-hauteur de la bande d'absorption électronique 

considéree. Cette mesiire étant parfois très difficile (superposition 

de différentes composantes), d'autres auteurs préfèrent prendre la 

demie valeur de la largeur à mi-hauteur du profil d'excitation expé- 

rimental (25). 

Différents auteurs ont cherché à trouver une relation entre 

l'intensité observée et le coefficient d'extinction molaire E : il 

apparait que 1 est fonction de E quand le terme B est prépondérant, 

et fonction de c2 quand le terme A domine (26, 29). 

II. - POLARISATION DES RATES 

La dissymétrie du tenseur de diffusion quand la radiation excita- 

trice s'approche des conditions de résonance, conduit à de nouvelles 

expressions du taux de dépolarisation pour une lumière diffusée à 90' 

de ln direction incidente (30, 31). 



dans le cas d'une excitation par une lumière naturelle et d'une analyse 

succe~sivement parallèle et perpendiculaire au plan défini par les fais- 

ceaux incident et diffusé (annexe II), 

dans le cas d'une excitation par une lumière polarisée successivement 

parallèle et perpendiculaire au plan défini par les faisceaux incident 

et diffusé (annexe II). 

est la partie isotrope. 

est la partie anisotrope ou quadripolaire 
f 

2  2  - a 1 + (axz - n 1 + (ayz y ; = 3  /(axy yx ZX a z Y 1 2 /  ( 1 7 )  

est la partie dipole magnétique. Ce terme n'étant formé que d'élé- 

ments dissymétriques, il devient nul quand on s'éloigne des con- 

ditions de résonance et les relations du taux de dépolarisation re- 



reprennent l'expression classique (32) : 

Pour des modes totalement symétriques, a possède une valeur finie 

et p peut prendre n'importe quelle valeur comprise entre O et 314 (O . P 
et 617 pour pn). La valeur particulière de 113 (1/2.pour p ) est obtenue 

n 
dans le cas d'un mode totalement symétrique possédant un seul des compo- 

. sants syrnétriques.différent de zéro, les autres étant nuls. 

a et y deviennent nuls pour les modes non totalement symétriques 
a 

et p prend la valeur 314 (617 pour pn). 
P 

Près de la résonance, quand le tenseur devient dissymétrique, nous 

pouvons obtenir la relation suivante pour les modes non totalement symé- 

triques (a = 0) : 

cormne ni y2 ni y2 ne peuvent prendre de valeur négative, la polarisa- 
a' s 

tion devient anormale c'est à dire que p > 314. Cette polarisation 
P 

anormale peut même être observée pour des modes totalement symétriques 

à la condition que y 2  > 2714 a2. a 

Il est à noter que pour les polarisations anormales, la valeur du 

taux de dépolarisation peut varier avec la longueur d'onde de la radia- 

tion excitatrice. 

Le phénomène de polarisation inverse (p = w) implique que a et y 
S 

sont nuls, tandis que ya prend une valeur finie, ceci peut se rencontrer 

dans le cas de vibrations non totalement symétriques pour lesquelles le 



tenseur est antisymétrique, c'est à dire que a C'a ji. 
De tels modes 

de vibration sont interdits en diffusion Raman non résonant et en ab- 

sorption infrarouge. 

Expérimentalement (29, 33-36), la polarisation inverse nlapparait 

que lorsque la fréquence de la lumière excitatrice est située au centre 

de deux bandes d'absorption voisines et que l'écart en fréquence des 

maxima de ces deux bandes est peu différent de la somme des deux fac- 

teurs d'amortissement. Ce phénomène peut s'expliquer (25) par la très 

faible valeur de l'amplitude du dipôle magnétique en observation paral- 

lèle par rapport à celle correspondante à l'observation perpendiculaire 

dans ce domaine de fréquence. 

777. - CONV7TZÛNS EXPERTMENTALES D'ÛBSERVATlON 

L'obtention d'un spectre Raman de résonance est parfois plus déli- 

cate que celle d'un spectre Raman ordinaire. Une forte densité optique 

de l'échantillon peut se traduire par une diminution importante de l'in- 

tensité du faisceau excitateur, et une forte absorption de la lumière 

diffusée ; ces deux phénomènes conduisent à une diminution sensible du 

signal Raman observé.  absorption de la radiation excitatrice par . 

l'échantillon peut également provoquer,un échauffement important de ce- 

lui-ci et induire des réactions de photo-isomérisation ou de photo-dé- 

composition. 

De nombreuses méthodes ont été développées afin de réduire les 

.'phénomènes d'absorption ; elles peuvent se classer en deux catégories 

(figure 2) : 

Principalement utilisées pour des gaz ou des liquides, elles con- 

isistent à minimiser l'effet de l'absorption du milieu étudié sur l'in- 



tensité du spectre diffusé, par la réduction des trajets optiques de la 

radiation excitatrice et du faisceau diffusé à l'intérieur de l'échan- 

tillon. 

Mélhodes statiqu.es (liquides et gaz 

cuve parall&16pipédique cuve cylindrique 

. A - 
tube capillaire 

Méthodes dynamiques (solides-liquides-gaz) 

cellules tournantes 

(sol ides)  

pompe a cellule à flux continu 
circulation 

( 1 iquides-gaz) . . 

/ echantillon w: 
\ 

- 
déflexion du Faisceau lase, 

fente 11 I s u r  l'échantillon. 

i (solides) 
déflecteur 

Fig. 2 : EckuhunevLt  de^ é c h a W o m  dam l e  c a  de l' &tude. 

p u t  Rcunun de irécionaiice. 



Applicables aux solides comme aux liquides, elles visent à réduire 

l'échauffement local provoqué par l'absorption du faisceau excitateur. 

Le principe est de présenter à chaque instant devant le faisceau laser, 

un élément nouveau de l'échantillon soit en le faisant tourner à grande 

vitesse dans une cellule tournante (37, 38), soit en le faisant circu- 

ler dans une cellule à flux continu (39-42), soit en déplaçant le fais- 

ceau laser par rapport à un échantillon fixe (43). 

A. - ECHAUFFEMENT D E  L1ECffAN77LLON : 

La section efficace Raman, même dans le cas de la résonance est 
-9 extrêmement petite, de l'ordre de 10 f ~ i s  la section efficace d'ab- 

sorption électronique (39), ceci peut expliquer que de nombreuses dif- 

ficultés expérimentales ap;araissent lors de l'enregistrement des 

spectres. 

En première approxia&tion, le nokbre de photons absorbés par se- 

conde et par molécule est donné par l$ relation : 

avec N le nombre de photons émis par le laser en une seconde, et r 
O O 

le rayon du faisceau laser au point de focalisation. La section effi- 

cace d'absorption de la molécule 0 est reliée au coefficient d'extinc- 

tion molaire E par la relation (39) : 



Si on utilise une radiation excitatrice de longueur d'onde 514,5 nm 

paur une puissance de 50,mW au point de focalisation ; le rayon r étant 
O 

égal à 50 p, le nombre de photons absorbés par molécule et par seconde 

est dgal à 6000 si la solution possède un coefficient d'extinction mo- 
- 1  - 1  

laire de 1000 1itre.mole .cm . 

Dans un liquide ou une solution, les molécules ne sont pas immo- 

biles ; elles peuvent par diffusion, ou s'il y a un échauffement local 

par courant de canvection, entrer et sortir du volume diffusant. En 

premizre approximation, le temps nécessaire pour qu'une molécule par- 

court une distance ro est donnée par la relation : 

osi n est la viscosité de la solution, d le rayon moléculaire, k la 

constante de Boltzmann et T la température absolue. Le détail du calcul 

qui aboutit à cette formule sort du cadre de cet exposé ; nous renvoyons 

le lecteur 5 l'article de BROERSMA (44). Nous pouvons cependant en re- 

tirer des résultats qualitativement intéressants. 

Dans le cas limite où le mouvement moléculaire s'effectue perpen- 

diculairement Zi la direction d'excitation, le temps de traversée du 

faisceau laser pour une molécule placée dans une solution aqueukke à la 

température absolue de 300°K est d'environ 8 S. 

Nous pouvons donc considérer qu'un échantillon possédant un coef- 
-1 -1 

ficient d'extinction molaire de 1000 1itre.mole .cm peut absorber 

au minimum 48 000 photons par moléciile quand elle est soumise à la ra- 

diation excitatrice dans les conditions définies plus haut. 

Le seul moyen d'éviter la dégradation de llécHantillon consiste à 

provoquer un renouvellement rapide des molécules phsentes dans le vo- 

lume illuminé par le faisceau laser. 



Il est possible en réduisant ainsi le temps d'irradiation, de di- 

minuer fortement l'absorption pour une molécule donnée. Dans le cas 

décrit précédemment, si le temps de passage des molécules dans le fais- 

ceau laser est de 100 us (vitesse linéaire de 50 cmls), chaque molécule 

absorbera 0.6 photon. 

Après différents essais, nous avons constaté que même la cellule 

tournante présente certains inconvénients et que la rotation, même ra- 

pide (1200 à 2000 tours/mn) ne protégeait qu'imparfaitement l'échantil- 

lon d'un échauffement local et de phénomènes de photodégradation 

(figure 3). 

Pour l'étude de solutions fortement colorées, nous avons préféré 

la technique du flux continu. Le montage expérimental utilisé (41) est 

schématisé sur la figure 4. 

La cellule Raman, constituée d'un tube de verre "pyrex", est placée 

juste au dessus d'un récipient contenant l'échantillon. Un bain ther- 

mostaté permet de maintenir la température constante à l'intérieur de 

ce réservoir. La circulation du liquide ou de la solution à travers la 

cellule est assurée au moyen d'une pompe péristaltique ; les tubes de 

raccordement sont en téflon. La vitesse de circulation du fluide doit 
A etre suffisamment élevée à la fois pour minimiser le temps de passage 

des molécules dans le faisceau laser et pour transférer le plus rapide- 

ment possible la solution du réservoir thermostaté à la cellule Raman ; 

la distance séparant l'échantillon de la cellule doit être la plus 

courte possible. 

Le volume d'échantillon nécessaire à cette installation esk varia-- 

ble suivant les diamètres de la cellule et des tubes de raccordement ; 

nous avons pu utiliser efficacement ce montage avec environ 1 mi de 

solution. 



Fig. 3 : Evu4u~on  du apecae  Ramau de héaonance de L'azobenzène en 

aolu&on aqueube d f H C l  ( 6  N ) .  
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p~ro;tod&compoai&on condudan$ à une cydodé hgdhog é n d o n  

appatal$ ( v a h  chupifie 2.7 7.1 . 
L i  écha&&cn ( c  s i 0 - ~ / 4 )  contenu dana un akbe en v m k  

pytex d p  5 rnm d~ diamè;th_e i n t é t i e u t  a EXé placé dann une 

ceZlu4e taumante ( 1 6 0 0  t /mn)  e t  EclaLté p a t ~  l a  t a d i d o n  

4 8 8  i?m ( 5 0  MW) d ' c c ~  ln3et  à cvrcjon ioninE. 
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Cellule à Ftux continu 

I cellule Raman 
-a - ser - - -IL - - - - pH m é t r e  

électrode 

Fig. 4 : PtUncipe de l a  edLuRc à @LLX cont inu.  

La température de l'échantillon au point de focalisation du fais- 

ceau laser a pu être déterminée à partir de la mesure du rapport inten- 

sité Stokes sur intensite anti-Stokes du spectre Raman d'une solution 

de tétrachlorure de carbone dans laquelle de l'iode a été dissout 
- 3 (c = 10 M). Nous considérons que les échanges énergétiques sont suffi- 

samment rapides pour que l'énergie calorifique induite par absorption 

des photons par la molécule d'iode se transmette immédiatement aux mo- 

lécules de tétrachlorure de carbone. 

Nous utilisons la relation : 



Is et 1 sont respectivement les intensités mesurées des raies 
aS 

Stokes et anti-Stokes de nombre d'onde 3 à la température absolue T. 

k est la constante de Boltzmann ; dans le terme A, constant au cours 

d'une étude donnée, intervient la loi de diffusion en v 4  et les cor- 

rections dûes à l'absorption de l'échantillon et à la réponse spec- 

trale di1 spectromètre utilisé. 

Ternpéroture mesurée dans la cellule ( 'K)  

Température du r é s e r v o i r  ( 'K ) 

Fig .  5 : R ~ ~ c L ~ % o M  ' ~ L t h e  La ; t ~ l i l p O n a z h t ( ~  c d c d é e  au p o i n t  d e  @a- 
! ~ s a : * ~ i ~ ~  va l u  Rarnp4fiafutce mebutée  dana Le t r é b e n v o h  

( n o l u - i i o i .  d u  1 ,  dar;o C:Y4 - t cad ia t ion  5 1 4 , s  nm - calcul2 
k i .a t ih tn  piiiri i n  4 a i ~  31  2 on-' du  ope&e d e  CC14). 



Sur I r i  fi-#tire 5 ,  nous avons porté la température calculée au point 

de focalisation du faisceau laser en fonction de la température mesurée 

dans le réservoir. 

Nous voyons que dans le domaine de température étudié, voisin de la 

température ambiante, les points se placent au voisinage de la droite de 

pente unité. Aux erreurs expérimentales près, nous pouvons considérer 

que la température de l'échantillon peut être déterminée directement 

dans le réservoir. 

Puissance laser ( rn W ) 

Fig, 6 : f v u h  : f : b 7  c;: 4u a2.vlpQnc-r;tuhe au point de ~ o c ~ ~ u n  en 

$OIII&AC<YI d 4  r31LOSbUMCC du ~ U & C ~ A U  &i.A~k ( ~ O ~ U ~ O M  de 

l 2  dattr C l ' l ,  - h u d i a t ~ o v i  514 ,5  m - c d c u b  k é a l h é 4  pouk 
l 

Cc; ~ U C  - A , 1 ,: spc'cttle de CCCd. 



Une autre illustration de l'efficacité de la méthode est montrée 

sur la figure 6. Un accroissement de la puissance de la radiation exci- 

tatrice ne perturbe pas la température de l'échantillon quand celui-ci 

est soumis à un flux continu ; par contre, une élévation importante de 

la température est relevée quand la solution est immobile à l'intérieur 

de la cellule. 

Dans le cas de l'étude de molécules photosensibles, la vitesse de 

la solution à l'intérieur de la cellule devra être suffisamment impor- 

tante pour que la fraction de molécules photo-isomérisées à l'intérieur 

du volume diffusant soit négligeable ; cette vitesse sera proportionnel- 

le à la section efficace d'absorption du composé et au rendement quan- 

tique de photoisomérisation (39, 4 2 ) .  

B. - CORRECTION DE L'ABSORPTION 

Aucune des techniques précédemment présentées ne permet de suppri- 

mer totalement les phénomènes d'absorption des faisceaux excitateur et 

diffusé aussi, si une connaissance exacte des intensités diffusées est 

nécessaire, les intensités mesurées des raies Raman doivent être corri- 

gées en fonction de l'absorption du milieu étudié. 

La relation linéaire reliant l'intensité observée et la concentra- 

tion dans le cas de l'effet Raman non résonant, est ici fortement per- 

turbé. La diminution d'intensité observée est une conséquence directe 

de l'absorption à la fois du faisceau excitateur et de la radiation 

diffusée ; nous négligerons les effets dûs 5 l'indice du milieu. 

Les effets de l'absorption sur les intensités diffusées avaient 

été étudiés antérieurement à partir de géométries complexes imposées 

par l'utilisation des, lampes à vapeur de mercure comme source d'excita- 

tion ( 4 5 ,  4 6 ) .  Nous avons tenté une simplification du modèle ; celle-ci 

est permise par l'utilisation de sources laser. 



Considérons un échantillon absorbant contenu dans une cellule paral- 

lélépipédique et traversée par un faisceau laser. 

Nous posons : 

x = longueur traversée par le faisceau laser à l'intérieur de l'échan- 

tillon. 

y = longueur traversée par le faisceau diffusé à l'intérieur de l'échan- 

tillon. 

L'intensité Raman observée provenant d'un élément de faisceau 

excitateur dx sera égale à : 

avec 

- 2 , 3 0 3 . ~  .c.x 
1 = 1 .e O , l'intensité du faisceau excitateur au point de 
X u 

coordonnée x 

Io 
l'intensité de la radiation excitatrice 

k un facteur de proportionnalité faisant intervenir la section 

efficace Raman du composé 

c la c.onc.entration de l'espèce diffusante 



E le coefficient d'extinction molaire correspondant à la fréquence 
O 

d'excitation 

E le coefficient d'extinction molaire correspondant à la fréquence 

diffusée, responsable de la perturbation de IE. 

Le rayon r étant très petit devant y, nous pouvons négliger 
O 

l'absorption de la lumière diffusée provenant du centre du faisceau et 

parcourant la distance r . 
O 

L'intégration de l'équation (23) suivant la coordonnée x conduit 

à la relation donnant l'intensité observée pour une raie Raman. 

L'analyse de cette relation pour des conditions limites nous in- 

dique que la pente de la courbe 1 = f(c) est positive pour les faibles 
E 

concentrations et négative pour les concentrations élevées. Il est donc 

possible de déterminer une concentration optimale pour laquelle l'in- 

tensité diffusée prend une valeur maximale (d1~1dc = 0). 

Dans tout le domaine de concentration (O - m) , le rapport d'inten- 
sité IEI/IE2 pour les deux raies de diffusion sera égal à : 



avec 1 et 1 les intensités vraies et A& la différence des coefficients 
1 2 

d'extinction molaire entre les deux fréquences diffusées. Dans le cas 

où la raie indicée 2 est prise comme référence interne (bande attri- 

buable au solvant ou à un édifice polyatomique en solution avec le 

composé étudié) l'expression devient : 

L'utilisation de microcellules cyclindriques permet une plus 

grande simplification du modèle ( 4 7 ) ,  car nous considérons alors que 

toute l'énergie excitatrice est focalisée au centre de la cellule et 

que toute l'énergie diffusée provient de ce point de focalisation. 

diffusion 

si intensité de la radiation excitatrice au centre d'une cellule de 

rayon r peut être donnée par la relation : 

ce qui conduit à une intensité observée pour une raie Raman égale à : 



Cette relation possède les mêmes propriétés mathématiques que 

celle obtenue avec le modèle précédent (A) et nous pouvons de la même 

manière définir une concentration optimale : 

Nous obtenons dans ce cas du modèle ponctuel la même relation 

'E I ITE2 que pour le modèle linéaire (A) ; cette relation semble donc 

indépendante du modèle utilisé. 

La vérification expérimentale de ces deux modèles que nous avons 

avons appelé modèle linéaire (A) et modèle ponctuel (B) a été faite 

sur le spectre Raman de résonance du 4-amidino, 4'-diméthylaminoazo- 

benzène en solution aqueuse à pH 1 (figure 7 ) .  Ce spectre présente 

vers 1600 cm-' une raie intense ; nous avons étudié l'évolution de son 

intensité dans un trPs large domaine de concentration ; entre  IO-^ et 
1 o - ~ M .  

Sur la figure 8, nous avons représenté l'intensité de la raie 

Raman en fonction du logarithme de la concentration du dérivé diazoïque 

et les courbes théoriques 1 = f ( c )  obtenues pour chacun des modèles 
E: 

considérés. 

Nous voyqnç que les  points expérimentaux sont en bon accord avec 

les relations précédernent décrites ; les écarts les plus importants 

sont observes quand la caoncentrat ion optima le est dépassée. Une bug- 



mentation sensible d u  signal peut alors être obtenue en réajustant la 

focalisation d u  faisceau laser ( 4 7 ) .  

F ig .  7 : Spccdtc Ruman de h ~ b o n a n c ~  (QxcaCCthice 5 1 4 , 5  nrn) QR. rlpecixe, 



Intensité relative 

I 

Fig. 8 : ZnZjhence de L1abaorrpZion du miLieu b u t  L'inteizilLté o b ~ m v é e .  

L ' é c h a W o n ,  Le 4  amidino, 4 ' -dhéthyLaminoazabenzène en 

s o h t i a n  acide (pH ' , O )  ebt  contenu d a ~ n  un ,tube pyaex d e  

3 mm i n t é ~ e w ~ .  

Radiation exc iAatuce  48a nn, ( E ~  = 44850 ~ - ' . l . c m - ' )  
1  €&de de La &aie 1600 cm-' ( E  .= 44250 M- .L. c m - ' ) .  

Des résultats analogues ont été obtenues avec différentes valeurs 

de la longueur d'onde excitatrice ; en particulier, un bon accord est 

obtenu pour les valeurs de la concentration optimale théorique et expé- 

rimentale. 

1 - 1  
Pour une excitation à,514,5 nm (E = 49960 1.M- .cm et 

0 - 1 
E = 10540 1.M-l .cm ) ,  nous obtenons les valeurs suivantes : 

c (modèle linéaire) = 6,7 I O - ~ M  
opt 

c (modèle ponctuel) = 4,9 IO-~M 
OP t 

c expérimental = 6,O I O - ~ M  
OP t 



Les deux modèles décits semblent donc très appropriés pour repré- 

senter les effets dûs à l'absorption du milieu diffusant. Si le modèle 

appelé modèle lincaire (A) décrit plus exactement la dépendance de la 

concentration vis à vis de l'intensité observée dans une très large 

gamme, le modèle (le diffusion par le centre de la cellule (B) a l'avan- 

tage d'être très simple ; c'est une approximation très utile pour la 

détermination des concentrations optimales. 



- SECONDE PARTIE - 

Ô TU DE DES SPECTRES RAMAN DE RESONANCE DES 

D É R I V ~ S  SUBSTITUES DE L 'AZOBENZ~NE 



Le chron.,ophore fixé de manière spécifique à une macromolécule permet, 

par l'analyse des modifications apportées à son spectre de vibration, de 

mieux connaître les intéractions auxquelles il prend part. Ce chromophore, 

introduit artificiellement, doit satisfaire à deux conditions principales : 

- Posséder une ou plusieurs fonctions chimiques capables d'entraîner la 
fixation sur une partie spécifique de la macromolécule sans apporter 

toutefois trop de perturbations au milieu analysé. 

- Donner un spectre Raman de résonance suffisamment intense pour que l'on 
puisse étudier des solutions très diluées sans être gêné par le spectre 

Raman du solvant ou de la macromolécule. 

Les dérivés substitués du trans-azobenzène sont à cet égard bien 

adaptés à ce genre d'études ; en effet : 

- De nombreux substituants capables d'entraîner une fixation peuvent être 
"greffés" sur les cycles benzéniques. 

- Les spectres Raman de résonance sont aisément obtenus à l'aide de radia- 

tions excitatrices du domaine du visible (laser à Argon ou à Krypton 

ionisé). 
C 

De nombreuses études ont eu pour but l'attribution des raies observées 

dans les spectres Raman de résonance des dérivés substitués du trans-azo- 

benzène (48-55) et certaines raies caractéristiques des différentes fonc- 

tions des molécules ont pu être ainsi déterminées. Le but du présent 

travail est d'une part de préciser l'attribution des raies observées en 

mettant en évidence certains couplages vibrationnels et d'autre part, 

d'établir l'influence des différents substituants sur les caractéristiques 

générales des spectres Raman de résonance. 



Le déplacement des équilibres acido-basiques des dérivés substitués 

de l'azobenzène conduit à de profondes modifications de leur spectre 

d'absorption, d'où leur utilisation courante corne indicateurs colorés. 

Les glissements observés dans les spectres d'absorption U.V.-visible 

lors des réactions de protonation ou de déprotonation reflètent bien la 

redistribution électronique accompagnant les variations de structure. 

La spectrométrie Raman de résonance permet une étude très complète 

de ces modifications structurales ; de nouvelles informations sur la na- 

ture des liaisons et la délocalisation électronique peuvent être obtenues 

même à partir de solutions très diluées. 

Dans cette seconde partie, nous présentons les études structurales 

que nous avons réalisées sur différents dérivés substitués de l'azobenzène 

dans le but de mieux comprendre et interpréter les modifications observées 

dans les spectres lors de la perturbation de la molécule. 

Dans le premier chapitre, nous étudions les dérivés para-substitués ; 

la comparaison des spectres Raman de résonance de 20 dérivés permet de 

proposer une attribution plus complète des modes de vibration et de mettre 

en évidence de nombreux couplages vibrationnels. 

Les différentes formes obtenues par protonation et déprotonation 

des dérivés substitués font l'objet du second chapitre. 

Dans le troisième chapitre nous étudions, à partir des résultats 

obtenus dans le second chapitre, des dérivés substitués du 2-carboxy, 

4'-hydroxyazobenzène ; ces molécules peuvent présenter à pH neutre un 

équilibre tautomérique sensible à l'état de substitution des cycles. 
r 



- CHAPITRE 2-1 - 

SPECTRES RAMAN DE RÉSONANCE DE DÉRIVÉS PARASUBSTITUÉS 

D E  L'AZOBENZENE 

La similitude de l'ensemble des spectres des dérivés parasubstitués 

de l'azobenzène semble indiquer que les modes de vibration internes des 

substituants sont peu ou pas actifs et que seul le motif azobenzène de la 

molécule est responsable des caractéristiques spectrales observées. 

Nous présentons dans ce chapitre une étude de la structure du sque- 

lette azobenzène substitué en para et nous tentons de relier les modifi- 

cations observées aux propriétés donneur et accepteur des différents 

substituants. 

Les dérivés para-substitués de l'azobenzène que nous avons étudiés 

sont représentés dans le tableau 1. Pour plus de clarté dans la suite de 

cette étude, nous définissons chaque dérivé par ses substituants X et Y 

de la manière suivante : 

NH /NO pour le dérivé NH2-Ph-N=N-Ph-NO 2 2 2 



Tableau 1 

Sahuctwre eA maximum d'ab~otpfiun de dGaivGs p a h a h u b 6 m é 6  

de l'azubenzène en aolu;tian a y u e u e  



7 .  - SPECTRES D'ABSORPilON 

Tous les spectres enregistrés sont comparables entre 200 et 600 nm 

(figure 9) ; on observe un large massif formé de deux bandes situées 

vers 350-500 nrn, respectivement attribuées, par analogie au spectre de 
9 * 

l'azobenzène (56) aux transitions IT -t IT et n -t IT . Les intensités de 

Fig. 9 : S p e & a  d 1 u b a o ~ p , t L o n  éLec;tttonique d e  c&&m ddh ivZa  

Pa.tcrnubaaXtuéa d e  L r u z o b e n z 2 n e .  

- HIOH.. ........... 2,4  IO-^ M PH 7 
+ --- C(NH2)2 /N(CH3)2. 2,5  IO-^ M pH 7 

- 
ooo O /S03.. ......... 2,7 M NaOH O, 1 M 

- 
xxx H/O ....... ; ..... 2,4 1 o - ~  M NaOH O, 1 M 

- 
- N H ~ / A O H  ....... 3 1 0 - ~  M PH 7 5 3  
... N(cH~)~/A~o~H-. .. 3,l  IO-^ M PH 7 



ces deux composantes sont variables ; les spectres sont dominés soit par 

la bande située vers 350 nm, soit par la bande située vers 500 nm. Dans 

le tableau 1, nous avons porté la longueur d'onde de la bande d'absorp- 

tion la plus forte relevée dans les spectres des dérivés étudiés. 

En utilisant la radiation 488 nm d'un laser à argon ionisé, tous 

les dérivés sont excités dans la bande d'absorption correspondant à la 
* 

transition n -+ TT . 

Dans le domaine de l'ultraviolet, apparaissent vers 250 nm des bandes 

attribuables à des transitions propres aux cycles benzéniques. 

Le profil d'excitation, c'est à dire la variation de l'intensité des 

raies Raman avec la longueur d'onde excitatrice peut renseigner sur l'ori- 

gine du phénomène de résonance et apporter un précieux concours dans l'at- 

tribution des bandes observées. 

+ 
Nous avons étudié les profils d'excitation des dérivés N(CH ) /C(NH ) 3 2 2 2 

et N(CH ) /ASO H- en solution aqueuse à pH neutre. . 
3 2  3 

Dans chacun des cas les intensités ont été normalisées par rapport 
- 1 

à l'intensité de la raie 981 cm de l'ion sulfate mis en solution avec 

le dérivé diazoïque. Nous avons utilisé des solutions de très faible den- 

sité optique ; aussi les corrections à apporter sur les valeurs mesurées 

sont négligeables (< 3 %) et dans tous les cas, inférieures à la précision 

des mesures. Les écarts en nombre d'onde entre la raie étalon et les 

raies du spectre étant relativement faibles, les corrections tenant compte 

des variations de la réponse spectrale en fonction de la fréquence n'ont 

pas été nécessaires. 



excitation 

Fig. 10 : Pirodd2 d'ex&atLon du 4-amidin0, 4'-dh~é;thylaminoazobenzeMe 

en OORULLOM aquewe. o;t pi-t n e m e .  

Une série de mesures des taux de dépolarisation dans les conditions 

de résonance rigoureuse a montré que pour toutes les raies observées à la 
+ . 

fois pour le dérivé N(CH3)2/C(NH2)2 et le dérivé N(CH ) IASO~H-, pp et 3 2 
p sont respectivement égaux à 0,33 et 0,5 avec une erreur de mesure 
n 
d'environ 5 2 .  Ce résultat suggère que tous les modes observés sont sy- . 



métriques et qu'une seule composante du tenseur de polarisabilité domine 

sous les conditions de résonance (22). Des résultats analogues ont été 

obtenus pour d'autres dérivés du trans-azobenzène (55) 

- 1 

4 6 0 n  m 5C3 nrn (4 
excitation 

!G?) 
!, & '..-. ./ 

Fig . 1 1 : P i i 0 6 ~ 2  d l  ee&ation d u  4-ahhonate, 4!duné.thylaminoazobe~zè~e 



Sur les figures 10 et 1 1  sont reproduits les profils d'excitation de 

chacun des dérivés étudiés. Les courbes obtenues ont sensiblement la même 

forme que les bandes d'absorption ; on remarque cependant quelques diffé- 

rences dans les exaltations relatives des raies. 

Nous avons voulu comparer les exaltations observées avec les diffé- 

rents termes de résonance obtenus par la théorie (voir la première partie). 

Sont utilisées : 

2 - Les termes F et F~~ suivant ALBRECHT A 

- Le terme que nous appelons F obtenu d'après la théorie de PETICOLAS 
P 

2 - Le terme f d'après SHORYGIN. (Nous avons vu que le terme f est iden- 
B A 

tique au terme F de la théorie d1ALBRECHT). 
A 

- Le terme de résonance rigoureuse (noté R.R.), mettant en jeu la durée 

de vie de l'état excité d'après LIPPINCOTT. Le coefficient d'amortisse- 

ment 6 a été pris égal à la demi valeur de la largeur à mi-hauteur de 

la bande d'absorption. 

2 - Un terme F' (noté F if)) qui traduit dans la théorie dlALBRECHT A A 
une interaction vibrationnelle avec le second niveau électronique 

excité f ; celui donnant lieu à l'absorption dans le domaine de l'ultra- 

violet. 

2 - Les valeurs de E et de E . 

Ces différentes valeurs théoriques ont été reportées sur les fi- 

gures 12 et 13. Afin de rendre leur comparaison plus aisée, elles ont été 

normalisées en posant, dans chacun des cas,l1intensité pour 514,5 mn 

égale à 1 .  Le calcul a été fait pour une raie à 14 13 cm-' dans le cas du 
+ 

dérivé C(NH2)2 /N(CH3) et à 1421 cm-' pour le dérivé As0 H-/N(CH ) 
3 3 2' 

Nous avons remarqué une très faible dispersion des valeurs théoriques 



si une raie de fréquence différente est considérée. Pour une raie située 
- 1 

vers 1600 cm les écarts obtenus ne dépassent pas 1 2.  

Intensité 

1 1  

ul - 
Y 
7 

Y "7 
1 1 I I I l i  > A excitation nm 

F i g .  12 : Campmahan d a  p u 6 &  dlexci;tation ; t h é o d y u ~  eA e x p w -  

mentuux pouh  c a n a  t~uia du 4 amidino, 4'-dimé:thyL- 

minaazo benzène. 

La iM;tcmiLEs obXenua pauh  Lu n u d i d i o n  exci;taakice 5 7 4 , 5  m 

oM;t QXQ dhb&&~ment p h i n a  Qgda Ù 7 .  

Pou Re c d c d  d a  Xmmu ~ L E ~ v M U ~ ,  n v u  uvom co~~il idét~é 

L a  v d e m  ve = 21459 cm-' e t v  = 36164 cm-'. 6 



Intensité 
relative 

a C\ Lo h 
0- .v- \O- Q O r- 

h h 0 O 
' o .  

43 
Y Y  Y Y i 0  C "7 

1 1 1 * 
A excitation nm 

Fig. 13 : Compaii&on d e s  pho&dh d '  d'exoitaüon théohiques et expé- 

himentaux powr cemkines  haies du 4 m o n d e ,  4'-dunéthyL- 

aminoazo benzcne. 

L a  i n t ~ m L t é c ~  ob;tenuu p u a  La ~adia,tion exc2a t tuce  

5 14,5  nm ont Zté a i i b ~ ~ ~ e n t  p d e s  égales à 1 .  

Peuh l e  calcul  d e s  A m e s  tédonan&, n o u  aworn cornidéhé 

- l e s  v a l e m  ve = 20833 cm-' et v = 35971 cm-'. 5 

2 2 2 2  analyse des résultats montre que les termes f = FA , FB , Fp 
2 >  A 

et fg obtenus en négligeant le terme d'amortissement 6 (voir première 

partie) ne sont pas valables dans le domaine spectral étudié, l'excita- 



tion dans la bande d'absorption correspond aux conditions de résonance 

rigoureuse. 

D'après les courbes théoriques, nous voyons que les exaltations don- 

nées par les termes F 
2 2 2 

B F~ et fB sont relativement proches les unes 

des autres, elles sont dans tous les cas inférieures à celle déterminée 

Sur ces mêmes graphes, nous avons également reporté les valeurs 

expérimentales des intensités afin de rendre compte de la loi en v 4  

(loin de la résonance) pour la raie standard (981 c c 1  de l'ion sulfate), 
- 

nous avons multiplié chaque valeur par v 4  (V = v exc. - v SO -) et nor- 4 
malisé les résultats par rapport aux intensités obtenues avec la radia- 

tion 514,5 nm. 

Si les évolutions observées sont comparables dans leur allure géné- 

rale pour chacun des spectres, des écarts importants apparaissent par 

rapport à la loi théorique faisant intervenir le terme d'amortissement 6. 

L'accord le plus satisfaisant est obtenu dans chacun des cas pour les 
- 1 

raies intenses situées dans le domaine spectral 1410-1420 cm , et attri- 
buables comme nous le verrons plus loin au mode d'élongation de la fonc- 

tion N = N. 

Nous pouvons considérer en première approximation que les écarts 

observés sont d'autant plus importants que la participation de l'élonga- 

tion N = N au mode de vibration considéré est plus faible. En effet, il 

est possible d'admettre que moins l'élongation N = N participera à l'éner- 

gie totale de la vibration, moins le nuage électronique sera perturbé 

pendant la vibration et moins le phénomène de résonance par excitation 

dans la bande d'absorption caractéristique du système électronique N = N 

sera intense. 

Il semble donc que l'étude du profil d'excitation peut apporter des 

renseignements utiles pour l'attribution des modes de vibration. Il a été 



montré ( 2 5 )  que le terme 6 était beaucoup mieux défini à partir du profil 

d'excitation expérimental d'une raie, en effet, le profil enregistré rend 

mieux compte du contenu vibronique de la bande d'absorption. Les nouveaux 

termes 6 ainsi obtenus sont très voisins de ceux mesurés directement à par- 
- 1 

tir de la bande d'absorption ( à t 400 cm ) et ne peuvent expliquer les 

écarts obtenus. 

Une attention particulière doit être portée sur le profil d'excita- 

tion de la raie 926 cm-' du dérivé ASO~H-/N (CH ) Les points expéri- 
3 2' 

mentaux obtenus sont très proches de la courbe théorique traduisant une 

interaction vibrationnelle avec un seul niveau électronique supérieur. 

Il semble donc que dans ce cas la participation du chromophore visible 

au phénomène de résonance soit négligeable et que ce mode de vibration 

puisse être attribué uniquement aux cycles, en effet la bande d'absorption 

U.V. à 2 7 2  nm peut être attribuée à une transition propre des cycles. 

Il est difficile de tirer des conclusions valables quant à la varia- 
2 

tion des intensités en fonction de E ou de E , il semblerait que les 
points expérimentaux (principalement pour la fréquence d'élongation N = N) 

2 
soient compris entre les courbes E = f (v) et E = f (v). Dans le cas 

du dérivé As0 H-/N(CH ) l'évolution semble plus proche de celle de E. 
3 3 2' 

111, - SPECTRES RAMAN DE RESONANCE : 

La spectroscopie Raman de résonance faisant intervenir les niveaux 

électroniques délocalisés de la molécule, les modes caractéristiques des 

groupements ne participant pas ou participant très peu à la délocalisa- 

tion électronique ne seront pas actifs, ainsi les modes d'élongation NH 

et CH ne seront pas observables. Seul le spectre du squelette de la mo- 

lécule sera observé. 



Fig. 14 : Spec ixu  Raman de tréaonance de dEiLivéa p m d t l u b a ~ é a  de L'azo- 

benzsne en noLuXion aqueuoe - C 1. I O - ~ M  - kadiaXion exciL&ce 

4 8 8  nrn - tréao&.tion 1. 4 cm-'. 



Fig. 15 : Speottra Ranian de trésonance de d é ~ u E s  pcu~anubsLLakEb du &- 

rnQ;thyLcun~noazob~nzQ.ne en sol.uaXon cccjUQU6Q. de ;tampon phobpha;te 

(0,2 MI à pH 7,O - C ?. I O - ~ M  - h ~ d i d o n  e x c i L a c e  4 8 8  nm - 

t~EsoRUR-ion 2. 4 an- ' . 
+ (A) - H ; ( B )  - NH2 ; (C) - ~ 0 ~ -  ; (D) - A A O ~ H - ;  ( E )  C(NH2J2 

Nous avons reporté sur le tableau II les nombres d'onde relevés sur 

les spectres Raman de résonance des dérivés étudiés dont certains sont 

représentés sur les figures 14 et 15. Cette liste a été complétée à l'aide 

de résultats expérimentaux relevés dans la littérature (3, 49, 55) .  C'est 
- 1 

dans le domaine spectral 800-1700 cm que nous observons les raies les 

plus intenses et les plus caractéristiques des spectres. 



Tableau II 

Nombkei d'onde obaenvéa entze 800 et 1700 cm:' dan, lu apectilu Raman 

de tréaonance d e s  d W v é a  pana?subaL&~éh de L'azobenzCne en aoluALon q u e u e .  

- indique la  aie^ intennei ; --- indique L a  haiu dl inten,Lté  moyenne 

Lu nombnei d'onde d e s  déiLivéa notéax a o n t  nepnin de l a  U é i r a t u h e .  

1 : hédéhence 49  ; 5 , 6 , 8 , 1 0 , 1 5  : fiédékence 5 5  ; 77 : tédékence 3 .  

La comparaison de ces différents spectres de résonance ne montre 

pas de raies directement attribuables à des modes de vibration propres 

aux substituants X et Y. En effet, le remplacement d'un substituant par 

un autre n'entraîne généralement pas l'apparition de raies nouvelles, 

seuls peuvent être attendus certains modes d'élongation cycle-substituant. 

Une seule exception peut être notée parmi les composés étudiés ; le dérivé 

NH /NO présente à 1516 et 1340 cm-' deux raies que l'on peut attribuer 
2 2 

respectivement aux modes d'élongation symétrique et dissymétrique du 

groupe NO2, nous devons alors considérer que la délocalisation électro- 

nique s'étend au groupe NO 2 ' 

A - DENOMBREMENT DES MODES NORMAUX : 

Si les substituants sont considérés comme des groupes ponctuels, 

la molécule appartient au groupe de symétrie C et comprend 24 atomes ; 
S 

66 modes de vibration (45 A' et 21 A"), tous actifs en Raman, sont attendus. 

Malgré la simplification du spectre Raman dû à l'effet de résonance 

qui n'exalte que certains modes de vibration, l'attribution reste complexe. 

Il est plus aisé de faire appel aux vibrations de groupe et de considérer 

séparément différents types de vibration. 





Le pont  d i a z a  : 

Le groupement C-N=N-C en position trans possède la symétrie C si 
2h 

nous considérons les deux cycles comme identiques, et Cs si chacun des 

cycles benzéniques est différencié.. 

Les six modes normaux attendus sont représentés sur la figure 16. 

C s A' A' A' 

ValenceNzN Valence C N Dé  or makion C N 

Fig. 16 : M o d u  de v i b n a i i o n  du pont  C-N=N-C Axam. 



L e s  cycle6 benzénique6 : 

Comme nous l'avons vu précédemment, les modes de vibration corres- 

pondants aux élongations CH ne seront pas observables, seuls seront actiiies 

les vibrations du noyau benzénique et certains modes de déformation CH 

dans le plan et en dehors du plan. 

Les différents modes normaux attendus sont représentés sur la 

figure 17, ils seront désignés suivant la notation de WILSON (57). 

Vibrations de déformation du noyau 

Fig. 17 : Mode6 de vibhcLtion du benzène et de n e s  déhivéb pmanubn,tLtuén. 

P u w  chaque mode de vibiiation, noub avom tiepoiLté ba noXtation 

~LMvant WILSON M m i  que l a  Q~équence d a a  l e  npe&e du benzène. 



Vibrations de déformation CH dans Ze plan 

Vibrations de déformation hors du plan 

F i g .  17 ( s u i t e )  



La fiai non^ c y c l e - a u b a r n a d  : 

KOHLRAUSCH a montré (58) que les vibrations de valence cycle-substi- 

tuants peuvent se coupler aux vibrations benzénique 1 ou 12 et 6 a pour 

donner des modes particuliers de type e, c et d, variables avec le substi- 

tuant. 

Cette simplification ne constitue pas un cadre strict, en effet comme 

nous le verrons plus loin, très peu de modes peuvent être considérés comme 

purs, de nombreux couplages vibratconnels peuvent apparaître dans ce type 

de molécules. 

B - ATTRlBUT7ON DES RAIES OBSERVEES : 

Différents domaines spectraux bien définis (notés de 1 à VI1 dans 

le tableau II) peuvent être observés pour l'ensemble des spectres, nous 

discuterons les attributions par région spectrale. Ces attributions sont 

faites par comparaison avec, d'une part les résultats obtenus pour les 

dérivés mono et disubstitués du benzène (59-62) et d'autre part, des étu- 

des antérieures réalisées sur des dérivés substitués de l'azobenzène 

( 1 ,  3, 55). 

Région 1 ( 1 5 1 0 - 1 6 1 0  cm-') : 

Tous les dérivés étudiés présentent dans ce domaine une ou deux 

raies de faible intensité que nous attribuons aux vibrations de noyaux 

8 a et 8 b des cycles benzéniques. 

Les fréquences et les intensités relatives de ces raies semblent 

influencées par la nature des substituants en para, et nous pouvons 

admettre que chaque raie peut être attribuée à un cycle particulier, 

cette remarque est en accord avec les résultats obtenus par des études 

sur des composés deutérés (53). La nature du substituant en para fait 

varier à la fois la fréquence et l'intensité. Ainsi, nous pouvons remar- 



quer qu'une substitution par le groupement N(CH ) conduit généralement 
- 1 3 2 

à un accroissement e.n fréquence (> 1600 cm ) et en intensité, ceci serait 

en accord avec une conjugaison entre le cycle benzénique et le groupe dimé- 

thylamino. Cette relation entre l'intensité des raies attribuables aux 

modes 8(a, b) et la conjugaison cycle-substituant a également été mise 

en évidence pour des dérivés du type ph-cz0 et Ph - X (63-64). 
X 

La présence dans certains spectres d'une seule raie peut s'expliquer 

par la faible intensité de l'une des composantes ou une superposition des 

modes. 

Les modes de vibration des cycles benzéniques 19 a et 19 b apparais- 
- 1 

sent dans la zone spectrale 1420-1500 cm pour les dérivés monosubstitués 

et parasubstitués du benzène (59, 60, 62) ; la vibration de valence v (N=N) 
- 1 

est attendue dans la région spectrale 1400-1500 cm . 

Tous les spectres étudiés présentent dans ce domaine un massif com- 

plexe formé de raies généralement de forte intensité. 

L'enregistrement du spectre Raman de résonance du trans-azobenzène 

en utilisant différentes radiations excitatrices (figure 18) montre que 

la plus forte exaltation est obtenue pour cet ensemble de raies quand la 

fréquence excitatrice s'approche du maximum d'absorption (435 nm). La 

forte intensification de cet ensemble de raies est également observée 

pour tous les dérivés étudiés (voir profils d'excitation). Ces constata- 

tions nous conduisent à attribuer ce massif à des modes résultant du 

couplage de la vibration d'élongation N = N et des vibrations de défor- 

mation des cycles. 

Dans le spectre Raman de certains composés (H/COO-, O-/SO~NH~, 
- - + 

OH/S02NH2, S03 /O , C(NH ) /N(CH ) ) on observe près du massif intense 2 2 3 2 
des raies de faible intensité. Ces raies peuvent être attribuées à des 



(A) 5 . 1 0 - ~ ~  - 647,l nm 

(B) I O - ~ M  - 514,5 nm 

(C) I O - ~ M  - 488 nrn 

(D)  I O - ~ M  - 457,9 nm 

Fig. 18 : Spe-e d'abnoiipfion éle&oM*que eA npeotiie, Raman de l ' a zo -  

beuizène en nolufion dano C C l q  - séaoluLion .i. 4 cm-'. 
, .. 

I 

...- i' 



modes de déformation des cycles non couplés à l'élongation N=N, ceci 

semble indiquer que le couplage se manifeste préférentiellement avec les 

modes d'un seul des cycles. Dans le cas de dérivés monosubstitués de 

l'azobenzène, il a été montré que le couplage se fait de préférence avec 

les cycles paradisubstitués (52, 53). 

Le nombre de bandes composant le massif, leurs fréquences et leurs 

intensités varient beaucoup avec l'état de substitution des cycles de 

L'azobenzène, nous avons tenté de relier ces évolutions avec le caractère 

donneur ou accepteur des substituants. Sur la figure 19, nous avons porté 

la fréquence de la raie la plus sensible au phénomène de résonance obser- 

vée dans cette région spectrale en fonction de la somme des coefficients 

de HAMMETT (65) ,  caractéristiques des différents substituants. Si une 

corrélation correcte ne peut être définie, nous observons cependant une 

augmentation de la fréquence parallèlement au pouvoir donneur des substi- 

tuants, donc à un accroissement de l'ordre de la liaison N = N. Les écarts 

observés par rapport à une droite moyenne peuvent avoir différentes 

origines : 

- le couplage v (N = N), modes 19 a et 19 b des cycles, en effet la contri- 

bution du mode d'élongation N = N n'est pas la même dans chacune des raies 

prises pour établir le diagramme ; 

- la conjugaison le long de la chaîne Ph-N=N-Ph, qui peut être représentée 
par les différentes structures limites de résonance du type 

peur modifier les valeurs des coefficients de HAMMETT (66). Nous pouvons 

observer que les plus grands écarts sont obtenus avec le dérivé NH /NO 
2 2 

pour lequel la délocalisation électronique s'étend au groupe NO et 2 
avec les dérivés substitués par le groupe O- pour lesquels une forte 



conjugaison existe (55). Ces' écarts correspondent à une diminution de 

fréquence consécutive à un abaissement de l'ordre de la liaison N = N 

donc à un renforcement de la conjugaison. 

Fig.  19 : Ftréquences dléPonga;tian de Pa fiainan N = N  potLtéed en BoncLLon 

de Pa homme d u  c o m t a n t ~ n  de HAMMETT m.l&ves aux aubs.ti- 

;tuan& X Q;t Y .  A chaque cCLij'dttc carnupond un d W v é  du 



Les dérivés substitués par le groupement N(CH ) présentent vers 
- 1 3 2 

1370 cm une raie d'intensité moyenne ou forte, attribuable au mode 

d'élongation Ph-N(CH3)2, en effet, dans le spectre Raman du diméthylamino- 

azobenzène, le mode de type e qui dans ce composé possède un fort carac- 
. -1 

tère v(Ph-N(CH ) ) apparaît à 1344 cm (61). Dans le cas des dérivés du 3 2 
diméthylaminoazobenzène, sa forte intensité et sa sensibilité au phéno- 

mène de résonance semblen't confirmer la présence d'une forte conjugaison 

entre les cycles benzéniques et le groupe N(CH ) Le pouvoir donneur des grou- 
3 2' 

pes méthyles doit favoriser une telle conjugaison car le même phénomène 

n'est pas observé quand le même cycle est substitué par le groupe NH2. 

Un couplage vibrationnel entre l'élongation ph-N(CH ) et l'élongation 3 2 
N=N par l'intermédiaire de modes de vibration du cycle benzénique conju- 

gué électroniquement peut être envisagé. Il est intéressant de noter, 

pour les dérivés du diméthylaminoazobenzène, que la substitution du second 

cycle a beaucoup d'influence sur l'intensité de la raie correspondant à 

l'élongation de la liaison Ph-N(CH,), (figure 15). En effet, les composés - 2 L 
4- 

substitués par SO , ASO~H-, SO NH et C(NH2)2 possèdent vers 1370 cm-' 
3 2 2 

une raie de forte intensité tandis que dans le dérivé H/N(CH ) cette 
3 2 

raie est faible, elle n'est pas observable dans le spectre du dérivé 

Il est difficile de considérer un couplage à longue distance entre 

la vibration Ph-N(CH ) et le cycle situé de l'autre côté de la liaison 
3 2 

N = N, ainsi nous pensons pouvoir interpréter ce phénomène par une modi- 

fication à la fois de la conjugaison et du couplage vibrationnel entre 

les liaisons Ph-N(CH3)2 et N = N. 

Dans le dérivé H/N(CH ) nous observons un simple effet de conju- 
3 2' 

gaison entre la liaison Ph-N(CH ) et le cycle, et le couplage et faible, 
3 2 

dans les dérivés où la conjugaison est renforcée, nous avons parallèle- 

ment une augmentation du couplage ; dans le dérivé NH2/N(CH ) où une 
3 2 

conjugaison peut encore être attendue, la v (N=N) se couple préfentiel- 

lement avec le cycle substitué par le groupe NH Ce dernier point semble 2 ' 
* 
etre confirmé par la similitude des massifs de raies observés dans cette 

région. 



Région 111 ( 1 2 5 0 - 1 3 4 0  on-' ) : 

- 1 
Dans la majorité des spectres étudiés, apparaît vers 1310 cm une 

raie d'intensité .faible que nous attribuons au mode de vibration de dé- 

formation CH dans le plan noté 3. Il est à remarquer que les intensités 

relatives et les fréquences de ces raies sont peu sensibles à l'état de 

substitution des cycles ; ce mode peut être considéré comme étant rela- 

tivement pur. 

Région I V  ( 1 1 0 0 - 1 2 1 0  on-') : 

Dans cette région sont attendus les modes de déformation CH dans le 

plan notés 9.a et 9.b ainsi que le mode d'élongation Ph-N relatif au 

groupe diazo. 

Deux raies sont communes à l'ensemble des dérivés étudiés, une raie 

d'intensité moyenne vers 1190 cm-' et une autre, d'intensité moyenne ou 

forte vers 1150 cm-'. Si tous les auteurs s'accordent. pour attribuer la 
- 1 raie située vers 1150 cm au mode d'élongation Ph-N, la raie située vers 

1190 cm-' est attribuée tantôt à un mode caractéristique des cycles 

(1, 3, 13, 49, 53) tantôt à un mode de déformation Ph-N (48, 54). La com- 

paraison des raies reportées sur le tableau II nous conduit aux observa- 

tions suivantes : 

- On pourrait s'attendre à une relation entre les glissements en fréquence 
- 1  

des raies observées dans la région des 1400 cm et celle située vers 

1 150 cm-'. En effet, une diminution de 1' ordre de la liaison N=N par 

effet de conjugaison, donc un abaissement de fréquence de la v (N=N), 

devrait entraîner une augmentation de l'ordre de la liaison Ph-N, donc 
- 1 

un glissement vers les hautes fréquences de la raie 1150 cm . 

Si cette relation existe bien pour les dérivés de l'aminoazobenzène 

(figure 20), à l'exception du dérivé NH2/N0 elle n'est pas vérifiée 2' 
pour l'ensemble des composés étudiés. Une diminution de fréquence des 



raies intenses possédant une forte participation de l'élongation N=N 

n'entraîne pas obligatoirement un glissement vers les hautes fréquen- 
- 1 

ces de la raie située vers 1150 cm . 

r---. Fig. 20 : fhéquenc~il dféLonga/tion de La f i a h o n  C-N posée en 
-;,-) 

i ,  aonction de La atéqucnce d f é L o n g d o n  dc La f i a h u n  
i. 

Ph-N pvm L u  déhivCs pmailubsZLtués de L'uminoazobenzQne. 



- 1 - La raie observée vers 1190 cm est généralement de moyenne ou faible 

intensité et varie faiblement avec la nature des substituants. Cepen- 

dant, si le massif des raies auquel participe la V (N=N) tend à glisser 

vers les basses fréquences, cette raie glisse vers les hautes fréquences 
- 1 (tableau II). Cette relation montre que la raie 1190 cm est relati- 

vement sensible à la délocalisation électronique le long de la molé- 

cule, 

Ces deux constatations nous suggèrent les interprétations suivantes : 

- 1 - La raie observée vers 1190 cm est attribuée à un mode de déforma- 

tion CH dans le plan. Cette attribution, en accord avec des études 

faites en deutérant les cycles (52, 53), ne peut expliquer les varia- 

tions en fréquence apparemant liées à la délocalisation et l'obser- 

vation d'une raie dans ce domaine de fréquence, pour certains dérivés 

ne comportant pas de cycle benzéniques comme des azonaphtalènes et 

l'azobiisobutyronitrile ( b 8 ) .  Nous devons envisager la participation 

du mode d'élongation Pn-N à cette vibration bien qu'un tel couplage 

ne semble pas exister dans le cas de l'azobenzène (49). 

- Les études antérieures, principalement les deutérations des cycles 
(49, 52, 53) ont montré sans ambiguité que la raie située vers 

1150 cm-' doit être attribuée à un mode d'élongation Ph-N. Nous pensons 

pouvoir expliquer les glissements en fréquence, non conformes à la 

simple idée de délocalisation le long de la chaîne, par un couplage 

vibrationnel avec l'un des modes de déformation CH du cycle. Un tel 

effet a pu être mis en évidence dans des chaînes polyéniques (67, 68) 

pour lesquelles la fréquence d'élongation C-C ne varie pas en accord 

avec la fréquence d'élongation C=C. En fait le calcul de la réparti- 

tion d'énergie potentielle à l'intérieur des différents modes normaux (68) 



montre qu'aucun mode n'est caractérisé par une contribution unique de 

l'élongation C-C. Comme nous l'avons noté à propos des modes observés 

dans la région II, le couplage doit se faire préférentiellement avec les 

vibrations de l'un des cycles ; il doit être faible quand l'un des cycles 

est substitué par le groupement NH ; c'est sans doute pour cette raison 
2 

qu'une relation existe entre la V (N=N) et la V (Ph-N). 

- 1 - La raie observée à 1 1 5 5  cm dans le spectre Raman de l'azobenzène 

semble très sensible à la substitution et à la deutération des cycles, 

on trouve généralement une ou deux raies d'intensité faible ou moyenne 

dans les spectres des dérivés étudiés. Nous les attribuons à des modes 

de déformation CH dans le plan, cependant leur sensibilité à l'état de 

substitution des cycles nous conduit à envisager la participation des 

modes d'élongation cycle-substituants. Ainsi nous observons pour tous 
- - 1 

les dérivés substitués par un groupe SO une raie vers 1 1 2 0  cm et 
- 1 

3 
une raie vers 1 1 3 0  cm pour les dérivés substitués par le groupe COO-. 

Dans l'hypothèse d'un tel couplage, deux raies sont attendues, relati- 

ves à chacun des cycles. L'absence d'une ou des deux bandes dans cer- 

tains spectres peut sans doute être expliquée par une très faible 

intensité ou une superposition de bandes. 

Rég ion  v ( I O O O - I O ~ ~  cm-') : 

Nous n'observons que des raies de faible intensité attribuables à 

des modes de déformation CH dans le plan, notés 18 a et 18 b. 

Région V I  (900-1000 un-') : 

Dans cette région, nous pouvons attendre, par comparaison avec le 

spectre de l'azobenzène (49) des modes de déformation CH en dehors du 

plan notés 17 a, 1 7  b et 5, ainsi que le mode de déformation 6 CNN du 

groupe diazo. 

On y observe une raie d'intensité faible ou moyenne, devenant forte 

dans certains composés. La deutération des cycles indique que cette raie 



est attribuable à des vibrations de déformation CH ; de plus, sa fréquence 

est insensible à l'état de substitution des cycles. Cependant la forte 

variation de son intensité relative observée dans certains composés (55) 

nous conduit à envisager dans certains cas une participation de la vibra- 

tiop de déformation CNN. 

Région " I I  (800-850  cm-') : 

Les raies de faible intensité observées dans le spectre Raman de 

résonance de certains dérivés sont attribuées à la vibration de déforma- 

tion CH en dehors du plan noté 10.a, par comparaison avec le spectre de 

1 ' azobenzène (49) . 

1 V  - CONCLUSION : 

Dans le tableau III, nous avons résumé les principales attributions 

faites pour les régions spectrales étudiées. 

En règle générale, les spectres Raman sont très voisins les uns des 

autres et peuvent être considérés comme essentiellement caractéristiques 

de la partie azobenzène de la molécule ; les substituants n'apparaissent 

que par l'intermédiaire de la fréquence d'élongation cycle-substituant. 

Très peu de modes peuvent être considérés comme purs ; les couplages 

vibrationnels sont nombreux et ne sont pas de même type d'une molécule à 

l'autre. L'état de substitution des cycles modifie les couplages entre 

les modes de vibration des cycles et les modes d'élongation du groupe 

diazo ; il apparait que l'un des cycles est souvent privilégié dans ce 

type de couplage. 

Dans la recherche d'une relation entre des changements spectraux et 

les modifications structurales, il importe donc d'être très prudent et 

de considérer à la fois les actions dues aux couplages vibrationnels et 



à la variation de délocalisation électronique. Cependant, certains points 

peuvent être soulignés. 

JT 1380-1500 

 dé^. cycle (19a,19 b)+L)( N =N ) 

ph-N ( c H ~ ) ~ + L )  (N-NI? 

5 CH (9a)+Ph-N = 
S CH (90,9b)+Ph -X 

Ph-N= + 5 C H  (9b) 

SCH ( I ~ o , I ~ ~ ) + ~ P ~ - N = N - P ~ ?  

Tableau III 

obismvEu dam les apec;t/ru Raman de /rEaonance d a  détr/ivh 

p ~ a u b n ~ E a  de l 'azobenzène. 



Nous pensons pouvoir considérer les variations en fréquence des raies 

fortes de la région IL comme indicatrices des modifications de la déloca-. 

lisation électronique le long de la molécule, principalement si les cou- 

plages vibrationnels, donc les intensités de chacune des composantes du 

massif, ne sont pas trop perturbées. 

Il apparait que, pour la majorité des dérivés, la raie située à 

1150 cm-' ne soit pas un bon indicateur de la délocalisation électronique. 

Une modification du substituant X par ionisation ou complexation doit 

perturber la totalité du spectre Raman de résonance. En effet, la déloca- 

lisation électronique étant modifiée, tous les modes doivent être affectés 

à la fois en fréquence et en intensité. Cependant, on peut s'attendre à 

une plus forte modification pour la raie située dans la région IV dans 

laquelle une participation de l'élongation Ph-X a été notée. 

Une action directe sur les cycles peut modifier également l'ensemble 

des raies mais nous pouvons attendre un maximum d'effet sur les fréquences 

et les intensités relatives des modes observés dans les régions 1 et III. 

Ces quelques remarques devraient pouvoir servir de point de départ 

pour mieux comprendre et interpréter les modifications spectrales obser- 

vées quand un dérivé parasubstitué de l'azobenzène est fixé sur une 

macromolécule pour les relier à des changements structuraux. 



- CHAPITRE 2-11 - 

ÉQUILIBRES ACIDO-BASIQUES DES DÉRIVÉS SUBSTITUES 

DE L'AZOBENZ~NE 

Les variations observées dans les spectres d'absorption des dérivés 

substitués de l'azobenzène en solution aqueuse quand varie le pH sont 

imputables aux modifications structurales consécutives aux réactions de 

protonation et de déprotonation. 

Nous avons appliqué la spectrométrie Raman de résonance à l'étude 

de la protonation de trois classes de dérivés possédant une structure 

de base identique : 

- L'azobenzène. 

- Les dérivés substitués de l'amino et du diméthylaminoazobenzène. 

- Les dérivés substitués de l'hydroxyazobenzène. 



Les équilibres acido-basiques obtenus à partir des dérivés substi- 

tués de l'azobenzène ont été très largement étudiés par spectrométrie 

d'absorption (69-75) et très peu par Raman de résonance (50-54). La 

figure 21 représente les différentes formes obtenues par protonation 

et déprotonation des dérivés diazoïques. 

Fig. 21 : E q d X b ~ u  aCida-ba?liquu d a  d&tuvéa de L'azobenzène. 

La basicité des azotes formant la double liaison N=N de l'azoben- 

zène est très faible, aussi la protonation (1 -+ II) n'apparaît qu'en 

solution fortement acide (pK = -2,5). Cette protonation est accompagnée 



d'un glissement de la bande d'abs06~tion vers les grandes longueurs 

d'onde (71.b, 72, 75). 

Quand une solution aqueuse à pH neutre de dérivés de l'aminoazoben- 

s zène (III) est acidifiée, apparaît entre pH 3 et pH 5 une première zone 

de virage qui traduit la protonation du groupement amino (figure 22). 

Fig. 22 : Spclcthe~ d'abbohpfion du 4-amLdino, 4'-dund;thytamLnoazo- 

benzène ( C  = 2 , a  1 o - ~ M ) .  
a - Xampon phosphaZe pH 7,O (0,2 M )  
b - HCX (0,1 N )  

c - H2S04 110 N I .  

Dans les solutions très acides (H SO > 5 M) apparaît une seconde 
2 4 

protonation ; la formation du dérivé VI dans lequel sont protonés à la 

fois l'azote du groupement amino et l'un des azotes de la fonction diazo, 



est accompagnée d'un glissement de la bande d'absorption visible vers les 

basses longueurs d'onde (figure 22). Pour ces dérivés diprotonés, il est 

possible de considérer la présence de deux formes en équilibre tautomé- 

rique (VI -t VII) . 

La variation de couleur accompagnant la déprotonation du groupement 

OH des dérivés de l'hydroxyazobenzène (dont les deux formes VI11 et IX 

sont en équilibre tautomérique) apparait vers les pH basiques (figure 23). 

Fig. 23 : Speothu dtabaofipLion du 4-hqdtoryazobenzène ( c  = 2,4 I O - 5 ~ ) .  

a - tcunpon phosphate pH 7,O (Le même apec;ttte u.cl;t obtenu poun 
une a o l d o n  HCL 0,I N - 0,94 % dlEthanoL). 

b - NaOH (0,I N )  

c - HCL (6 M )  + 0,94 % d'EthanoL. 



Le glissement de la bande d'absorption vers les grandes longueurs d'onde 

quand le pH devient basique, rend compte à la fois du déplacement de 

l'équilibre tautomérique vers une forme diazoïque (analogue à VIII) et 

des modifications de la délocalisation électronique apportées par l'ioni- 

sation du groupement hydroxyle. 

La protonation du groupement diazo apparait dans des solutions très 

acides et conduit à la forme X : un glissement de la bande d'absorption 

visible vers les grandes longueurs d'onde est alors obtenu (figure 23). 

Un équilibre tautomérique entre la forme X et la forme XI (double proto- 

nation du pont diazo) peut être envisagé (69). 

Sur le tableau IV, nous avons résumé les pK relevés dans la litté- 
A 

rature pour les différents types de dérivés étudiés ; sur la même échelle 

sont reportées les acidités des solutions utilisées au cours de cette 

étude. 

Tableau IV 

V d e m s  den pKA de puelpuen d&hiuén nubs2iAuén de l 'azobenzène. 



11 - EVULUTION DES SPECTRES RAMAN DE RESUNANCE AVEC L E  pz : 

A - ETUDE DU V E R I V E  N I C H 3 ) 2 / C I N ~ 2 ) Z -  : 

Nous présentons sur la figure 24 l'évolution du spectre Raman de 

résonance du 4-amidino, 4'-ditnéthylaminoazobenzène en fonction du pH. 

La bande d'absorption visible de ce composé glisse de 480 nm 
- 1 - 1 

(E = 26500 1.M-'. cm ) à 505 nrn (E = 52000 1.M-'. cm ) quand la proto- 

nation du groupement diméthylamino est mise en jeu ; un point isobeste 

est observé vers 465 nm (figure 22). 

Fig. 24 : EvoLuXon du npec;Dte Raman de haaonance du 4-cunh&no, 4'-dimé- 

thylaminoazobenzène en Sunc'Jtion du pH (exci;ta;tiuce = 488 nm - 
d e n t u  5 cm-' 1 .  



Les évolutions observées dans le spectre Raman de résonance quand 

le pH de la solution diminue, ne peuvent s'interpréter que par la substi- 

tution progressive des raies Raman caractéristiques de la forme neutre 

au profit de celles de la forme acide. Comme aucune raie n'est commune 

à ces deux spectres, nous pouvons considérer qu'il existe un changement 

total de configuration pour la molécule. 

Dans le spectre Raman de résonance de la forme acide, aucune raie 

de forte intensité, attribuable à l'élongation N=N, n'apparait dans la 
- 1 région des 1400 cm-' mais nous observons vers 1600 cm une raie de forte 

intensité attribuable à la vibration C=C des cycles à structure quinoni- 

que. La bande visible du spectre d'absorption peut donc être attribuée 

à la forme hydrazone représentée par IV sur la figure 2 1 .  Un ordre de 

grandeur de la proportion relative 'de cette espèce dans le milieu peut 

être obtenu par la mesure de l'intensité relative de la bande visible 

par rapport à l'intensité de la bande U.V. (71). 

Comme aucune raie n'est commune entre le spectre de la forme neutre- 

et celui de la forme acide, nous pouvons en déduire que la délocalisation 

électronique est modifiée non seulement sur le cycle substitué par le 

groupement amino comme pourrait le laisser prévoir le schéma IV de la 

figure 21 mais de l'ensemble de la molécule. 

Si nous portons le rapport de l'intensité de crête mesurée à un nom- 

bre d'onde caractéristique de la forme acide sur l'intensité de crête 

mesurée à un nombre d'onde caractéristique de la forme neutre en fonction 

du pH (figure 25), nous obtenons une courbe possédant un point d'inflexion 

situé en abcisse à la valeur du pK du dérivé. Les valeurs obtenues en 
A 

appliquant cette méthode à plusieurs raies du spectre pour une excitation 

à 488 nm, 



sont en parfait accord avec celle obtenue par des mesures spectrophoto- 

métriques U.V.-visible en suivant liévolution de la densité optique à 

505 nm entre pH 1 et pH 7 (pKA = 3,15). 

Fig. 25 : Evoeu**on du happoht d1 in temiXZ den haiu d u  d o m e n  acide et 
neukh_e du 4-amidino, 4'-dhZ;thyLminoazobenzène en d o n d o n  du pH. 

L'utilisation de longueurs d'onde excitatrice~différentes (514,5 et . 

457,9 nm) donne des résultats comparables : 



De pH 7 à pH 10, les spectres d'absorption et Raman ne se modifient 

pas; pour les pH plus alcalins, le produit devient très insoluble en so- 

lution aqueuse et un précipité jaune se forme. La déprotonation du grou- 

pement amidino apparait dans cette zone de pH. 

- ETUDE DU DER1  V E  Off lohtha-COOH : 

Les spectres d'absorption du 2-carboxy, 4'-hydroxyazobenzène (HABA) 

enregistrés à différents pH, sont représentés sur la figure 26. L'étude 

Fig. 26 : S p e c h w b  d1ubbohp;t ian du 2 -ca t~boxy ,  4'-hydiLoxyazabenz2ne en  

n o ~ ~ o n  aqueune ( c  = 2 , 4 . 1 0 - ~ 1 )  noun didaCfiented con&om 

a d d o -  b a n q u a .  

a = Xmipon phobphdte pH 7,O 

b = H C l  O , ]  N 

c = NaOH 0 , l  N 



de l'évolution du spectre Raman de résonance en fonction du pH a été 

réalisée entre pH 2,5 et pH 13 ; les différents spectres obtenus sont 

reproduits sur la figure 27. 

Comme dans l'exemple précédent,, les modifications observées ne peu- 

vent s'interpréter que par la substitution progressive d'une espèce par 

une autre. Entre pH 1 et pH 13, différentes espèces ioniques peuvent 

être obtenues par protonation et déprotonation de la molécule de HABA 

suivant les équilibres : 

qui mettent en jeu les fonctions carboxylique (pK = 3j et phénolique 

(pK = 8,2). 

Les différentes formes tautomères et résonantes pour les trois es- 
- 

pètes obtenues (BH2, BH- et B-) sont représentées sur la figure 28. 

- 
Pour les pH supérieurs à 8,2, la forme ionique B- est prépondérente ; 

- 1 
la présence d'une raie de forte intensité vers 1410 cm indique la pré- 

- 
dominance du caractère diazoïque de B-. 

- 
Vers les pH neutres, le monoanion BH obtenu par protonation de 

l'ion phénolate est prépondérant ; il existe alors une possibilité d'é- 

quilibre tautomérique entre une forme diazoïque et une forme hydrazone. 

- 
Les bandes relativement faibles observées dans la région des 

- 1 
1400 cm-' et la bande de forte intensité située vers 1600 cm semblent 

en faveur de la prédominance d'une forme hydrazone. Toutefois, dans le 



Fig. 27 : Evol.uZion du npecttie Raman de trénanance du 2-ca,tboxy, 4'-hydtroxy- 

azobenzène en donction du pH. ( c  = 5 .10-~h .1  - exc**aAxice 4 8 8  nm - 
denten 5 cm-') .  



Fig. 28 : S & u a a  de hénonance eX domen .talLtomèha des did66tentes 

ap2cen obtenuen pan ptrotondon eX déphotoncLtion de La mole- 

cuRe de 2-ccutboxy, 4 ' -hy&oxyazobenz2ne. 

spectre d'absorption du HABA à pH neutre, nous n'observons qu'une bande 

dont le maximum est situé à 348 nm et attribuable à une forme azoïque. 

L'attribution de cette bande a été faite par comparaison avec le spectre 

du dérivé O-méthylé pour lequel aucun équilibre tautomérique n'est pos- 

sible (74). Dans la région 450-500 nm où seraient attendues les bandes 

de la forme hydrazone, nous n'observons qu'une très faible absorption. 



La comparaison des spectres Raman de résonance obtenus en utilisant 

différentes radiations excitatrices (figure 29) permet de concilier ces 

deux résultats apparemment contradictoires. 

F i g .  29 : SpeCtZed Raman et Raman de ~éaonance du HABA en a o U o n  phoa- 

phate à pH 6,O i 0 , 2  M I .  
a - 5 1 o e 3  M - excLtatiUce 647, '  nm - d e n t a  d cm-' 

6 - 5 M - excLtccthice 5 1 4 , 5  nm - denten 5 cm-' 

e - 5 1 0 - ~  M - e r c L t W c e  451,9 nm - denten 5 cm-' 

( L  : t~a ieb  non a,timi~Rée~ du a ç m e h )  





- 1 - 1 
intenses sont situées vers 1425 cm et dans la région 1100-1200 cm . 
Le spectre Raman, en accord avec le spectre d'absorption U.V.-visible 

montre que la forme diazoïque est prépondérante et ne met pas en évi- 

dence d'équilibre tautornérique. 

1 7 1  - A T T R I B U T I O N  D E S  S P E C T R E S  RAMAN D E  RESONANCE D E S  FORMES HYDRAZONES 

MONOPROTONEES : 

La figure 21 montre que la protonation des dérivés de l'aminoazo- 

benzène peut conduire à deux types de dérivés (IV et V) en équilibre 

tautomérique. Nous avons vu dans le paragraphe précédent que l'utilisa- 

tion de radiations excitatrices dans le domaine du visible ne permet 

d'observer que le spectre Raman de la forme hydrazone notée IV ; seule 

sa bande d'absorption peut coïncider avec les longueurs d'onde excita- 

trices utilisées. 

A - OBSERVATION D E S  S P E C T R E S  RAMAN DE RESONANCE : 

Les spectres Raman de résonance de quelques dérivés de l'aminoazo- 

benzène sont représentés sur les figures 30, 31, 32, 33 et 34. Nous pou- 

vons remarquer la grande similitude des spectres obtenus pour tous les 

composés possédant un substituant en para de la fonction azo. Cette 

similitude est également observée pour les spectres d'absorption électro- 

nique représentés sur la figure 35. Les deux bandes observées ont été 

respectivement attribuées à la forme hydrazone (500-510 nm) et à la for- 

me diazoïque (300 nm) ; le rapport des absorptions de chacune des bandes 

peut rendre compte de la position de l'équilibre tautornérique (71.c). 

. 
La deutération de la fonction hydrazone perturbe considérablement 

les spectres Raman de résonance ; les effets observés sont comparables 

pour tous les dérivés parasubstitués étudiés (voir figures 30 à 34). 



Fig .  30 : Spectne~ Raman de treaonance du 4-aminoazobenzCne en s o U a n  

acide (ex&athice 4 8 8  nm - denten 5 c m - ' )  

( a )  - UCC 0 , l  N ( b )  - DCC 0 , l  N 

i i l / , -  1 
- -- Fig .  3 1 : SpeottLeA Raman de trEdanunc~ du 4-dimZXhylminaazobenzène 

(exc. 488 nm - 6. 5 cm-' - l a )  - HCC O ,  1  N - I b l  - DCC O ,  I N I .  
r 



~ i g .  32 : S p e c t n ~  Raman de tiésonance du 4-&no, 4 ' -héXhylaminaazobenzène 
- 7 lexc. 4 8 8  VMI - 6. 5 w - [ a )  HCL O ,  1 N - ( 6 )  D C ~  O ,  1 N ) .  

~ i g .  33 : Spec t t i~s  Raman de tiEnuviance du hléthql Ohange a ! il~k;.! (exc .  4aa  VMI - 6. i cm-' - (al H C ~  O ,  1 N - (6) DCX O ,  I N ) .  '. .-,-S.' 



Fig. 34 : Speu3te.h Raman de fiébanance du 4-acide m a n i q u e ,  4'-dunZ;thyL- 

MKnaazabenzène (erc.  4 8 8  nm - 6. 5 cm-' - ( a )  HCC 0.1 N 

("b) DCC 0,1  N). 

Les dérivés de l'hydroxyazobenzène peuvent, à pH neutre, exister 

sous deux formes tautomères et nous avons vu que dans le cas du HABA, 

l'utilisation d'une longueur d'onde excitatrice proche de 400 nm permet 

d'obtenir le spectre Raman de la forme hydrazone stabilisée par une 

liaison hydrogène intramoléculaire. La figure 36 présente le spectre 

Raman.de résonance du HABA à pH neutre ; nous voyons que la deutération 

de la fonction hydrazone perturbe considérablement le spectre Raman. 

La deutération du cycle phénolique a été utilisée afin de faciliter les 

interprétations des spectres. 
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Fig. 36 : ~pec;ttrU Raman de hi?nonance de : 

a - HABA 1 0 - ~  M - Xampon phonphate ( 0 . 2  M I  Ù pH 7 

b - HABA  IO-^ M - D ~ O  PH n e A e  

c - HABA i d 4 ]  1 o - ~  M - Xampon phonphate ( 0 . 2  M l  ù pH 7 

(exciLathice 4 8 8  nm - benteo 6 cm-') 

La comparaison des spectres des dérivés de l'aminoazobenzène en 
1 

milieu acide (par exemple le 4-diméthylaminoazobenzène) avec le spectre 

- , du HABA à pH neutre, se fait par l'intermédiaire du spectre du 2-carboxy, 
'<< 1 : ,' 

- 4v-diméthylaminoazobenzène (figure 37). Ce composé possède à pH acide 



un spectre caractéristique d'une forme hydrazone ; l'un de ses cycles 

est substitué par un groupement diméthylamino comme le dérivé H / N ( C H  ) 
3 2' 

l'autre est substitué en ortho par le groupement COOH comme EMBA. 

Fig. 37 : CompcuLdinon d a  hpecth_eh F?crman de ~ ~ ~ O M C C M C ~  du : 

( a )  - 4'-diwlé;thyRmknoazobenzèn& en holuLion acide ( H C l  0 , l  N )  

( 6 )  - 2-cmbuxy, 4'-d~é;thyRmknoazob~.nzène en a o l d o n  acide 

( H C X  O , ]  N )  
(cl  - 2-ccu~buxy, 4'-hydhoxyazobenzéne à pH n a d t e  [ h p o n  phosphate). 



8 - ATTRlBUTiON DES SPECTRES RAMAN D E  RESONANCE : 

Comme nous l'avons fait précédemment pour les formes neutres et ba- 

siques des dérivés parasubstitués de l'azobenzène (chapitre 2-1), nous 

avons considéré au sein des molécules, certains groupements fonctionnels 

caractéristiques. Nous pouvons ainsi attendre la présence de bandes di- 

rectement attribuables au cycle quinonique, au cycle benzéaique et à la 

fonction hydrazone. L'introduction ou la suppression d'un substituant 

sur les cycles ne fait pas apparaître ou disparaître des raies dans les 

spectres, les modes internes des substituants ne sont pas observés. 

- Le remplacement de la fonction C=N par la fonction C=O modifie les 
- 1 

bandes observées dans la région des 1600 cm du spectre Raman du HABA. 
- 1 

Les deux raies situées respectivement vers 1590 et 1620 cm dans les 

spectres des dérivés possédant le groupe diméthylamino sont remplacés 

par une bande large, vraisemblablement complexe et d'intensité relati- 
- 1 

ve plus faible, centrée à 1605 cm . Ces bandes sont peu sensibles à 

la deutération de la forme hydrazone. Par analogie aux composés à 

structure paraquinonique (78-82) et en accord avec les études précé- 

dentes (50-54, 57), nous attribuons les raies observées dans la région 
- 1 

supérieure à 1600 cm aux modes d'élongation C=N ou C=O. Un couplage 

important des modes d'élongation C=C, C=N et C=O peut être attendu ; 

ce couplage doit être plus important dans le cas du HABA car nous 

n'observons pas de raie directement attribuable à l'élongation C=O 
- 1 

vers 1650 cm comme dans le cas des paraquinones oximes (79). 

Le glissement en fréquence observé dans le cas du HABA (d ) indique 4 
la participation des modes 18.a et 18.b du cycle phénolique aux modes 

- 1 
observables vers 1590 cm . 

- 1 - La raie située à 1486 cm dans le spectre du dérivé H/N(CH3)2 est 

observée à fréquence sensiblement identique dans tous les autres déri- 

vés ; insensible à la N-deutération, elle est attribuée à un mode 19.a 

ou 19.b du cycle aromatique. Comme il a été montré pour les dérivés 



substitués du benzène (59-62), ces modes de vibration sont peu sensi- 

bles à l'état de substitution du cycle. 

- 1 - La raie observée vers 1455 cm , uniquement dans les spectres des déri- 
vés dont le cycle aromatique est substitué en ortho par le groupement 

COOH, est attribuée à un mode du cycle benzénique ; elle est insensible 

à la deutération de la fonction hydrazone et du cycle quinonique. 

- Dans tous les spectres des dérivés du diméthylaminoazobenzène, on obser- 

ve trois bandes d'intensité moyenne ou faible dans la région 1350-1410 cm-' ; 

une seule raie accompagnée d'un épaulement apparaît dans la région corres- 

pondante du spectre du dérivé H/NH (voir figure 30) et de fortes rnodi- 
2 

fications apparaissent dans le spectre du HABA. 

Sous l'effet de la N-deutération, la raie centrale située vers 
- 1 

1380 cm-' glisse vers 1400 cm (comme le montre l'étude en deutération 

du dérivé H/NH~) ; nous attribuons cette raie à un mode de vibration du 

cycle quinonique, sans doute l'élongation C-C couplée à un mode de defor- 

mation CH. 

- 1 
La raie observée vers 1410 cm dans les spectres des dérivés du 

dirnéthylaminoazobenzène, peut être attribuée à un mode de vibration du 

cycle quinonique, couplé à une vibration CH En effet, il a été montri 
3 ' 

que certains modes de vibration des cycles quinone-monoxime peuvent se 

coupler à des modes internes du groupement fixé sur l'azote (79). 

L'absence d'un tel couplage dans le HABA expliquerait le glissement de 
- 1 

ce mode de vibration à 1433 cm . 

- 1 
La raie observée vers 1360 cm dans les spectres des dérivés N-deu- 

térés, ne peut avoir la même attribution que celle apparaissant dans la 
- 1 même région pour les dérivés protonés. En effet, elle apparait à 1355 cm 

dans le spectre du dérivé H/NH N-deutéré alors qu'elle n'est pas observée 
2 

dans le spectre du produit protoné. Nous attribuons la raie observée vers 
- 1 

1365 cm dans tous les spectres étudiés à un mode du cycle benzénique ; 



une participation d'un mode de déformation NH expliquerait sa sensibilité 

à la deutération de la fonction hydrazone. 

- 1 - Les raies observées dans la région 1300 cm peuvent être attribuées 

aux modes de déformation CH (3 ou 14) des cycles benzéniques mono et 

parasubstitués. 

- Comme dans le cas de certaines amines secondaires arylaliphatiques 
(Ar-NH-R) (83), nous attribuons les bandes situées vers 1280 cm-' 

à la vibration de valence de la liaison entre le cycle aromatique et 

l'azote de la fonction hydrazone. Cette raie de forte intensité et 

observée dans les spectres de tous les dérivés disparaît par deutéra- 

tion du groupe NH, elle est remplaçée par une bande située vers 1350 cm-'; 

ceci indique la participation de la déformation NH à la vibration obser- 
- 1 

vée à 1280 cm . La fréquence de vibration de valence C-N est ici plus 
faible que celle attendue pour une élongation C-N pure. Dans le cas 

du composé N-deutéré, le couplage devient négligeable (les fréquences 

des mouvements 6 ND et v CN étant dans ce cas plus éloignées), ce qui 

augmente la fréquence d'élongation CN. 

Nous pouvons remarquer que la formation d'une liaison hydrogène 

intramoléculaire dans les dérivés N(CH ) /ortho-COOH et HABA perturbe 
3 2 

peu le couplage v CN et 6 NH ; seule une légère diminution de l'intensi- 

té relative de la raie est observée. 

- 1 - La raie de faible intensité observée vers 1330 cm peut être attribuée à un 

mode d'élongation C-N couplé à un mode de vibration du cycle aromatique 

(83) 

- Dans les spectres Raman de résonance des dérivés substitués en ortho 
- 1 

par le groupement COOH, apparaît vers 1250 cm une raie large et 

d'intensité moyenne qui ne possède pas son analogue dans les spectres 

des autres dérivés étudiés. Cette bande est sensible à la deutération 

à la fois du cycle quinonique et de la fonction hydrazone (figure 36). 



Nous pensons pouvoir attribuer cette raie à une vibration où intervien- 

drait un mode de déformation CH du cycle quinonique et un mode caracté- 

ristique de la fonction hydrazone (-C-NH-N =) impliquée dans la liaison 

hydrogène intramoléculaire. Cette raie n'est pas observable si le cycle 

benzénique est substitué en para par le groupement COOH (figure 38). 

Fig. 38 : Spec;ttLe Raman de trZaonance du 4-cmboxy, 4'-aminoazobenzene 
en n o U o n  acide (HCL O,? NI - c = 1 0 ' ~ h l  - exci;taLtice 468  nm 

L - 1 - La raie située vers 1220 cm n'est observée que dans les spectres des 

dérivés de l'aminoazobenzène. Nous pouvons l'attribuer à un mode de 

déformation CH des cycles paraquinone-dioxime (79). 

- 1 - L'élongation de valence N-N apparaît vers 1160-1180 cm ; cette raie 

est observée dans tous les spectres étudiés, elle est insensible à la . 



deutération de la fonction hydrazone. 

- 1 - La raie de faible intensité observée vers 1140 cm dans les spectres 

des dérivés du 'diméthylaminoazobenzène est attribuée à un mode du 

cycle quinonique (78-80). 

L'attribution proposée dans cette étude est résumée dans le 

tableau V. 

IV - ETUDE DES FORMES OBTENUES EN SOLUTION TUES ACIDE : 

Dans les solutions fortement acides (pH < O) apparaît la protonation 

du groupe diazo, ce qui entraîne un glissement de la bande d'absorption 

visible vers les faibles longueurs d'onde, et une importante modification 

du spectre Raman de résonance. 

A - AZORENZENE : 

A partir de la largeur de la bande d'absorption correspondante à la 

transition n -+ n* à 320 nm de l'azobenzène en solution dans l'acide sul- 

furique (largeur comparable à celle trouvée dans le dérivé cis de la 

base conjuguée), JAFFE (56) postule que le proton de l'acide conjugué de 

l'azobenzène n'est pas lié uniquement à l'un des azotes de la fonction 

azo mais est attaché symétriquement aux deux azotes du groupe N=N, favo- 

risant ainsi la forme cis. 

Cette hypothèse a été réfutée par WEPSTER (84) qui a mis en évidence 

différentes espèces pour les acides conjuguées du cis et du trans azoben- 

zène à partir de leurs spectres d'absorption, des valeurs des pK et de A 
l'apparence dès cristaux obtenus. 



f .-- .--\.'- Tableau V 

*. i 
)-T .i Nombte d'onde e* atthibu**on d u  naien oboehvéea dam la npeotiien Raman de tésonance des 

domes qcUnoiuqua d a  dii&vés s u b s ; i é a  de L'azobenzène. 



Pour BADGER et ses collaborateurs (85-87), un équilibre cis + trans 
apparait par irradiation de l'azobenzène en solution fortement acide et 

conduit, si on poursuit l'irradiation, à une cyclodeshydrogénation avec 

formation de benzo (c) cinnoline. 

Le pK de l'azobenzène étant de - 2,48, nous avons réalisé cette 
A 

étude à partir de solutions d'acide chlorhydrique 10 N. 

Afin de séparer d'éventuelles contributions des isomères cis et 

trans de l'acide conjugué aux spectres Raman étudiés, nous avons enregis- 

tré les spectres dans différentes conditions : 

- avec une cellule tournante (1500 t/mn), une diminution progressive du 

spectre est observée (voir première partie). Il est possible d'envisa- 

ger en cours d'enregistrement la formation d'une certaine quantité 

d'isomère cis qui conduit ensuite à la cyclodeshydrogénation ; 

- grâce à la cellule à flux continu, précédemment décrite (voir partie 1), 

chaque~molécule est éclairée pendant environ 100 us ; aucune réaction 

conduisant à un affaiblissement du signal n'est observée pendant l'en- 

,registrement du spectre, même en diminuant la vitesse d'écoulement 

d'un facteur 10 ou en augmentant la puissance du faisceau laser. 

Les spectres ainsi enregistrés sont identiques en nombre de raies, 

fréquence et intensité relative. De cette similitude, nous pouvons con- 



sidérer que le spectre obtenu est caractéristique de l'isomère trans de 

la forme protonée de l'azobenzène ; l'isomère cis n'étant pas observable 

à cause, soit de sa très faible proportion (si la vitesse d'établissement 

de l'équilibre cis $ trans est relativement faible vis à vis de la vites- 

se de cyclodeshydrogénation), soit de mauvaises conditions de résonance 

(la bande d'absorption du dérivé cis est généralement décalée par rapport 

à la bande d'absorption du dérivé trans) ( 8 4 ) .  

Sur la figure 39 nous avons reproduit les spectres Raman de résonance 

de l'azobenzène (forme trans) en solution dans HC1 concentré (10 N) et 

dans DC1 concentré (1 1 N) . 

Fig. 39 : Spectiru Raman de nénc~ar.ce. de X'azobenzène en ~o&on acide 
- 5 Ic = 2 10 M - er&&ce 4 8 8  nm - d e n t u  6 cm-') 

( a )  i f C l  ( 7 0  N )  ( b )  DCl ( 1 7  N )  



- I 
La raie intense à 1396 cm dominant le spectre de l'azobenzène en 

solution dans HC1 peut être attribu'ée à l'élongation de la double liai- 

son N=N. Le déplacement de cette ra'ie vers les grands nombres d'onde, 

lors de la deutération du solvant et de l'acide, indique une participa- 

tion importante de la déformation NH à ce mode de vibration. Cormne dans 

le cas des formes hydrazones étudiées dans le paragraphe précédent, la 

deutération rend ce couplage négligeable et nous retrouvons une fréquence 

d'élongation N=N, proche de celle observée dans le cas de l'azobenzène. 

Cette modification dans les couplages est sans doute à l'origine des 

fortes variations en fréquence, observées pour les modes caractéristiques 

des cycles benzéniques. Dans cette hypothèse, la raie 1544 cm-p pourraif 
être attribuable au mode 6 NH. Dans le dérivé deutéré, la v (N=N) peut se 
coupler avec ces modes de vibration et perturber fortement leurs fréquences 

(raies 1473 et 1492 cm-'). 

La valeur relativement basse, obtenue pour la vibration V (N=N) par 

rapport à sa valeur dans l'azobenzène (1455 contre 1470 cm-') semble in- 

diquer une diminution de l'ordre de la double liaison N=N consécutive à 

la protonation d'un des azotes. Elle confirme de plus la forme trans du 

composé étudié ; en effet, la forme cis a tendance à réduire la conju- 

gaison donc à augmenter le caractère double liaison et la fréquence 

d'élongation du groupe N=N. Cette fréquence est observée à 1482 c m 1  

dans le cas du cis-azobenzène (88). 

- 1 
La raie observée à 1158 cm peut rendre compte de la vibration 

d'élongation C-N couplée à certains modes du cycle, comme dans le cas 

des dérivés substitués de l'azobenzène étudiés dans le chapitre précé- 

dent. Le déplacement en fréquence observé quand le solvant est deutéré 

est dÛ,vraisemblablement à l'influence du deutérium sur cette vibration. 

Un déplacement analogue est observé pour la vibration de valence CNC 

de certaines amines secondaires lors de la deutération (83). Il semble 

donc que la protonation de l'azote ait une certaine influence sur le 

comportement de ce mode, influence différente de celle observée pour les 

fonctions hydrazones. 



La forte diminution d'intensité, observée parallèlement au glissement 

vers les basses fréquences lors de la deutération, peut sans doute être 

expliquée par une diminution du couplage vibration du cycle et élongation 

C-N donc une plus faible influence de la vibration C-N sur le système 

conjugué T .  

B - D E R I V E S  H Y D R O X Y L E S  : 

Les difficultés expérimentales rencontrées pour l'étude de l'azoben- 

zène n'apparaissent pas pour les dérivés hydroxylés. En effet, même sous 

une irradiation intense et prolongée, nous n'observons aucune décoloration, @ 

signe d'une photo-dégradation, et les spectres enregistrés dans ces con- 

ditions sont en tout point identiques à ceux obtenus en utilisant la 

cellule à flux continu. 

Les spectres obtenus pour les dérivés H/OH et OH/SOîH, ainsi que les 

études faites en deutérant le solvant et l'acide sont reportés sur la 

figure 40. 

-de8 

Nous pouvons immédiatement remarquer.l1analogie existant entre tous 

ces spectres et celui obtenu pour l'azobenzène. La forme trans des dérivés 

azoiques est indiquée par les raies de forte intensité vers 1400 cm-' ; 

les effets observés lors de la deutération du solvant et de l'acide sont 

identiques à ceux précédemment notés et nous proposons les mêmes attri- 

butions. Certaines différences en intensité et en fréquence apparaissent 

cependant. 

- L'accroissement de l'intensité des raies observées dans le domaine des 
- 1 

1600 cm suggère une contribution plus importante de la forme limite 

quinonique du type 



à la structure des molécules, ceci semble surtout valable pour le dérivé 

OH/S03H. 

La forte influence du mode 6 NH sur les élongations N=N (1371 et 

1379 cm-') et Ph-N ( 1  165 et 1 172 cm-') peut être mise en évidence par les 

fortes variations de fréquence observées lors de la deutération. 

Fig. 40 : Spec tha  Raman de kGbonance. de déhivéb pcvtahydhaxyRécl de 

llazobenzène en oollLtion acide ic % 4 1 0 - ' ~  - ex&&ce 488 m - 
d e n t a  6 cm-'). 



- L'attribution de la raie intense observée vers 1270 cm-' n'a pas été 
faite avec certitude ; nous pouvons cependant attendre la Eontribution 

de l'élongation Ph-OH ; la fréquence relativement haute obtenue par 

rapport aux valeurs de la littérature (60-89) peut sans doute être 

expliquée par l'augmentation de l'ordre de la liaison C-O. 

Pour le UBA, comme pour son homologue deutéré HABA (d ), la déter- 4  
mination précise d'une structure est délicate ; en effet, si les spectres 

obtenus à partir d'une solution dlHC1 ne présentent pas les caractéristi- 

ques propres aux spectres des dérivés diazolques, les spectres obtenus 

à partir d'une solution de DC1 présentent de fortes analogies avec ceux 

des autres dérivés hydroxylés étudiés précédemment (figure 4 0 ) ,  une forte 

bande attribuable à l'élongation N=N est observée vers 1430 cm-'. Il sem- 

blerait au vu de ces spectres que deux formes différentes apparaissent ; 

une forme azofque (A) dans les solutions de DC1, une forme quinonique 

(Q) dans les solutions d'HC1, cette dernière attribution a été proposée 

dans les études antérieures (77). 

Cependant, aucune différence n'apparaît entre le spectre d'absorption 

de la solution dans l'acide chlorhydrique et celui de la solution deutérée. 

De plus, l'utilisation de différentes longueurs d'onde excitatrices situées 

dans la bande d'absorption (514,5, 488 et 457,9 nm) puis dans la fenêtre 

de transmission (632,8 nm) ne fait pas apparaître de différences notables 

dans les spectres. L'existence simultanée de deux formes dans l'une ou 

l'autre des solutions n'a pu être mise en évidence,(Figure 4 1 ) .  



Fig. 41 : SpecOlu Raman de kénonance du HABA et du HABA ( d q l  en 

no&Lion acide ( c  2 5 ~ O - ~ M  - ercLtathice 488 nm - 
bentes 6 cm-']. 

a - HCL ( 6  N )  

b - V U  ( 6  N )  



Si nous considérons que le spectre obtenu à partir de la solution 

d'HC1 est attribuable à la forme (Q), différentes hypothèses pourraient 
A etre retenues pour expliquer ces observations contradictoires : 

- les deux formes posséderaient des bandes d'absorption identiques. 

- Le faisceau laser induirait un processus photochimique. 

Cependant cette tautomérie photochimique n'est généralement connue . 

qie pour des composés pouvant présenter un conformère à six chaînons (90). - -- 

Aucune de ces hypothèses n'est vraiment satisfaisante et nous préfé- 

rons attribuer le spectre Raman de résonance du HABA en solution dans HC1 

concentré à une forme azoïque (A). Différents facteurs affectent alors le 

mode d'élongation N=N. 

- Le couplage vibrationnel entre la 6 NH et la v (N=N); tel qu'il a été 

montré dans les autres dérivés de l'azobenzène, existe également dans 

le HABA ; il perturbe fortement la fréquence d'élongation N=N et peut 

faire varier l'intensité de la raie. 

- A cause des interactions entre les azotes de la liaison N=N et les pro- 
tons présents dans la solution, nous pouvons nous attendre à une dimi- 

nution en fréquence et en intensité de la raie attribuable à llélong~- 

tion N=N. Cette influence a pu être mise en évidence par l'enregistrement 

du spectre du dérivé OH/SO H en solution dans HC1 (6 M) puis dans H SC 3 2 4 
(20 N) ; l'augment~tion de l'acidité du milieu tend à diminuer la fré- 

quence (1371 + 1364 cm-') et l'intensité relative de la raie attribuajle 

à l'élongation N=N (figure 42). 

- La protonation d'un des azotes de la double liaison N=N peut conduire, 
comme dans le cas du dérivé à pH neutre, à la formation d'une liaison 

hydrogène intramoléculaire. La présence d'une telle liaison doit per- 

turber fortement le mode de vibration N=N. Dans la molécule deutérée, 

la liaison hydrogène doit s'affaiblir et peut même totalement dispa- 



Fig. 42 : Spectnea Raman d e  kéoonance du d f i v é  OH/S03H de L'azobenzène 

Ic  2 2 I O - ~ M  - eucitatn*ce 488 nm - denten 6 cm-') 

a - HCL ( 6 N )  

b - H2S04 ( 2 0  N )  

+ 
paraître car des interactions intermoléculaires du type C = O---D entrent 

alors en compétition ; ceci expliquerait l'apparition du mode d'élongation 

N=N dans'le spectre Raman obtenu à partir de la solution dans DC1. 

Les modifications observées pour les autres raies peuvent s'expliquer 

par la perturbation des modes des cycles au cours de la deutération ; en 

effet, chaque cycle possède un groupement pouvant être deutéré et des 

glissements en fréquence s'ont attendus. 



. Quelques remarques peuvent renforcer l'hypothèse d'une structure de 

type azoïque dans HC1 : 

- 1 - La raie 1582 cm , attribuable aux modes d'élongation C-C du cycle 
phénolique, conserve la même fréquence et garde son intensité relative 

quand la molécule est deutérée. Ce mode de vibration, très sensible aux 

modifications du cycle lors du passage d'une forme benzénique à une 

forme quinonique montre que la délocalisation électronique au niveau 

du cycle phénolique n'est pas modifiée par la deutération. 

- 1 - La raie 1278 cm , que nous pourrions attribuer à un mode de type e 

(Ph-N) dans l'hypothèse d'une structure hydrazone n'est pas perturbée 

par la deutération. Cette attribution ne peut donc pas être correcte 

car, comme nous l'avons vu dans les exemples traités précédemment, ce 

mode de vibration Ph-N est très sensible à la deutération de l'azote. 

A partir de l'ensemble de ces résultats, il apparait donc que les 

structures des formes présentes dans les solutions d'HC1 concentré puis 

dans les solutions de DC1 concentré sont identiques ; les profondes mo- 

difications observées dans les spectres Raman de résonance sont attribu- 

ables aux effets de la deutération. La valeur relativement haute de la 

longueur d'onde du maximum d'absorption, l'intensité importante des modes 
- 1 observés dans la région des i600 cm du spectre Raman et la valeur rela- 

tivement basse de la fréquence d'élongation N=N indiquent que la déloca- 

lisation électronique est importante le long de la molécule ; c'est cer- 

tainement la raison pour laquelle les modes des cycles semblent perturbés 

si on les compare à ceux observés pour les dérivés diazoïques à l'état 

neutre ou basique. Le même phénomène a été également observé pour les 

autres dérivés de l'hydroxyazobenzène. 

L'effet provoqué par le couplage important du mode de déformation.NH 

avec le mode d'élongation N=N semble renforcé dans le cas du HABA par l'in- 

fluence des protons présents dans la solution. 



Sur la figure 4 3 ,  nous avons reporté les spectres d'absorption de 

différents dérivés comportant le groupement diméthylamino. Ces spectres 

sont très voisins ; on y observe une forte bande vers 400 nm et une faible 

absorption dans la région des 500 nm. Deux formes sont donc attendues. 

300 400 500 600 nrn 

Fig. 43  : Spe&u d1ab60trpZLon Q l ~ & o L q u e  de dêhivéb bubba%A~~Eb du 

diméthylaminoazobenzène en no&Aion dam H2S04 ( 1 2  N ) .  

L'enregistrement des spectres Raman de résonance de ces dérivés pré- 

'sente quelques difficultés car une décoloration de l'échantillon, signe 

d'une photodécomposition, apparaît pendant l'irradiation. 

Le spectre Raman de résonance du méthyl-orange en solution dans 

H SO concentré, obtenu avec une excitation comprise dans la faible bande 2 4 
d'absorption ( 5 1 4 , 5  nm) comporte de nombreuses raies dans le domaine 



spectral 1000-1700 cm-' (figure 44).  excitation du spectre par une ra- 
diation plus bleue (488 nm) exalte certaines raies du spectre ; seules 

ces raies sont observables dans le spectre obtenu avec la radiation 

457,9 ,m. Les trois raies ainsi observées peuvent être attribuées à un 
- 1 

mode d'élongation Ph-N (1 160 cm-') à un mode d'élongation N=N (1404 cm ) 
- 1 

et à un mode de cycle benzénique (1549 cm ) .  

Fig. 44 : Specttien Raman de hénonance du rnéxhql-ohange [SO,H,/N ( C H , / Z  1 en 
~ u l u f i o n  dam ff2S04 ( 1 2  N I  . 



La bande d'absorption située vers 400 nm peut être attribuée à une 

forme diazoïque diprotonée (schéma VI, figure 21), la forme quinonique 

(schéma VII, figure 21) est responsable de la faible bande d'absorption 

observée vers 500 nm. L'attribution des raies aux différentes formes 

en présence est reportée sur la figure 4 4 .  

Le spectre Raman de résonance de la forme quinonique diffère sensi- 

blement de celui observé pour les formes monoprotonées. On remarquera 
- 1 

la variation en intensité relative des bandes situées vers 1600 cm 

indiquant des modifications dans la délocalisation du cycle quinonique. 
- 1 

La raie attendue vers 1180 cm et attribuable à l'élongation N-N, n'ap- 

paraît pas dans le spectre. 

La valeur de la fréquence du mode d'élongation Ph-N (1283 cm') est 

relativement proche de celle obtenue dans le spectre du méthyl orange 
- 1 

monoprotonée (1270 cm ). Ceci semblerait indiquer que les deux liaisons 

sont voisines et que l'azote correspondant est monoprotoné. Entre les 

deux formes possibles de protonation, la structure (2) semble mieux cor- 

respondre à ce résultat expérimental. 

' V - CONCLUSION 

Nous avons pu déterminer dans ce chapitre les structures des diffé- 

rentes espèces obtenues par protonation et déprotonation des dérivés substi- 

tués de l'azobenzène. 



Des équilibres tautomériques apparaissent dans certaines solutions ; 

nous avons pu les mettre en évidence par l'utilisation de différentes 

radiations excitatrices. 

Les différentes structures, mises en évidence au cours de cette étude, 

peuvent être regroupées en trois catégories : 

- La structure diazoïque est observée pour tous les dérivés étudiés à pH 

neutre ou basique. Les spectres Raman sont caractérisés par une forte 
- 1 

raie vers 1400 cm attribuable à l'élongation N=N, les autres raies 

caractéristiques sont attribuables à l'élongation Ph-N et aux cycles 

benzéniques. 

- La forme hydrazone est obtenue par fixation d'un hydrogène sur l'un des 
azotes de la fonction azo ; cette fixation peut se produire par proto- 

nation directe ou par transfert intramoléculaire et conduit à un équi- 

libre tautomérique. Les spectres Raman de ces formes sont dominés par 
- 1 

des raies de forte intensité vers 1600 cm , attribuables aux modes de 
vibration du cycle quinonique. 

Les études par deutération ont montré la forte influence du groupe 

-NH- sur les modes de vibration de la molécule. 

- Dans les milieux fortement acides apparaît la protonation du groupement 
diazo. 

Nous avons pu montrer, par l'étude des spectres Raman que le carac- 

tère double de cette liaison est conservée lors de la protonation, et que 

-la molécule reste en configuration trans. Cependant, les glissements 

observés si on compare les spectres à ceux obtenus pour les dérivés dia- 

zoïques à l'état neutre, montrent qu'une forte délocalisation existe 

dans la molécule. 



La forte influence de la déformation NH sur les modes de vibration 

de la molécule a pu être mis en évidence par deutération. La présence d'une 

liaison hydrogène intramoléculaire ainsi que l'acidité du milieu semble 

perturber considérablement le spectre Raman du HABA. La présence d'un 

groupe diméthylamino sur l'un des cycles semble favoriser l'établissement 

d'un équilibre tautomérique entre une forme azoïque et une forme quinonique. 



- CHAPITRE 2-111 

ÉTUDE SPECTROSCOPIQUE DES D É R I V ~ S  SUBSTITUES 

Nous avons vu dans le chapitre précédent que le spectre Raman de 

résonance du HABA est fortement modifié avec le pH. A l'intérieur des 

solutions à pH neutre, il a été possible de mettre en évidence un équili- 

bre tautomérique entre une forme diazoïque et une forme hydrazone, cette 

dernière étant vraisemblablement stabilisée par une liaison hydrogène 

intramoléculaire. 

Plusieurs facteurs peuvent influencer l'état de cet équilibre tau- 

tomérique : 

La déprotonation du groupement hydroxyle rend impossible la formation 

de la liaison hydrogène et la protonation du groupement carbonylate semble 

affaiblir cette liaison intramoléculaire favorisant ainsi la forme diazo'ique, 



- Za concentration du HABA 

-4 
En faisant varier la concentration du colorant entre 10 M et 

- 2 
10 M dans une solution contenant 99 % d'éthanol, H.  TERADA et ses col- 

laborateurs (77) ont montré, par absorption U.V.-Visible et par spectro- 

métrie Raman, un déplacement important de l'équilibre tautornérique. A 
-4 

10 M n'apparaissent que les raies Raman attribuables à la forme azoïque 

et le spectre d'absorption ne présente qu'une bande vers 350 nm. En aug- 

mentant la concentration, apparaissent simultanément les raies Raman 

attribuables à la forme hydrazone et une bande d'absorption vers 480 nm. 

- Les solvants 

En présence de solvants organiques aprotiques tels que l'acétone ou 

le dimZthylsu~foxide , se développe une bande d'absorption vers 500 nm, 

caractéristique d'une forme hydrazone ( 9 2 ) .  

- La subst i tu t ion des cyc les  du HABA 

Le pouvoir donneur ou attracteur des 'différents substituants des 

cycles benzéniques peut déplacer l'équilibre tautornérique et favoriser 

l'une ou l'autre des formes. 

Nous nous sommes attachés à étudier cette dépendance en utilisant 

d'une part différents types de substituants, et d'autre part la substi- 

tution de l'un ou l'autre des cycles. 

7 - SPECTRES D'ABSORPTION 

Les formules des différents dérivés substitués étudiés ainsi que 

les abréviations utilisées dans la suite de ce chapitre, sont portées 

sur le tableau VI. 



l a m p o n  

Phosphate 

Tableau VI 

Sahuotwre maxima dlabcco&p&Lon c-t ab&év ia t iam 

den déhivén nubnxi.xu6~ du HABA éRLcdiéh 



Les effets du pH sur les spectres d'absorption de ces dérivés substi- 

tués sont comparables à ceux observés pour le HABA. 

Pour les pH basiques, nous n'observons qu'une bande située vers 

400 nm. Une diminution de la valeur du pH modifie le spectre d'absorption; 

à pH neutre, les dérivés du HABA peuvent être répartis en deux groupes. 

Les dérivés (NO2) HABA, (Cl) HABA, (CH ) HABA et HABA (CH3) ne possèdent, 
3 

comme le HABA, qu'une seule bande d'absorption intense centrée vers 

350 nm et attribuable à la forme azoïque. 

Les dérivés HABA (CH3)2 et (CH ) HABA (CH ) présentent dans leur 
3 3 2 

spectre d'absorption deux bandes intenses ; l'une centrée comme dans le 

cas précédent vers 350 nm, l'autre située vers 480 nm (tableau VI) attri-. - 
buable à une forme hydrazone. Les valeurs .relatives des coefficients 

d'extinction molaire de chacune des bandes semblent montrer que nous 

sommes en présence d'un mélange des deux formes dans le rapport approxi- 

matif de 50:50. 

L'analyse de ces résultats montre lymportance de la substitution 

des cycles dans l'établissement d'une forme hydrazone. Ce phénomène, 

assez général semble-t'il pour les azophénols, a été étudié par spectro- 

métrie d'absorption et par infrarouge pour une série de nitro et dinitro- 

phénylazophénols. Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer 

le mécanisme à l'origine de la stabilisation de la forme hydrazone. 

P. JUVVIK et B. SUNDBY (93-95) considèrent que la forme hydrazone ne 

peut s'établir qu'à partir de deux conditions simultanées : 

- un groupe NO doit être présent en position 2 de la fonction hydrazone ; 
2 

- le cycle phénolique doit être substitué par un ou deux groupements 
alkyles en ortho du groupe OH. 



Nous retrouvons ici des conditions analogues, en effet, le groupe 
- 

CO2 
en position 2 peut de la même manière que NO former une liaison 

2 
hydrogène intramo.léculaire avec la fonction -NH-, et la présence de 

groupements méthyles en ortho de la fonction OH favorise une forme hydra- 

zone. La seule différence réside dans le nombre de groupement CH en 3 ' 
effet avec un seul groupement méthyle en ortho de OH, une seule bande est 

observable dans le spectre d'absorption. 

Les groupements alkyles en position para par rapport à la fonction 

OH, tendent par effet d'induction à augmenter la densité de charge sur 

l'oxygène du groupe OH, et par transmission à travers la chaîne C=N-N 

sur l'azote de la fonction hydrazone. L'accroissement de basicité ainsi 

obtenue pour l'azote peut favoriser l'établissement de liaisons hydro- 

gène et faciliter l'apparition de la forme hydrazone. 

Les effets donneurs ou accepteurs des substituants greffés sur le 

cycle benzoïque (CH est donneur ; Cl possède à la fois un effet induc- 
3 

teur attracteur et un effet mésomère donneur ; NO est attracteur d'élec- 
2 

tron) devraient modifier de manière substantielle la basicité de la 

fonction carboxylate et celle du groupe -NH-. Cependant ces substituantç 

n'ont aucun effet sur l'établissement de la forme hydrazone, ceci semble- 

rait montrer que les deux conditions mentionnées plus haut doivent obli- 

gatoirement être respectées pour favoriser la forme hydrazone et que 

l'énergie mise en jeu lors de l'établissement de la liaison hydrogène 

intramoléculaire n'a qu'un rôle secondaire. 

L'accroissement des charges au niveau de l'oxygène de la fonction 

C=O est en accord avec les effets de solvant observés, en effet, plus 

le solvant utilisé est polaire, plus la proportion de forme hydrazone 

sera importante. La stabilisation de la forme hydrazone peut donc égale- 

ment avoir pour origine la possibilité qu'à le solvant d'intéragir direc- 

tement avec le groupe carbonyl probablement à travers une liaison hydro- 

gène intermoléculaire faible (96). 



7 7  - S P E C T R E S  RAMAN D E  RESONANCE 

A - FORMES EN S O L U T l O N  B A S I Q U E  . : 

Sur la figure 45 nous présentons les spectres Raman de résonance des 

dérivés du HABA en solution aqueuse de soude (0,1 N) ainsi qu'à titre de 

comparaison celui du 4-hydroxyazobenzène (HAB). Tous les spectres pré- 

sentent les mêmes caractéristiques, on observe principalement une bande 
- 1 

intense vers 1400 cm , ce qui nous conduit à considérer que tous les 

dérivés se trouvent sous une forme diazoïque. 

Comme nous l'avons déjà remarqué dans les spectres Raman de résonance 

présentés dans les chapitres précédents, les modes internes des substi- 

tuants ne semblent pas contribuer directement, exception faite du grou- 

pement NO2. 

L'attribution des raies observées peut se faire sur les mêmes bases 

que celles établies pour les dérivés parasubstitués de l'azobenzène 

(chapitre 2 - 1 ) .  La deutération du cycle phénolique (HABA d ) et les substi- 4 
tutions perturbent certains modes des cycles et permettent de proposer 

une attribution des modes observés. 

- 1 
Dans la région proche des 1600 cm sont observables les raies at- 

tribuables aux modes 8.(a, b) des cycles benzéniques, elles sont de faible 

intensité. 

- 1 A l'exception de la forte raie observée vers 1400 cm que nous 

avons attribuée à l'élongation N=N, les raies présentent dans le domaine 

spectral 1380-1 520 cm-' sont attribuables aux modes 19. (a, b) des cycles 

benzéniques ; la forte intensité de ces raies observées dans certains 

spectres peut s'expliquer par un couplage avec le mode d'élongation N=N. 

Leur sensibilité à la deutération ou à la substitution des cycles permet 

de séparer la contribution de chacun des cycles. 



HA5 

HABA 

HABA ( d q )  

(CIIHABA 

( N02)HABA 

F i g .  45 : Speca'%ecl Raman de tréclvnance du HABA e.X de beb dé~Lvéb 

nubnLLtuén en noluLLon baniyue ( c  s I O ' ~ M  - 0 , 1  N NaOH 

e x d a t u c e  4 6 8  nm - denzen 4 c m - ' ) .  



Quand le cycle carboxylique est trisubstitué ((Cl) HABA, (NO2) HABA 
- 1 

et (CH3) HABA (CH3)2, une forte raie apparaît vers 1370 cm que nous 

pouvons attribuer au mode 9 b du cycle benzoïque ; en effet, la substi- 

tution par un substituant lourd peut diminuer la fréquence de cette 
- 1 

vibration (62) observée vers 1430-1460 cm dans le spectre du HABA. Une 

contribution des modes 6 CH peut être attendue dans la raie observée 
3 

vers 1379 cm-' dans le spectre du dérivé (CH3) HABA (CH3)Z (60). 

Dans la région 1220-1 330 cm-' les modes de type 3 et 14 des cycles ' 

benzéniques sont attendus ainsi que les modes de type e correspondants 

aux fonctions phénolate et carboxylate : deux raies sont observées dans 

tous Les spectres, elles sont également obtenues dans le cas du dérivé 

2-carEoxy, 4'-diméthylaminoazobenzène. 

- 1 
La raie d'intensité faible ou moyenne observée vers 1303 cm est 

sensible à la deutération du cycle phénolique, elle est attribuée à un 

mode de déformation CH de ce cycle, elle glisse à 1010 cm-' dans le 

spectre du HABA (d4). 

- 1 
La bande située vers 1265 cm , insensible à la deutération du cycle 

phénolique et à la substitution de chacun des cycles, pourrait être 

attribuée au mode de type 14 du cycle carboxylique, en effet, ce mode 

est relativement peu sensible à l'état de substitution des cycles. Cepen- 

dant, la valeur relativement basse de la fréquence relevée pour cette 

raie, principalement quand le cycle est substitué par un groupement CH 
3 

(ce type de substituant fait généralement augmenter les vibrations du 

squelette) (60) nous conduit à attribuer cette raie à un mode de type e 

relatif à la fonction carboxylate (55-59). 

- 1 
L'augmentation d'intensité et l'élargissement de la raie 1260 cm 

quand le cycle phénolique est deutéré nous conduit à considérer la pré- 

sence de deux bandes très voisines. Nous suggérons que le mode de type e 

caractéristique de l'ion phénolate peut être confondu avec le mode de 
- 1 

type 3 observé à 1303 cm-' et glisse à 1260 cm quand le cycle phénoli- 

que est deutéré. 



- 1 
I,e domaine spectral 1130-1205 cm est assez différent de celui 

observé dans les spectres des dérivés parasubstitués où apparaît géné- 

ralement un groupe de trois raies. On observe dans ce cas deux raies, 
- 1 

l'une centrée vers 1190 cm relativement intense pour tous les dérivés 
- 1 

étudiés, l'autre vers 1140 cm dont l'intensité décroît fortement quand 

le cycle phénolique est substitué. 

Ces deux raies sont également observées dans le spectre du 2-carboxy, 

4'-diméthylaminoazobenzène à 1 153 et 1 198 cm-'. 

Par analogie aux dérivés substitués de l'azobenzène (chapitre 2-1), 
- 1 

nous attribuons la raie observée vers 1140 cm au mode de type e carac- 

téristiqi~e de l'élongation Ph-N. La diminution de son intensité relative 

quand l e  cycle phénolique est deutéré ou substitué montre la participation 

du mode 9 a du cycle phénolique et la forte influence de la densité de 

charge de ce cycle sur le mode Ph-N, en effet, la présence de groupement 

donneurs sur ce cycle, fait disparaître pratiquement cette raie, nous 

pensons qu'elle se confond alors avec la raie située à plus haute fré- 
- 1 

quence vers 1200 cm et que les raies de faible intensité observée vers 

1140 cm-' sont attribuables à des modes de déformation CH. 

- 1 
La raie observée vers 1190 cm semble insensible aux effets de la 

deutération du cycle phénolique et de la substitution des cycles ben- 

zoïque et phénolique. La présence de cette raie dans les spectres de tous 

les dérivés étudiés et dans différents azobenzènes substitués (voir 
1 

chapitre 2-1) nous conduit à attribuer cette raie à un mode 6 CH (9 a) du 

cycle carboxylique couplé à un mode de type e caractéristique de l'élon- 

gat ion Ph--N. 

Nous avons résumé cette attribution dans le tableau VII. 
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8 - FORMES P R E S E N T E S  DANS LA S O L U T I O N  NEUTRE : 

Les spectres d'absorption U.V.-Visible ont montré la prédominance 

de la forme azoïque pour les dérivés (Cl) HABA et (NO2) HABA en solution 

aqueuse à pH neutre, cependant comme dans le cas du HABA, nous obtenons, 

par l'utilisation de la radiation 488 nm, des spectres Raman caractéris- 

tiques de formes hydrazones, dans lesquels apparaissent des bandes attri- 

buables à la forme azoïque (figure 4 6 ) .  

Pour les dérivés substitués sur le cycle phénolique, la présence 

d'une forte bande d'absorption dans le domaine d'excitation permet l'ob- 

tention du spectre Raman de résonance de la forme hydrazone dans de très 

bonnes conditions. Aucune raie supplémentaire attribuable aux formes 

azoïques n'est observée. 

Nous pouvons immédiatement remarquer la grande similitude de tous 

ces spectres, aussi, il est possible de transposer l'attribution faite 

pour la molécule de HABA (voir chapitre 2-11) à l'ensemble des dérivés. 

De plus, les effets de la deutération du solvant, donc du -NH- de la 

fonction hydrazone, sont comparables à ceux observables pour le HABA 

comme le montrent les spectres de la figure 4 7 .  

Les effets de la substitution sur l'un ou l'autre des cycles ne 

sont pas aussi nets que dans le cas des dérivés en solution basique, 

si des variations en fréquence et en intensité sont observées, toutes 

les raies possèdent leurs homologues dans les autres spectres. Nous 

pouvons cependant noter un léger affinement des bandes situées vers 
- 1 

1600 cm et un renforcement relatif de l'intensité de la raie située 
- 1 

vers 1250 cm quand le cycle phénolipue est substitué par les groupe- 

ments méthyles. 

Les glissements de fréquence observés lors de la deutération ou de 

la substitution de chacun des cycles permettent une bonne confirmation 
- 1 

de l'attribution précédemment faite ; par exemple, la raie 1493 cm du 



HABA 

HABA ( d 4 )  

(CI)HABA 

(N02) HABA 

HABA(CH3) 
H ABA (C H3)2 

~ i g .  46 : Spec;trru Raman de kcnonance du HABA CX de n u  d & ~ e a  6ub6Li- 

;tuZn en noRLction ayueude d pH n e u h e  (Lampon phonphate pH 6 , O )  , *-.- 

(' , 1 ( c ? .  I O - ~ M  - cxw*athice 4 8 8  nin - dentes 6 cm- ' )  
'a , ; -  . 
. " 



spectre du HABA, attribuée à un mode du cycle benzoïque glisse à 
- 1 

1475 cm quand ce cycle est substitué. 

- 1 
Les raies de faible intensité observées à 1531 cm et 1384 cm-' 

dans le spectre du dérivé ( ~ 0 ~ )  HABA ne possèdent pas leurs équivalents' i 

dans les autres spectres et peuvent être attribués respectivement aux 

modes Vs et vas du groupement NO 2 ' 

Fig. 47 : E d d e X  de La deLLtéitdon du noLvaYLt buh Le bpecAxe Raman 

de iiénonance du déhivé HABA I C H 3 I Z  à n-e 

( C  % I O - ~ M  - h p u n  phohphde pH 6.0 - erw*athice 48a nm 

denten 5 on-'). 

a - noLiLtion dam H20 

b - ouL~ifion dam D Z O  



Le spectre de la forme diazoïque présenté dans les solutions à pH 

neutre a pu être observé grâce à une radiation excitatrice située loin 

de la bande d'absorption. Sur la figure 48 nous présentons ce spectre 

obtenu à l'aide de la radiation excitatrice 6 4 7 , l  nm ainsi que celui du 

dérivé deutéré. Nous retrouvons les mêmes caractéristiques spectrales 

que pour les dérivés en solution basique. 

Fig. 48 : Spectzea Raman du HABA et du HA8A ( d q l  en aoluLion 

aqueuse à pH ne&e. ( c  Q 5 I O - ~ M  - .tampon phosphde pH 6,O - 
exw*athice 647 ,1  nm - Qenten 5 cm-'). 

Il est intéressant de noter les variations en fréquence des deux raies 

de forte intensité situées dans le domaine spectral 1140-1190 cm-' et qui 

semblent s'écarter l'une de l'autre quand le cycle phénolique est deutéré. 



Ceci traduit certainement une variation du couplage existant entre les 

cycles et les modes d'élongation Ph-N. La modification la plus importante 

est observée dans le domaine de fréquence de l'élongation N=N ; si la 
- 1 

raie 1473 cm n'est pas perturbée par la deutération, les deux raies 

1453 et 1429 cm-' sont fortement modifiées en fréquence et en intensité, 

ceci peut refléter une modification du couplage entre l'élongation N=N 

et le mode 19.a du cycle phénolique, la raie 1473 cm-' peut être attribuée 

à un mode de déformation CH du cycle benzoïque. 

La raie 1596 c m  attribuable à un mode de déformation CH de type 

8.a ou 8.b disparaît par deutération du cycle phénolique, elle est attri- 

buée sans ambiguité à ce cycle. 

Les nombres d'onde relevés dans les spectres Raman des dérivés 

substitués, étudiés à pH neutre ainsi que les attributions proposées sur 

la base d'une structure azofque puis hydrazone, sont reportés sur le 

tableau VIII. 

C - FORMES PRESENTE(: DANS LES SOLUTIONS TRES AClQES : 

La protonation d'un des azotes du groupe diazo conduit dans chacun 
+ 

des cas à la formation de l'espèce BH qui présente une bande d'absorp- 3 
tion électronique vers 460 nm. 

Les spectres Raman de résonance obtenus en utilisant la radiation 

excitatrice 488 nm (figure 493 présentent tous les mêmes caractéristiques, 

et sont, par analogie à l'étude faite sur le HABA, attribuables à une 

forme azoïque protonée. 

Une analyse de ces différents spectres ainsi que les résultats obte- 

nus dans le chapitre précédent pour les dérivés hydroxylés, nous permet- 

Tent de proposer une attribution des banLzs observées. Cette attribution 

est résumée dans le tableau I X .  
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HABA (d4) 

(CI) HABA 

Fig. 4 9  : SpecRtred Raman de ké4onance du HABA Qt de d u  d ë X v Z d  

n u b o ~ é n  en milieu acide c ~ o - ~ M  - H C l  6 M - ex&- 
W c e  4 6 6  nm - denten 4  on-'). 



L'étude de la deutération de ces formes par l'utilisation de solu- 

tions de DC1 concentré confirme cette attribution. L'enregistrement des 

spectres Raman de résonance du (CH3) HABA et du HABA (CH ) (figure 50) 3 2 
en solution dans DC1 concentré montre que quel que soit le cycle substi- 

tué nous obtenons des effets similaires à ceux obtenus pour le HABA ; 

une forte raie attribuable à l'élongation N=N apparaît vers 1400 cm-' 

quand le solvant est deutéré. 

Les effets de la substitution des cycles sur les fréquences caracté- 

ristiques sont très faibles, seules des raies attribuables aux cycles 

tétrasubstitués sont observables dans le cas des dérivés HABA (CH ) et 
3 2 

(CH3) HAM (CH3)2 

Fig. 50 : SpecAten Ramafi de 4Znonance ded déhivén ( C l )  HABA ( a )  e,t 

HABA ( C U  1 ( b l  & f i  ho&A%~n dann D C l  ( 1 0  N )  
- ( c  s 10 M - exw*at>Mce 451 ,9  nm - denten 6 cm-'). 





CONCLUSION : 

La spectrométrie Raman n'a pas permis de mettre clairement en évi- 

dence les phénomènes à l'origine du déplacement de l'équilibre 

azo $ hydrazone ; à pH neutre, tous les spectres sont comparables et 

aucun glissement de fréquence ou modification d'intensité relative signi- 

ficatifs n'ont été décelés dans la région caractéristique du vibrateur 

C=C . 

Cette étude a cependant permis de confirmer l'attribution faite 

pour le HABA dans le chapitre précédent. 



- TROLISIEME PARTIE - 

 TUD DE DES 1 N T~RACTI ONS P R O T ~  1 NE-LIGAND. 



Dans ~ 2 c t e  troisième partie, nous abordons l'étude proprement dite 

des ia:erap:cions protéine-ligand par spectrométrie Raman de résonance. 

Certains dgrivés substitués de l'azobenzène que nous avons étudiés 

dans le seconde partie, possèdent une fonction chimique qui leur permet 

ie se f i x e r  de manière spécifique sur certaines protéines ; ils pourront 

donc stre utilisés comme sonde de résonance. 

Kcus avcns choisi trois exemples d'interaction ; l'inhibition de la 

trypç:rle9 de la subtilisine et la fixation d'un colorant sur l'avidine. 

Ghacüno de ces études fera l'objet d'un chapitre particulier. 

Ccns châcun de ces exemples nous essayerons, à partir des modifica- 

tions observees dans le spectre Raman de résonance du chromophore quand 

ce uernieï fixé, de retirer le maximum de renseignements sur la 

structure de ia molécule colorée à l'intérieur du site de fixation de la 

protéine. 



- CHAPITRE 3-1 - 

INHIBITION DE LA TRYPSINE 

PAR LE 4-AMIDI NO, 4'-DIMCTHYLAMI NOAZOBENZÈNE' 

La rrypsine est un enzyme digestif secrété par le pancréas sous 

forne de son précurseur inactif le trypsinogène et entraîné par le jus 

pancréatique dans le duodénum. Cet enzyme catalyse spécifiquement l'hy- 

drcilyse des liaisons esters, amides ou pc2tidiques dans lesquelles la 

Zanction a-carboxyle appartient & un résidu lysine ou arginine. 

L a  trypsine du boeuf a été l'un des premiers enzymes protéolytiques 

Isa ié  et cristallisé sous forme pure en quanrité suffisante pour permet- 

tre des études chimiques et enzymologiques complètes. Elle a été égale- 

ment trouvée chez d'autres mammifères supérieurs, chez certains poissons, 

dans des plantes et plus récemment à l'intérieur de certaines bactéries. 

% Et ude réalisée en collaboration avec A. DUPAIX de 1 'Institut de 

Biochimie d 'Orsa y. 



Le trypsinogène du boeuf est constitué d'une chaîne de 229 aminoacides, 

le repliement de cette chaîne est assuré par 6 ponts disulfures. L'acti- 

vation du zymogène se fait par une hydrolyse protéolytique (autocatalysée) 

au niveau d'une liaison peptidique déterminée. Une hydrolyse plus poussée 

au niveau de certaines liaisons peptidiques particulières permet d'obte- 

nir d'autres espèces actives à 2 et à 3 chaînes (a-trypsine et pseudo- 

trysine) possédant des spécificités légèrement différentes vis à vis des 

substrats. 

Le trypsinogène est stable aux pH acides, l'activation apparaît aux 

pH neutre et basique. Au dessus de pH 1 1 ,  apparaît un phénomène de déna- 

turation reversible. L'activité maximum de la trypsine est obtenue pour 

des pH compris entre 7 et 9 . .  

Des études structurales et cinétiques de l'interaction de la tryp- 

sine avec ses substrats et ses inhibiteurs ont montré le rôle primordial 

de certains résidus d'acides aminés qui constituent le site actif. 

Le mécanisme de catalyse par la trypsine peut être schématisé comme 

suit : 

Le complexe enzyme-substrat (ES) peut se former par interaction élec- 

trostatique entre un groupe chargé positivement du substrat et la charge 

négative portée par un résidu aspartate. 

L'intermédiaire ES' n été caractérisé comme étant un ester formé par 

réaction du groupe carboxylique du substrat et du groupe hydroxy d'un 

résidu sérine. 

1 



La décomposition du complexe ES' (étape k ) est une réaction 3 
nuléophile qui dépend d'un groupement de pK = 7. Ce groupement provient a 
d'un résidu histidine. 

L'activité de la trypsine peut être fortement diminuée par des para- 

mètres ~hysiques (pH et température), par des changements conformation- 

nels (dénaturation), par des modifications chimiques (modifications de 

résidus aminoacides) ou par des interactions spécifiques de molécules 

inhibitrices. 

Un grand nombre de substances possèdent les caractéristiques néces- 

saires pour inhiber la trypsine (structure, dimensions et charge positive 

capable de former une interaction ionique avec la charge négative de 

llaspartate). Parmi celles-ci, la p-aminobenzamidine et la benzamidine 

sont les plus puissants inhibiteurs compétitifs de la trypsine (les Ki 
-6 -5 

sont respectivement égaux à 8,2 10 et 1,8 10 M) (97). Ces molécules 

ont approximativement la même taille que les chaînes latérales de la 

lysine et de llarginine, de plus leur charge positive peut interagir 

avec l'aspartate du site actif. Les cycles des molécules inhibitrices 

peuvent se fixer par interaction électrostatique aux chaînes formant 

les paroi-s du site. 

Sur le modèle de la molécule de benzamidine, un nouvel inhibiteur 

compétitif de la trypsine, le 4-amidino, 4'-diméthylaminoazobenzène 

(ADAB) a été synthétisé (13). 



Le spectre d'absorption visible de ce dérivé possède une bande cen- 

trée vers 480 nm. Afin de vérifier qu'aucun phénomène d'aggrégation 

n1appara?t en solution, le spectre visible du ADAB a été étudié en fonc- 
- 6 -6 

tion de la concentration. Entre 2,5 10 M et 88,5 10 M, l'absorbance 

est directement proportionnelle à la concentration. 

Le coefficient d'extinction molaire dans une solution tampon à 

pH 6,08 (0,025 M Mes-NaOH) contenant du NaCl (O,] M) et du CaC12 (0,025 M) 
- 1 est de 27 120 + 50 M-I cm à 480 nm. (T = 15'~). - 

L'addition de trypsine à une solution de ADAB produit un déplacement 

vers les grandes longueurs d'onde de la bande d'absorption visible de 

l'inhibiteur (figure 51). Le spectre de différence montre un maximum à 

530 nm, un minimum à 420 nm et un point isobeste à 488 nm. Il est possi- 

ble de rétablir le spectre initial par addition d'un excès de benzamidine 

au complexe formé ; la fixation du colorant est donc reversible. Cette 

modification du spectre d'absorption visible de la molécule inhibitrice 

quand elle est fixée à la trypsine est un phénomène classique observé 

pour plusieurs inhibiteurs colorés (99, 100). Nous n'observons aucune 

variation dans le spectre d'absorption du ADSB en présence dbne forte 

quantité d'a-chymotrypsine à pH 6,08. 

A - TITRAGE DE LA TRYPSINE PAR LE ADAB : 

La trypsine utilisée aucours de cette étude provient de la firme 

Novo Industry, c'est un produit cristallisé exempt de sel (lot no 569-1). 

Sur la figure 52, nous avons porté la variation de l'absorbance 

AA à 530 nm en fonction de la concentration en inhibiteur pour une quan- 

tité fixe d'enzyme. A partir de ces résultats, en portant / I / ~ / P  en fonc- 

tion de I/(/E/~ - P) (voir annexe 1), nous obtenons one droite de pente 
- 1 Ki et d'ordonnée à l'origine n. En prenant AE = 8700 + 160 M-l cm les - 



F i g  . 5 1 : Spectrce d ' a b n u k p ~ a n  du 4-amLdinu, 4 ' -dimé,thyldnuaza benzène 

en nolh-îiun ,tampon ( 0 , 0 2 5  M M M u  NaOii 1 pH 6 ,  Ob contenant 

0.1 hl NaCl et 0 , 0 2 5  M CaC12 à 1 5 ' C .  

a - 2 ,36  VM APAB 

b - 2 , 3 6  1iM APAB en pénence de 4 8 , s  pM de Thgpnine 

c - 2 , 3 6  vM ADAB, 4 8 , 5  pM de Tkypnine, 7 5 , 7  pM de benzmidine 

d - combe de d i ~ ~ é k e n c e  ( b )  - ( a )  . 



valeurs obtenues sont : 

Ces résultats montrent que le ADAB possède des propriétés inhibitrices 

comparables à celles de la p-aminobenzamidine et de la benzamidine, le 

complexe formé est du type 1 : l .  

" ---.-Y Fig.  52  : T&a,ge spe&ascapique de l a  Tkypsine pm l e  ADAB 
i [jil! 
% ~ L L  en nakuXon MQ&Q (pH 6,081.  T t ~ q p h i n ~  2 , 4 2  MM. -.' 



8 - 1 N H 1 8 7 7 7 U N  DE LA T R Y S P I N E  PAR LE ADAB : 

La vitesse d'hydrolyse du N-a-benzyloxycarbonyl-L-Lysine P-nitro- 

phenyl ester catalysée par la trypsine peut être étudiée en mesurant 

l'apparition du p-nitrophénol. Cette mesure est faite à partir de la 

variation de l'absorbance à 347,5 nm ; la différence du coefficient 
-1 -1 

d'extinction molaire entre le p-nitrophénol et l'ester est de 5050 M cm . 



L'effet du ADAB sur la vitesse d'hydrolyse est montré par la 

figure 53. Les représentations dlEadie Hofstee (voir annexe 1) pour dif- 

férentes concentrations en inhibiteur montre que l'inhibition est compé- 

titive. La constante d'inhibition déduite de la pente des droites, 

2,3 + 0,3 PM, est en bon accord avec celle précédemment obtenue par ti- 

trage. 

177 - ETUDE DES SPECTRES RAMAN 

Les spectres Raman de résonance ont été étudiés entre 100 et 3300 cm-' ; 

sur la figure 54, sont reproduits les spectres Raman de résonance du ADAB 
- 1 

avec et sans trypsine, enregistrés entre 1100 et 1700 cm , c'est en effet 
dans ce domaine spectral que sont observées les modifications les plus 

importantes. 

 enregistrement de ces spectres a été effectué avec un spectromètre 

réalisé au laboratoire à partir d'un monochromateur Coderg PH.1, équipé 

d'un système de balayage rapide et couplé à un miniordinateur, permettant 

l'acquisition d'un grand nombre de spectres (voir annexe II). L'échantil- 

lon est placé dans une cellule à circulation à flux continu, le contrôle 

du pH et de la température a été effectué parallèlement à l'enregistre- 

ment des spectres. 

Nous avons vérifié la reproductibilité de toutes les caractéristiques 

spectrales ; le titrage des sites actifs (101) de la protéine avant et 

après l'exposition au faisceau laser a montré que nos conditions expéri- 

mentales n'apportaient aucune inactivation de la protéine. 

Dans les conditions de concentration décrites dans la figure 54, 

environ 95 % des molécules d'inhibiteur sont sous forme de complexe, 

aussi le spectre Raman obtenu peut donc être considéré comme caractéris- 

tique de 1'ADAB fixé. Il est à noter que le spectre initial de l'inhibi- 



teur peut être retrouvé si on ajoute un excès de benzamidine à la solu- 

tion contenant le complexe ADAB-trypsine. Des effets similaires sont 

obtenus si on utilise de l'a-trypsine. 

Fig. 54 : Speotizen Raman de xésolzance du 4-amidino, 4 '-dhé;thyRaminaaza- 

benzène dam une no1u;iAon ;tan~pon ( 0 , 0 2 5  M M e n  NaOfo pH 6 , 0 8  - 

( b )  inhibiZeuh. ( 3  PM) avec ;ttrypdine ( 7 6 , 2  PM) 

L e n  Blèchen inndiqucnt Lecl bande6 Raman dont Len inntemLtQa be 



Les fréquences relevées dans les spectres ainsi que les intensités 

relatives sont reportées dans le tableau X, de même que les fréquences 

obtenues à partir des spectres Raman de résonance et infrarouge du 

ADAB à l'état solide. Du fait de la faible densité optique des solutions 

utilisées (D.O. = 0,024) il n'a pas été nécessaire de corriger les valeurs 

des intensités mesurées. 

La comparaison des spectres Raman de résonance du ADAB, libre en 

solution aqueuse et fixé sur la trypsine, montre que les fréquences des 

raies sont très peu perturbées par la fixat-on : les glissements observés, 

bien que reproductibles (les valeurs reportées dans le tableau ont été 

obtenues à partir d'une série de sept manipulations) ne sont pas très 

significatifs. 

Les principales modifications observées sont : 

- Un affinement de la largeur des raies quand le ADAB est fixé sur la 
- 1 

trypsine, cet affinement est surtout visible dans la région des 1400 cm . 

- Un changement d'intensité relative pour les quatre bandes indiquées par 
une flèche sur la figure 54. Nous avons vérifié, en enregistrant les 

spectres avec deux radiations excitatrices différentes ( 514 ,5  et 488 nm) 

que ces modifications n'étaient pas imputables au glissement de la 

bande d'absorption vers les grandes longueurs d'onde quand le ADAB est 

fixé sur la trypsine. 

IV - lNTERPRETAT70N DES SPECTRES RAMAN : 

L'attribution des bandes observées, faite par comparaison avec les 

spectres d'autres dérivés substitués de l'azobenzène (chapitre 2-1) est 

donnée dans le tableau X. 



SPECTRES RAMAN 
: Spectre : 

radiation excitatrice 488 nm : Infrarouge : _-------------------------------------------.--------------. Attribution 
Inhibiteur : Inhibiteur : Inhibiteur : Inhibiteur : 

: fixé sur la : 
2 

SC! ide proposée 
libre trypsine : solide : pastille KBr : __------------._-------------.--------------.--------------.--------------------- 

, : 1675 (F) : groupe Amidine 
: 1619 (0,5) : (c-C) cycles 

1608 (3) : 1605 (6) : 1600 (3) : 1600 (F) . (8 a, b) 

: 1543 ( f )  
: 1525 (0,5) : 1520 (F) 

: 1480 (m) (19 a, b) 

1447 (3) : 1446 (2,5) : 1435 (3) : 1445 (m) 
1419 (7,5) : 1416 (7) : 4 5 5  : 1420 (i) i] élongation N=N 

1395 (10) : 1393 (10) : 1387 (10) : 1390 (m) : 
couplée avec les 
modes 19 a, b 

1365 (8) : 1360 (8,5) : 1361 (5,5) : 1370 (F) : mode e (P~-N(CH~)~) 
1 

: 1338 (f) 6 (CH) cycles 
1315 (2,5) : 1316 (3,5) : 1310 (3) : 1315 (m) : >  :' (3et14) 

1266 (0,5) : 1266 (0,5) : 1262 (1,5) : 1260 (m) : 
: 1230 (0,5) : 1235 (m) : mode e2 (Ph-N=) 

+ 
1206 (1,3) : 1209 (0,7) : mode e (Ph-C(NH2)2 ) 
7 ( 2 ,  : 7 ( 3 ,  : 1182 (2) i Il70 (f) coupfé avec 

: 1160 (0,5) : 1158 ( f )  : 6 (CH) 9 a  

1147 (5) : 1142 (5) : 1133 (6) : 1135 (F) : modee (Ph-N=) 1 

Tableau X +. 

AM;tUbuAion d e n  haien absehuéen d a u  Len s p e c A t e ~  i n ~ h m o u g e  eA Raman du 

c k e a k h y h d e  de 4 - amidino, 4 ' -Cl,inl6R~1ijl~0rtinaazu beMzGne. 
La intenhLtés t r d d v e n  den  haies abse~.vQen dans Len specfiren Raman on t  

é;té cdcu léen  en paoant a,~b,i,th&ernent l ' i n t e n h i t é  de La haie  l a  p& 

intembe é g d e  à 1 O .  Leo intenhLtén d e n  banden i n ~ h m o u g e n  sont  hepéhées 

patr F = a o m k  ; m = moyenne ; 6 = 6aibLe. ,-"' 
, f 

,..l 

'.L-? 



L'analyse des résultats conduit aux conclusions suivantes : 

1 - L'affinement des raies observé quand la molécule inhibitrice est 
fixée dans la poche spécifique de la protéine peut s'interpréter 

par une perte de certains degrés de liberté. 

Les mouvements de rotation et de réorientation d'une molécule en 

phase liquide contribuent à l'élargissement des raies (102). Dans 

le cas du ADAB, que l'on peut considérer comme une toupie linéaire 

en première approximation, c'est la rotation autour de l'axe de plus 

faible moment d'inertie (103) qui contribue le plus à cet élargisse- 

ment . 

La fixation de cette molécule sur une protéine de masse moléculaire 

environ 100 fois plus élevée peut gêner fortement.les mouvements de 

rotation possibles et peut conduire ainsi à un affinement des raies. 

2 - Dans la forme trans de la molécule de ADAB, si les cycles benzéniques 
sont situés dans un même plan, la fréquence d'élongation V (N=N) est 

- 1 
attendue dans la région 1380-1440 cm . Quand les cycles s'éloignent 
de la conformation coplanaire, une diminution du degré de conjugai- 

son des électrons IT le long de la molécule, conduit à une augmenta- 

tion de l'ordre de la liaison N=N donc à un accroissement de la fre- 

quence de vibration et à une variation de l'intensité relative (2). 

Dans sa configuration cis la vibration d'élongation N=N est attendue 

vers 1500 cm-' (88). 

Les faibles modifications de fréquence et d'intensité relative obser- 

vées dans la région de l'élongation N=N nous conduisent à considérer 

que la molécule inhibitrice demeure dans sa configuration trans et 

que la conformation coplanaire des cycles est conservée. L'augmenta- 

tion de la délocalisation électronique le long de la molécule, in- 

diquée par le dEplacement vers les grandes longueurs d'onde de la 

bande d'absorption visible, semble sans effet sur la fréquence d'é- . 

longation N=N. 



3 - Le mode de type e relatif à l'élongation cycle-groupement diazo 

(raie 1147 c m )  semble très peu perturbé lors de la formation du 
- 1 

complexe. Si un léger glissement en fréquence est observé (AS = - 5 cm ) 

l'intensité relative est conservée. Cette observation confirme les ré- 

sultats précédemment obtenus à propos de l'élongation N=N, en effet 

une torsion des groupements phényles autour des liaisons C-N condui- 

rait à un affaiblissement de l'ordre de la liaison avec diminution de 

la fréquence et de l'intensité relative (1, 2). 

4 - Le mode de type e relatif à l'élongation cycle-groupement diméthyl- 

amino est très peu perturbé lors de la fixation, seul un léger glis- 

sement en fréquence est observé. 

5 - L'attribution de la raie 1206 cm-1 à un mode de type e relatif à 

l'élongation Ph-C du groupe amidino est faite par analogie aux autres 

dérivés de l'azobenzène (chapitre 2-1). 

Cette attribution est confirmée par l'étude du spectre de la benza- 

midine entre 1000 et 1300 cm-' (figure 55). 

En effet, nous observons dans le spectre Raman du chlorhydrate de ben- 
+ - 

zamidine (Ph-C(NH ) Cl ) en solution à pH neutre, une forte raie vers 
2 2 

1200 cm-' très sensible à la déprotonation du groupe amidino. 

+ 
Comme aucun des modes internes du groupement C(NH ) n'est attendu 2 2 
dans ce domaine spectral, cette raie peut être attribuée à un mode de 

type e. 

La fixation de la molécule de ADAB à l'intérieur du site actif de 1s 

protéine produit une forte diminution de l'intensité relative de la 
- 1 

raie 1206 cm . Il semble donc que la partie amidine de la molécule 
participe activement au processus de fixation. 



Fig. 55 : Spc&e Raman de La be.nzamidine ( O , ]  M)  en buPuLion aqueue.  

( a )  Xampun phubphate (pH 6 , O l  - ( b )  NaOH ( O , ]  M)  

6 - La modification des intensités relatives des raies attribuables aux 
modes de vibration des cycles (1608, 1485, et 1315 cm-') montre que 

la distribution électronique de l'un (ou des deux) cycle (s) benzé- 

pt nique (s) est perturbée lors de la fixation. Il est impossible, à la 

J"i i 
\.-...t+ 

lumière de ce seul résultat, de savoir si ce phénomène est provoqué 

par une modification de la répartition électronique au niveau du 



cation amidinium ou par une interaction directe des parois du site 

sur la densité électronique des cycles benzéniques. 

Le glissement de la bande d'absorption vers les grandes longueurs 

d'onde, observé lors de la formation du complexe indique également 

que la distribution électronique de la molécule est modifiée. 

- 1 
L'augmentation de l'intensité relative de la raie 1171 cm attri- 

buable à un mode de vibration CH couplé à un mode d'élongation Ph-N 

a sans doute pour origine l'accroissement de la densité de charges 

des cycles. 

V - PRESENTATION D'UN MODELE D'INUTBTTION : 

La comparaison des spectres Raman de résonance du ADAB libre et du 

ADAB fixé sur la protéine a ~ermis de mettre en évidence certaines in- 

teractions spécifiques, nous pouvons, à partir de ces résultats, proposer 

un modèle d'inhibition. 

La molécule d'inhibiteur est fixée par son groupement amidino à 

l'intérieur de la poche enzymatique. Cette fixation entraîne l'imrnobili- 

sation de la molécule, sans toutefois modifier sa structure. Seule une 

perturbation de la délocalisation électronique apparaPt au niveau du 

(ou des) cycle (s) benzénique (s). Nous pouvons admettre que seul le 

cycle lié au groupement amidino est perturbé ; en effet, puisque les raies 

attribuables à l'élongation N=N et à l'élongation Ph-N(CH ) ne sont pas 3 2 
modifiées, le cycle portant le groupement diméthylamino peut être consi- 

déré comme inchangé. 

Cette description de la molécule d'inhibiteur fixée dans le site 

actif de la trypsine par sa partie amidine est en parfait accord avec les 

études cinétiques et les résultats de la littérature (104-106). En étudiant 



ASP 

Fig. 56 : Reptréden;tation de La rnoLécde de benzami&ne dixée d a ~ n  Le 

aLte a d 6  de La hypcrine (d'upkèa une é h d e  t r a d i o U X a U o -  

gkaphie, kE6Zkence 7 0 7 )  . 

le complexe trypsine benzamidine par diffraction de rayons X (107) 

f' 
KRIEGER a montré que la benzamidine se fixe sur la trypsine par forma- ' tion d'un pont salin entre le cation arnidinium de l'inhibiteur et la 

charge négative porté par l'aspartate 189 présent dans le site actif 

(figure 56). Le cycle benzénique s'intercale entre les liaisons pepti- 



diques serine 190 - cystine 191 et tryptophane 215 - glycine 216. 
Ce type d'interaction peut rendre compte des modifications d'intensité 

relative observées pour les modes des cycles. Cependant, d'autres types 

d'interactions, comme par exemple l'environnement hydrophobe de la partie 

amidine peut intervenir. 

La position des cycles benzéniques eh "sandwich" entre les liaisons 

peptidiques peut expliquer l'immobilisatidn du ligand à l'intérieur du 

site actif de la protéine. Certains auteurs (108-110),en étudiant les 

interactions inh ib i t eur -chymot ryps ine  par résonance magnétique nucléaire, 

ont mis en évidence une diminution des mouvements de rotation de l'inhi- 

biteur quand ce dernier est fixé sur la protéine. 

V l  - CONCLUSION : 

Un affinement des résultats est possible, l'utilisation d'inhibi- 

teurs substitués isotopiquement, ainsi que l'étude d'effets de solvant . 

devraient permettre de mieux définir la nature et la localisation des 

interactions spécifiques existant entre l'inhibiteur et la protéine. 

Cependant cette étude de l'inhibition de la trypsine par le ADAB 

montre que la spectrométrie Raman de résonance est une méthode bien 

adaptée à l'étude des interactions protéine-ligand, en effet, le modèle 

d'inhibition que nous sommes amenés à proposer à partir des résultats 

spectroscopiques est en parfait accord avec les renseignements obtenus 

par d'autres méthodes physiques (RMN et Rayons X). 



- CHAPITRE 3-11 

INHIBITION DE LA SUBTILISINE 

PAR LES DCRIVÉS DE L'ACIDE ARSONIQUE ' 

1 - GENERALTTES 

Le terme subtilisine désigne généralement le groupe des protéases 

d'origine bactérienne possédant une sérine active à l'intérieur de leur 

site catalytique. Ces protéines sont produites par diverses espèces de 

bacilles; elles catalysent des réactions d'hydrolyse de liaisons peptidi- 

ques. A cause de leur spécificité assez large, les subtilisines sont uti- 

lisées pour l'étude de la structure primaire d'autres protéines car elles 

peuvent catalyser l'hydrolyse de liaisons peptidiques non hydrolysées par 

des protéases plus spécifiques comme la trypsine ou la chymotrypsine. 

E t u d e  r é a l i s é e  en c o l l a b o r a t i o n  a v e c  E.W. THOMAS, d e p a r t m e n t  o f  C h e m i s t r y  

and a p p l i e d  c h e m i s t r y  - U n i v e r s i t y  o f  S a l f o r d  ( A n g l e t e r r e ) .  



Les subtilisines sont plus stables aux pH acides (pH 5,3 - 6,5) 

qu'aux pH basiques (pH 8 , l  - 9 ,5)  où un phénomène d'autolyse apparaît. 

Différents types de subtilisines peuvent être obtenus. La subtilisine 

Novo, désignant la protéase commercialisée par la Firme Novo Industry, 

possède 275 amino-acides et une masse moléculaire de 26 000 ; elle est 

identique en séquences d'amino-acides à la subtilisine BPN' commerciali- 

sée par la Compagnie Nagarse (Osaka). La subtilisine Carlsberg désigne 

la protéase qui diffère des subtilisines Novo et BPN' par une suppression 

et la substitution de 84 amino-acides ; sa masse moléculaire est de 

27 400 ; elle est commercialisée par la firme Novo. 

Les propriétés enzymatiques des subtilisines sont déterminées par 

l'activité de la sérine 221 située dans le site actif ; cependant des étu- 

des cinétiques de l'hydrolyse du paranitrophénylacétate catalysée par la 

subtilisine suggèrent la participation d'un groupement histidine dans le 

mécanisme de fixation du substrat (III). 

Les dérivés du phénylarsonate sont de très bons inhibiteurs à la fois 

de la chymotrypsine et de la subtilisine ; la fixation de ces inhibiteurs 

met en jeu le groupe histidine. Le groupement As0 H- semble être la partie 
3 

active de l'inhibiteur, en effet les dérivés du sulfonate (SO -) et les 
3 

carboxylates (COO-) ne peuvent se fixer. Cependant la présence du groupe 

arsonate n'est pas la seule condition pour la fixation. 

La vitesse d'inhibition des estérases par les dérivés du phénylarso- 

nate est très variable suivant les structures de l'inhibiteur et de la 

protéine (112-113). 

Si l'inhibition de la chymotrypsine par le p.nitrophény1arsonate est 

très rapide, l'inhibition par le amino-phénylarsonate est très lente. Ces 

deux composés inhibent très lentement les subtilisines. 



Le 4-arsonate, 4'-aminoazobenzène est capable d'inhiber les subtili- 

sines mais il est sans action sur la trypsine et la chymotrypsine. La 

fixation peut être mise en évidence par un déplacement de la bande 

d'absorption visible du colorant vers les grandes longueurs d'onde quand 

de la subtilisine est ajoutée à la solution. La variation du spectre 

d'absorption est lente, elle ne s'observe pas si de la trypsine ou de la 

chymotrypsine sont introduits dans la solution de colorant à la place 

de la subtilisine. 

La cinétique d'inhibition de la subtilisine par le 4-arsonate, 

4'-aminoazobenzène a été étudiée à l'aide de la spectrométrie d'absorption 

par GLASER (113). Pour une concentration donnée d'enzyme, le degré final 

d'inhibition et la vitesse d'inactivation sont fonction uniquement de la 

concentration en colorant et indépendant de la concentration en substrat. 

D'autre part, il a pu être montré que l'activité initiale de la protéine 

est la même avec et sans colorant. Ces observations semblent indiquer 

que le site initial de fixation du colorant est distinct du site de fi- 

xation du substrat. Le mécanisme d'inhibition peut alors s'écrire : 

E + 1 f (EI) actif rit (EI') inactif 

Le complexe initial (EI) actif est formé très rapidement pour se 

réarranger lentement et donner un complexe (EI') inactif. 

Ce mécanisme peut rendre compte de l'apparition anormalement lente 

du complexe totalement inhibé. Génsralement l'interaction d'une protéine 

avec une petite molécule est complète en moins d'une seconde (1 11). 

Le schéma suggéré (112) est représenté sur la figure 57. 

La première étape est l'établissement d'une interaction électrosta- 

tique entre l'anion phénylarsonate et un résidu histidine protoné ; la 

molécule ainsi maintenue à l'intérieur du site actif peut, dans une seconde 

étape, réagir avec la fonction hydroxyle de la serine et former un complexe 

covalent. 



Le complexe formé est du type 1:I ; sa constante d'inhibition est 

de 5,7 I O - ~ M  à pH 6  et à 2 4 O ~ .  L1inh,ibition de la subtilisine par les 

dérivés du phénylarsonate est totalement réversible (112) ; la vitesse 

de dissociation du complexe augmente fortement avec le pH. Pour une con- 

centration de 1 O - 6 ~  de complexe à pH. 9, toute 1' activité enzymatique de 

la subtilisine est retrouvée en moins de cinq minutes et le spectre 

d'absorption indique la libération totale du colorant. 

E tape 1 ( lente) -- 

&pe 2 ( rap ide)  

Fig. 57 : Schéma ponhhbLe de L'inkibLiion de l a  eaubXi.Lihine pah 

Pu mo&écLLe~ de phénq&dt~~~ond;te ( d ' a p ë n  La trQ6G.henee 1 1 2 ) .  



I I  - INHIBITION DE LA SUBTILISINE NOVO 

Deux dérivés du phénylarsonate ont été utilisés pour étudier l'inhi- 

bition de la subtilisine Novo. 

C'est un produit commercial provenant de I.C.N. pharmaceutical Inc. 

(Plainvie, N.Y.). 

I 

Ce dérivé a été synthétisé suivant la méthode proposée par S. ADLER 

et ses collaborateurs (1 14). L'addition de subtilisine à des solu'tionç 

d'inhibiteur à pH neutre déplace les bandes d'absorption visible vers les 

grandes longueurs d'onde (figures 58 et 5 9 ) .  

Le maximum de la bande d'absorption du dérivé amino glisse de 390 à 

428 nm ; celui du dérivé dimérhylamino glisse de 456 à 490 nm. 

La vitesse d'apparition du complexe subtilisine - dérivé diméthylamino 
est comme celle du complexe subtilisine - dérivé amino, relativement lente. 
Aussi un temps d'incubation d'environ une demi-journée à la température 

ambiante a été nécessaire dans chacun des cas de manière à former la tota- 

lité des complexes. 



Fig. 58 : S p e m e  d'abnotrpfion du 4 - m o n d e ,  4'-aminaazobenzène en 

60&0n Xmpon (phonphde 0 , 2  M) pH 6,O Ù Xempettatwre ambiante. 

( a )  7 5  phi 

( b )  15 pM en y~hénence de 2,4W de sub,tilhine. 

777 - ETUDE DES SPECTRES RAMAN 

L'utilisation de la radiation 4 8 8 * n m ,  située à l'intérieur des bandes 

d'absorption des complexes (voir figures 58 et 59) permet d'obtenir des 
c- 

spectres Raman de résonance dans de bonnes conditions. 



Fig. 59 : Speot>ie d'abaoirp.tion du 4 - m o n a t e ,  4'-dViiéthglanMnoazobenzène 

en n o U o n  ;tampon lphoaphate 0 , 2  M I  6,O à tempé/iatuiie 

am bian;te . 

Le spectre Raman de résonance du dérivé amino est représenté sur la 

figure 60 (b). Les principales caractéristiques spectrales sont comparables 

à celles relevées pour d'autres dérivés paradisubstitués de l'azobenzène 

(chapitre 2-1) . 



Fig. 60 : Speofitcb Raman de 4Zsonunce du 4--mona;te,  4'-aminouzobenzène 

en noludion aqueLLise ( c  = 30 yM - ex&&ce 488 nm - 6en;ta 

6 cm-'). 

( a )  NaOH 0 , 1  M 

( b )  Xcunpon phosphde ( 0 , 2  Ml  p f f  6,O 

( c )  ;tampon phv6phCLte pH 6 , O  + 2 , 5  mM de sub,td%ine Nova. 

Aucune raie attribuable au groupement As0 H- n'est observable dans le 
3 - 

spectre ; en effet, si l'ion arsonate est remplacé par les groupements CO0 , ' 

- 
:Gi?) S03 

OU S02NH2' nous obtenons des spectres identiques en fréquences et en 

'ci. k. intensités relatives (55). 
--' 



L'influente du groupe arsonate sur le spectre Raman de la molécule 

pourrait cependant être mise en évidence par l'étude de l'ionisation 
- - 

-As0 H- + -AsOj obtenue dans des solutions basiques (pK = 9). Le spec- 
3 A 

tre Raman représenté sur la figure 60(a~a été obtenu à partir d'une solution 

basique (NaOH O,] N). Nous voyons très peu de modifications, donc la per- 

turbation de la charge portée par le groupement arsonate n'a que très peu 

d'influence sur la délocalisation électronique le long de la molécule. 

En effet, les fréquences et les intensités relatives des raies observées 
- 1 

dans la région des 1400 cm où le mode d'élongation N=N est attendu, 

ne sont pas modifiées par l'ionisation. Il en est de même pour les raies 

attribuables aux modes des cycles benzéniques. 

La seule modification significative est observée dans la région 

1100-1200 cm-' ; l'intensité de la raie 1166 cm-' diminue au cours de 

l'ionisation. Cette observation est en accord avec l'attribution propo- 

sée dans la seconde partie (chapitre 2-1) et suggère la participation 

d'un mode de type e correspondant à l'élongation Ph-As0 H-. 
3 

L'addition de subtilisine perturbe le spectre Raman de résonance 

du dérivé amino (figure 60 (c)). Sous les conditions de concentration 

décrites dans la légende de la figure, environ 85 % des molécules inhi- 

bitrices sont fixées à la protéine. 

Nous pouvons immédiatement remarquer un affinement important des 

raies du complexe si on les compare à celles du chromophore libre. Ce 

phénomène a sans doute la même origine que dans le cas du complexe 

trypsine - ADAB (chapitre 3-I), la fixation dans le site actif de la pro- 

téine entrave les mouvements de rotation et de réorientation de la molé- 

cule inhibitrice. 

Nous reportons sur le tableau XI les fréquences et les intensités 

relatives des spectres étudiés ; l'attribution proposée a été établie 

sur les mêmes bases que pour les dérivés diazoïques étudiés précédemment. 

Nous avons, dans chacun des cas, vérifié la reproductibilité de ces 



valeurs en fonction du temps. 

- - 

tampon : complexe avec : Attributions 
NaOH (0,l M) : phosphate :la subtilisine : 

pH 6,O : pH 6,O proposées 
----------------.---------------.---------------*--------------------- 

1603 (Ep) 
1588 (1,5) : 1587 (1,5) : 1587 (1) 

: C-C cycles (8 a,b) 

1458 (2,5) : 1457 (2) : 1459 (1,5) : élongation N=N cou- 
1423 (10) : 1421 (10) : 1415 (10) : plée avec les modes 
1389 (5,5) : 1389 (7) : 1386 (9) : 19 a,b des cycles 

1312 (1) : 1312 (1,3) ; 1310 (1,5) : 8 CH cycles (3) 

1194 (1) : 1195 (1) : 1195 (1) : 8 CH cycles (9 a) 

1164 (Ep) : 1166 (Ep) : 1161 (1) : 8 CH (9,a,b) 
e PII-ASO~H- 

1148 (6,5) : 1148 (6,5) : 1140 (5) : e Ph-N=, 6 CH (9 b) 

927(0,8) : 926(1) : 922 (2,5) : 8 CH cycles (17 a,b) 

Tableau XI 

Narnbha d'unde, iYLtem2Qb trQea;tiva QA: aA2xLbdunil d a  hais 
- obamvEa dam Re.b bpeca7~e.b Raman de trE6onance du 4 - ~ a n d ; t e ,  

4'-minvuzabenzène hou6 divenisu c o n d d i o ~ .  

(La iYLtem2Ea hQRa~2ueh o n t  éit& cdcURQu LI  pVba& ~lhb&ai- 

tement L ' in temLté  de Lu haie Ra pLua in ; t en~e  égale B 7 0 )  . 
















































































































































































































































