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Activité technologique n°1 : NOTIONS DE BASE DE SPECTROPHOTOMETRIE
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OBJECTIFS 
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Comprendre le principe de fonctionnement d’un spectrophotomètre.
· Savoir réaliser le tracé du spectre d’absorption d’une molécule en solution et en tirer les informations importantes.
· Etablir la procédure à mettre en place pour déterminer, par spectrophotométrie, la concentration d’une molécule dans une solution.

· Retrouver les conditions à respecter pour que la méthode de dosage par spectrophotométrie soit utilisable.

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
PROTOCOLE et COMPTE RENDU ELEVE
1 - Principe de fonctionnement d’un spectrophotomètre (TD)
Lire les extraits du manuel d’utilisation présentés en annexe et mettre en application pendant la séance.
· Utilisation de l’appareil 

	Savoir faire ou trouver
	autoévaluation

	· Le sens de passage de la lumière
	

	· La position de la cuve en fonction du trajet de la lumière
	

	· L’ordre de positionnement des cuves sur la tourelle
	

	· Régler l’appareil en mode de mesure d’une absorbance
	

	· Effectuer le choix d’une longueur d’onde pour les mesures à effectuer
	

	· Décoder les informations affichées à l’écran
	

	· Effectuer le réglage du zéro de l’appareil
	

	· Avancer d’un cran la tourelle des cuves
	

	· Faire revenir la tourelle en position 1
	

	· Remettre l’écran d’affichage dans sa configuration d’origine
	

	· Mettre l’appareil en mode de réalisation d’un spectre d’absorption
	


2 - Spectre d’absorption du permanganate de potassium (Activité pratique)

· Diluer 5 fois la solution étalon de KMnO4 proposée (initialement à 1 mmol/L).
· Lister le matériel choisi :

· Décrire rapidement la réalisation de la dilution :

· Réaliser le spectre d’absorption de la solution diluée.

· Indiquer le choix judicieux du « blanc » :

· Régler le spectrophotomètre en mode balayage : les longueurs d’onde choisies allant de 380 à 600 nm.

· Décalquer le tracé obtenu directement sur l’écran d’affichage, légender les axes et  compléter en indiquant les informations nécessaires à l’exploitation de ce document. 
· Relever les coordonnées des pics observés et proposer une utilisation possible de ces données

3 - Détermination de la concentration en permanganate de potassium d’une solution inconnue « S » (Activité pratique et TD)
· Mesurer l’absorbance de la solution inconnue S de permanganate de potassium.
· Indiquer le choix de la longueur d’onde de travail :

· Indiquer les conditions  expérimentales de mesure :

· Indiquer la valeur mesurée :

· Peut-on déterminer la concentration en permanganate de cette solution S ?

Analyse de documents : Les tracés des spectres d’absorption du permanganate de potassium de 4 solutions respectivement à 0,05 - 0,10 - 0,20 - 0,25 mmol/L vous sont fournis en annexe.
· Déterminer graphiquement l’absorbance de chacune des solutions pour une même longueur d’onde judicieusement choisie (compléter le tableau).

	Valeur de concentration de KMnO4 en mmol/L
	0,05
	0,10
	0,20
	0,25

	A pour λ =
	
	
	
	


· Tracer sur papier millimétré la courbe : Absorbance en fonction de la concentration molaire en permanganate de potassium, à la longueur d’onde choisie (ne pas oublier : les titres, les légendes des axes qui seront gradués avec une échelle choisie avec soin, la représentation de l’échelle).
Analyse de la courbe tracée
· - Décrire l’allure de la courbe :

· - Comment peut elle être employée et dans quelles limites :

· - Indiquer le nom que l’on peut donner à cette courbe : 

· - Nommer et écrire la relation mathématique représentée par ce tracé :

· - Déterminer la concentration de la solution S de permanganate de potassium.
4 - Dosage d’une solution « X » de nitrites par spectrophotométrie. (Activité pratique)
On souhaite doser les nitrites contenus dans une solution « X » préalablement diluée 2 fois.
Les nitrites (NO2-) donnent avec un réactif de diazotation une coloration rose qui est proportionnelle à la quantité de nitrites présente dans le mélange. Les spectres sont donnés dans le document annexe.

- Déterminer la longueur d’onde de travail :
On dispose d’une solution étalon mère de nitrites de sodium à 25 mg/L de nitrites NO2-. Cette solution doit être diluée 50 fois dans de l’eau déminéralisée en utilisant une  fiole jaugée dont le volume final est de 100 mL.
- Calculer le volume de solution mère à prélever :

- Réaliser la préparation des tubes comme indiqué ci-dessous puis compléter le tableau
	tubes
	
	
	
	
	
	E1
	E2

	Solution étalon de nitrites de sodium à …..................mg/L (mL)
	0
	2
	4
	6
	8
	
	

	Solution à doser « X » (mL)
	
	
	
	
	
	
	

	Eau distillée (mL)
	10
	
	
	
	
	5
	5

	Conditions opératoires
	Ajouter 250µL de réactif, homogénéiser puis attendre 15 minutes

	Quantité de nitrites en µg/tube
	
	
	
	
	
	
	

	Absorbance lue à λ =
	
	
	
	
	
	
	


Les données obtenues sont à saisir dans le logiciel.

- Calculer les concentrations en nitrites pour les tests E1 et E2 :



Formule littérale :     CNO2- =

CNO2-E1=

CNO2-E2

► Solution étalon mère de KMnO4 à 1,8 mmol/L : 500 mL 

- en 1 flacon brun, noté « KMnO4 à 1,8 mmol/L »

- prévoir un bécher de 50 mL avec bec verseur à côté (prise 20-25 mL/élève)
► Solution de KMnO4 à 0,18 mmol/L : 200 mL
- diluer la solution précédente au 1/10 : 20 mL qsp 200 ED

- en 1 flacon brun, noté « Sol. S de KMnO4 »

- prévoir un bécher de 50 mL avec bec verseur à côté (tsfert en cuve directement près de cette réserve)

- Pots de yaourt : 45


(résa sol étalon mère 2 parties + ED)
- Fioles jaugées de 50 mL : 15 
(dilution sol étalon mère permanganate))

-  Pipettes jaugées de 10 mL : 15
(dilution sol étalon mère permanganate)

- Fioles jaugées de 100 mL : 15 
(dilution sol étalon mère partie nitrites)

- Pipette jaugées de 3 mL : 15 
(dilution sol étalon mèr nitrites)

- Pipette graduée de 10 mL : 15
gamme
- Propipettes orange : 15

(dilution sol étalon mère)

- Poires compte-gouttes : 15

(dilution sol étalon mère)

- Tubes à essais : 200 + portoir
- Pipette automatique P 1000 : 15 + cônes

- cuves de spectro (allant jusqu’à 380 nm) : 150 
(9/élève ) porte-cuves en polystyrène : 15
- parafilm prédécoupé / papier filtre

- papier calque (dim :


) rouleaux de scotch classiques : 3,
scotch jaune : 3 rouleaux
- spectrophotomètres : 3

► Solution étalon mère de nitrite de sodium à 25 mg de nitrites /L : 500 mL par groupe
Prépa pour 2 groupes

- NaNO2 sec 0.375g + eau distillée qsp 100mL

- dilution au 1/100 : 10 mL pour 1L
A conserver en flacon brun au frais. ( 25 mL par élève nécessaire)

► Solution de solution « X » à 0.52 mg de nitrites /L : 300 mL
- diluer la solution précédente au 1/100

► Réactif de diazotation : 250 mL

Dans une fiole de 500 mL, introduire 400mL d’eau distillée, 50 mL d’acide phosphorique concentré (d=1.70) 20 g de sulfanilamide laisser dissoudre puis ajouter 1g de dichlorure de N-(1 naphtyl)éthyléne diamine, agiter jusqu’à dissolution complète, compléter la fiole pour obtenir 500 mL à conditionner en 15 flacons individuels.
Remarques prof :

● Chaque élève réalise la dilution de sol. étalon mère et réalise le spectre (rappel pipetage + fiole).

● Blanc = cuve contenant ED à chaque fois.

● Le spectre avec la sol. étalon diluée 1/5 doit donner une absorbance à 525 nm aux alentours de 1,0 (soit au-dessus des valeurs visibles sur le tracé avec les 4 spectres).

● Prévenir les élèves d’apporter du papier millimétré + grande règle plate transparente de 30 cm.
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