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1ére année master Module : TP Méthodes spectroscopiques d’analyse

TP1 : Dosage par spectrophotométrie UV-Visible d’une espéce colorée en
solution

1. Objectifsdu TP

-Comprendre le principe de la spectrophotométrie

- Réalisation et utilisation d’une échelle de teinte.

- Exploitation d’un spectre UV-Visible.

- Vérification de la loi de Beer Lambert.

-Détermination de la concentration en permanganate de potassium d’une solution de Dakin.

2. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométrie UV-Visible repose sur I’interaction de la matiere et du rayonnement
électromagnétique dans le domaine 190-800 nm.

3. Principe

La spectrophotométrie est une technique basée sur la mesure des propriétés d’absorption de la
lumiére par une substance. Plus généralement, ils provoquent des transitions électroniques
entre les différents niveaux d’énergie des molécules.

La spectrométrie d’absorption est basée sur la théorie de la quantification de I’énergie des
atomes. En effet un atome qui passe de son état (d’énergie) fondamental a un état excité
quelconque absorbe un ou plusieurs photons. La fréguence v du photon dépend de I’énergie
AE acquise par I’atome selon la relation :

AE=h v Ou h est la constante de Planck.
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Figure 1 : Lien entre l'absorption ou I'émission d'un rayonnement électronique et les niveaux d'énergie
atomiques.
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4. Les différents types de spectrophotometres UV-visible

Il existe sur le marché des spectrophotométres UV simple faisceau ou double faisceau. Le 2"*

étant plus précis et plus chers. Ils comportent

-la source: composé de 2 lampes, une au tungsténe pour le domaine visible, l'autre au
deutérium pour le domaine UV

-le monochromateur

-le compartiment & échantillon

-le détecteur a photodiode ou photomultiplicateur.
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Figure 2:Différents types de spectrometres UV-visible.

Dans le montage a double faisceau, la source passe par le monochromateur puis elle est
partagée en 2 faisceaux: l'un dirigé vers le «blanc» c'est-a-dire le compartiment contenant le
solvant, l'autre dirigé vers le compartiment de I'échantillon. L'intensité lumineuse est mesuree
par 2 photodiodes ou un photomultiplicateur.



5. Cuves de spectrophotométrie

Attention a la matiére des cuves, tous les matériaux ne sont pas transparents a I'UV. Seules les
cuves en Quartz permettent de descendre a 200 nm dans I'UV.

-quartz pour les ultra-violets + visible.

-verre ou polystyréne pour le visible.

Matiere de la cuve Domaine
Polystyréne 340 a 900 nm
Verre standard 360 a 2500 nm
Quartz 200 a 2500 nm

6. Mode opératoire

Nous allons mettre en ceuvre un protocole expérimental permettant d’évaluer qualitativement
la concentration en ion permanganate de potassium dans la solution d'eau de Dakin.

Sachant que I'eau de Dakin est un liquide antiseptique utilisé pour le lavage des plaies et des
muqueuses, de couleur rose et a l'odeur deau de javel. L'eau de dakin est constituée
d'hypochlorite de sodium a 0,5% de chlore actif (eau de javel diluée) additionnée de
permanganate de potassium (KMnQO,) pour la stabiliser et ralentir la décomposition de I'eau
de javel .On peut évaluer la concentration d’une espéce chimique colorée dans une solution
grace a la couleur de cette solution. A partir d’une solution SO appelée solution mere, on
prépare des solutions diluées de concentration différentes. On réalise une « échelle de teinte »
qui permettra de donner un encadrement de la concentration de I’eau de Dakin par
comparaison de la couleur. Afin d’affiner le résultat, on utilisera ensuite le spectrophotométre.

SOLUTE DE DAKIN STABILISE COOPER

COMPOSITION

Principes actifs

Hypochlorite de sodium .. 0,500 g de chlore actif pour 100 mlL

Principes non actifs

Permanganate de Potassium ... ... .. ... 0,.0010g pour 100 mL
Dihydrogénophosphate de sodium dihydrate ... ... Excipient

Eau purifiee. .. ___ .. Excipient

MODE D’EMPLOI

Posologie habituelle - en application cutanee sans dilution, soit en lavages,
en bains locaux ou en irrigation, soit en compresses imbibées ou en panse-
ments humides.

s flacons doivent étre conserves fermés dans des endroits frais et & l'abri
la lumiére. Une fois ouvert, la stabilite du 2 est réduite & deux mois.
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6.1. Matériels et produits

Spectrophotometre UV-visible, fiole de 50,0 ml, pipettes jaugées de 1,0 ml, de 2,0 ml, 5,0 mi,
10,0 ml et 20,0 ml, 2 béchers de 50 ml, portoirs a tubes a essais, tubes a essais, cuves pour
spectrophotometre, pipettes+ une poire a pipeter, d’eau distillée, une solution de
permanganate de potassium (KMnO,) 5,0x10* mol. L™, I’eau de Dakin



6.2. Réalisation et utilisation d’une échelle de teinte

Afin de réaliser le dosage du permanganate de potassium, il faut tout d’abord préparer une
gamme d’étalonnage. Six solutions doivent étre préparées dans des fioles de 50,0 mL de
concentration C; indiquées ci-dessous a partir d’une solution mere (Sg) dont la concentration
est Ce =5,0x10™ mol. L™ .Déterminer les volumes de solutions & prélever pour chacune des
dilutions et compléter le tableau ci-dessous. Les volumes sont a prélever a la pipette graduée

On rappelle les relations (a retenir) pour une dilution :

CrereX Vimere= Ciille XVille

Facteur de dilution= Cyere / Ciite = Viitle! Vimere

Numéro de la solution 1 2 3 4 5 6

Concentration molaire de la 1.00 250

. . 5 7,5 10.00 | 20.00
solution fille Ci (10™ mol/1)

Volume de solution mére Vg
a prélever (ml)

Volume de la solution fille

oréparée Vs (ml) 50 50 50 50 50 50

Rapport de dilution

Absorbance

Apres chaque dilution, prélever 10 ml et les verser dans un tube & essais. Numéroter chaque
tube et les disposer selon une coloration graduelle : on a réalisé une échelle de teintes.

On dispose d’un tube a essais rempli de 10 ml d’eau de Dakin. Comparer sa coloration avec
I’échelle des teintes.

Déterminer un encadrement de la concentration molaire en permanganate de potassium dans
I’eau de Dakin.

A I’aide des informations fournies par I’étiquette du flacon et des données, calculer la
concentration molaire en permanganate de potassium de I’eau de dakin et la comparer a votre
encadrement.

Elément Potassium K Manganese Mn Oxygene O

Masse molarre (g mol™) 39.1 54.9 16.0

6.3. Détermination de la concentration molaire par spectrophotométrie

I. Spectre d’absorption

On dispose d’une solution mére S, de permanganate de potassium de concentration
Co=5x10"*mol L™,



- Remplir une cuve avec la solution. Attention, ne pas toucher les faces transparentes des
cuves!

- Faire le blanc, a I’'aide d’une cuve remplie d’eau distillée.
- Repérer Amax.

Il. Application de la loi de Beer Lambert : Détermination de la concentration d’une
solution par étalonnage :

On applique la loi de Beer Lambert : A =&.C.1

AVEC: A . Absorbawnce de la solution (sans wnité)
£ : Coefficient d extinction molaire (Lol t.cna™)
L : Epaisseurde Lla cuwve (cm)
e : Concentration de La solution. (molsL)

Cette loi n’est valable que si la solution est diluée.

A partir de la loi de Beer Lambert, il est possible de déterminer la concentration d’une espece
par mesure de son absorbance.

A I’aide du spectrophotomeétre, on souhaite tracer la courbe d'étalonnage de I'absorbance
d'une solution de permanganate de potassium en fonction de la concentration de la solution.
On peut suivre le protocole expérimental suivant :

- Remplir la cuve avec la solution.

- Sélectionner la longueur d’onde Amax Sur le spectrophotometre.

- Faire le blanc, a I’aide d’une cuve remplie d’eau distillée.

- Mesurer successivement et rapidement I’absorbance des solutions étalons par ordre de
concentration croissante en allant de la moins concentrée a la plus concentrée, ainsi que
celle de la solution de Dakin.

-Compléter le tableau ci-dessus

7. Questions

1. Al’aide des informations fournies par I’étiquette du flacon et des données, calculer la
concentration molaire en permanganate de potassium de I’eau de dakin et la comparer a votre
encadrement

2. Pourquoi est-il demandé de régler le spectrophotomeétre a la longueur d’onde Amax ?
3. Pourquoi faut-il réaliser une courbe d’étalonnage ?

4. Quelle est I'utilité du « blanc » ?

5. Regroupez toutes les mesures d’absorbance dans un tableau.

6. Tracez la courbe représentant I’absorbance en fonction de la concentration de
permanganate de potassium. La loi de Beer Lambert est-elle vérifiée ?

7. Déterminer graphiquement la concentration en ion permanganate de la solution de Dakin
Cpakin. -Comparer a ce qu’indique le flacon commercial puis conclure.



Annexe

1. Allure d’un spectre d’absorption

Le tracé I’intensité de I’énergie absorbée (absorbance A) par la molécule en fonction de la
longueur d’onde Amax S’appelle le spectre d’absorption de I’espéce chimique ou de la solution
étudiée. Il comporte des bandes assez larges et peu nombreuses et est caractérisé par sa
longueur d’onde au maximum d’absorption (Amax). La couleur percue d’une solution est la

couleur complémentaire de la couleur correspondant au maximum d’absorption de son spectre
d’absorption.

La solution de permanganate de potassium
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Spectre de la lumiére blanche aprés traversée de la Spectre d'absorption de la solution de permanganate Cercle chramatique : les couleurs situdes 3
solution de permanganate de potassium de potassium |"opposé sont complémentaires

2. Description du Spectrophotométrie

2.1. L appareil avec élément de commande

Compartiment cuve

Ecran LCD graphique

Couvercle du puits de cuve

Clavier a membrane

Spectrophotométre UviLine 9100 — 9400

2.2. Clavier
1 : Touches de fonction F1 a F4 (fonction dépendant du menu)
2 : Touches a fonction fixe
3 : Bloc de touches alphanumériques



Clavier

-Fonction des touches

- <ON/OFF> : Allume et éteint le spectrophotométre

{OME . . . . . -
- <HOME> : Commute sur le menu principal a partir de toute configuration de service

IWNT . . . .
<PRINT> : Sortie de la valeur de mesure affichée via une mterface

-<STORE> : Enregistrement d'une valeur de mesure affichée, un spectre ou une courbe

- <ZERO BLANK> : Démarrage de 1'une des mesures suivantes en fonction de la
Situation.

-Réglage du zéro

-Mesure du blanc

-Mesure de la ligne de base

“ =TIMER> : Ouverture du menu Minuterie

_ =Esc>  Interruption de 1'action emn cours

-Rejet des entrées qui ne sont pas encore prises
-Commutation dans le niveau de menu immédiatement supérieur

- <START ENTER> : Démarrage d’une action (Ex : Mesure)

-Ouverture d’un menu sélectionné

-Confirmation d’une sélection ou d’une entrée

-Les touches de fonction F1 a F4 ont des fonctions qui changent selon la situation de service.
-Les touches du bloc alphanumérique sont occupées par des chiffres et caractéres gravés
dessus. Pour sélectionner le caractére désiré, appuyer autant de fois que nécessaire sur la
touche.

-Afficheur

-L’aspect de I’interface du logiciel est présenté sur la figure ci-dessous.

1 : Ligne d'état (état actuel, date et heure)

2 : Zone d'affichage des menus ou des résultats de mesure

3 : Menu de touches de fonction



Home [1] 18/12/07 16:524——1
Concentration
[ Absorption / % transmission ]
[ Multi-Hlongueurs d'onde ] 2
[ Spectre ]
( Cinétique ]
Configuration | [ info el

2.3. Comment installer le support cuve

Insertion de la cuve |

2.4. Allumage du spectrophotomeétre
Appuyer sur la touche WEE . |’appareil est allumé. Il affiche :

-Demande de I’exécution de vérification (AUTOTEST)

Une fois que I’appareil est mis sous tension et allumé, il passe ensuite a I’exécution de
vérification. Pendant la vérification, il faut que toutes les cuves soient enlevées et le couvercle
des puits de cuve doit étre fermé.

Lancement de la vérification.

Il faut s’assurer que le porte-cuve est vide. Ensuite appuyer sur la touche <START ENTER>
pour lancer la vérification



Auto-test ‘i| 04/01/08 11:50

Auto-test

]| 04/01/08 11:53

Veuillez vous assurer qu'aucune cuve n'est
insérée et que le couvercle est fermé.

Ensuite, appuyer sur <START/ENTER>.

07440001 1.14

Maintenir le couvercle fermé, svp

Test systéme

Test du filtre

Test de la lampe

Calibration de la longueur d'onde

07440001

ASENENEN

114

Demande de I’exécution de la vérification

Pendant la vérification, différents organes sont testés. Si le test est satisfaisant, le symbole V

s’affiche sur la ligne correspondante.

Lancement de la vérification.

Home

12/02/08 10:29

(_oncantration

|. Absorption / % transmission )

| Mult-ongueurs d'onde ]
| Spectre |
[ Cinétique ]

Menu principal

2.5. Mesure d’un spectre

Home (WILLY)

ii/01/08 11:25

[ Concentration |
[ Absorption / %% transmission |
[ Multi-longueurs d'onde |

( Cnétique |




Mode spectre.
Avant d’enregistrer un spectre, il faut faire une ligne de base.

Une ligne de base une fois mesurée reste enregistrée dans le spectrophotometre jusqu’a
I’enregistrement d’une nouvelle ligne de base ou jusqu’a la sortie du mode Spectre ou
I’extinction du spectrophotometre. Ce dernier renvoie I’affichage suivant :

Spaectra ||:| 11/01/08 11:33

20| |Vous dovez d'sbord enregistrer une

=
% ligne de base (<ZEROD=}.
Z 1o Modification de la gamme de longusurs
= -l d'onde dans le menu <Faremébone>,
oo
=00 00 500 F)
Lomguwaur domnds [ nem

Mesure de la ligne de base.

Avant de lancer la mesure de la ligne de base, appuyer sur la touche F1 [Paramétre] pour
configurer les paramétres de mesure. L’appareil renvoie I’affichage suivant :

Specbe |]| 14/01/08 11:09

Longueur d'onde nibale 320 nm
Longueur d'onde finale 1100 nm
Mode Absorpbon
Lissage Oui
Mise a I'échella A UTo

Sauvegardar

Configuration des parameétres d’acquisition du spectre.

Faire la ligne de base en appuyant sur la touche <ZERO BLANK?>. L’appareil entame la
mesure de la ligne de base :

10



Spectre 14/01/08 14:06

=]

Absorption

=00 500 600
Longuasr donde [non]

I I I

Enregistrement de la ligne de base.

Le spectrophotometre mémorise la ligne de base. Attendre la fin de la mesure. Maintenant
I’appareil est prét a mesurer I’échantillon. 1l revoie I’affiche suivant :

Spectre 14/01/08 14:08
S .
-%_ Lancer |a mesure aver <START
ENTER™

& 1o
=

ﬂ.j“ 8l shilaie el s s el el Gl S e e e ek i el il el S i 0 e A B EEs S RESEEE BA

400 &m0 ) i

Longuweur donde [nm]

| [ owr |

Lancement de la mesure

Insérer I’échantillon a analyser dans le porte-cuve. Fermer le couvercle. Lancer la mesure en
appuyant sur la touche <START ENTER>. Lorsque le spectre est completement acquis il
affiche le message suivant : "I’enregistrement du spectre est achevé".

Appuyer sur <START ENTER> pour confirmer le message. Le spectrophotométre revoie le
spectre mesuré (Affichage du spectre mesuré).

Si nécessaire revenir au menu principal avec la touche <HOME>

.- u"‘n— e H H H
Choisir avec les touches et “¥» le mode « Absorption / % transmission ».
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Homa (WILLY) [I| 07701508 13:20

[ Concentration J

Abcorption J %o Iransmission

r Muld-longueurs d'onde ‘|
[ Spectre J
( Cnerue )
F

Mode Absorption/Transmission

-Ensuite entrer dans le mode absorption, voila I’affichage renvoyé :

Absorption |@] o7vro1/08 13:38

Mesure du Z—SEro neacessaire!

S25 rmrm

Correction de la ligne de base
-Choix de la longueur d’onde.

Régler la longueur d’onde de travail (par exemple Amax) en appuyant sur la touche F2
[Longueur d’onde]. Une fois le réglage de la longueur d’onde de travail est terming, faire la
ligne de base en appuyant sur la touche <ZERO BLANK>.

Lancer la mesure ensuite, en appuyant sur la touche <Start Enter>. L’absorbance

Absorprtion [&=[[EE]]] o7vo1ro0e 13:aa

O.&s00 2s5.1 2%

Larmcer la meesuarse awaoc —<—StartgEntaer—

Affichage des résultats de la mesure

Vous pouvez lancer une nouvelle mesure, en appuyant de nouveau sur la touche <Start
Enter>.

Appuyer sur la touche F4 [Continuer] afin d’afficher la courbe d’étalonnage.

P.S

-Pour obtenir plus d'information, veuillez consulter le manuel d’utilisation.

Manuel d’utilisation UviLine 9100 - 9400, Réf. 0M8626. SECOMAM, a NOVA
ANALYTICS Company. ALES FRANCE.
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