TP. Détermination par spectrophotométrie des domaines de prédominance d’espèces acide et basique en solution : cas du bleu de bromothymol (doc. B3)
Objectifs

· Comprendre le mode de fonctionnement d’un indicateur coloré.

· Déterminer par spectrophotométrie le diagramme de distribution, en fonction du pH, des formes acide et basique du bleu de bromothymol et en déduire le domaine de prédominance de ces espèces en fonction du pH.

Pré requis
· Relation entre l’absorbance et la concentration molaire effective d'une espèce colorée en solution pour une longueur d'onde et une épaisseur de solution traversée données.

· Constante d'acidité d’un couple acide/base.

Présentation de la démarche
– Pour déterminer le domaine de prédominance des formes acide et basique du bleu de bromothymol, il faut disposer de solutions de cet indicateur dans lesquelles les quantités en forme acide, HIn et en forme basique In- sont variables (à concentration molaire apportée constante en indicateur). Une série de solutions de pH croissant est préparée à partir de la solution de Britton-Robinson
, d’une solution de soude et d’une quantité constante de bleu de bromothymol.

Faire observer aux élèves l’évolution de la coloration de cette série de solutions ; justifier ainsi la technique choisie pour cette étude, la spectrophotométrie.

– S’il existe un domaine de longueur d’onde où seule l’une des formes de l’indicateur absorbe, alors, en se plaçant à la longueur d’onde correspondant pour cette espèce au maximum d’absorption, il est aisé, par la mesure de l’absorbance des solutions précédemment préparées, de tracer la courbe de l’évolution des concentrations molaires des formes acide et basique du bleu de bromothymol en fonction du pH. Ce graphique est appelé diagramme de distribution des espèces.

Concernant le choix de la longueur d’onde, l’enseignant peut :

· soit imposer la longueur d’onde d’étude, en l’occurrence 620 nm, à laquelle seule la forme basique In- absorbe ;

· soit demander aux élèves de la choisir, au vu des spectres d’absorption des formes acide et basique du bleu de bromothymol (donnés dans “ Commentaires et compléments ”).

– L’exploitation du graphique permet de déduire :

· les domaines de prédominance des espèces acide et basique de l’indicateur ;

· le pKA du couple HIn/In- et donc la constante d’acidité ;

· la zone de virage de l’indicateur coloré (ce qui permet de confirmer les observations précédentes).

Protocole

Matériel et produits

Pipettes jaugées de 10 mL, 20 mL

2 burettes de 25 mL ou 1 burette de 25 mL et 1 pipette de 1 mL

Bechers de 50 mL ou gros tubes à essai ou erlenmeyers

pH-mètre et solutions tampon pour l'étalonnage

Spectrophotomètre et cuves

Solution de bleu de bromothymol de concentration molaire 3,00.10-4 mol.L-1
Solution d’hydroxyde de sodium de concentration molaire 1,00.10-1 mol.L-1

Solution de Britton-Robinson 

La préparation des solutions utilisées est décrite dans le paragraphe “ Commentaires compléments ”.

Manipulation 

Chaque groupe de deux élèves prend en charge 1 ou 2 solutions ; les résultats sont mis en commun et exploités par tous.

Toutes les mesures de pH sont effectuées avec le même pH-mètre.

Comme il est nécessaire de disposer de solutions de pH différents, on utilisera une solution de départ dite de “ BRITTON-ROBINSON ” (notée BR) ; elle présente la propriété de voir son pH augmenter par addition d’une solution d’hydroxyde de sodium (soude) de concentration cb = 0,100 mol.L-1. On peut admettre que le pH du mélange (BR + soude) obéit à la relation numérique simple et approchée  : pH = 1,2 + v  où v est le volume de soude ajouté, exprimé en mL, pour un volume de solution BR de 20,0 mL.

– Préparation de la solution (Si) :

· prélever, dans un premier becher, à l’aide de la pipette jaugée, un volume V = 20,00 mL de solution Britton-Robinson ;

· ajouter, à la burette, le volume Vi de solution d’hydroxyde de sodium de concentration molaire 1,00.10-1 mol.L-1 selon les indications figurant dans le tableau ci-dessous ;

· prélever 10,00 mL de chacune des solutions ainsi préparées dans un second becher, y ajouter 1,00 mL de solution de bleu de bromothymol, soit (Si) la solution ainsi préparée.

– Mesure du pH de la solution (Si).

– Mesure de l'absorbance de la solution (Si) à l’aide d’un spectrophotomètre unique :

· régler le spectrophotomètre à la longueur d’onde ( = 620 nm et faire le blanc ;

· rincer la cuve avec la solution (Si) et mesurer l’absorbance de la solution (Si).

– Consigner les valeurs mesurées de l’absorbance et du pH dans le tableau général.

Tableau des valeurs obtenues

(Les résultats expérimentaux sont donnés en bleu.)

	Solution (Si)
	Vi
	pH
	A
	[In-] (mol.L-1)
	[HIn] (mol.L-1)

	       … 1
	4,00
	4,8
	0,00
	0,00
	2,73.10-5

	2
	4,50
	5,2
	0,00
	0,00
	2,73.10-5

	3
	5,00
	5,8
	0,004
	0,00
	2,73.10-5

	4
	5,50
	6,3
	0,013
	0,00
	2,73.10-5

	5
	6,00
	6,7
	0,26
	0,65.10-5
	2,08.10-5

	6
	6,50
	7,0
	0,42
	1,05.10-5
	1,68.10-5

	7
	7,00
	7,3
	0,63
	1,57.10-5
	1,16.10-5

	8
	7,50
	7,8
	0,89
	2,22.10-5
	0,51.10-5

	9
	8,00
	8,2
	1,05
	2,62.10-5
	0,11.10-5

	10
	8,50
	8,7
	1,09
	2,72.10-5
	0,00

	11
	9,00
	8,8
	1,094 = Amax
	2,73.10-5
	0,00

	...
	...
	11,0
	1,094 = Amax
	2,73.10-5
	0,00


Questions envisageables

1. Afin de tracer la courbe de l’évolution des concentrations des formes acide et basique de l’indicateur, il faut établir, pour chacune des deux formes de l’indicateur (basique d’une part, acide d’autre part), une relation entre la concentration effective de la forme considérée et l’absorbance mesurée. L’enseignant guide les élèves dans cette démarche.

a) En utilisant la conservation de la quantité de matière effective, écrire la relation entre la concentration molaire apportée en bleu de bromothymol et les concentrations molaires effectives des formes acide HIn et basique In-.

b) À la longueur d’onde choisie, seule l’espèce In- absorbe ; en déduire la relation entre la concentration molaire effective en In- et l’absorbance A à différents pH.

c) En considérant qu’à pH élevé seule la forme basique du bleu de bromothymol, In-, est présente, que vaut la concentration molaire effective en forme acide, Hin ? Exprimer l’absorbance A, notée Amax, en fonction de la concentration molaire apportée, c, en bleu de bromothymol. 

d) Calculer les valeurs des concentrations molaires effectives [HIn] et [In-].

2. Construire sur le même graphe les courbes représentatives de l’évolution des valeurs des concentrations molaires effectives [In-] et [HIn] en fonction du pH. En déduire les domaines de prédominance des formes acide et basique de l'indicateur. Vérifier l’hypothèse faite à l’absorbance maximale.

3. Déterminer la zone de virage de cet indicateur coloré, sachant que la zone de virage d'un indicateur coloré est généralement définie par l’intervalle de pH dans lequel le rapport des concentrations molaires des formes acide et basique est tel que : 
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4. Montrer qu’un point particulier de ce graphe permet de déterminer le pKA du couple acide-base HIn/In- et donc sa constante d’acidité.

Éléments de réponse

1. a) Dans chaque solution, la quantité de matière apportée en bleu de bromothymol se retrouve en partie sous la forme acide HIn et en partie sous la forme basique In-. Les échantillons ayant tous le même volume, on peut écrire, c étant la concentration molaire apportée en bleu de bromothymol :

	c = [HIn] + [In-] = 
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	relation (1)


b) Les mesures sont effectuées à 620 nm ; à cette longueur d’onde, seule la forme basique, In-, absorbe.

	A = k . [In-]
	relation (2)


c) Dans l’une des solutions préparées (tube n° 11), la concentration en forme basique est dominante (pH = 8,8) et on peut considérer qu’il n’y a pas d’indicateur sous sa forme acide [HIn] = 0.

Par ailleurs, l’absorbance de cette solution est maximale (1,094).

On peut écrire : 

	
	Amax = k . [In-] = k . c
	relation (3)


d) La combinaison des relations (2) et (3) conduit à 
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La combinaison des relations (1), (2) et (3) conduit à 
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2. Domaines de prédominance des formes acide et basique du bleu de bromothymol :
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· Domaine de prédominance des formes acide et basique de l'indicateur

Il est rappelé que l’on considère qu’une forme domine devant une autre si sa concentration est supérieure ; l’espèce HIn domine devant l’espèce In- si  : [HIn] > [In-].
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On vérifie bien, sur la courbe, que pour la valeur du pH égale à 8,8, l’espèce présente en solution est la forme basique In-. L’hypothèse faite à la question 1c est validée : on peut considérer qu’il n’y a pas d’indicateur sous sa forme acide [HIn] = 0.

3. La zone de virage est déterminée visuellement (les solutions 1 à 11 sont disposées côte à côte). Elle peut aussi l’être graphiquement (voir Activité : Prolongement sur la constante d’acidité du bleu de bromothymol mettant en jeu les TICE). D’après la définition proposée, l’étendue de la zone de virage d’un indicateur coloré serait de deux unités pH. Dans les tables, pour le bleu de bromothymol par exemple, la zone de virage est de 6,0 – 7,6 ; cela est dû à la prise en compte des coefficients d’absorption molaires qui sont différents pour la forme acide et pour la forme basique du bleu de bromothymol (se référer si besoin au complément sur les indicateurs colorés : Autour de la PH-métrie).

4. À l'intersection des deux courbes [In-] = [HIn] = 
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donc
pH = pKA = 7,2.

Dans les tables, à 25 °C, les valeurs proposées sont :

pKA = 7,3 (Charlot G. Chimie analytique quantitative I. Méthodes chimiques et physico-chimiques, Masson, 1974).

pKA = 7,0 (Bernard M. Busnot F,1974 Usuel de chimie générale et minérale, Dunod)

Il est recommandé de faire une étude statistique des valeurs obtenues par les différents binômes de la classe.

Commentaires, compléments

Expression des résultats en pourcentage

L’enseignant peut préférer exprimer les résultats obtenus en pourcentage ; le tableau et la courbe se présentent alors comme suit :

	N° solution
	pH
	A
	
[image: image8.wmf]max

max

-

%[HIn]=.100

AA

A


	
[image: image9.wmf]-

max

%[In].100

A

A

=



	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	



[image: image10.wmf]Domaines de prédominance des formes acide et 

basique du bleu de bromothymol

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0

2

4

6

8

10

12

pH

pourcentage

[HIn]%

[In

-

]%


Choix de la longueur d’onde pour faire les mesures

Les spectres d'absorption des formes acide, HIn, et basique, In-, sont donnés ci-dessous :
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Au-delà d'environ 580 nm, seule la forme basique, In-, absorbe.

Le maximum d'absorption de la forme basique, In-, se situe dans le rouge, vers 620 nm. La teinte de la solution est cyan.

Le maximum d'absorption de la forme acide, HIn, se situe dans le bleu, vers 430 nm. La teinte de la solution est jaune.

À propos de l’indicateur coloré choisi : le bleu de bromothymol

Le bleu de bromothymol est en fait un diacide (d’après CHARLOT G ; ,Chimie analytique quantitative I. Méthodes chimiques et physico-chimiques, Masson, 1974) qui devrait être noté H2In ; les deux formes observées selon le pH du milieu sont les espèces du couple ½ H2In/ ½In2- selon :
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de constante d’acidité KA de ce couple, KA = 
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Pour simplifier, le bleu de bromothymol est considéré comme un monoacide : la forme acide de l’indicateur coloré est notée HIn et sa forme basique In-.

Préparation des solutions

· Préparation de la solution de bleu de bromothymol 3,00.10-4 mol.L-1 
1,87 g de bleu de bromothymol de formule brute C27H28Br2O5S (M = 624,41 g.mol-1) sont dissous dans 530 mL d'éthanol à 95° et complétés à 1 L. Cette solution 3,00.10-3 mol.L-1est ensuite diluée dix fois dans l’eau.

Il est également possible d'utiliser le composé de formule brute C27H27Br2O5SNa (M = 646,39 g.mol-1)

Préparation des solutions pour le tracé des spectres d'absorption

La solution de la forme acide, HIn, est une solution de bleu de bromothymol 3,00.10-5 mol.L-1 dans l’acide chlorhydrique de concentration molaire 1,00.10-1 mol.L-1.

La solution de la forme basique, In-, est une solution de bleu de bromothymol 3,00.10-5 mol.L-1 dans une solution d’hydroxyde de sodium de concentration molaire 1,00.10-1 mol.L-1.

· Acide éthanoïque de concentration molaire 1,00 mol.L-1
Il peut être préparé à partir de l'acide éthanoïque pur, de concentration molaire 17,4 mol.L-1. Prélever 57,5 mL précisément (exclure l'éprouvette graduée) d'acide pur, les placer dans une fiole de 1 L et compléter à l'eau distillée.

Le pKA de l'acide éthanoïque est égal à 4,7.

L'acide éthanoïque pur peut provoquer de graves brûlures. En cas d'inhalation, faire respirer de l'air frais. En cas de contact avec les yeux, laver abondamment à l'eau, paupières écartées. En cas d'ingestion, faire boire beaucoup sans chercher à neutraliser.

· Acide phosphorique de concentration molaire 1,00 mol.L-1
Il peut être préparé à partir de l'acide phosphorique à 85 %, de concentration molaire 14,8 mol.L-1. Prélever 67,4 mL précisément (exclure l'éprouvette graduée) d'acide pur, les placer dans une fiole de 1 L et compléter à l'eau distillée.

L'acide phosphorique est un triacide : pKA1 = 2,0 ; pKA2 = 6,7 ; pKA3 =  12,0.

L'acide phosphorique à 85 % peut provoquer de graves brûlures de la peau. En cas d'inhalation, faire respirer de l'air frais. En cas de contact avec les yeux, laver abondamment à l'eau, paupières écartées ; consulter un ophtalmologiste. En cas d'ingestion, faire boire beaucoup sans chercher à neutraliser.

· Acide borique de concentration molaire 1,00.10-1 mol.L-1
Il est préparé à partir de l'acide borique pur, solide blanc de formule H3BO3, de masse molaire 61,9 g.mol-1. L'acide borique est un acide de pKA = 9,3. 

Aucune précaution particulière. Très faible toxicité.

· Préparation de la solution de Britton-Robinson

12,5 mL d'acide phosphorique 1,00 mol.L-1, 12,5 mL d'acide éthanoïque 1,00 mol.L-1 et 125 mL d'acide borique 1,00.10-1 mol.L-1 (ou 6,19 g.L-1) sont mélangés et complétés à 1 L.

La solution de Britton Robinson est équivalente à une solution acide de faible concentration et sa toxicité est faible. Toutefois, en cas d'ingestion ou de contact avec les yeux, appliquer les mesures citées ci-dessus.

Remarques concernant les mesures

Pour toutes les mesures ; du pH des solutions (Si), il est important d’utiliser le même pH-mètre toutes les mesures, en effet un étalonnage approximatif conduirait à une série inexploitable de valeurs.

Pour les mesures d'absorbance, s'assurer que les cuves choisies sont identiques ; pour ce faire, remplir les cuves avec de l’eau distillée, faire le zéro avec la première à la longueur d’onde choisie, puis vérifier que la lecture est la même avec les autres cuves. 

Une autre solution consiste à utiliser la même cuve pour faire le zéro puis pour faire les mesures.

�. La solution de Britton-Robinson a une composition telle que son pH varie linéairement avec la quantité d’ions hydroxyde ajoutés.
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						600		0.011				1.048		600

						610		0.01				1.12		616

						620		0.009				1.024		624

						630		0.01				0.816		630

						640		0.009				0.592		640

						650		0.009				0.376		650

						660		0.008				0.228		660

						670		0.004				0.128		670

						680		0.004				0.072		680

						690		0.004				0.032		690

						700		0.003				0.016		700

						710		0.003				0.01		710

						720		0.002				0.003		720

						730		0.003				0.001		730

						750		0.002				0		750

						760		0.002				0		760

						780		0.002				0		780

						790		0.001				0		790

						800		0.001				0		800





Feuil1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



A

l (nm)

A

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Feuil2

		0		0		1

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0



In-

HIn

A

l (nm)

A

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Feuil3

		





		






_1101733077.unknown

_1101733074.doc


In-







HIn







pH







7,2












_1101733075.unknown

_1101733073.xls
Graph1

		2		2

		3		3

		4		4

		4.81		4.81

		5.2		5.2

		5.78		5.78

		6.33		6.33

		6.67		6.67

		6.96		6.96

		7.29		7.29

		7.77		7.77

		8.23		8.23

		8.72		8.72

		8.82		8.82

		10		10

		11		11

		12		12



[HIn]

[In-]

pH

[HIn]

[In-]

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.000027173

0.0000000997

0.0000269486

0.0000003241

0.0000207911

0.0000064816

0.0000168024

0.0000104703

0.0000115672

0.0000157055

0.0000050856

0.0000221871

0.0000010969

0.0000261758

0.0000000997

0.000027173

0

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.0000272727

0

0.0000272727



Feuil1

		

				bbt 3.10^-5 mol/L dans acide chlrohydrique 0.1 mol/L								bbt 3.10^-5 mol/L dans soude 0.1 mol/L

						longueur d'onde		A				A		longueur d'onde				pH		[HIn]		[In-]		A

						350		0.27				0.176		350				2		0.000027		0.000000		0

						360		0.276				0.184		360				3		0.000027		0.000000		0

						370		0.294				0.208		370				4		0.000027		0.000000		0

						380		0.322				0.232		380				4.81		0.000027		0.000000		0

						390		0.385				0.285		393				5.2		0.000027		0.000000		0

						400		0.447				0.264		404				5.78		0.000027		0.000000		0.004

						410		0.502				0.236		410				6.33		0.000027		0.000000		0.013

						420		0.545				0.176		420				6.67		0.000021		0.000006		0.26

						430		0.566				0.128		430				6.96		0.000017		0.000010		0.42

						440		0.566				0.088		440				7.29		0.000012		0.000016		0.63

						450		0.537				0.068		450				7.77		0.000005		0.000022		0.89

						460		0.489				0.072		460				8.23		0.000001		0.000026		1.05

						470		0.426				0.073		470				8.72		0.000000		0.000027		1.09

						480		0.353				0.12		485				8.82		0.000000		0.000027		1.094

						490		0.284				0.12		490				10		0.000000		0.000027		1.094

						500		0.219				0.168		500				11		0.000000		0.000027		1.094

						510		0.163				0.23		510				12		0.000000		0.000027		1.094

						520		0.118				0.28		520

						530		0.084				0.352		530

						540		0.058				0.416		540

						550		0.041				0.528		550

						560		0.03				0.632		560

						570		0.023				0.732		570

						580		0.019				0.868		580

						590		0.015				0.956		590

						600		0.011				1.048		600

						610		0.01				1.12		616

						620		0.009				1.024		624

						630		0.01				0.816		630

						640		0.009				0.592		640

						650		0.009				0.376		650

						660		0.008				0.228		660

						670		0.004				0.128		670

						680		0.004				0.072		680

						690		0.004				0.032		690

						700		0.003				0.016		700

						710		0.003				0.01		710

						720		0.002				0.003		720

						730		0.003				0.001		730

						750		0.002				0		750

						760		0.002				0		760

						780		0.002				0		780

						790		0.001				0		790

						800		0.001				0		800
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