Fiche technique sur le principe de la spectrophotométrie et l’utilisation de l’appareil

Quelques généralités techniques sont nécessaires pour que les élèves comprennent l’intérêt de la spectrophotométrie. Voici un exemple de document qui est donné aux élèves. Evidemment, les indications varient avec le type d’appareil employé !

Le spectromètre
C’est un appareil mesurant la quantité de lumière absorbée ou bien transmise par une solution, pour des longueurs d’onde () données. Revoir les généralités sur la lumière dans le cours de physique !

Ici nous mesurons la valeur de l’ « absorption » appelée plus précisément absorbance, notée A qui est définie par :

A = log10 (I0/Is)

avec I0 = intensité lumineuse du faisceau à l’entrée de la cuve et Is son intensité à la sortie de la cuve

A n’a pas d’unité.

Préparation de l’échantillon

Utiliser une cuve à faces parallèles.

Repérer les deux faces transparentes !

Choisir le mode « Absorption » : A avec le bouton « Mode » de l’appareil. On a le choix entre A (absorption), T (transmission) et C (concentration).

Remplir la cuve aux ¾ du liquide coloré.

Avant chaque mesure d’absorption, il faut « faire le blanc » c'est-à-dire retrancher la part d’absorption du solvant (eau) et des parois de la petite cuve.

Comment faire le blanc ?

Remplir une seconde cuve à faces parallèles d’eau distillée (c’est le liquide employé pour ici solubiliser la substance suspecte).

Choisir la valeur de (en nm)  à l’aide des boutons  ◄ et ► au niveau du symbole ☼ du tableau de commandes.

Introduire la cuve dans le portoir.

Attention : repérer la flèche indiquant le trajet du rayon lumineux et bien orienter la cuve pour que la lumière la traverse par les faces transparentes !

Fermer la porte.

Appuyer sur le bouton « zéro » : la valeur de A est mise à zéro.

Comment mesurer la valeur de l’absorption de lumière par la solution ?

Utiliser la cuve remplie aux ¾ du liquide coloré.

Juste après avoir fait le zéro, remplacer la cuve du « blanc » par l’échantillon à analyser.

Fermer la porte.

Lire la valeur de A et la noter sur le cahier de recherche.

Mesurer ainsi la valeur de A pour une gamme donnée de longueurs d’ondes (pour comparer nos résultats).

Attention ! Faire le blanc avant toute mesure avec une longueur d’onde nouvelle !

Messages d’erreurs

L’affichage des données peut clignoter. Dans ce cas, l’échantillon à tester a une valeur de A supérieure ou inférieure à la gamme spectrophotométrique de l’appareil.

· Si on a « < - 0,1 » clignotant : l’échantillon est trop clair, il faut le concentrer, car la valeur de A est trop faible.

· Si on a « > 2,… » clignotant : l’échantillon est trop foncé, il faut le diluer avec de l’eau, car la valeur de A est trop élevée.

Attention ! Si tel est le cas, il faut reprendre au début la série de mesures car le liquide à analyser a été modifié !
