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Principes et organisation de ces travaux pratiques
Il ne sera pas possible de rendre un travail satisfaisant sans une réelle préparation du sujet. Pour pouvoir rédiger un compte rendu correct, il sera nécessaire de prendre des notes le plus détaillé possible de toutes les étapes, difficultés et résultats de la journée. Il vous faut donc vous munir d'UN CAHIER servant à enregistrer l'ensemble des événements de ces trois journées.

Le compte rendu sera un rapport scientifique de 4 pages maximum, accompagné des graphiques commentés nécessaires. Il devra faire apparaître la manière dont le sujet à été compris, les difficultés rencontrés et les moyens employés pour les surmonter. Enfin, les résultats numériques seront rassemblés dans des tableaux et abondamment commentés et surtout argumentés. C'est de cette façon que vous apprendrez à communiquer vos travaux scientifiques.

TP N° 1: Dosages COLORIMETRIQUES. 
phosphates (PO43-, HPO42-, ...)

Le but de ce TP est de mesurer les teneurs en phosphore de différentes substances.

Dosage

On emploiera la méthode du complexe au molybdate d'ammonium décrite par Murphy et Riley (1962). Dans certaines conditions, la réaction du molybdate d'ammonium et des phosphates produit quantitativement un complexe bleu.

Le phosphore est un élément indispensable à la vie, en combinaison avec des protéines dans diverses bio-molécules, et particulièrement l'Adénosine-TriPhosphate (ATP) et Adénosine-DiPhosphate (ADT) qui stockent l'énergie dont ont besoin les cellules pour vivre. Il peut être aussi un poison violent sous forme de phosphines (l'équivalent des amines en remplaçant l'atome d'azote par un atome de phosphore) ou d'autres organo-phosphorés utilisés comme pesticides ou malheureusement comme neurotoxiques pour la guerre chimique. Indispensable à la vie, il n'est pas toujours présent en quantités satisfaisantes pour l'agriculture et fait partie, sous forme de phosphates, de la composition des engrais. Il forme des sels très stables avec les métaux bivalents, donc particulièrement les alcalino-terreux. A l'état naturel, on le trouve dans divers minéraux sous la forme de phosphates, par exemple dans la fluoroapatite [3Ca3(PO4)2.CaF2]. Ce minéral est un constituant de l'émail dentaire et des os.

En chimie, on s'en sert sous la forme du pentachlorure PCl5 comme agent chlorurant de molécules organiques, ou de decaoxyde de tétraphosphore (P4O10) comme desséchant extrêmement efficace. Les polyphosphates obtenus par déshydratation intermoléculaire de l'acide phosphorique sont des agents chélatants en solution aqueuse. Ils sont très efficaces avec les alcalino-terreux et particulièrement le calcium Ca2+. On en a donc beaucoup mis dans les lessives, les anti-calcaire et les adoucissants de linge où ils ont montré leur efficacité. Malheureusement, le phosphore étant assez rare dans l'environnement, c'est souvent un facteur limitant dans la croissance des biotopes lacustres qui ont développé toutes sortes de procédés pour le conserver. Un apport massif de phosphate dilué dans les rejets domestiques va complètement désorienter ces écosystèmes et peut aboutir à leur destruction rapide par un large excès de croissance végétale qui va finir par consommer tout l'oxygène dissout dans l'eau en pourrissant.  On parle alors de l'eutrophisation du lac dans lequel tous les animaux vont mourir par manque d'oxygène, qui va dégager une odeur putride (phosphines, sulfures organiques), et où ne vont subsister que les quelques rares espèces végétales de surface.

Préparation du réactif combiné:

(La plupart de ces solutions seront prêtes à l'emploi.)

Un réactif dit combiné est préparé le jour même, en mélangeant d'abord 10 mL d'acide sulfurique à 50% avec 50 mL d'eau. Puis, après avoir refroidi l'ensemble dans la glace pour combattre l'échauffement dû à la dissolution de l'acide sulfurique, nous rajoutons 1 g de molybdate d'ammonium et 40 mg de tartrate double d'antimoine et de potassium, l'antimoine catalysant la formation du phospho-molybdate. On porte ensuite à 100 mL avec de l'eau. Nous préparons en même temps 100 mL d'une solution d'acide ascorbique à 20 g.L-1.

Nous mesurons, à 885 nm, la coloration bleue du phospho-molybdate d'ammonium 30 mn après avoir porté à 25 mL, 15 ml d'échantillon additionné de 1 ml d'acide ascorbique et de 4 ml de réactif combiné. Cette durée de 30 mn correspond, à température ambiante, au compromis entre les vitesses de formation et de destruction du complexe coloré. La gamme étalon est fabriquée par dilution d'une solution mère de phosphate de sodium.

On procédera à une attaque acide des échantillons qui sont présents sous forme solide, en rajoutant 2 mL d'eau et 5 ml d'acide nitrique concentré à 200 mg de matière sèche. Bien chauffer à ébullition jusqu'à ce que tout l'échantillon soit en solution, puis porter à 100 mL avec de l'eau. On pourra aussi doser cet élément dans de la lessive, un anti-calcaire, un adoucissant, un engrais pour les plantes, du Coca-Cola®, etc….
Méthode d'étalonnage:

Il faut trouver la relation entre l'intensité de la coloration et la concentration en phosphore dissout. Pour cela, on dispose d'un sel de phosphate stoechiométrique et sec que l'on va dissoudre dans l'eau acide. La première opération consiste à cerner le domaine d'applicabilité de la méthode, c'est à dire la gamme de concentration où on pourra appliquer la loi de Beer-Lambert, généralement pour une absorbance inférieure à 1. Pour cela, préparer des solutions colorées correspondant à 50 ppm, 5 ppm, 0,5 ppm et 0,05 ppm. En déduire un ensemble de 5 concentrations régulièrement espacées qui permettront d'établir une relation linéaire entre l'absorbance A et la concentration C de phosphore. Faire aussi une solution où C= 0. Prendre un point à une absorbance moyenne (entre 0,3 et 0,6) et en faire un spectre complet (A= f(()). Préparer également par une voie indépendante une solution de phosphate à une concentration connue comprise dans la gamme de mesure et tester la valeur de l'étalonnage avec cette solution. Faire de même avec une solution acide de même nature que celle ayant servi à préparer les échantillons pour vérifier l'absence de contamination en phosphore dans les réactifs ou le matériel ayant servi à effectuer les préparations.
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Mesurer alors directement le phosphore dans les échantillons proposés. Attention, pour les eaux "riches" il faudra faire une dilution. Discuter de ces valeurs avec la provenance de l'échantillon.

Si on veut obtenir des valeurs de concentration dans les végétaux, il faut d'abord les laver et les sécher pour pouvoir ramener le % de phosphore à la matière sèche. Peser environ 1 g de feuilles, de bois, d'herbe ou d'autre matériau. Passer à l'étuve à 105°C pendant 1 heure jusqu'à un bon séchage après les avoir rapidement nettoyés pour en enlever les particules de poussière ou de terre. Peser alors les végétaux asséchés: on obtient la perte en eau. Piler les végétaux secs, puis en choisir environ 200 mg (peser avec précision) et l'attaquer à l'acide nitrique comme il a été décrit plus haut. Donner alors le pourcentage massique de phosphore dans la plante ou la substance. Comparer aux valeurs publiées dans la littérature.

Afin de tester la répétabilité de la méthode, effectuer plusieurs mesures indépendantes pour un même échantillon et aussi pour une même solution étalon. L'écart type expérimental ( sur les teneurs en phosphore mesurées donne alors une valeur de la répétabilité de la mesure et donc de l'incertitude sur la valeur de la teneur en phosphore des échantillons:  = 
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Si on a le temps et le matériel, on pourra brûler une quantité connue de plante dans un têt à combustion, au four à 600°C et en peser les cendre. On a alors transformé tout le carbone organique en dioxyde gazeux. On obtiendra alors la part de phosphore dans ce qui est appelé le résidu inorganique.

Référence:

Murphy J. and Riley J.P., "Amodified single solution method for the determination of phosphate in natural water", Analitical Chimica Acta, 27, 31-36, 1962.
Principe du colorimètre:
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La photodiode délivre un courant proportionnel à l'intensité lumineuse, c'est à dire à la lumière transmise. Pour utiliser cet appareil, il est nécessaire de "faire le zéro" de temps en temps avec une cuve remplie d'eau. On fixe ainsi la valeur de I0. L'appareil affiche alors log(I0/I). On évitera soigneusement la présence de bulles et de traces sur les parois transparentes de la cuve.

TP N° 3: Analyse de métaux en absorption atomique

Présentation générale

L'absorption atomique est une méthode générale d'analyse élémentaire. On utilise l'absorption résonnante des atomes avec leur propre radiation d'émission. Lorsque l'on chauffe suffisamment un échantillon contenant le métal étudié sous forme dissoute, celui-ci se vaporise et une partie des éléments constitutifs de cet échantillon se retrouve sous forme d'un gaz d'atome. On mesure la concentration d'un atome d'un élément particulier de ce gaz par l'absorption qu'il induit sur un rayonnement d'une longueur d'onde caractéristique. La figure suivante est un schéma synoptique d'un spectromètre d'absorption atomique:
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La source est constituée du métal que l'on désire analyser. Lorsque celui-ci est convenablement excité, il émet une série de raies très fines dont la longueur d'onde est caractéristique de l'élément chimique, celles-ci ne sont en général absorbé que par un atome du même élément. Le terme "en général" signifie seulement qu'il y a parfois des coïncidences entre une raie d'un élément A et une raie d'un autre élément B. Si on a choisi d'analyser l'élément A sur cette raie particulière, alors la présence de B sera détectée comme étant du A. On appelle cette coïncidence une interférence, de B sur A si c'est A que l'on mesure, ou de A sur B si c'est l'inverse.

L'absorbance obéit à la loi de Beer-Lambert:

A = (i l c

où A est l'absorbance mesurée à travers le dispositif d'atomisation, (i le coefficient d'extinction atomique pour la raie i, l la longueur du chemin optique absorbant et c la concentration en atome dans le milieu absorbant.

La sensibilité d'une raie i est proportionnelle au coefficient d'extinction atomique (i. Souvent, on norme les sensibilités de toutes les raies i d'un atome donné par rapport au plus fort ((max). On obtient alors une table de raies où figurent d'une part les différentes longueurs d'onde caractéristiques de l'atome considéré, et d'autre part un facteur d'intensité, égal à 1 pour la raie la plus intense et à ((max)/ (i pour les autres. On remarquera que plus le coefficient est important, plus la raie est faiblement absorbée. On peut lire ce coefficient différemment en remarquant qu'il peut aussi signifier la quantité d'élément à atomiser pour obtenir la même absorbance qu'avec 1 unité de quantité de ce même élément sur la raie la plus intense.

La source de raies atomiques

On utilise pour cela une lampe à cathode creuse formée d'une coupelle (la cathode) du métal recherché surmontée d'une pointe portée à un potentiel très positif, le tout dans de l'argon à très basse pression. Le champ électrique très intense présent sur la pointe va arracher un électron aux atomes d'argon présents à sa proximité. Les ions Ar+ ainsi formés vont se précipiter sur la coupelle (potentiel négatif) et arracher des atomes du métal à la surface de cette coupelle en les portant à l'état gazeux dans une forme excitée. Avant de se condenser à nouveau sur la surface de la coupelle, ces atomes auront émis un ou plusieurs photons en retombant à l'état fondamental. La forme creuse de la cathode confine le métal à l'intérieur et l'empêche de se déposer sur les parois de la lampe.
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Le flux des photons émergeant porte un bruit de fond principalement du à la luminescence de l'argon excité sur lequel se surimpose des raies très intenses de l'atome choisi. La luminosité de la lampe est proportionnelle au courant qui la traverse et est limitée par le "claquage", formation d'un arc électrique entre la cathode et la pointe et par l'évaporation excessive du métal dû à l'échauffement de la cathode.

Le dispositif d'atomisation

On utilise un dispositif qui permet d'une part un échauffement très rapide de l'échantillon à très haute température et d'autre part la réduction des cations métallique dont on désire utiliser les atomes pour absorber le rayonnement de la lampe. On peut utiliser soit une flamme air/acétylène  ou N2O/acétylène (absorption atomique en flamme ou FAAS), soit un tout petit four en graphite (absorption atomique sans flamme ou GFAAS, le four a des dimensions de l'ordre du cm). Ces deux dispositifs permettent de porter l'échantillon rapidement à des températures de l'ordre de 1500 à 3000°C. L'échantillon, le plus souvent introduit sous la forme d'une solution aqueuse doit subir un traitement thermique avant son atomisation pour le porter dans un état chimique reproductible. Dans le cas de la flamme, l'échantillon est pulvérisé en fines gouttelettes dans le flux des gaz  à brûler, s'y dessèche en laissant un aérosol solide de sels très fin et s'échauffe brutalement au contact des gaz de combustion. Ceux-ci apportent la chaleur nécessaire à l'atomisation de l'élément sous forme gazeuse et les réducteurs pour transformer les cations en atomes.

Dans le cas du four, l'échantillon est introduit au milieu du four en graphite sous la forme d'une goutte calibrée. Il subit alors un échauffement contrôlé destiné tout d'abord à évaporer le solvant (la plupart du temps l'eau), puis à calciner les sels formés (transformation en composés le plus simple possible), à les réduire au contact du carbone, et enfin à atomiser ce qui reste de l'échantillon. Le four est donc programmable en température, de l'ambiante à plus de 3000°C. Pour éviter que le four en carbone ne se consume dans l'air ambiant lorsqu'on le chauffe, il est en permanence balayé par un flux d'argon qui l'isole de l'oxygène de l'air, sauf pendant la phase d'atomisation où on essaye de confiner au maximum dans l'axe du faisceau les gaz formés porteurs des atomes de l'élément à analyser. La figure suivante représente le dispositif avec un chauffage par effet joule, la longueur du tube en graphite étant de 3 à 4 cm.
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La programmation du four est plus ou moins évoluée suivant l'âge de l'appareil, les plus récents étant entièrement pilotés par ordinateur.

Exemple de programme thermique à employer pour le manganèse par exemple:
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Le détecteur

C'est souvent l'assemblage d'un réseau dispersif et d'un tube photomultiplicateur. Le réseau sert à isoler une des raies atomiques à mesurer, et le tube photomultiplicateur mesure l'intensité lumineuse qui traverse le four. On doit régler la tension appliquée aux dynodes afin de lire un courant raisonnable dans le photomultiplicateur. On appelle cela régler le gain du tube. Les appareils les plus récents possèdent un réseau dispersif suivi d'une barrette de diodes ou, mieux, d'une caméra CCD. Le courant mesuré dans les diodes (ou les pixels de la cméra) est aussi proportionnel à l'intensité lumineuse reçue par chacune d'elles, la différence par rapport au précédent système étant la possibilité de lire le signal simultanément à plusieurs longueurs d'onde, et donc de pratiquer l'analyse simultanée de plusieurs éléments. La figure suivante présente un tube photomultiplicateur:


[image: image8.wmf]Photon

photoélectron

électrons

secondaires

anode

dynode

courant de

mesure


L'enregistrement du signal

On mesure, au moment de l'atomisation, le courant circulant dans le photomultiplicateur. Le rapport avec le courant présent juste avant cette atomisation nous donne la transmitance du gaz atomique présent dans le four, donc son absorbance et donc la concentration en atomes de l'élément analysé si on applique la loi de Beer-Lambert. Il faudra donc au préalable étalonner notre appareil à l'aide de solutions de concentrations connues pour pouvoir obtenir la relation linéaire A= f[C], concentration de l'élément choisi. Toutes les solutions devront être préparées à l'aide d'acide nitrique 0,1 M environ.

Émission atomique

Les alcalins ou les alcalino-terreux rayonnent aussi beaucoup d'énergie à la température du four. Leur rayonnement viendra donc s'ajouter au rayonnement de la lampe et donc se soustraire au signal d'absorption. La loi de Beer-Lambert n'est alors plus respectée. On peut mettre à profit ce rayonnement thermique en mesurant non plus l'absorption mais l'émission atomique. Les meilleures résultats sont obtenus en chauffant l'analyte à plusieurs milliers de degrés (entre 7000 et 10000 K) à l'aide d'un plasma d'argon. Il est possible ainsi de mesurer l'intensité de plusieurs dizaines de millier de raies atomiques en même temps et donc d'analyser presque l'ensemble du tableau périodique.

Manipulation proposée:

On se propose, dans le cadre de ce TP, de mesurer la concentration en plomb, manganèse, fer, cuivre, zinc, etc... d'eau du robinet et de matériaux quelconques, par exemple de l'herbe, du bois, des feuilles, des os ou autre. On procédera à une mise en solution des métaux par attaque acide à chaud des échantillons solides: mettre environ 200 mg d'échantillon dans un erlenmeyer, puis y rajouter 2 mL d'eau et avec précaution 5 mL d'acide nitrique concentré. Chauffer rapidement à ébullition douce jusqu'à obtention d'une solution claire. Porter les échantillons à 100 ml en diluant avec de l'eau et en évitant de récupérer les parties encore solides s'il en reste. Voir le premier TP pour plus de détails. Puis diluer par 10, 100 et 1000 avec de l'acide nitrique 0,1 M environ pour l'analyse. On fera aussi, pour chaque série de manipulation, un "blanc" où on analysera un échantillon composé uniquement d'eau et d'acide nitrique. La sensibilité de la technique étant très grande, il est indispensable de n'utiliser que de la verrerie soigneusement lavée à l'acide (0,1 M) et abondamment rincée à l'eau purifiée.

Mode d'emploi du programme d'acquisition de l'absorption atomique (GFAAS.EXE):

Principe: le programme enregistre le signal de sortie de l'absorption atomique, à raison d'une mesure par seconde. Cette lecture est affichée en permanence dans la fenêtre "Signal" sous la forme d'un papier d'enregistrement, mais n'est pas conservée sous forme de fichier. On peut faire défiler ce papier à l'aide du bouton de défilement horizontal. Le bouton de défilement vertical décale la ligne de base de l'enregistreur et les boutons "+" et "-" effectuent un zoom de sensibilité d'un facteur 2 à chaque fois jouant sur l'échelle verticale. Pendant l'étape d'atomisation, le rythme de lecture passe à 5 mesures par seconde et le signal est mémorisé sous forme de fichier. Le système reconnaît qu'il doit mettre le signal en mémoire lorsque la touche "REC" du four est allumée. Il est conseillé de commencer l'enregistrement au moins 5 s avant le début de l'atomisation et de le poursuivre jusque pendant l'étape de nettoyage pour bénéficier d'une bonne ligne de base. Cela correspond aux étapes "Retour en attente", "Atomisation", "Nettoyage" et "Refroidissement" En général, ces étapes durent environ 20s.

Mise en route: Clicquer sur l'icône raccourci représentant le programme. Les propriétés du raccourci doivent normalement faire démarrer le programme dans le répertoire prévu pour stocker les enregistrements, et établir la communication avec le boîtier d'acquisition. Dans le cas contraire, il faut indiquer au programme dans le menu "DataRead" "PortCom" le numéro du port à utiliser.

Lorsque le module d'acquisition est prêt à communiquer et le port COM sélectionné, alors on peut appuyer sur le bouton "Go" ou bien "Open Port" du menu DataRead. Les fenêtres "Signal" et "Customize" s'ouvrent. La fenêtre "Signal" se comporte comme un enregistreur papier avec affichage digital et "Customise" permet d'identifier par 80 caractères la série d'analyse que l'on s'apprête à faire. Aussitôt, les diodes rouges et vertes du module d'acquisition doivent s'allumer brièvement toutes les secondes. La diode jaune signale la présence de la tension d'alimentation du module.

Opération: La sortie "Enregistreur 1 V" du spectromètre doit être branchée entre les bornes type banane rouge et noire du module d'acquisition. Les bornes jaunes et noires adjacentes reçoivent les fiches "PEN" du four. C'est ainsi que le programme est renseigné de l'allumage du bouton "REC". Les deux autres bornes ne sont pas utilisées ici et ne doivent pas être raccordées.

Au cours de la phase d'enregistrement, le rythme d'acquisition s'accélère et la plupart des fonctions graphiques du programme sont inhibées pour faire face au flux de données. Il n'est pas non plus permis de quitter le programme. A la fin de cette phase, le résultat est affiché sur l'image de la fenêtre principale, à la suite du pic précédent. Sur cette fenêtre, il est possible de zoomer en X et Y à l'aide de la touche "Zoom". Un fois clicquée, le curseur reprend la forme d'une flèche et on peut dessiner un rectangle en maintenant enfoncé le bouton gauche de la souris. Le graphique contenu dans le rectangle est alors dessiné à nouveau dans toute la fenêtre.

Au bout d'un certain nombre de pics, le graphique est enregistré et un nouveau fichier est créé. Les noms de fichier sont automatiques et fabriqués par ordre croissant. Les deux premier caractères sont les années du siècle (00 pour 2000), les trois suivants le jour de l'année (jour Julien) et les trois derniers construits à partir de l'heure en minutes. Le suffixe est toujours ".CHR".

Lecture des pics: Sur le graphique principal, on clicque à gauche et à droite du pic et sa hauteur et sa surface s'affiche. Le bouton de droite de la souris sert à définir une ligne de base particulière. La case "Stick on data" impose à la valeur Y d'être une valeur mesurée. Si on la décoche, les valeurs de Y deviennent libres. Le bouton "Smooth" effectue un lissage type Hamming sur la partie graphique affichée. Il faut indiquer quelle profondeur de filtrage on souhaite. Ce lissage n'altère pas la surface des pics mais un peu leur hauteur.

Explication des menus:
Records: manipulation des fichiers, impression et fin du programme

Load: permet de recharger un enregistrement, interdit en phase d'acquisition.

Copy: recopie les nombres représentant le graphique affiché, on peut choisir de recopier vers le presse-papiers (Clipboard), en fond de graphique (Background) ou encore dans un fichier (File).

Copy Image: recopie le BitMap du graphique dans le presse papier

Print: imprime la fenêtre sur l'imprimante courante

Quit: quitte le programme

Results: résultats

Copy: place dans le presse papier les résultats acquis lors du traitement des pics. On obtient l'abscisse X (en minutes), la surface et la hauteur du pic.

LogFile: permet la création d'un fichier qui enregistre toutes les opérations que l'on fait. On y retrouvera les informations que l'on aurait eu dans "Copy".

Id Table et Create Id: sont surtout utiles pour traiter des chromatogrammes.

DataRead: s'occupe de la lecture des données

Paste From Clp: importe des données placées dans le presse papier.

Customize: appelle la fenêtre "commentaires"

PortCom: choisit le port de communication utilisé pour communiquer avec le module.

Open Port: lance la connexion avec le module

Close Port: interrompt la connexion

Help: Aide

CookBook: reprend les conditions d'analyse standard de quelques éléments (TRES UTILE!!).

Command Line: résume les ordres de la ligne de commande.
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Courant de chauffage du four tubulaire en graphite (plusieurs centaines d'A)







Orifice d'introduction de l'échantillon







Faisceau de mesure issu de la lampe à cathode creuse
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Spectromètre d'absorption atomique
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PRINCIPE D'UN ÉTALONNAGE







X calculé







Y mesuré







Y = a X + b
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