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3 D.2 

CAPES: 

ton u PKi de deux indicateurs colorés Déterminaf d 
(BBT 1 et VBC, spectrophotométrie) 

2-9-12-23-24 
Durée : Préparation 30 roin 

Mani ulation 40 roin 

-
Bibliographie : 

[M6] [M16] [M27] [M39] 

/ Thème d'enseignement 
Prérequis 
Savoir utiliser un spectrophoto- Savoir exploiter un spectre UV - / - ~o~

stan
te d'aci~ité 

mètre 

. 'bl - indicateur colore. 

Objectifs 

• VIS! e 
Connaître la définition de l'absor- déterminer le pK1 d'un indicateur. 
bance d'une solution, la loi de 
BEER-LAMBERT et la définition 
d'un indicateur coloré. 

Matériel 

1 

Réactifs 

Éthanol à 95 %, li 
. , bleu de bromothymol (BBT) ~ O, 1 g 

spectrophotomètre et cuves appropnees (avec solutions tampons de pH 1,0- 8,0 et 13,0 ou 3A+: 

enregistrement automatique éventuellement) vert de bromocrésol (VBC) ~ 0,1 g 
pipette de 5 mL, l solutions tampons de pH 3,0- 5,0 et 7,0. 

Principe ,. . , · H diffi' 
On traee les spectres d'absorption d'une solution de 1 indicateur a trots P ere~ts .. 
La .-ire de l'absorl,ance à trois longueurs d'onde diflërentes permet de detemnner le pK, de 

l'indicateur. 

Mode opératoire ! 
a} préparation de la solution de BBT [VBCJ l)issoudre enVffon 0,1 g de BBT [VBCJ dans un peu d'éthanol(~ 10 rnL), dans une fiole de 100 mL. ' 
puis compléter jusqu'au trait de jauge avec de l'eau distillée. I 
b} Sp8CIT8S d'a/JSOfPtion en milieu acide/baSkluelneutre 

1 

1 oans trois bécbers de 100 mL, mélanger 5 rnL de la salution de BBT [VBC], 85 ml d'eau distillée_• 
110 mL de chacune des solutions tampons de pH (1,0 - 8,0 et 13,0) [3,0 - 5,0 et 7,0]. Régler le zero 
1 de 1•

8
t,so,t,ance avec un « blanc » prépaté avec 10 rnL des mêmes solutions tampons de pH et 90 ,nL 

I d'eau ( cas d'un spectrophotomètre « simple fuisceau ») ou placer cette solution (érooin sur la voie de 

1 

référence ( cas d'un spectrophotomètre « double faisceau » ). 
Noter l'absorbance de chaque solution, par pas de I 0 à 20 nm, dans le domaine de 400 à 700 nrn. 
Tracer les spectres d'absorption. 1 

1 ' 1 A défaut d'enregistrement des spectres complets on peut relever uniquement }es valeurs de 

l 
l'absorbance aux longue~ d'_onde pour lesquelles ;lie est maximum pour chacune des fonnes, soit 

1 

44
0 nm pour la form: acide (ia~e) et 600 nm pour la forme basique (bleue). Ces deux indicateurs 

1 absorl,an' dans le meme _domame, ces longueurs d'onde conviennent dans les deux cas ; on P""
1 

aussi effectuer la mesure a des longueurs d'onde intermédiaires, 460 et 530 nm par exemple. --------------~-------

l BBT: Bleu de BromoThymol; VBC : Vert de BromoCrésol. 
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------------compléments théoriques 
CD -.., 

[Jéfini/iOflS 1 

a} ,niHJUICe: rapport de l'intensité résultante à l'intensité incidente, (J//0). 

rrons 1,ance. A autrefois appelée densité optique D, dé.finie comme le logarithme der· 1 
Absor, . ttanc~ {iog 1/T c'est-à-dire log (/o//) ). Son intérêt vient de ce qu • elle est propo:v~ de la 1 
tnlfiSIDltration' du soluté qui absorbe {loi de BEER) et à l'épaisseur de solution traverséeonneOe_à la 
concen 01 de 

/ LAMBERT). • . . . , ! 
.,t;,.;'"-• d'absorption molaire : &, coefficient de proportmnnahté entre A et / c il est fionct· d 1 Coep-"' . . · ton e 

la longueur d'onde, de la température et du pH; ~n d~ra1~ do~c préciser c( T, pH, À.). Dans la suite 

1 du texte, Ja mention (T, pH, À) ne figure pas afin d alleger l écriture. 

1 b} Sp8Clt6S d'/lbSOlplion 2 

/ Le bleu de bromothymol (BBT) ~st un indicateur_ coloré acido-basique jaune en milieu acide et bleu 
, en milieu basique. Sa zone de --i~e est ~~pnse entre pH_ = 6 et pH = 7 ,~- La constante de sa 
réaction d'hydrolyse est K1 = I O · . S1 Hln designe la forme acide du BBT et ln sa forme basique : 

1 l1n-JlH o+ j 
I , H.IIl(aq) + H2Û(l) 1n-,aq) + H3Ü+(aq) K, = L m:J 
1 en notant LxJ = [X] /{!l cf. « Avertissement ». Les notations suivantes sont adoptées : 

I / : épaisseur de cuve tra~ersée p~ le faisceau, C : con~ntrati,on anal~que en. indicateur coloré, 
1 &a: coefficient d'absorption molarre de Hln, t1,: coefficient d absorption molarre de 1n-. 

Si pH< pK,, Ja forme prédominante de l'indicateur est Hln, forme acide de l'indicateur et C ~ [Hln]. 

1 
D'après la loi de BEER-LAMBERT, l'absorbance « en milieu acide », A., s'exprime par : 

A.= I c.. C/(!l (1) 

1 
Si pH> pKi, la forme prédominante de l'indicateur est 1n-, forme basique de l'indicateur et C"" [lnl. , 

1 L'absorbance « en milieu basique », Ab, s'exprime alors par : 

Ab = I t1, C/(!l (2) 

En« milieu neutre», (c'est-à-dire à pH = pH0 ~ pK1) les deux formes de l'indicateur coexistent 
L'absorbance étant une propriété additive des solutions, l'absorbance « en milieu neutre», A., 
s'exprime alors par : 

A.= l (c.. LHinJ + tl, L1n-_1) 
An = l ( c,, ( c1ci-t1n-_1) + t1, L1n-_1) 
A0 = / ( &,, C/(!l + ( tl, - c,,) Lin-J) 

'E . n CODJuguant les expressions de A., Ab et A0 , on trouve : 

l Cf2A.IO. 
Naus ne Irai 

D'où: 

Aa -A0= / (t1,- c,,) Lin-J 
Ab -A.= 1 (t1,- c,,) c1ci 
Lin-J = C/(!l (A0-Aa)/ (Ab-Aa) 
LHinJ = C/(!l (Ab-An)/ (Ab-Aa) 

K1 = (~ -A.) 10·PHn K = H -lo (~ -A.) 
(Ab-~) p I p n g (Ab-~) 

Ions que du cas du BBT, la transposition au VBC est aisée. 

(3) 

' --
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Cette relation permet de déterminer le pK1 de l'indicateur coloré. Elle n'est valable . 
formes de l'indicateur absorbent à la longueur d'onde choisie. que 

81 

les deux 
1 La figure 3 D.2a représente les spectres d'absorption du BBT en milieu «acide» « bas. 

1 
« neutre ». Les solutions de BBT sous sa forme acide sont jaunes : cette forme absorbe

1t: et 
couleur complémentaire, c'est-à-dire à des longueurs d'onde correspondant au bleu (Â..a. "" 440 la 
et n'absorbe presque pas dans le domaine de longueurs d'onde correspondant au jaune p llln) 
solutions où il est sous sa forme basique, bleue, l'absorption se fait à Àmax."" 600 nm. · OUr les 

1 Les courbes A = t{À., pH) ont donc nécessairement un point commun tel que A.(.:I;) = At,(A;) avec 
le BBT, À;"" 495 nm. D'après les relations (l) et (2) précédentes, on déduit que &a(À;) = q,(_A;)~ 
considérant l'expression de An donnée précédemment en fonction de Ca et ti.. on voit que Je terme 
(Ea - ti,) s'annule. Alors An(Â;) = / t;, CIC0 = A.(,1,) = Ai,(Â;) relation indépendante de la valeur du pH. 

1 
On appelle point isobestique ce point de concours du faisceau de courbes A =f ( À., pH). 

La relation (3) n'est pas valable à la longueur d'onde À; co,rrespon~t point isobestique. En effet, 
en ce point Aa =Ab= An et le terme log (A0-A8) / (Ai,-Ao) n est pas defini. 

Compléments culturels 
Le point isobestique était nommé point isosbastique, puis isosbestique avant de prendre le nom que l 
nous lui connaissons actuellement. 
Le préfixe iso est classique, la racine est d'origine grecque sbestos de sbennunai: éteindre 

1
. Elle se 

retrouve dans le nom de l'asbeste minéral plus connu sous le nom d'amiante, dont les propriétés 
calorifuges ont été longtemps utilisées. Les anciens cardaient et filaient ses fibres pour en faire des 
serviettes (nettoyées par chauffage) ou des toiles dans lesquelles ils brûlaient les morts dont ils 
voulaient conserver les cendres indépendamment de celles du bûcher. 

i 
Mesures , 

1 Les valeurs de A et À ont été obtenues en continu à l'aide d'un spectrophotomètre Varian ®: 
(Cary IE) piloté par ordinateur. Les solutions tampons de pH utilisées sont pH= 1,0, pH= 8,0 et 1 

j pH= 13,0. 
/ Le fichier a ensuite été traité sur ordinateur à l'aide du logiciel Excel®. Cela permet un calcul de pK, , 
pour chaque longueur d'onde (qu'il serait fastidieux d'effectuer sans cet outil), et de la moyenne ! résultante. Dans les tableaux 3 D.2a et b ne figurent que des valeurs variant par pas de 10 mn. , 

1 Une variante possible consiste à mesurer les absorbances de solutions de BBT dans plusieurs i solutions tampons de pH variant de 1 à 13. 
I Le graphe de la fonction log(ArAa) / (Ab-Aj) = f{pH) est alors une droite dont la pente est égale à I et ' 
dont l'ordonnée à l'origine est- pK1• 

1 Calculs 
Si l'on ne trace pas les spectres complets, on utilise les mesures faites à trois ou quatre longueurs \ 
d'onde choisies assez loin du point isobestique et on applique la formule (3): 

pK
1 

=pHn -log(~ -A.) 
(Ab-~) 

l [Dl). 
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------- - ---- --.tre Milton-Roy® non interfacé, les mesures manuelles ont donn. _--, ctrophotome e . 
;.vec un spe 66 A - 0 042 et À11 = 0 104 d'où pK,= 7,10 

À ==0 l , b - • • ' 
À 460 nlll, • '021 A = 0 168 et A1 i = 0,092 d'où pK,= 7,13 À == 0, , b ' ' 
A5JOnlll, 

1 
_ 009 A = 0,278etA7,1=0,127d'oùpK,=7,21 . 56() nDl, Àa - 0, , b 

A pK1moym=7,2 

Tab. 3 D.28 : abso1banoe de solutions de BBT à 3 pH différents . 

650 640 630 620 610 • 590 580 570 560 550 ,t/nm 
A (pH-1,0) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Il 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 
A (pH 8,0) 0,06 0,10 0,17 0,25 0,32 -0,35 0,32 0,28 0,24 0,21 
A (pH- 13,0) 0,o7 0,12 0,20 0,30 0,38 m 0,41 0,37 0,32 0,28 0,24 - pK1 7,20 7,22 7,22 7,22 7,22 • 7,23 7,22 7,22 7,21 7,21 c= 

520 510 500 IIE 480 470 460 450 440 430 420 Unm - A (pH= 1,0) 0,04 0,06 0,08 GD 0,13 0,15 0,17 0,19 0,20 0,20 0,19 1 A(pH=8,0) 0,12 0,11 0,10 • 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08 0,08 0,08 • A (pH= 13,0) 0,14 0,12 0,10 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 
1 pK, 7,21 7,23 7,21 7,15 7,19 7,19 7,18 7,20 7,20 7,22 

! La moyenne de ces valeurs est : pK, = 7,2 pour une valeur tabulée de 7,4. 

A 

0,401---------------.Z.- 1-J.--__ 

0,351--------------1---~ -\---

0,30 ---- ---pH 1,0 
-pHa,o 

o,25
---- - pH 13,0 -----J'-.1----1----J\..\--

0,05 t----=:t====---~~-------L---_J 
0,00 +----r----,..---~===11.--....... --.--t 

400 450 

540 
0,02 
0,17 
0,20 
7,22 

410 
0,17 
0,10 
0,08 
7,24 

500 550 600 650 

1/nm 

530 1 

0,03 1 

0,15 l 

0,17 
7,21 

400 
0,15 1 

0,11 
1 

0,10 1 

7,31 

_ Fig. 
3

~..2a : spectre d'absorption de solutions de BBT en mHieu tamponné à pH 1,0 - 8,0 et 13,0. 
- - - - -----. ---- ___ __, 


