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But du Tp : Le but du TP est d’étudier par fluorescence une solution X inconnue contenant
simultanément le naphtalene et I'anthracéne.

I Matériels et méthodes :

e Spectrophotometre : Jasco FP-8200 de DutscherCuve : deux lampes xénon et mercure

e Cuve en quartz Suprasil Hellma TO 10mm (utilisation de cuve en quartz car elle n’absorbe pas
dans le domaine d’étude)

e Logiciel : SpectraManager

e Solution étalon de naphtaléne a 400 pg/mL (fournie)

e Solution étalon d’anthracéne a 400ug/mL (fournie)

e Solution X contenant du naphtaléne et de I'anthracene (fournie)

e Solution d’éthanol (solvant employé)

e Fiolede 10 mL+ 0,04 mL

e Pipette graduée de 10 mL + 0,075 mL

Les composés étudiés au cours de ce TP sont I'anthracéne et le naphtaléne. Leurs caractéristiques
sont décrites dans le tableau 1. Ces 2 composés sont des hydrocarbures aromatiques polycycliques
présentant des cycles aromatiques absorbant dans le domaine des UV.

Noms Maphtaléne Anthracéne
Formule CioHg CisHio
Masse molaire 128,17 150,218
(g/mal)
Longueur d'onde 276 357
max (nm) Solubilité : Peu soluble dans Solubilité : Trés peu soluble dans l'eau,
l'eau, soluble dans I'éthanol soluble dans les solvants organiques
comme I'éthanol.

Tableau 1 : Caractéristiques des composés hydrocarbures aromatiques étudiés

. Principe :

La fluorimétrie est une méthode de quantification d'un composé qui exploite sa capacité a émettre
de la fluorescence. Ainsi, la quantité de fluorescence émise par le composé mesuré est directement
proportionnelle a sa concentration. En spectroscopie de fluorescence, on examine les états
vibratoires et électroniques des molécules. La fluorescence des molécules est enregistrée apres
excitation. Les molécules fluorescentes, appelées fluorophores, absorbent des longueurs d'onde
spécifiques (A d'excitation), ce qui éléve les électrons a des niveaux d'énergie supérieurs, induisant
une instabilité atomique. Pour retrouver leur stabilité, les électrons reviennent a leur état
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fondamental en émettant des photons, produisant de la fluorescence a une longueur d'onde
caractéristique appelée A d'émission.

La capacité d'une molécule a émettre de la fluorescence découle de son aptitude a absorber des
longueurs d'onde d'excitation, provoquant le passage de ses électrons d'un niveau d'énergie stable a
un niveau instable. Une fois excitée, la molécule cherche a retrouver sa stabilité en libérant I'énergie
accumulée sous forme de photons a une longueur d'onde spécifique (caractéristique de la molécule).
Les photons émis dans ce processus constituent la fluorescence.

Cette fluorescence émise peut ensuite étre mesurée dans le but d'identifier ou de quantifier un
composé dans une matrice donnée. En effet, son intensité est directement proportionnelle a la
concentration du composé. Cette intensité est influencée par les états vibratoires et électroniques
des molécules. Ainsi, cette technique analytique est applicable uniqguement aux molécules
fluorochromes, c'est-a-dire a celles capables de générer de la fluorescence apres irradiation.

Emission et absorption

Energie des niveaux

0ol — — — — — — —
Excitation
de I'électron
Em
Photon
NS émis
En =
Photon Désexcitation
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Figure 1 : Schéma du principe de la fluorescence

Le spectrofluorimetre se compose d'une source de lumiére polychromatique, généralement une
lampe située derriére un monochromateur a réseau. Ce monochromateur permet de sélectionner la
longueur d'onde spécifique des photons qui vont exciter les molécules présentes dans |'échantillon.
L'échantillon lui-méme est placé dans une cuve fluorimétrique avec quatre c6tés translucides pour
permettre une excitation a 90°.

Pour détecter les photons émis par I'échantillon, un second monochromateur est positionné a 90° par
rapport a I'échantillon afin de sélectionner la longueur d'onde d'émission. Enfin, un
photomultiplicateur est utilisé pour convertir le signal lumineux en impulsions électriques, lesquelles
sont ensuite amplifiées. Ce signal est ensuite transmis a un ordinateur pour analyse et traitement des
données

1. Résultats et discussions :

e Choix du solvant d’analyse

Il est nécessaire que le solvant d’analyse qu’on va employer pour réaliser le blanc de I'appareillage ainsi
que les dilutions des différents composés n’absorbe pas dans I’'UV-visible. On a donc réalisé un balayage
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des longueurs d’'onde de I'UV-visible sur de I’éthanol. Le solvant présente une faible absorbance, a la
plupart des longueurs d’'onde dans la gamme UV-visible. Cela assure que notre solvant n’interfere pas
avec la mesure d’absorbance du Naphtalene et de I'anthracéne. De plus, en tant que solvant polaire,
I'éthanol est capable de dissoudre plus facilement nos composés et permet une analyse plus fiable et
plus précise.
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Figure 2 : Spectre de I'éthanol a une longueur d’onde d’excitation a 221 nm

On observe 2 pics : 221 nm et 450 nm. Ceux-ci sont dus a la diffusion de Rayleigh et le deuxieme
correspond a un harmonique. En effet, on étudie la lumiére émise, on a donc une diffusion élastique.
Cette diffusion sera retrouvée dans tous les spectres mais ne sera pas pris en compte pour la suite.

e Choix des longueurs d’'onde d’analyse pour les deux composés étudiés

Le choix des longueurs d’onde a déja été faite au préalable au cours du TP UV-visible or on sait que la
longueur d’onde d’absorption en UV correspond a longueur d’'onde d’émission en fluorimétrie.

- Amax (Naphtaléne) = 276 nm
- Amax (Anthracéne) = 357 nm
e Gamme d’étalonnage naphtaléne
On a travaillé a longueur d'onde d’absorption de 276nm et d’émission 322 nm.

Solution mére a une concentration de 10 pg/mL

Concentration (pg/mL) 0 2 2 4 6 8 10
Volume de la solution / 0.5 1 2 3 4 /
mere a prélever ( mL)

Volume final ( mL) 10 10 10 10 10 10 10

Tableau 2 : Gamme d’étalonnage de 'anthracéne réalisé a partir de la solution mére G 10mg/L
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Concentration pg/mL Intensité

1 330,881
2 625,205
4 1172,78
5] 150757
8 1866,87
10 211996

Tableau 3 : Résultats obtenus pour le naphtaléne

courbe d'étalonnage du Naphtaléne
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de "anthracene
e Gamme d’étalonnage anthracene
On a travaillé a longueur d'onde d’absorption de 357 nm et d’émission 379 nm.

Solution mére a une concentration de 8 pg/mL

Concentration (pg/mL) 0 1 2 3 4 6 8
Volume de la solution / 0.5 1 1.5 2 3 /
mere a prélever ( mL)

Volume final ( mL) 10 10 10 10 10 10 10

Tableau 4 : Gamme d’étalonnage de I'anthracéne réalisé a partir de la solution mére @ 10mg/L
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Concentration en pg/mL  Intensité

1796,49
322435
4806,12

6032,9
B030,82
B987,62
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Tableau 5 : Résultats obtenus pour I'anthracéne
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de I'anthracéne

e Analyse de la solution X inconnue préalablement diluée par 2 car étant donné qu’elle était
trop concentrée, le pic saturait sur le spectre.

. Excité a 276 (Naphtaléne) Excité a 357 (Anthracéne)
Solution X
Pic d’émission a 322 nm Pic d’émission a 379nm
Dilution 743.103 9331.6
par 2

Tableau 6 : Résultats obtenus pour la solution X

Calcul de la concentration en Naphtaléne dans la solution X inconnue :

y=ax+b

= bxd
x—a f

_ 743,1034+29,974

P X 2 =4,16 pg/mL
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Calcule de la concentration en Anthracéne dans la solution X inconnue :

= B3LOTTILOT o 5 = 13,67 pg/mL

1252
Incertitude avec le matériel utilisé :
AV fiole AV pipette
Ac = 2+ 2 %
¢ ( Vfiole 7 Vprélevé ) ¢

AC= (%)2(0'%)2 X 4,16= 0.045 pg/mL
AC= (%)Z(O'SLS)Z x 13,67=0.15 pg/mL

Iv. Conclusion :

Grace a la fluorimétrie, la concentration en naphtaléne et en anthracéne de la solution X inconnue a
été déterminée. Selon les résultats du TP, la concentration en naphtaléne est estimée a 4,16 + 0,045
pug/mL et en anthracéne a 13,67 + 0,15 ug/mL. Théoriquement , nous aurions d{ trouver une
concentration de 5.5 pg/mL pour le naphtaléne et de 19 pg/mL pour I'anthracéne. Les rendements
obtenus sont de 75 % pour le naphtaléne et de 72 % pour I'anthracéne, ce qui s'éloigne pas
énormément des prédictions théoriques.

En comparant ces valeurs avec celles obtenues lors du TP UV-visible, il est observé que les
concentrations des deux composés sont plus faibles Ceci peut-étre di a des erreurs de manipulation,
notamment lors de la préparation des échantillions.



