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                1ère S
   Les colorants
   =============
   Extraction, séparation, identification et synthèse
   TPn°4
   I / Extraction des pigments contenus dans une feuille
   Y a-t-il un seul pigment (la chlorophylle) dans une feuille ou
   d’autres sont-ils présents ?
   Quelles sont précisément les radiations lumineuses utiles à la
   photosynthèse ?
     1. 
       Réalisation d’une solution de chlorophylle brute.
   Protocole expérimental :
       * 
         Placer dans un mortier un peu de sable, ajouter quelques
         feuilles bien vertes (épinards par exemple) coupées en petits
         morceaux.
       * 
         Broyer à sec les feuilles (destruction des parois cellulaires)
       * 
         Ajouter très peu d’alcool à 90° pour solubiliser certaines
         substances et continuer à broyer doucement pendant 5 minutes
       * 
         Dans un bécher, verser la solution contenue dans le mortier.
       * 
         La solution obtenue est dite « chlorophylle brute ».
     2. 
       Séparation des pigments de la chlorophylle brute : la
       chromatographie
   Protocole expérimental
       * 
         Sur une bande de papier à chromatographie (papier Wattman)
         déposer à une distance d’environ 2 cm du bas une dizaine de
         gouttes de solution de chlorophylle brute en laissant sécher
         après dépôt chaque goutte.
   Attention ne pas toucher le papier sur la zone de migration
   ===========================================================
       * 
         Suspendre le papier à chromatographie à l’aide d’un crochet fixé
         sur un bouchon, dans une éprouvette fermée contenant 5 mL
         d’éluant (éther de pétrole 85 %, acétone 10 %, cyclohexane 5%).
   Vérifier que la tache ne baigne pas dans l’éluant.
       * 
         Placer un cache opaque autour de l’éprouvette durant toute
         l’élution.
     * 
       Stopper l’élution quand l’éluant arrive à environ 1 cm du bord
       supérieur.
   Questions
       a. 
         Rappeler le rôle d’une chromatographie.
       b. 
         Pourquoi le dépôt ne doit-il pas tremper dans l’éluant ?
       c. 
         Faire un schéma annoté à l’échelle du chromatogramme obtenu.
       d. 
         Combien de pigments contient la solution de chlorophylle brute ?
         Justifier.
     3. 
       Absorbance de la solution de chlorophylle
   Principe du spectrophotomètre :
   Un spectrophotomètre est un appareil qui permet de déterminer pour
   différentes longueurs d’onde la proportion de lumière absorbée par une
   solution.
   Nous allons réaliser le spectre d’absorption A = f(λ) de la
   chlorophylle brute, c'est-à-dire tracer la courbe de l’absorbance de
   la solution de chlorophylle en fonction de la longueur d’onde de la
   lumière.
   Observer le spectre d’absorption de chacun des pigments de la
   chlorophylle brute :
   
       a. 
         Expliquer pourquoi la chlorophylle nous apparaît de couleur
         verte.
       b. 
         Expliquer la couleur du carotène.
       c. 
         Conclure en répondant aux questions posées au début de la partie
         I/.
   II / Chromatographie sur colonne d’un sirop de menthe
   La technique de chromatographie sur colonne repose sur le même
   principe que la chromatographie sur couche mince : les espèces
   chimiques à séparer sont plus ou moins entraînées par un éluant sur
   une phase fixe :
     * 
       La phase fixe est un solide, le plus souvent de la silice ou de
       l’alumine remplissant une colonne ;
     * 
       L’échantillon est déposé en haut de la colonne. La séparation des
       espèces chimiques est obtenue par l’écoulement continu d’une phase
       mobile (l’éluant) à travers la colonne ;
   La séparation est basée sur une différence de vitesses d’entraînement
   des espèces chimiques vers le bas de la colonne. L’objectif de ce TP
   est donc de séparer les constituants colorés d’un sirop de menthe puis
   de montrer l’intérêt de la chromatographie sur colonne vis à vis de la
   chromatographie sur couche mince.
     1. 
       Séparation des colorants alimentaires d’un sirop de menthe
     * 
       Préparation de la colonne (phase fixe)
       ======================================
   L’opération de remplissage de la colonne conditionne l’efficacité de
   la séparation. Il ne faut pas qu’il y ait de bulles ou de zone sans
   phase stationnaire car on aurait alors des chemins préférentiels
   nuisant à une bonne séparation des composés. Pendant la phase
   d’élution avec le solvant on veillera également à ne pas assécher la
   partie supérieure de la phase fixe.
    
     * 
       Fixer verticalement la colonne à l’aide d’une pince ;
     * 
       Déposer un petit morceau de coton dans le bas de la colonne ;
     * 
       Confectionner un entonnoir très effilé à l’aide d’un morceau de
       papier
     * 
       A l’aide celui-ci, introduire la silice dans la colonne ; il ne
       doit pas se former de bulles d’air !
     * 
       Placer un bécher sous la colonne ;
     * 
       Introduire doucement de l’eau distillée (à l’aide d’une pipette
       plastique par écoulement de long de la paroi de la colonne).
       Ajouter une quantité d’eau suffisante pour être environ à 2 cm au
       dessus de la surface plane de la silice.
     * 
       Dépôt de l’échantillon à séparer
       ================================
     * 
       Déposer très doucement à l’aide d’une pipette, sans toucher les
       parois de la colonne, l’échantillon de sirop de menthe (5 à 10
       gouttes)
     * 
       Lorsque le sirop de menthe a pénétré à la surface de la phase
       stationnaire, éluer avec l’eau en remplissant la colonne ;
     * 
       Lorsque le premier colorant arrive en bas de la colonne le
       récupérer dans une première cuve pour spectrophotomètre ;
     * 
       Eluer ensuite avec un autre éluant : l’éthanol;
     * 
       Lorsque le second colorant parvient en bas de la colonne, le
       récupérer dans une seconde cuve.
   Quel est l’intérêt de ce type de chromatographie par rapport à celle
   sur couche mince ?
     2. 
       Analyse spectrophotométrique des colorants
   A l’aide d’un spectrophotomètre, on souhaite tracer les spectres
   d’absorption A=f() du sirop de menthe et des 2 colorants issus de la
   séparation précédente.
   Réaliser ces spectres.
     * 
       Interpréter les courbes obtenues : quel(s) colorant(s) contient le
       sirop de menthe ?.
   Données : Spectres d’absorption de quelques colorants
   
   
    
   III / Synthèse de l’indigo
     * 
       Dans un erlenmeyer de 125 mL, verser 0,20 g de
       2-nitrobenzaldéhyde, 4 mL d’acétone et 10 mL d’eau distillée.
     * 
       Agiter très vivement à l’aide d’un agitateur magnétique.
     * 
       Ajouter lentement 1 mL de solution de soude.
   Attention : La soude est préparée par dissolution de 8 g de soude en
   pastille dans 100 mL d’eau. Il faut porter gants et lunettes pour
   manipuler cette solution.
     * 
       La solution passe de la couleur jaune foncé à une couleur plus
       sombre. L’indigo précipite.
     * 
       Après quelques minutes, filtrer sur Büchner.
     * 
       Laver le précipité avec de l’eau jusqu’à ce que le filtrat soit
       incolore.
     * 
       Laver avec 5 mL d’éthanol. Laisser sécher le solide ou le passer à
       l’étuve vers 120°C.
     1. 
       Quels sont les dangers liés à la soude ?
     2. 
       Quelle est la concentration molaire de la solution de soude
       utilisée ?
     3. 
       Quelle est la couleur de l’indigo obtenue ?
     4. 
       L’indigo est-il soluble dans l’eau ?
     5. 
       Sachant qu’une mole de 2-nitrobenzaldéhyde permet d’obtenir, avec
       la quantité suffisante d’acétone en milieu basique, deux moles
       d’indigo, quelle masse d’indigo peut-on espérer obtenir ?
     6. 
       En déduire le rendement de la synthèse.
   1ère S
   Les colorants
   =============
   Extraction, séparation, identification et synthèse
   T
   CORRECTION
   P n°4
   I / Extraction des pigments contenus dans une feuille
   Y a-t-il un seul pigment (la chlorophylle) dans une feuille ou
   d’autres sont-ils présents ?
   Quelles sont précisément les radiations lumineuses utiles à la
   photosynthèse ?
     2. 
       Séparation des pigments de la chlorophylle brute : la
       chromatographie
   Questions
     a. 
       Rappeler le rôle d’une chromatographie.
   Une chromatographie permet de séparer et d’identifier les constituants
   d’un mélange homogène.
     b. 
       P ourquoi le dépôt ne doit-il pas tremper dans l’éluant ?
   Si le dépôt trempait dans l’éluant il serait dissous par celui-ci et
   ne pourrait pas migrer sur la phase fixe (le papier)
     c. 
       Faire un schéma annoté à l’échelle du chromatogramme obtenu.
   
     d. 
       Combien de pigments contient la solution de chlorophylle brute ?
       Justifier.
   La chlorophylle brute contient 4 pigments.
     2. 
       Absorbance de la solution de chlorophylle
   Observer le spectre d’absorption de chacun des pigments de la
   chlorophylle brute :
   
   
     a. 
       E  xpliquer pourquoi la chlorophylle nous apparaît
       de couleur verte.
   L es spectres d’absorption montrent que les 2 types de
   chlorophylle absorbent les couleurs bleue et rouge. La lumière
   transmise est donc verte.
     b. 
       Expliquer la couleur du carotène.
   Le carotène absorbe le bleu. L’œil perçoit alors la couleur
   complémentaire (mélange de vert et de rouge qui ne sont pas absorbés).
   On voit alors une nuance de jaune-orangé.
     c. 
       Conclure en répondant aux questions posées au début de la partie
       I/.
   Il y a 4 pigments dans une feuille.
   Les radiations utiles à la photosynthèse sont celles qui sont
   absorbées par la chlorophylle : (430, 445, 645 et 663 nm)
   II / Chromatographie sur colonne d’un sirop de menthe
   Quel est l’intérêt de ce type de chromatographie par rapport à celle
   sur couche mince ?
   La chromatographie sur couche mince (CCM) permet de séparer les
   constituants d’un mélange et de les identifier (par comparaison avec
   des substances connues qu’on fait migrer en même temps que
   l’échantillon à analyser ou par mesure du rapport frontal et
   comparaison avec les RF de substances connues). En revanche on ne peut
   pas récupérer les constituants du mélange après séparation.
   La chromatographie sur colonne permet la séparation mais pas
   l’identification directe des constituants du mélange. On peut en
   revanche recueillir des quantités non négligeables des constituants
   afin de réaliser des analyses ensuite.
     3. 
       Analyse spectrophotométrique des colorants
   A l’aide d’un spectrophotomètre, on souhaite tracer les spectres
   d’absorption A=f() du sirop de menthe et des 2 colorants issus de la
   séparation précédente.
   Réaliser ces spectres.
   
      
     * 
       Interpréter les courbes obtenues : quel(s) colorant(s) contient le
       sirop de menthe ?
   Le colorant jaune contenu dans le sirop de menthe est de la tartrazine
   (les spectres se superposent)
   Le colorant bleu est du bleu patenté. (on remarque qu’ils n’ont pas
   été parfaitement séparés)
    
   BBT
    
   Remarque : d’autres colorants jaune et bleu existent avec des spectres
   qui se ressemblent mais qui ne sont pas superposables.
   
   III / Synthèse de l’indigo
     * 
       Dans un erlenmeyer de 125 mL, verser 0,20 g de
       2-nitrobenzaldéhyde, 4 mL d’acétone et 10 mL d’eau distillée.
     * 
       Agiter très vivement à l’aide d’un agitateur magnétique.
     * 
       Ajouter lentement 1 mL de solution de soude.
   A ttention : La soude est préparée par dissolution de 8 g de
   soude en pastille dans 100 mL d’eau. Il faut porter gants et lunettes
   pour manipuler cette solution.
     1. 
       Quels sont les dangers liés à la soude ?
   La soude est une substance corrosive.
     2. 
       Quelle est la concentration molaire de la solution de soude
       utilisée ?
   Par définition,  or  = 0,20 mol.
   D’où  = 2,0 mol.L-1.
     3. 
       Quelle est la couleur de l’indigo obtenue ? Bleu foncé (utilisé
       pour les jeans)
   L’indigo est-il soluble dans l’eau ? Non. S’il était soluble dans
   l’eau (ou l’éthanol) on ne pourrait pas utiliser ces solvants pour
   effectuer le rinçage des cristaux sur le filtre Buchner.
   L'équation de la réaction s'écrit :
   2 C7H5NO3(l) + 2 C3H6O(l) + 2 HO(aq) C16H10N2O2(s) + 2 CH3CO2 
   (aq) + 4 H2O(l)
   
     4. 
       Sachant que 2 moles de 2-nitrobenzaldéhyde permettent d’obtenir,
       avec la quantité suffisante d’acétone en milieu basique, 1 mole
       d’indigo, quelle masse d’indigo peut-on espérer obtenir ?
   On donne les masses molaires : 2-nitrobenzaldéhyde : 151 g.mol-1 ;
   indigo : 262 g.mol-1.
   
   La quantité de matière d’indigo espérée sera de 
   Soit une masse de : 
     5. 
       En déduire le rendement de la synthèse.
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