	
	
	



Liste de matériel : 
 - fiole jaugée de 100 mL
 - fiole jaugée de 200 mL
 - pipette jaugée de 5 mL
 - pipette jaugée de 10 mL
 - burette graduée de 25 mL (x2)
 - éprouvette graduée de 10 mL
 - bécher 50 mL
 - bécher 100 mL
 - tubes à essais (7) + support
 - feutre à verrerie
 - montage pour filtration (entonnoir à liquide, filtre plissé, porte-entonnoir)
 - montage pour chauffage (agitateur chauffant, barreau aimanté avec ou sans bain-marie, thermomètre)
 - bécher à bords hauts (400 mL ?) (1 par poste) + mixeur plongeant (au bureau prof en amont)
 - balance précise
 - spectrophotomètre UV-vis + notice + cuves
 - pipette automatique ou distributeur automatique ou pipette graduée de 1 mL
 - pipettes Pasteur (plastique)
 - pissette d’eau distillée

 - blanc de poulet (“jambon”, doré au four, marque Auchan)
 - réactif de Griess ou matériel pour préparer le réactif de diazotation (voir infra)
 - solution “de référence” de nitrite de sodium à 50 mg.L-1 
 - solution d’hydroxyde de sodium à 5% 
 - solution de sulfate de zinc à 1,0 mol.L-1 

 - salle avec ordinateur (Python)
 - programme Python (regression_lineaire.py) déjà ouvert sur le poste élève


[bookmark: _GoBack]Préparation du réactif de diazotation :
· 100 mL d’acide phosphorique,
· 40,0 g de sulfanilamide,
· 2,0 g de N-naphtyl-1-éthylènediamine
· QSP eau pour 1L.
[image: IMG_2211.jpg]Remarque : le réactif peut se conserver assez longtemps dans une bouteille en verre fumé, entourer d’aluminium au frigidaire ! Même si une coloration apparait (rose) il peut toujours fonctionner, même après 1,5 an.
Remarque : on peut également acheter le réactif de Griess déjà préparé
(en deux parties “flacon A” et “flacon B” à mélanger en proportions égales avant usage).
Préparation de l’échantillon de « blanc de poulet » par élève :
· Peser une masse voisine de 5,0 g de blanc de poulet,
· Mixer le blanc de poulet avec 100 mL d’eau distillée,
· Transvaser le mélange et les eaux de rinçage (max 50 mL) dans un flacon de 150 mL,
· Noter la masse pesée de blanc de poulet sur le flacon de 150 mL,

Remarque : code additifs alimentaires : E249 nitrite de potassium, E250 nitrite de sodium
Préparation par l’élève de l’échantillon pour le dosage des nitrites :
· Transvaser l’intégralité de l’échantillon de blanc de poulet mixé dans un erlenmeyer de 250 mL,
· Placer l’erlenmeyer sur une plaque chauffante et sous agitation,
· Introduire 2 mL d’une solution d’hydroxyde de sodium à 5 %,
· Chauffer modérément à 50 °C pendant 10 minutes,
· Arrêter le chauffage et introduire 5 mL d’une solution de sulfate de zinc à 1,0 mol.L-1 pour faire précipiter les protéines ainsi que qu’une majorité des ions hydroxydes, 
· Un précipité blanc apparait, laisser refroidir la préparation,
· Filtrer l’intégralité de la préparation directement dans une fiole jaugée de 200 mL à l’aide d’un entonnoir en verre et d’un papier filtre plissé.
· Compléter la fiole jaugée avec de l’eau distillée.
· Prélever 10 mL de la solution et l’introduire dans un tube à essai noté E comme échantillon.
Remarque : J’ai essayé plusieurs produits contenant des nitrites (de potassium et/ou de sodium) c’est le seul qui donne de bons résultats et qui est facile à filtrer. Les viandes séchées « halal » contiennent des colorants rouge/rose et/ou du sang…. Et beaucoup de grosses protéines qui bloquent la filtration.
Préparation de la solution mère (pour le groupe d’élève) :
· Peser exactement 0,050 g de nitrite de potassium et transvaser cette masse dans une fiole jaugée de 1,0 L,
· Compléter avec de l’eau distillée.
· Soit S0 la solution mère.

Réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des nitrites (à réaliser par l’élève) :
· Réaliser 100 mL de solution S1 par dilution de facteur 20 de la solution mère S0.
· Placer cette solution S1 dans une burette graduée de 25 mL.
· Verser à l’aide de la burette, dans des tubes à essais, successivement et précisément des volumes de : 1,0 mL, 2,0 mL, 5,0 mL, 8,0 mL et 10,0 mL.
· Nettoyer la burette graduée et mettre de l’eau distillée,
· Compléter les volumes de chaque tube à essai de façon à avoir un volume de 10 mL au total.
Révélation des nitrites :
· Dans les 5 tubes à essais de la gamme ainsi que dans le tube de l’échantillon E, verser 1 mL du réactif de diazotation à l’aide d’un préleveur automatique ou d’une pipette automatique.
· Laisser reposer à l’obscurité pendant 5 minutes.

Mesure de l’absorbance des échantillons Révélation des nitrites :
· Dans les 5 tubes à essais de la gamme ainsi que dans le tube de l’échantillon E, verser 1 mL du réactif de diazotation à l’aide d’un préleveur automatique (optifix) ou d’une pipette automatique.
· Laisser reposer à l’obscurité pendant 5 à 10 minutes.
· Remplir les cuves de spectrophotométrie avec les solutions.
· Faire le zéro sur la blanc puis mesurer l’absorbance de la gamme d’étalonnage ainsi que de l’échantillon à la longueur d’onde de 540 nm.
· Tracer à l’aide d’un tableur la droite d’étalonnage et en déduire la valeur de la concentration en ion nitrites de l’échantillon E.

Résultats :
	Échantillons
	1
	2
	3
	4
	5
	E

	Volume de solution mère (mL)
	0
	1,0
	2,0
	5,0
	10,0
	

	Volume d’eau (mL)
	10,0
	9,0
	8,0
	5,0
	0
	

	Concentration (mg.L-1)
	0
	0,25
	0,5
	1,25
	2,5
	A déterminer

	absorbance
	0
	0,167
	0,278
	0,747
	1,395
	0,435







On a préparé l’échantillon E dans un volume de 200 mL d’eau, on a donc une masse d’ion nitrite dans l’échantillon :


La dose maximale de nitrites autorisée dans les charcuteries est de 150 mg/kg en Europe. En France, la dose utilisée est de 120 mg/kg et va passer très prochainement à 90 mg/kg.
https://www.inrae.fr/actualites/nitrites-charcuteries-point-nos-recherches#:~:text=La%20dose%20maximale%20de%20nitrites,prochainement%20%C3%A0%2090%20mg%2Fkg.

L’échantillon E a été préparer avec 5,11 g de blanc de poulet soit une masse 
La teneur en ion nitrites dans le blanc de poulet étudié est donc :

Le blanc de poulet est donc conforme à la législation en vigueur pour la dose en nitrites.

Absorbance en fonction de la concentration massique d'une gamme de dilution en ion nitrite
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