Fiche professeur

	THEME du programme : OBSERVER


	Sous-thème : Matières colorées


Dosage de l’éosine 
Type d’activité :       
-     Activité expérimentale

Conditions de mise en œuvre : activité de découverte de la loi de Beer-Lambert , 

                                                       durée 1h30en groupe

Pré- requis : - concentration massique

         - préparation de solution 

	NOTIONS ET CONTENUS
	COMPETENCES ATTENDUES

	Dosage par étalonnage

Loi de Beer-Lambert


	Pratiquer une démarche expérimentale pour déterminer la concentration d’une espèce colorée à partir d’une courbe d’étalonnage.


Compétences  transversales : (préambule du programme et socle commun)

· mobiliser ses connaissances

· rechercher, extraire, organiser des informations utiles

· raisonner, argumenter, démontrer

· travailler en équipe

Mots clés de recherche : 

dosage spectrophotométrique, dosage par étalonnage, loi de Beer-Lambert

Provenance : Académie Nancy-Metz – groupe de travail sur les programmes de première S

Rédacteur : Sylvie BERTHELOT  – Lycée Saint Exupéry Fameck     

adresse du site académique : www.ac-nancy-metz.fr/enseign/physique/sc_index.htm

A. INFORMATIONS A DESTINATION DU PROFESSEUR

1. L’éosine pharmaceutique

L’éosine se présente sous deux formes, l’éosine B rouge  et l’éosine Y jaune.


Eosine B ou rouge impérial
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Eosine Y ou tétrabromofluorescéïne

La forme pharmaceutique est un sel disodique de  la forme B, sa formule brute est C20H6O9N2Br2Na2 de masse molaire  M=623,8g/mol. Il est possible de s’en procurer en pharmacie pour un coût modique (environ 1 Euro/gramme).

L’éosine B est utilisée en dermatologie, pour ses propriétés asséchantes et son pouvoir légèrement antiseptique. Elle trouve aussi  des utilisations en microscopie par son action colorante sur certaines cellules. Elle a été utilisée  comme pigment dans les rouges à lèvre et aussi en peinture

 L’éosine possède un fort pouvoir colorant, les solutions utilisées devront être très diluées.  La détermination de sa concentration par échelle de teinte est difficile, l’emploi du spectrophotomètre est obligatoire. 

2. Fabrication de la gamme étalon

Les solutions étalons ont été fabriquées à partir d’une solution mère de concentration c0=0,50 g/L pour obtenir 50 mL des étalons  suivants :

	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160

	Volume de solution mère (mL)
	2
	4
	6
	8
	10
	12
	14
	16


Les volumes de solution mère sont mesurés à l’aide d’une burette graduée. Il faut prendre des précautions pour éviter que de la mousse de forme.

3. La solution dosée

C’est une solution préparée à partir d’un berlingot de 2 mL à 2% dilué 250 fois.

Photo de la solution dosée et les solutions étalons.
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4. Les mesures au spectrophotomètre

Spectre de l’éosine B
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Pour éviter les problèmes de saturation du spectrophotomètre ( A>2,5), il faut effectuer les mesures à une longueur d’onde entre 440nm et 460 nm. Dans cette plage de longueur d’onde l’absorbance est suffisante pour obtenir des résultats précis.

Le blanc est effectué avec de l’eau distillée.

Mesures effectuées à 450 nm.
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Modèle obtenu : A = 8,135·10-3 · c 

Remarque : malgré le soin apporté à la fabrication de la gamme d’étalonnage l’écart relatif est de 2,2%.

Pour améliorer encore le résultat, il serait nécessaire de faire les mesures avec la même cuve. L’éosine a tendance à se déposer très rapidement sur le plastique, elle se nettoie facilement avec un détergent.

L’absorbance de la solution dosée est  A=0,702 soit une concentration de 86 mg/L.

Le berlingot commercial aurait une concentration de 21,5g/L. Avec une masse volumique de 1,02 g/mL, on obtient un pourcentage conforme à l’étiquette de 2,1%.

B. Scénario pédagogique de la séance

Il n’est pas possible d’entreprendre une démarche d’investigation, la gamme de concentrations des étalons est trop délicate à mettre au point. De plus l’élève n’a aucune connaissance sur le spectrophotomètre notamment sur les problèmes de saturation. Il faut donc envisager un TP découverte. Le dosage par échelle de teinte effectué en seconde est le point de départ. 

1. Présentation de l’éosine et utilisations.

2. Questionnement introductif

Q : Connaissez-vous une méthode pour  déterminer la concentration en éosine d’un berlingot ?

Complément : Cette méthode a été mise en œuvre en seconde pour doser l’espèce X ( en général Cu2+, MnO4– )

R : dosage par échelle de teinte

Q : Sur quelle observation est basée cette méthode ? 

R : La couleur est d’autant plus intense que la concentration est élevée.

Q : Quelle précaution faut-il prendre pour comparer les couleurs d’une solution ?

R : il faut que les solutions soient dans des récipients identiques et remplis à la même hauteur

En cas d’absence de réponse, faire l’expérience au bureau en versant la même solution dans des récipients de forme différente et dans deux récipients identiques contenant des volumes différents.

Compléments d’information :

L’éosine ayant un pouvoir colorant fort, l’éosine commerciale est diluée 250 fois.

Préparer  devant les élèves la solution à doser : un berlingot de 2L dans une fiole jaugée de 1L.

Cette solution est appelée solution S.

3. Préparation de l’échelle de teinte

Distribuer le tableau des concentrations donné annexe 1. La concentration de la solution mère est c0=0,5g/L, elle est préparée à l’avance par dissolution d’éosine solide.

Attribuer à chaque groupe une des solutions à préparer, ajouter éventuellement S9 et S10 si la classe comporte plus de 8 groupes.

Proposer une méthode pour fabriquer 50 mL de la solution attribuée.

Après validation du professeur la mettre en œuvre.

Les volumes de solution mère doivent être mesurés à la burette graduée.

Mise en commun des résultats

R : on prélève x mL de solution mère, à l’aide d’une burette graduée, que l’on transvase dans une fiole jaugée de 50 mL. On ajoute de l’eau distillée jusqu’au trait de jauge et on agite pour homogénéiser.

4. Utilisation de l’échelle de teinte

Q : Déterminer un encadrement de la concentration.

Q : Quels sont les problèmes engendrés par cette méthode.

R : C’est un encadrement de la concentration et non une concentration précise. 

Q : Pourquoi n’est-il pas possible de trouver une concentration plus précise, en utilisant une gamme de solutions étalons différente ?

R : l’œil ne parviendrait pas à distinguer la teinte de ces solutions.

5. Présentation du spectrophotomètre.

Q : Comment explique-t-on la perception de la couleur d’une solution?

R : L’éosine se comporte comme un filtre, elle absorbe certaines radiations de la lumière qui l’éclaire.

Explication à donner :

Un spectrophotomètre est un appareil capable de mesurer le pourcentage d’intensité lumineuse absorbée par une solution pour une longueur d’onde donnée. Une cuve remplie de solution est placée dans le spectrophotomètre, elle et éclairée par une radiation monochromatique et l’intensité émergente est de la radiation est inférieure à l’intensité incidente, car les espèces chimiques se comportent comme des filtres qui absorbent une partie de la lumière.


[image: image5]
Cet appareil mesure une grandeur appelée absorbance A calculée  à partir de I et de I0.

Chaque espèce présente dans la solution absorbe une partie de la lumière. Ainsi pour la solution d’éosine, on a : A = Acuve+Aeau+Aéosine
Pour obtenir uniquement l’absorbance de l’éosine, on  fixe arbitrairement une valeur d’absorbance O à une cuve remplie d’eau distillée, cette opération porte le nom de faire le blanc ou le zéro. Une fois cette opération réalisée on a A= Aéosine car Acuve+Aeau=0.

Rq : Les cuves doivent être très propres et essuyées avant toute mesure. Le capot doit être fermé.

6. Mesures des absorbances des solutions étalons.

Diviser le groupe d’élèves en autant de sous-groupe que de spectrophotomètres disponibles.

Chaque sous-groupe place les 8 solutions étalons dans 8 cuves et en remplir une 9ème avec de l’eau distillée et une 10ème avec la solution S.

Régler la longueur d’onde à nm

Faire le zéro : placer la cuve contenant l’eau distillée dans les spectrophotomètre et valider faire le zéro.

Mesurer successivement les absorbances des 8 étalons et de la solution S.

Tableau de mesures à distribuer  en ANNEXE 2.

7. Exploitation

Q : Comment retrouver la concentration de la solution S 0 partir des mesures d’absorbance ?

R en traçant le graphe A = f(c).

Faire tracer le graphe et  faire déterminer la concentration de la solution dosée.

Si le tracé d’une droite moyenne manuellement  a déjà été traité dans l’année, faire le choix d’utiliser un tableur-grapheur.  

Faire une mise en commun.

8. Conclusion

Généraliser les résultats obtenus en énonçant la loi de Beer-Lambert.

C. Compte-rendu des élèves

I. Etude expérimentale

Obj : déterminer la concentration d’une solution pharmaceutique d’éosine.

L’éosine est une molécule utilisée dans les solutions pharmaceutiques en raison de ses propriétés desséchantes et antiseptiques.

Méthode de dosage

On se propose de faire un dosage par échelle de teinte, en fabriquant 50 mL des solutions étalons suivantes à partir d’une solution mère d’éosine de concentration c0=0,50 g/L :

	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


Fabrication de la solution Si :

Il s’agit d’une dilution. Il faut calculer le volume de solution mère prélevé

Lors d’une dilution il y a transfert de quantité de matière :

nprélevé = nfille

c0·Vprélevé =ci·Vfille    

Résultats du groupe

	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160

	Volume de solution mère (mL)
	2
	4
	6
	8
	10
	12
	14
	16


ANNEXE 1 Tableau des concentrations de l’échelle de teinte à distribuer aux élèves

	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


	Etalon
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8

	Concentration en mg/L
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160


ANNEXE 2

	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Etalon
	eau
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5
	S6
	S7
	S8
	S

	Concentration en mg/L
	0
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	?

	A
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Radiation  transmise de longueur d’onde d’intensité I





Radiation  incidente  de longueur d’onde d’intensité I0








