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ANALYSES DE PÂTES ALIMENTAIRES

Produit alimentaire traditionnel, les pâtes alimentaires ont conservé une place de choix dans l'alimentation des français parce qu'elles répondent aux attentes d'équilibre nutritionnel et que leur consommation s'adapte à tous les modes de vie. De nos jours les distributeurs proposent une large palette de produits parmi lesquels les nouilles aux œufs. 

Un échantillon est analysé afin de vérifier la composition annoncée (semoule de blé tendre 50 %, semoule de blé dur 21 %, jaune d'œuf 15 %, eau, sel voisin de 5 %) et l'absence de colorant. 

Dosage du cholestérol dans les nouilles.

Le cholestérol contenu dans les nouilles est apporté par le jaune d'œuf ajouté au cours de la fabrication. Par conséquent, une des techniques de détermination de la teneur en jaune d'œuf consiste à doser le cholestérol. 

1 - Principe. 

Le cholestérol non estérifié est oxydé en cholesténone par la cholestérol-oxydase (1). 

Le peroxyde d'hydrogène formé au cours de cette réaction oxyde le méthanol en méthanal en présence de catalase (2). 

L'aldéhyde réagit avec l'acétylacétone et les ions ammonium pour former un composé jaune, la lutidine (3).

(1) Cholestérol non estérifié + O2  
[image: image1.wmf]¾

¾

¾

¾

¾

®

¾

-

oxydase

l

Cholestéro

 4-cholesténone + H2O2

(2) 2H2O2 + 4-Aminoantipyrine + phénol 
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L'intensité de la coloration mesurée dans le visible à 546 nm est proportionnelle à la concentration en cholestérol non estérifié. 

2 - Réactifs et matériels. 

Coffret ENZYTEC fluid Cholestérol Réf. N° : 5270

Coffret ENZYEC fluid Cholestérol Standard Réf : N° 5410

Documentation :  http://www.scildiagnostics.com  

· Mélange réactionnel: 4 fois 1 mL  en tubes à hémolyse en verre notés T. (venir se servir au poste réservé à ce réactif)

· Échantillon E1 : 2 mL en tube à hémolyse. 

· Échantillon E2 = échantillon E1+ ajout de cholestérol: 2 mL en tube à hémolyse. 

· tubes à hémolyse. 

· microcuves pour photométrie visible. 

· Standard cholestérol à 0,400 g/L (20 mL en flacon).

· Solvant pour cholestérol à base d’isopropanol.(100 mL en flacon)

3 - Préparation des échantillons. (déjà réalisée) 

3.1 - Dosage du cholestérol dans les nouilles: échantillon E1:

 Peser 2,00 g de nouilles finement broyées et tamisées. 

Ajouter 10 mL  de potasse méthanolique à 1,0 mol.L-1 . 

Ajouter 1 g de sable et chauffer à reflux 25 minutes en agitant. 

Pipeter le surnageant, le transvaser quantitativement dans une fiole jaugée de 25 mL , et ajuster à 25 mL  avec de l'isopropanol. 

Filtrer et récupérer le filtrat. 

L'échantillon E1 est un extrait de ce filtrat. 

3.2 - Détermination du rendement d'extraction du cholestérol: Échantillon E2. 

Peser 2,00 g de nouilles finement broyées et tamisées. 

Ajouter 2,50 mg de cholestérol. Bien mélanger. 

Ajouter 10 mL  de potasse méthanolique à 1,0 mol. L-1  et poursuivre comme au 3.1. L'échantillon E2 est un extrait de ce deuxième filtrat.

4. - Gamme d’étalonnage :

A l’aide d’une solution étalon de cholestérol à 400 mg/L réaliser une série de 6 solutions étalon de cholestérol, allant de 0 à 400 mg/L (standards).

Réaliser ces solutions en tube à hémolyse sous un volume final de 5 mL avec le solvant pour cholestérol.

5. - Protocole opératoire. (gamme + 2 essais par échantillon)

	Longueur d'onde
	: 546 nm

	Trajet optique
	: 1 cm

	Température d'incubation
	: 20-25°C ou 37°C


Mesurer contre l'air ou contre l'eau 

	
	Blanc réactif  (BR)
	Echantillon/Standard

	Échantillon E1 ou E2 / Standard
	-
	100 µL

	Standard à 0 g/L
	100 µL
	-

	Mélange réactionnel
	2000 µL
	2000 µL

	Bien mélanger, boucher les tubes et incuber 5 min à 37°C ou 15 min à 20-25°C.
Laisser refroidir à la température ambiante et transvaser dans des microcuves.

Mesurer l'absorbance du blanc, du standard et des échantillons immédiatement les uns derrière les autres.




5 - Résultats et compte rendu. 

· Etablir un tableau de préparation des solutions étalons.

· Compléter le tableau de la feuille de résultats. 

· Calculer la concentration massique en cholestérol de chaque échantillon. 
L'exprimer en g. L-1 en conformité avec l'annexe sur l'expression des résultats.

Sr=0,012 g/L et Uc= 0,015 g/L

· À partir des résultats précédents, calculer la masse de cholestérol ajoutée au 2,00 g de nouilles. En déduire le rendement d'extraction du cholestérol. 

· Tenir compte de ce rendement pour calculer la teneur en cholestérol des nouilles. L'exprimer en % (m/m). 

· En déduire la teneur en jaune d'œuf des nouilles. L'exprimer en % (m/m). 

· Calculer le nombre d'œufs contenu dans les pâtes, en fonction de la concentration en cholestérol obtenue.

· Quels sont les rôles de la potasse méthanolique ajoutée pour la préparation des échantillons? 

Données: 

· Mcholestérol = 386,64 g.mol-1.

· La teneur moyenne du cholestérol contenu dans le jaune d'œuf est de 2,50 % (m/m). 
Compétences CCF :

	C1.1.3.
	a,b,c,d,e,f,g,h,i

	C1.1.8.
	a,b,d,e,f

	C2.4.1.
	a,b,c,d,e

	C4.2.2.
	a,b

	C5.2.
	a,b


Feuille de résultats à rendre avec la copie

Poste n°….

Dosage du cholestérol dans les nouilles
Gamme d’étalonnage :

	Standard
	
	
	
	
	
	

	A546nm
	
	
	
	
	
	

	C (mg/L)
	
	
	
	
	
	


Equation de la courbe d’étalonnage :

Coefficient de corrélation :

Dosage des échantillons :

	
	Echantillon 11
	Echantillon 12
	Echantillon 21
	Echantillon 22

	Aessai à 546 nm
	
	
	
	

	c(mg/L)
	
	
	
	


Liste des réactifs chimiques utilisés au courts des manipulations et nécessitant éventuellement des précautions particulières d'utilisations

	Produits
	Pictogramme
	Phrases R et S
	Limites
	Concentration de travail

	AgNO3
	c  d
	R 34-50/53

S 26-45-60-61
	R 34
	conc
[image: image3.wmf]³

10%

conc = 10%

5%
[image: image4.wmf]£

conc<10%
	R 34

R 41

R 36/38
	( 0,34%

	
	
	
	R 50/53
	conc
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 25%
	
	

	Méthanol
	xn  f
	R 11-23/24/25-39/23/24/25

S 7-16-36/37-45
	R 23/24/25
	conc
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 10%

3%
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conc<10%
	R23/24/25

R20/21/22
	( 5,4%

	
	
	
	R39/23/24/25
	conc
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 10%

1%
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conc<10%
	R 39/23/24/25

R68/23/24/25
	

	Acétylacétone
	n
	R 10-22

S 21-23-24/25
	R22
	conc
[image: image10.wmf]³

25%
	R 22
	( 0,2%

	Isopropanol
	n  f
	R 11-36-37

S 7-16-24/25-26
	R 36
	conc
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20%
	R 36
	( 100%

	Tartrazine
	n
	R 42/43

S 22-36/37-45
	R 42/43
	conc
[image: image12.wmf]³

1%
	R 42/43
	( 0,002%


Matière d'oeuvre

Dosage du cholestérol dans les nouilles :

	Réactif ou matériel
	Etiquette
	Quantité
	Répartition

	1. Cholestérol
	
	
	

	spectro à 546 nm
	
	
	

	microcuves
	
	2 boîtes
	

	glace pillée
	
	2 bacs au frigo
	

	tubes à hémolyse 
	
	1 panier 
	 4 élèves

	Tubes à essais
	
	2 paniers
	

	Mélange réactionnel (réactif à la GOD)
	Mélange réactionnel
	1 L 
	2 flacons avec pompe pour 2 mL 

	Standard Cs à 0,4 g/L(glucose à 0,200 g/L)
	Standard Cs 0,400 g/L
	800 mL 
	1 flacon avec pompe de 5 mL

	Échantillon E1 (idem Standard Cs à 0,4 g/L)
	E1
	200 mL  
	1 flacon avec pompe de 2 mL

	Échantillon E2

(solution de glucose à 0,250 g/L)
	E2
	1L    
	1 flacon avec pompe de 5 mL

	Préparation des échantillons :

Standard Cs à 0,4 g/L : (préparation commune pour le standard et l'échantillon E1) soit au total 1L

solution de glucose à 0,200 g/L

Echantillon E1 : 

idem Standard Cs à 0,4 g/L

Echantillon E2 :

solution de glucose à 0,250 g/L



	Solvant pour Cs : eau distillée
	Solvant pour Cs
	
	15 fl de 150 mL 

	Série de flacon de 50ml
	
	
	15 fl
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