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recherche et étude de quelques additifs alimentaires

1. Étude de colorants naturels:

1.1. But:

Étudier les variations des couleurs et des spectres d'absorption d'un colorant naturel de la famille des anthocyanes, extrait du chou rouge.

Comparer ces variations à celles de la bétalaïne, extraite de la betterave rouge.

Séparer ces colorants par chromatographie sur couche mince.

1.2. Etude des anthocyanes du chou rouge: (E163)

1.2.1. Extraction:

Dans un Erlemeyer, introduire 

· environ 2 g de chou rouge rapé

· 100 mL d'eau

Laisser en contact pendant 20 à 30 minutes jusqu'à apparition d'une couleur franche dans la solution.

Rq: On peut chauffer modérément pour accélérer le processus. Attention à la dénaturation thermique du colorant.

Filtrer pour obtenir l'extrait ECR.

1.2.2. Etude spectrophotométrique en fonction du pH:

A l'aide de solutions diluées d'acide chlorhydrique et d'hydroxyde sodium ou de lessive de soude ajuster le pH des solutions suivantes:

	solution
	CR1
	CR2
	CR3
	CR4
	CR5

	extrait ECR (mL)
	15 mL
	15 mL
	15 mL
	15 mL
	15 mL

	pH
	2
	5
	7,5
	11
	>12,5

	fourchette pH 
	0-3
	4-6
	7-8
	9-12
	13-14


· Noter les couleurs de chaque solution.

· Tracer le spectre d'absorption des ces cinq solutions entre 340 et 800 nm en utilisant l'eau comme référence.

· Superposer les spectres sur un même graphique.

1.2.3. Analyse des spectres:

· Analyser les spectres et déterminer les points isobestiques éventuels (point ou zone étroite commune à tous les spectres)

· Faire la relation entre la couleur perçue et les longueurs d'onde absorbées.

1.3. Etude des colorants de la betterave rouge: (E162)

1.3.1. Extraction des colorants:

Dans un Erlenmeyer introduire:

· 1 g de betterave rouge

· 50 mL d'eau distillée

Laisser en contact pendant 20 à 30 minutes jusqu'à apparition d'une couleur franche dans la solution.

Rq: On peut chauffer modérément pour accélérer le processus. Attention à la dénaturation thermique du colorant.

Filtrer pour obtenir l'extrait EBR 

1.3.2. Etude spectrophotométrique en fonction du pH:

Réaliser en tube les solutions suivantes:

	solution
	BR
	BRacide
	BRbase1
	BRbase2

	EBR (mL )
	10 mL 
	10 mL 
	10 mL 
	10 mL 

	HCl 0,1 mol/L
	
	1 mL
	
	

	NaOH 0,1 mol/L
	
	
	1 mL 

couleur rosée
	qsp couleur ocre


· Noter les couleurs de chaque solution.

· Tracer le spectre d'absorption des ces solutions entre 340 et 800 nm en utilisant l'eau comme référence.

· Superposer les spectres sur un même graphique.

1.3.3. Analyse des spectres:

· Analyser les spectres et déterminer les points isobestiques éventuels (point ou zone étroite commune à tous les spectres)

· Faire la relation entre la couleur perçue et les longueurs d'onde absorbées.

· Comparer les spectres obtenus à ceux du choux rouge.

· Conclure sur la sensibilité au pH de la betalaïne.

2. Séparation des colorants par chromatographie sur couche mince:

Échantillons à analyser : ECR , EBR et mélange ECR+ EBR (v/v)

Matériel:

· Solvant de chromatographie: le citrate de Na à 5%  

· Cuve à chromatographie + couvercle 

· Capillaires ou cure-dents  (fins) et sèches-cheveux 

· Chromatoplaques en silice  (référence Merck 1. 05554. Boîte de 25 feuilles de 20x20 )

2.1. Préparation de la cuve à migration :

Verser le solvant dans la cuve à chromatographie sur 5 mm de hauteur. 
Boucher la cuve et laisser saturer 10 minutes.

2.2. Préparation des chromatoplaques :
Les plaques sont en aluminium et recouvertes d’une couche de gel de silice.
 
Réactiver les plaques 10 minutes à l’étuve à 110 °C.

2.3. Dépôts :
· Tracer d’un trait léger de crayon de mine, une ligne de dépôt à 1,5 cm du bord inférieur de la plaque. Identifier chaque plaque.

· Marquer l'emplacement des dépôts régulièrement espacés sur chaque plaque .

· Déposer au moins 5 fois chaque échantillon, en utilisant des capillaires fins ou des cure-dents, de section nette et différents pour chaque solution. Sécher entre chaque opération au sèche-cheveux. Le diamètre de chaque dépôt ne doit pas dépasser  3 mm.
Les dépôts doivent être aussi petits et concentrés que possible. 


2.4. Migration
Introduire la plaque verticalement dans la cuve, dépôts en bas en veillant à ce que le niveau de départ du solvant soit inférieur à la ligne des dépôts. Mettre en place le couvercle. Laisser migrer le solvant le plus haut possible (au-moins jusqu'aux trois quarts de la plaque) .

Durée : environ 15 à 20 minutes.

2.5. Révélation
Sortir le chromatogramme de la cuve. Le placer horizontalement. 

Tracer immédiatement la ligne correspondant au front du solvant avec la pointe du crayon.
Sécher le chromatogramme au sèche-cheveux ou quelques minutes dans l’étuve à + 37°C.

2.6. Résultats:

· Repérer les différentes taches et leurs couleurs.

· Calculer le Rf de chaque composant.

· Analyser la séparation au niveau du mélange.

3. Recherche d'un exhausteur de goût dans un bouillon KUB:

L'acide glutamique et les sels de glutamate ( E620 à E 625) sont utilisés comme exhausteurs de goût dans de nombreuses préparations alimentaires.

3.1. Préparation de l'échantillon:

· Mettre 1 g de bouillon KUB en solution dans 50 mL d'eau chaude. 

· Filtrer sur gaze.

· Placer le filtrat dans la glace pour insolubiliser les lipides. 

· Décanter la phase liquide : extrait K

3.2.Préparation des phases:

* Phase stationnaire:

Identifier une plaque de gel de silice, marquer la ligne de dépôt à 1,5 cm du bord inférieur.

Réactiver les plaques de gel de silice à l'étuve  à 110° C  pendant 15 min.

*Phase mobile: (sous la hotte)

Mettre environ 8 mL de phase mobile dans chaque cuve et laisser saturer au moins 20 min.

Composition de la phase mobile:

n butanol

4V

acide acétique

2V

eau


1V

3.3. Réalisation du chromatogramme:

Déposer en 3 fois, en séchant bien entre chaque dépôt:

*les témoins:

Tyrosine - Proline - Arginine - Acide glutamique.

*l' échantillons à analyser: extrait K

Faire migrer dans les cuves à chromatographie.

Lorsque la phase mobile a atteint les 4/5 de la hauteur de la plaque, noter le front du solvant à l'aide d'un crayon de mine.

Laisser sécher la plaque.

Pulvériser de la ninhydrine sous la hotte.

Porter à l'étuve à 110°C pendant 10 min.

Déterminer les couleurs et les Rf de chaque dépôt.

3.4. Résultats :

· Etablir un tableau de résultats (Nom de l'échantillon, d, D, Rf , couleur)

·  Calculer les Rf de chaque tache.

· Identifier les acides aminés de l'extrait K par leur coloration à la ninhydrine et leur Rf.

· Justifier leur position sur le chromatogramme à partir de leurs polarités respectives.
Sécurité:

· Ninhydrine: n n R: 22-36/37/38  S: -

· Butanol : n n; R: 10-22-41 ; S:26

· Acide acétique : c ; R:10-35 ; S:26-45

Matière d'œuvre
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	matériel
	étiquette
	quantité
	répartition

	chou rouge rapé
	
	 1 sachet
	

	betterave rouge cuite
	
	1 sachet
	

	bouillon Kub
	
	1  boîte
	

	1 moulinette à légume
	
	
	

	filtres ronds
	
	
	

	cuves spectro en quartz 
	
	2 lots de 2
	

	gaze
	
	
	

	HCl 0,1 mol/L
	
	500 mL 
	1 batterie de 8 flacons

	NaOH 0,1 mol/L
	
	500 mL 
	1 batterie de 8 flacons

	tubes colorimétrie
	
	2 paniers
	

	parafilm
	
	
	

	citrate de sodium à 5%
	
	500 mL 
	

	petits pots chromato
	
	
	

	gros pots chromato
	
	
	

	sèche cheveux
	
	
	

	cure dents
	
	
	

	gel de silice
	
	50 plaques (5cmx7cm)
	

	ninhydrine dans butanol + pulvérisateur
	
	
	

	1 ampoule à décanter + 1 flacon de 500 mL avec pompe de 10 mL 
	
	
	

	butanol
	
	
	

	acide acétique
	
	
	

	acides aminés à 2 g/L

Tyrosine

Arginine

Acide glutamique

Proline
	Tyr

Arg

Glu

Pro
	
	8 batteries de tubes à hémolyse

	1 bac de glace
	
	
	

	tubes à essais
	
	
	

	NaOH concentré
	
	
	



