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              tp : séparation et analyse des colorants présents dans un poivron rouge =================================================================

             
                TP : Séparation et analyse des colorants présents dans un poivron
   rouge
   =================================================================
     * 
       Lire le document chromatographies avant de venir en TP
     I. 
       Extraction des colorants présents dans le poivron rouge, la
       carotte et la tomate
   Vous allez extraire les colorants présents dans le poivron rouge ; la
   plupart des colorants naturels entrent dans l’une de ces deux
   catégories :
     * 
       chorophylles et caroténoïdes solubles dans les solvants organiques
       peu polaires
   ( dichlorométhane, acétate d’éthyle, alcanes )
     * 
       pigments flavonoïdes solubles dans l’eau ou dans l’éthanol
   
   Pour extraire ces colorants, on broie la matière végétale dans le
   solvant adéquat ; puis par chromatographie, on isole les différents
   colorants.
   bêta-carotène ( jaune ) présent aussi dans la carotte :
   
   -------
   capsanthine ( rouge ) :
   -----------------------
   
   -------
   lycopène ( rouge ) présent aussi dans la tomate :
   -------------------------------------------------
   
     * 
       Placer un peu de poivron rouge découpé en petits morceaux dans un
       mortier ; écraser ; ajouter un peu de dichlorométhane ( 10 mL env
       ) et continuer à écraser jusqu’à ce que le solvant se colore bien
       en rouge.
     * 
       Transférer le liquide dans une petite ampoule à décanter en
       retenant au maximum le poivron puis placer le poivron écrasé dans
       le filtre et essorez-le le plus possible.
     * 
       Eliminer la phase aqueuse ; sécher la phase organique sur sulfate
       de sodium sec.
     * 
       Faire de même avec de la carotte que vous râperez et 5 mL de jus
       concentré de tomates.
   II. Analyse par CCM
   -------------------
     * 
       Choisir l’éluant par technique microcirculaire; essayer comme
       solvant : l’acétate d’éthyle, le dichlorométhane et l’éthanol.
   Technique microcirculaire :
     * 
       Prélever une plaque de CCM abîmée ; faire au centre de cette
       plaque un dépôt de la solution de poivron ( concentrer pour que la
       tache centrale soit très colorée).
     * 
       Sécher le dépôt pour éliminer le dichlorométhane puis remplir une
       pipette pasteur de l’éluant à tester ; appuyer le bout de cette
       pipette au centre du dépôt et procéder à une élution assez lente
       en appuyant plus ou moins fort le bout de la pipette sur la plaque
       ( faire un test sur papier filtre au préalable ).
     * 
       Le meilleur éluant doit entraîner différemment les produits
       contenus dans la solution de poivron : on doit donc obtenir des
       anneaux concentriques après l’élution.
   avant élution après élution
   .   
   Q1) Quel est pour vous le meilleur éluant ?
     * 
       Avec cet éluant, réaliser une CCM en déposant l’extrait de
       poivron, l’extrait de carotte et l’extrait de tomate ; il faudra
       concentrer chaque dépôt de façon à avoir des dépôts très colorés.
   Q2) Combien de colorants sont présents sur cette plaque ? Indiquer le
   rapport frontal et les couleurs de chaque colorant.
   Q3) Essayer d’attribuer le nom des colorants présents sur la plaque.
   III. Chromatographie sur colonne par technique de minichimie
   ------------------------------------------------------------
   III.1. Préparation de la colonne
     * 
       On utilise comme colonne une pipette Pasteur, dans laquelle on
       introduit une boulette de coton bien serrée et bien tassée, qui
       jouera le rôle de filtre et de « bouchon ».
     * 
       Préparer une série de tubes à essais propres et secs ; les
       numéroter.
     * 
       Verser au dessus du coton un peu de sable, puis la silice en
       poudre, puis tasser en frappant doucement le corps de la pipette
       avec une spatule. Le rapport longueur/diamètre voisin de 10 est
       toujours valable.
     * 
       Ajouter un peu de sable.
     * 
       Verser l’éluant (celui sélectionné à la 1ère CCM ) à l’aide d’une
       pipette Pasteur ou d’une liquipette : la colonne bien réussie doit
       prendre un aspect uniformément translucide, et le liquide, une
       fois arrivé au niveau du coton, doit s’écouler très lentement. Si
       une de ces conditions n’est pas remplie, recommencer. En cours de
       manipulation, si on est amené à arrêter « artificiellement »
       l’écoulement du liquide, on pourra boucher l’orifice inférieur
       avec le doigt.
     * 
       Quand le liquide arrive au niveau de la surface supérieure du
       sable, introduire environ 0,5 mL d’extrait de poivron sur le
       sable, le plus près possible de la surface, sans perturber
       celle-ci.
   III.2. Séparation des colorants
     * 
       Laisser pénétrer l’extrait dans le sable, puis remplir la pipette
       avec l’éluant jusqu’en haut.
     * 
       Replacer de l’éluant et recommencer ( n fois, jusqu’à élution de
       deux couleurs pures).
     * 
       Changer de tube judicieusement pour obtenir les couleurs les plus
       pures et les plus concentrées possibles.
     * 
       Pour entrainer les colorants qui ont beaucoup d’affinités avec la
       silice, prenez de l’éthanol comme éluant.
   III.3.Analyse des fractions récupérées
   On analyse par CCM le contenu de chaque fraction en utilisant l’éluant
   sélectionné à la 1ère CCM. Faire 3 ou 4 dépôts par plaque. Chaque
   dépôt sera concentré de façon à voir la couleur de l’extrait ( 7 à 8
   fois ).
   Q4) Repérer les produits présents dans chaque fraction et conclure sur
   la qualité de votre séparation.
   Q5) Pourquoi a-t-on changé d’éluant en cours de manipulation ?
   3
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