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SUMMARY 

Thin-layer chromatography of natural dyes 

Thin-layer chromatographic data for about 50 natural dyes samples are pre- 
sented. The approximate RF values on silica gel and cellulose layers are given for 
some of the 18 solvents tested. A comparative study of several samples of the same 
dyes from different manufacturers showed either similar chromatograms or, on the 
contrary, very dissimilar patterns if they did not have the same degree of purity or 
if they had different compositions resulting from their modes of preparation. The 
method also makes possible the identification of the two dyes in binary mixtures and 
it was adapted for food analysis. Thus the method is useful for monitoring the pu- 
rification process of natural dyes testing them as raw materials and identifying them 
in food products. 

INTRODUCTION 

A la suite de la mefiance manifest&e par les consommateurs a l’egard des co- 
lorants de synthese, on a pu constater dans l’industrie alimentaire une certaine ten- 
dance a recourir a des colorants naturels. Cette nouvelle attitude s’est egalement 
manifestte dans l’industrie pharmaceutique, oti il est vraisemblable qu’elle ne fera 
que se developper etant don& que la toute recente dixieme edition de la Pharmacop&e 
frangaise, qui entre en vigueur le ler janvier 1983, a introduit de nombreux produits 
naturels dans la liste des colorants utilises pour les mtdicamentsl. 

Diverses etudes ont deja tte publites a propos de la chromatographie sur cou- 
the mince des colorants d’origine naturelle. Dans leurs ouvrages respectifs, Stahl2 et 
Randerath3 font par exemple ttat de travaux concernant le carmin d’indigo, la ri- 
boflavine, les chlorophylles CI et p ainsi que leurs complexes cuivriques, l’indigotine 
et divers reprttsentants des familles des carotlnoldes et des xanthophylles. Foppen 
a publie des tables pour l’identification de ces derniers colorants. Marine Font et 
Alvarez Reverter5 se sont interessb 21 la mise en evidence des memes produits et de 
la riboflavine dans les pates alimentaires. Un travail de Casares et aL6 a port& sur la 
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riboflavine, la riboflavine S-phosphate, les complexes cuivriques des chlorophylles 
et chlorophyllines et plusieurs caroteno’ides. La bixine a Cte do&e dans les prtpara- 
tions d’annatto apres separation sur couche mince’. Plusieurs caroteno’ides et la cur- 
cumine ont ttt Ctudies en vue de leur mise en evidence soit dans les margarines et les 
fromages, soit dans les saucisses 8. L’apocarotenal et la canthaxanthine ont de m&me 
et& s&pares sur couche mince a partir de divers alimentsg. Les chlorophylles et leurs 
derives, deja cites incidemment, ont fait l’objet d’une etude de Sievers et HynninenlO 
et leur presence a et& mise a profit pour distinguer les huiles d’olive vierges et raffi- 
&es’ l. La riboflavine 5’-phosphate apparait dans une etude relative a la recherche 
des colorants de synthbe dans les medicaments et les aliments12. La separation des 
anthocyanes extraites de divers fruits a et& l’objet de travaux tels que ceux de Barritt 
et Torrel 3. Plusieurs travaux sur ce sujet ont aussi Cte passes en revue dans une etude 
generale due a Shrikhande et Francis i4. Plus recemment, Bezanger-Beauquesne et 
a1.15 ont rapporti: dans une publication sur les colorants naturels utilisables en phar- 
macie les comportements chromatographiques de plusieurs d’entre eux. 11 faut rap- 
peler enfin que c’est une methode chromatographique sur couche mince qui permet 
d’identifier la curcumine dans la monographie “Temoe-Lawaq” de la neuvieme edi- 
tion de la PharmacopPe francake’ 6. 

Ce rapide survol des travaux deja effectues ne vise qu’d titer quelques rtferen- 
ces pour chacun des differents colorants naturels, parmi les plus importantes et/au 
les plus recentes, choisies essentiellement dans les domaines alimentaire et pharma- 
ceutique. 11 est d’autant moins exhaustif que les etudes concernant certaines familles 
de colorants (chlorophylles et carottnoides notamment) sont tres nombreuses et ne 
peuvent toutes etre citees ici: c’est d’ailleurs en raison de cette abondance que le 
present travail s’interessera peu a ces produits. Plusieurs des publications mention- 
nees constituent neanmoins d’interessantes sources bibliographiques. Nous signale- 
rons encore un recent ouvrage de Marmion17, qui rapporte de nombreux travaux 
relatifs a l’analyse des colorants naturels utilists dans les industries alimentaire, phar- 
maceutique et cosmetique. 

En ce qui nous concerne, nous avons pu rcunir de trls nombreux Cchantillons 
de colorants issus du rtgne vegetal et du regne animal, qui differaient entre eux non 
seulement par la nature de leurs principes colorants et par leurs origines commercia- 
les, mais aussi, lorsque le principe colorant ttait identique, par leur aspect physique 
(poudres, liquides) et meme par leur forme galtnique (extraits aqueux ou huileux, 
teintures, oltoresines, etc.) . l8 Nous nous sommes propose de rechercher des moyens 
simples, applicables dans les industries pharmaceutique et alimentaire, permettant de 
verifier I’identite de ces substances lors du controle des mat&es premieres ou des 
produits finis. Dans ce dernier cas, l’identification devait pouvoir etre menee a bien 
m&me en cas d’emploi simultane de plusieurs colorants. 11 ttait en outre souhaitable 
de pouvoir controler la purete d’un colorant ainsi identifit, et notamment de verifier 
l’absence de produits de structure voisine. 

La presente publication a pour objet d’illustrer ce propos a partir de quelques- 
uns de nos resultats, choisis de facon a Cvoquer divers aspects de l’etude effect&e. 

PARTIE EXPGRIMENTALE 

Colorants Ptudit!s 
Les rtsultats qui seront prtsentes se rapportent aux colorants cites ci-aprbs. 
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Etant donne la diversite des echantillons d’un m2me colorant, qui implique souvent 
des differences de solubilite et done de preparation, nous rapportons fidblement les 
appellations figurant sur les etiquettes, en mentionnant Cventuellement entre pa- 
rentheses la forme physique des produits lorsque l’btiquetage ne I’indique pas. Ce- 
pendant, en raison du nombre des Cchantillons et afin de les designer commodtment 
et sans ambigui’tt par la suite, nous avons affect& a chacun d’eux un numero qui sera 
repris tout au long de I’expose. Les fournisseurs ont quant a eux et& rep&s par une 
lettre capitale, suivie, lorsqu’il en existait une, de la reference du produit consider& 
au catalogue de la firme. 

Fournisseurs ou marques. A, Bertrand Freres; B, Berty; C, B.V. Nederlandse 
Kleurstofindustrie; D, Chr. Hansen’s Laboratorium A/S; E, Colodor; F, Compagnie 
Franqaise des Pigments; G, D.F. Anstead Ltd.; H, George T. Gurr; I, Hoffmann-La 
Roche; J, Joseph Gazan; K, Merck; L, Mttayer Aromatiques; M, Phytocolor; N, 
Prolabo; 0, R.A.L.; P, Stbalct; Q, Verniers; R, V. Mane Fils; S, Wackherr. 

E 100. 
1 = Curcumine (poudre) (E). 
2 = Curcumine (poudre) (N: 23 214). 
3 = Curcuma (poudre) (B). 
4 = Curcuma extract, liquid, water soluble, E 100 (C: 60 366). 
5 = Curcuma extract, liquid, oil soluble, E 100 (C: 60 367). 
6 = Resinoi’de curcuma (masse dure) (A: 310 013). 

E 101. 
7 = Lactoflavine, powder, water soluble, E 101 (C: 60 301). 
8 = Colorant riboflavine base, E 101 (M). 

E 120. 
9 = Cochenille, acide carminique, E 120 (poudre) (P). 

10 = Carmin de cochenille pur, E 120 (poudre) (M). 
11 = Carmin de cochenille LB (poudre) (AI). 
12 = Carmin Covalac (R: W 3508). 
13 = Carmin Nacarat AAA/US (poudre) (F). 
14 = Cochineal red, liquid, water soluble, E 120 (C: 60 350). 
15 = Rouge de cochenille, E 120 (poudre) (E). 
16 = Colorant carmin de cochenille solubilist, E 120 (4. 
17 = Carmin Nacarat, powder, water soluble, E 120 (C: 60 331). 
18 = Cochineal red, powder, water soluble, E 120 (C: 60 336). 
19 = Colorant carmin, E 120 (liquide) (L: 26 053). 
20 = Cochenille en solution alcoolique a 1% (N: 31 714). 
21 = Cochenilles pulvtrisees (0). 
22 = Acide carminique pour analyses et pour la microscopic (poudre) (K: 

211). 
23 = Cochineal tincture (H). 
E 132. 
24 = Colorant bleu vegetal H.C., E 132 (poudre d’indigotine) (M). 
25 = Colorant poudre bleu indigotine (R: 5029). 
E 140. 
26 = Chlorophylle (liquide pateux) (H: 7 800). 
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E 141. 
27 = Chlorophylline powder, water soluble, E 141 (C: 60 337). 
E 1.50. 
28 = Caramel, double strength acidproof, liquid, E 150 (C: 60 355). 
E 160 a. 
29 = /I-Carotene 10% hydrosoluble (poudre) (I: 402 562). 
E 160 b. 
30 = Pure bixin (poudre, non-commercialisee) (II). 
31 = Colorant rocou liposoluble, E 160 (liquide) (M: 17017). 
32 = Annatto, powder, water soluble, E 160 b (C: 60304). . 
33 = Annatto (poudre) (G: 14480). 
34 = Rocou, E 160 (liquide) (E). 
35 = Colorant jaune rocou, E 160 (liquide) (J). 
36 = Colorant jaune vtgetal, E 160 ST (liquide) (I,). 
37 = Rocou R-AA hydrosoluble, E 160 b (liquide) (D). 
E 160 e. 
38 = Apocarotenal, 10% hydrosoluble (poudre) (I: 406 643). 
E 161 g. 
39 = Canthaxanthine, 10% hydrosoluble (poudre) (I: 706 450). 
E 162. 
40 = Beet red, liquid, water soluble, E 162 (C: 60 332). 
41 = Beet red dehydrated, E 162 (C: 60 354). 
42 = Beet red, powder, water soluble, E 162 (C: 60 244). 
43 = Colorant rouge de betterave (liquide) (I,: 24 001). 
44 = Colorant rouge de betterave (poudre) (L: 24 005). 
45 = Colorant rouge de betterave concentre (liquide) (Q: 2 356). 
46 = Colorant rouge de betterave (poudre) (Q: 4 350). 
47 = Rouge de betterave extrait set (S: W 873). 
E 163. 
48 = Anthocyanes, E 163 (liquide) (E). 
49 = Enocyanine, medium strength, E 163 (liquide) (C: 60 393). 

Materiel et rt!actifs 
Les plaques utilisees etaient des plaques de gel de silice 60,20 x 20 cm, Cpaisseur 

0.25 mm, sans indicateur fluorescent (Merck, ref. 5 721), et des plaques de cellulose, 
20 x 20 cm, tpaisseur 0.10 mm, sans indicateur fluorescent (Merck, ref. 5 716). 

Shunts de d~veloppement. Les solvants indiquts ci-apres Ctaient de qualite 
pour analyses (Merck et Prolabo). Apres diverses modifications destinees a ameliorer 
l’efficacite des solvants initialement essay&, nous avons finalement retenu les dix-huit 
systemes suivants: 

a, butanol- l-eau-pyridine (2: 1:2); 6, butanol-leau-ethanol (2: 1: 1)6; c, 
butanol-l-eauethanol (2:2:1); d, butanol-l-eauethanol-pyridine (2:2:1:1); e, 
butanol-leau~thanol-ammoniaque en solution aqueuse a 28% (25:25:50:2); J 
butanol-leau-acide acttique (4:5: 1)19; g, butanol-leau-acide acetique (4:2: 1); h, 
ethanoleau-pyridine (1:2: 1); i, methanol-eau-ammoniaque en solution aqueuse a 
28% (3: 16: 1); j, propanol- leau-acetate d’ethyle (6:3: 1); k, acetate d’ethyle- 
pyridineeau (7:3: 1); Z, phase superieure du melange acetate d’tthyleepyridineeau 
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(9: 1: 1); m, citrate trisodique-hexamineeaumCthanol(2 g:5 g:50 ml:50 ml); n, citrate 
trisodiqueammoniaque en solution aqueuse a 28%eau (16.5 g:156 ml, eau q.s.p. 
1000 ml); o, benzene-trichloromtthane-kthanol (9:9:2)’ s; p, dichloromethaneeoxyde 
d’tthyle (9:1)Q; q, ether de p&role (35-60”C))oxyde d’tthyle (95:5)g; r, ether de pttrole 
(35dO”C))benzen~thanol (10:2: 1)5. 

Etude comparative de plusieurs Pchantillons d’un mdme colorant 
11 a Cte prepare a partir des colorants ttudies des solutions de concentrations 

comprises entre 0.1 et 1% (p/v), selon les solubilites des produits et I’intensite des 
colorations obtenues. La plupart des colorants analyses etant hydrosolubles, meme 
en I’absence d’indication en ce sens dans leur denomination, il s’est agi le plus souvent 
de solutions aqueuses. Toutefois, l’tthanol a ett utilise pour les tchantillons de co- 
lorant E 100 no’ 1 et 2, ainsi que pour le colorant 160 b no 36. Les tchantillons 
liposolubles de colorant E 160 b no’ 30 et 3 1 ont CtC dissous dans le trichloromtthane. 
Les volumes deposes Ctaient de 2 ou 3 ~1 selon les cas. Les chromatogrammes ttaient 
developpts sur une distance de l’ordre de 15 cm. 

Les tchantillons de colorants et leurs solutions etaient conserves a l’obscurite, 
mais les manipulations et les chromatographies ont ete effectuees a la lumiere du 
jour. En effet, le but du travail, deja expose, etait essentiellement pratique: aucune 
precaution particuliere vis-a-vis de la lumiere n’etant habituellement prise au tours 
de la fabrication et de la conservation des aliments (sauf cas particulier), il n’y avait 
pas lieu de se montrer plus strict pour les colorants eux-memes. Des precautions plus 
draconiennes, observees pour les produits de reference alors qu’elles ne l’auraient pas 
ete pour les aliments, auraient mCme pu gener l’interpretation des resultats dans le 
cas de colorants photosensibles, pouvant donner plusieurs taches du fait de leur 
degradation. 

Etude de mklanges binaires de colorants: prkparation des mklanges 
Les solutions de divers colorants, dont les concentrations sont indiquees ci- 

aprks, ont ttt melangees a parties &gales. 11 s’agissait de solutions aqueuses, sauf dans 
le cas de la curcumine no 1, dissoute dans l’ethanol. 

Mklanges verts. 11s ont ete obtenus a partir de six colorants jaunes, le colorant 
bleu ttant toujours l’indigotine: 

no 1.25: curcumine no 1 (0.1%) + indigotine no 25 (0.1%); 
no 8.25: riboflavine no 8 (0.5%) + indigotine no 25 (0.1%); 
no 29.25: p-carotene no 29 (0.1%) + indigotine no 25 (0.05%); 
no 34.25: rocou no 34 (1%) + indigotine no 25 (0.1%); 
no 38.25: apocarotenal no 38 (0.1%) + indigotine no 25 (0.05%); 
no 39.25: canthaxanthine no 39 (0.1%) + indigotine no 25 (0.05%). 
MPianges violets. 11s ont et& obtenus a partir d’indigotine et de trois colorants 

rouges: 
no 23.25: teinture de cochenille no 23 (1%) + indigotine no 25 (0.025%); 
no 47.25: rouge de betterave no 47 (1%) + indigotine no 25 (0.025%); 
no 48.25: anthocyanes no 48 (1%) + indigotine no 25 (0.025%). 
Milanges orangk. 11s ont ete prepares a partir de six colorants jaunes et de 

trois colorants rouges: 
no 1.23: curcumine no 1 (0.5%) + cochenille no 23 (0.5%); 
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no 8.23: riboflavine no 8 (0.5%) + cochenille no 23 (0.5%); 
no 29.23: /?-carotkne no 29 (0.1%) + cochenille no 23 (0.5%); 
no 34.23: rocou no 34 (1%) + cochenille no 23 (0.5%); 
no 38.23: apocarottnal no 38 (0.1%) + cochenille no 23 (0.5%); 
no 39.23: canthaxanthine no 39 (0.1%) + cochenille no 23 (0.5%); 
no 1.47: curcumine no 1 (0.5%) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 8.47: riboflavine no 8 (0.5%) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 29.47: /I carotene no 29 (0.1 “A) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 34.47: rocou no 34 (1%) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 38.47: apocarotknal nD 38 (0.1%) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 39.47: canthaxanthine no 39 (0.1%) + rouge de betterave no 47 (1%); 
no 1.48: curcumine no 1 (0.5%) + anthocyanes no 48 (5%); 
no 8.48: riboflavine no 8 (0.5%) + anthocyanes no 48 (5%); 
no 29.48: fl carot&ne no 29 (0.1%) + anthocyanes no 48 (5%); 
no 34.48: rocou no 34 (1%) + anthocyanes no 48 (5%); 
no 38.48: apocarotknal no 38 (0.1%) + anthocyanes no 48 (5%); 
no 39.48: canthaxanthine no 39 (0.1%) + anthocyanes no 48 (5%). 

Applications dans le domaine alimentaire 
Priparation des yaourts color&. Des prises d’essai de yaourt “nature” ont ttC 

additionnkes de quantitts convenables de divers colorants, soit directement, soit apr& 
mise en solution de ceux-ci, de fagon A obtenir les diffkrentes couleurs et nuances 
indiqukes par les fabricants: 

Colorants Concentrations Couleurs-nuances 

Curcuma no 4 
Lactoflavine no 7 
Rouge de cochenille no 18 
Rouge de betterave n” 45 
Enocyanine no 49 
Chlorophylline no 27 
Caramel no 28 

0.05 g/kg 
0.10 g/kg 
0.025 g/kg 
5.0 ml/kg 
1.00 g/kg 
0.05 g/kg 
1.00 g/kg 

Jaune citron 
Jaune vanille 
Rouge framboise 
Rouge framboise 
Rouge myrtille 
Vert pistache 
Marron caf& 

Extraction. Des prises d’essai de 20 g des yaourts color&s ont ktt extraites par 
50 ml, 20 ml et 20 ml d’eau distill&e, les phases liquides ktant chaque fois sCparCes 
par centrifugation (2500 g, 10 min), puis rkunies et porttes B 100 ml. Des solutions 
tkmoins ayant les concentrations thttoriques des extractifs servaient de rkfkrences lors 
des chromatographies, effect&es avec le systkme b. 

RI%ULTATS ET DISCUSSION 

Etude systtmatique 
D’une faGon g&kale, les couches minces de silice conduisent B de meilleures 

skparations que celles de cellulose, sauf dans le cas du colorant E 120. Le nombre 
des systkmes solvants retenus est bien stir d’abord dti au fait que la &curitt d’une 
identification est d’autant plus grande que la similitude des comportements de la 
substance test&e et de la substance de rtfkrence se manifeste dans un plus grand 
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nombre de solvants. Mais il s’explique surtout par le fait, qu’en cas de melange de 
plusieurs colorants, la connaissance des RF de chacun d’eux dans divers systtmes 
solvants per-met de choisir le systeme qui conduira a une separation satisfaisante. 
Seuls les rttsultats les plus inttressants seront rapport& ici. Nous donnons a titre 
d’exemples dans le Tableau I les RF des taches obtenues dans plusieurs des conditions 
testtes. 

TABLEAU I 

EXEMPLES DE RF ET CONDITIONS PRfiCONISkES 

NO. fichantillons Couche: silice Conditions prkoniske3 

Systkne S+Pme Aspect Couche 
a b 

SystPme RF Aspect 

1 Curcumine, poudre 0.85 0.88 Jaune Silice 0 

2 

8 
9 

23 
25 

26 

Curcuma, extrait 
liquide hydrosoluble 

Riboflavine, solution 
Cochenille, poudre 

Cochenille, teinture 
Indigotine, poudre 

Chlorophylle, pate 

0.85 0.88 Jaune Silice 0 

0.77 
0.35 

0.52 
0.64 

0.71 
0.61 
0.55 
0.70 
0.61 
0.55 
0.96 

0.60 
0.32 

0.40 
0.60 
0.50 

0.64 
0.55 
0.40 

0.65 
0.54 
0.40 
0.88 

Jaune 
Rose 

Silice 
Cellulose 

Cellulose 
Silice 

Silice 

b 
c 

c 

g 

b 

27 Chlorophylline, poudre Silice b 

29 B-Carotene, poudre 

Rose 
Bleu 
Bleu 
Vert 

Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Jaune- 
orange 

Silice 

34 Rocou, liquide 0.65 Silice 

38 Apocarotknal, poudre 

0.67 

0.52 

0.44 

0.86 

Jaune- 
orange 
Jaune- 
orange 
Jaune- 

orange 
Orange Silice 

39 Canthaxanthine, poudre Orange Silice 

47 Rouge de betterave, 
extrait 
Anthocyanes, liquide 

0.95 

0.95 

0.50 

0.12 

0.91 

0.30 

0.10 

Rose Silice 

48 Marron Silice 

P 

1 

P 

P 

m 

f 

0.44 
0.37 
0.29 
0.44 
0.37 
0.29 
0.60 
0.63 

0.48 
0.65 
0.26 

0.12 
0.64 

0.55 
0.40 
0.65 
0.54 
0.40 
0.90 

0.55 

0.58 

0.80 
0.77 
0.55 
0.55 

0.46 

0.68 
0.59 
0.58 
0.24 
0.10 

Jaune 
Jaune 
Jaune 
Jaune 
Jaune 
Jaune 
Jaune 
Rose 

Rose 
Rose 
Bleu 
Bleu 

Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Vert 
Jaune- 
orangk 
Jaune- 
orange 
Jaune- 
orange 

Orange 
Orange 

Orange 
Jaune- 

orange 
Jaune- 

orange 
Rouge 
Jaune 
Rose 
Bleu 
Marron 
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S’il s’agit de rechercher l’identite d’un colorant, on voit que le systeme de 
dtveloppement b, avec une couche mince de silice, ou a la rigueur le systeme de 
developpement a, Cgalement avec une couche de silice, apportent des solutions assez 
satisfaisantes puisqu’ils permettent de distinguer la plupart des colorants. Seuls la 
curcumine et certains carotenoides sont difficiles a differencier dans ces conditions, 
d’autant que les couleurs des taches sont proches. Mais, il est rare dans l’industrie 
que l’on ait a etablir l’identite d’un colorant inconnu: l’analyse consiste le plus sou- 
vent a controler l’identite ou la purete d’un colorant dont la presence est attendue. 
La distinction entre de nombreuses molecules diffirentes est alors sans grand inter&t. 
C’est pourquoi nous indiquons aussi dans le tableau I les conditions optratoires 
donnant les meilleurs rtsultats pour un colorant ou une famille de colorants donnts. 

Les commentaires suivants permettent de preciser l’aspect des chromatogram- 
mes obtenus. 

Les trois taches jaunes de la curcumine sont fluorescentes sous rayonnement 
ultraviolet de longueur d’onde 254 nm aussi bien que 366 nm. La tache jaune de 
riboflavine est tgalement fluorescente dans ces memes conditions, mais on observe 
alors en outre une seconde tache fluorescente, non-coloree, de RF 0.7 1 dans le systeme 
de developpement 6. Les taches vertes de la chlorophylle sont modtrement fluores- 
centes, dans les conditions de concentration indiquees, sous rayonnement de 366 nm. 
Les deux tchantillons de cochenille no’ 9 et 23 presentent dans le systbme a une trainee 
depuis la ligne de depGt jusqu’aux taches de RF indiqds. 11 en est de meme pour 
l’echantillon no 23 dans le systeme b. Dans ce cas, la tache rose est en outre bordee 
d’un halo jaune dans sa partie superieure. Ce halo est tgalement visible pour le meme 
tchantillon sur plaque de cellulose avec le systeme c. Enfin, la tache jaune-orange de 
rocou, de RF 0.65 dans le systeme a, est accompagnte d’une trainee. 

.&de comparative de plusieurs Pchantillons d’un mgme colorant dbrigines di@rentes 
La diversite des formes commerciales disponibles pour un colorant donnt et 

le fait que certains produits aient montre plusieurs taches au tours de l’etude syste- 
matique prectdente nous ont amenes a ttudier leur comportement chromatographi- 
que sur des tchantillons provenant de differents fabricants. Nous nous sommes in- 
t&es&s ici aux colorants E 100, E 120, E 160 et E 162. Les produits testes, les systemes 
solvants utilises et les resultats sont present& dans le tableau II et dans la Fig. 1. 

Colorant E 100. Que ce soit a la lumiere du jour ou sous rayonnement ultra- 
violet, on observe pour chacun des six echantillons ttudies, sur couche de silice et 
avec le systeme de dtveloppement o, les trois memes taches deja indiquets dans le 
Tableau I. En depit de la diversite de leurs formes et de leurs solubilites, qui impli- 
quent des differences dans les modes de preparation des colorants, la composition 
des six produits est qualitativement identique: tous contiennent la curcumine I (di- 
methoxylee), la curcumine II (monomethoxylee) et la curcumine III (totalement de- 
mtthoxylee). 

Colorant E 162. Les huit tchantillons testes donnent chacun, sur couche de 
silice avec le systeme de developpement m, les deux memes taches que celles indiqutes 
dans le Tableau I. La conclusion est analogue a celle du cas precedent: tous les 
echantillons contiennent des bttacyanines (rouges) et des betaxanthines (jaunes). 

Colorant E 160 b. Les resultats present& dans le Tableau II montrent ici au 
contraire que les huit Cchantillons analyses se repartissent en trois groupes. Le pre- 
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Fig. 1. Chromatogrammes de colorants d&iv& de la cochenille. Couche mince: cellulose. Systtme solvant: 
butanol-I-eaudthanol (2:2:1). 
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mier comprend les produits n OS 30 et 31, qui ne donnent qu’une seule tache de RF 
0.70.71, correspondant B la bixine de rkfkrence. Le deuxikme groupe englobe les 

produits nM 32-36, qui ne donnent tgalement qu’une seule tache, mais de RF 0.58: 

TABLEAU11 

~TUDE~OMPARATIVEDEPLUSIEURS~CHANTILLONSD'UNM~ME~~LORANTD'~RIGINESDI- 
VERSES 

Couche mince: silice. 

Coloranl NO. l?chantillons Origines RF Aspect 

E 100 (solvant o) 1 Curcumine, poudre 

2 

4 

5 

6 

E 162 (solvant m) 40 

41 

Rouge de betterave, liquide, hydrosoluble 

Rouge de betterave deshydrati 

42 Rouge de betterave, poudre, hydrosoluble 

43 Colorant rouge de betterave, liquide 

44 

45 

46 

47 

E 160 b (solvant I) 30 Bixine pure 
31 Colorant rocou, liquide liposoluble 
32 Annatto, poudre, hydrosoluble 
33 Annatto, poudre 
34 Rocou, liquide 
35 Colorant jaune rocou, liquide 
36 Colorant jaune v&g&al, liquide 
37 Rocou, liquide, hydrosoluble 

Curcumine, poudre 

Curcuma, poudre 

Curcuma, extrait liquide, hydrosoluble 

Curcuma, extrait liquide, liposoluble 

Curcuma. resinoide 

Colorant rouge de betterave, poudre 

Colorant rouge de betterave concentrt 

Colorant rouge de betterave poudre 

Rouge de betterave extrait set 

E 

N 

B 

C 

c 

A 

c 

c 

C 

L 

L 

Q 

Q 

S 

D 
M 
c 
G 
E 
J 
L 
D 

0.44 Jaune 
0.37 Jaune 
0.29 Jaune 
0.44 Jaune 
0.37 Jaune 
0.29 Jaune 
0.44 Jaune 
0.37 Jaune 
0.29 Jaune 
0.44 Jaune 
0.37 Jaune 
0.30 Jaune 
0.44 Jaune 
0.37 Jaune 
0.29 Jaune 
0.45 Jaune 
0.37 Jaune 
0.30 Jaune 

0.68 Rouge 
0.59 Jaune 
0.68 Rouge 
0.59 Jaune 
0.68 Rouge 
0.59 Jaune 
0.69 Rouge 
0.59 Jaune 
0.68 Rouge 
0.59 Jaune 
0.68 Rouge 
0.58 Jaune 
0.68 Rouge 
0.59 Jaune 
0.68 Rouge 
0.59 Jaune 

0.71 Jaune-orange 
0.70 Jaune-orange 
0.50 Jaune-orange 
0.58 Jaune-orange 
0.58 Jaune-orange 
0.58 Jaune-orange 
0.58 Jaune-orange 
0.70 Jaune-orange 
0.58 Jaune-orange 
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il est logique de penser que cette tache correspond a la norbixine, malgre l’absence 
de produit de reference. Enfin l’echantillon n o 37, qui donne simultanement les deux 
taches, avec les memes RF, est un melange de bixine et de norbixine. La definition 
des deux premiers groupes est en rapport avec la liposolubilite (bixine) ou l’hydro- 

solubilit& (norbixine) annonckes par les divers fabricants. Mais on voit que l’echan- 
tillon no 37 contient une quantite appreciable de bixine, liposoluble, malgre le cam- 
&e d’hy&osolubilitt annoncc pour cet tchantillon. Cependant, Ctant donnb que le 
produit a Ctt analyse en solution aqueuse, il est tres vraisemblable que la bixine S’Y 

trouve SOUS une forme hydrodispersible grace A l’adjonction d’un agent tensio-actif. 
La methode permet par consequent de distinguer des Cchantillons divers, soit 

qu’etant obtenus par des methodes differentes ils n’aient effectivement pas la meme 
composition, soit qu’etant d’origines varites ils n’aient pas le mCme degre de purete. 
Elle peut done servir B controler la fabrication des colorants, la purification devant 
etre poursuivie jusqu’a l’obtention des seules taches correspondant aux molecules 
colorantes desirees. 

Colorant E 120. La Fig. 1 montre d’assez grandes differences entre les resultats 
obtenus pour les divers produits examines. Les Cchantillons noS 9-16 donnent sur 
couche mince de cellulose avec le systeme c deux taches de RF voisins de 0.48 et 0.63. 
Dans le cas des tchantillons noS 17 et 18, la deuxieme de ces taches est accompagnee 
dun halo jaune ou d’une tache jaune juxtaposte, la premiere tache restant inchangee. 
L’echantillon no 19 ne montre que la tache de RF 0.48, alors qu’au contraire l’echan- 
tillon no 20 ne donne qu’une tache de RP 0.67. Enfin les echantillons no’ 21-23 ne 
presentent que cette derniere tache mais accompagnee d’un halo jaune ou d’une tache 
jaune secondaire de RF 0.72. Ce dernier groupe de produits correspond notamment 
a des Cchantillons provenant de fabricants de produits chimiques et destines a la 
microscopic: la tache dont le RF varie entre 0.61 et 0.67 parait correspondre a l’acide 
carminique proprement dit. 

La conclusion est ici analogue a celle pricedemment exposee pour les colorants 
E 160 b. 

Etude de mklanges binaires de colorants 
Les industries pharmaceutiques et alimentaires recourent a des melanges pour 

obtenir des colorations ou des nuances qui ne peuvent resulter de l’emploi d’un seul 
colorant. Des criteres de stabilitt, de compatibilite ou de prix de revient peuvent aussi 
orienter le choix de l’industriel vers des melanges de colorants alors meme que la 
coloration desiree pourrait 2tre obtenue grace a un seul produit. 

Nous avons pour notre part pro&de a des separations de melanges verts, vio- 
lets et oranges, chacun d’eux etant obtenu a partir de colorants varies, indiques plus 
haut. En recourant au systeme de dtveloppement b sur couche mince de silice, nous 
avons dans la plupart des cas obtenu des separations convenables et des valeurs de 
RF concordant avec celles mentionnees dans le Tableau I. Nous avons toutefois pu 
noter dans le cas du melange vert no 34.25 une migration un peu plus importante du 
rocou, les deux taches secondaires de RF inferieurs Ctant d’autre part plus ou moins 
visibles. Par ailleurs, la cochenille no 23 se trouvait ltgerement retard&e dans sa migra- 
tion lorqu’elle etait incluse dans les melanges violets et oranges. 

Le systbme de developpement b, qui donne satisfaction dans la majorite des 
cas, n’est toutefois pas le seul utilisable et il est possible de recourir, selon les colorants 
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considtrks, aux conditions preconisees qui sont indiquees dans le Tableau 1. Cepen- 

da% lorsque les mklanges de colorants contiennent des carotenoides autres que le 
[V@ qui IX II$ent pas dans les systemes solvants polaires, il est necessaire d’ef- 

fectuer une double migration, les caroteno’ides &ant alors identifiCs g&x i I’imPor- 
tance de leur deplacement dans les systkmes p, q ou r. 

Applications dans le domaine alimentaire 
Afin d’illustrer les applications possibles de notre etude dans le domaine ali- 

mentaire, nous avons applique la methode au cas de yaourts color&s, prepares et 
trait& comme indiqd plus haut. 

Les taches principales des chromatogrammes obtenus ont CtC identiques, quant 
a leurs positions, a celles don&es par les solutions temoins. Cependant, il existait de 
leg&es differences par rapport aux temoins dans la coloration et la surface des taches. 
Ceci est vraisemblablement dQ a une interaction entre les colorants et les proteines 
du yaourt. L’identification et l’evaluation de la purete des colorants utilises reste 
neanmoins tres facile. 

CONCLUSION 

Les exemples qui viennent d’etre prcsentes montrent qu’en dtpit de sa simpli- 
cite, la chromatographie sur couche mince est bien adapt&e au controle des colorants 
d’origine naturelle. Elle permet tout d’abord aux fabricants de ces substances de 
suivre les processus de preparation et notamment de poursuivre l’tlimination des 
molecules colorantes voisines de celles qui les intkessent jusqu’a obtention d’un pro- 
duit suffisamment pur. Aux utilisateurs que sont les industriels de la pharmacie et de 
I’ahmentation, elle procure les moyens de s’assurer de l’identitt et de la qualitit com- 
merciale de leurs mat&es premieres, ainsi que de controler la composition des pro- 
duits prepares. Enfin, en cas de doute d propos d’une denree alimentaire, elle per-met 
g l’expert de confirmer ou non la conformitt a la composition annoncee. 

Les auteurs ont Ctudit par chromatographie sur couche mince de nombreux 
khantillons de colorants naturels et ils prksentent quelques-uns des resultats concer- 
nant 49 d’entre eux. Les valeurs approximatives des RF sur couches de gel de silice 
et de cellulose sont rapport&es pour certains des 18 solvants essay&. L’etude com- 
parative de plusieurs tchantillons des memes colorants (provenant de differents fa- 
bricants) montre des chromatogrammes identiques, ou au contraire tres differents si 
les khantillons n’ont pas le m&me degre de puretc ou s’ils ont des compositions 
differentes en rapport avec les modalites de leur preparation. La methode permet 
aussi d’identifier les deux colorants de melanges binaires et elle a Cte adaptee aux 
aliments. Elle est done utilisable pour guider les processus de purification des colo- 
rants naturels, pour les controler en tant que matibes premieres et pour les identifier 
dans les produits alimentaires Claborts. 
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