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Het  Benelux-Publikatieblad  wordt uit-
gegeven door het Secretariaat-Gene-
raal  van de BENELUX  ECONOMI-
SCHE  UNIE, Regentschapsstraat 39, 
1000  Brussel. 

Het  Pubilkatleblad  bevat  de  tekst  van 
de in Benelux-verband gesloten over-
eenkomsten tussen  de  drie Staten, 
alsmede  van  door het  Comité van  
Ministers  der Unie  genomen beschik-
kingen  en  aanbevelingen.  

Le Bulletin Benelux est édité par 
le Secrétariat général de l'UNION 
ECONOMIQUE BENELUX, 
39, rue de la Régence, 1000 Bruxelles. 

Dans le Bulletin Benelux sont repris 
les textes des conventions conclues 
dans le cadre du Benelux entre les 
trois Etats, ainsi que les textes de 
décisions et recommandations prises 
par le Comité de Ministres de 
l'Union.  

Het Publikatieblad kan tevens wor-  Le Bulletin Benelux peut également 
den  gebruikt als periodieke aanvul-  servir pour compléter régulièrement 
ling van de  «  Benelux-Baslsteksten  n. les « Textes de base Benelux ».  

Deze bevatten  de  systematisch inge-
deelde, volledige verzameling  van de  
officiële teksten  der Unie. 

Om  de  Basisteksten bij  te  werken, 
dient  men de  omslag  van  het Publi-
katieblad  te  verwijderen  en de  losse, 
geperforeerde blaadjes  in de  daartoe 
bestemde banden  der  Basisteksten  in 
te  lassen volgens  de  bij ieder nummer 
gevoegde aanwijzingen. 

Ceux-ci contiennent la colléction 
complète des textes officiels, classés 
systématiquement.  

Pour la mise à jour des Textes de 
base, il suffit de détacher la couver -
ture du Bulletin et d'insérer les 
feuillets mobiles perforés dans les 
reliures des Textes de base, en sui-
vant les instructions accompagnant 
chaque numéro. 

Voor prijs  en  verkoopadressen  van  
het Publikatieblad  en de  Basistek-
sten raadplege  men de  achterzijde  
van deze kaft.  

Pour les prix et adresses des Bureaux 
de vente du Bulletin et des Textes 
de base, prière de consulter la der-
nière page de cette couverture. 
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Dit  nummer bevat uitsluitend 
Beschikking  M (80) 5 van 17  ok-
tober  1980, met  het daarbij 
behorende Reglement,  dit  laatste  
in  foto-copievorm.  

In  het voorgaande nummer,  
1980-4,  is alleen  de  Beschikking 
zelf opgenomen, doch niet het 
Reglement, gezien  de  grote om-
vang daarvan  en de  beperkte 
kring  van  belanghebbenden (zie 
blz.  2398-2399,  Basisteksten 
Deel  6/11).  Aldus wordt voor  de  
abonnees een kostenbesparing 
bereikt  en  een overmatige aan-
vulling  der  Basisteksten ver-
meden. 

Een exemplaar  van nr. 1980-5  
wordt  gratis  toegezonden aan  de  
abonnees  die  het Secretariaat-
Generaal  van Benelux  daarom 
verzoeken. Abonnees  die  meer 
exemplaren wensen  en  niet-abon-
nees kunnen het nummer bestel-
len bij  de  gebruikelijke verkoop-
punten  van  het Publikatieblad 
tegen betaling  van F 40,— of 
1 2,75  per  exemplaar.  

De  blaadjes  van dit  nummer 
dienen derhalve niet  te  worden 
ingelast  in de Benelux-Basisteks-
ten.  

BULLETIN BENELUX 

1980-5 
décembre 1980 

Le présent numéro contient 
uniquement la Décision M (80) 5 
du 17 octobre 1980, ainsi 
que le Règlement y afférent, ce 
dernier sous forme de photo-
copie. 

Le numéro précédent, 1980-4, 
n'a repris que le texte de la 
Décision même, et non celui du 
Règlement, ce dernier étant 
d'une longueur inhabituelle et 
n'intéressant qu'un nombre limi-
té de personnes (voir les  pp.  
2398-2399, Textes de Base, To-
me 6/11). Les abonnés peuvent 
ainsi réaliser une économie de 
frais, et on évite en même temps 
de devoir ajouter un supplément 
excessif aux Textes de Base. 

Un exemplaire du n° 1980-5 
sera envoyé gratuitement aux 
abonnés qui en feront la deman-
de au Secrétariat général du 
Benelux. Ceux qui désirent obte-
nir des exemplaires supplémen-
taires ainsi que les non-abonnés 
peuvent commander ce numéro 
aux bureaux de vente habitu9ls 
du Bulletin contre paiement de 
F 40,— ou de f 2,75 par exem-
plaire. 

Les feuillets de ce numéro ne 
sont donc pas destinés à être 
insérés dans les Textes de Base 
Benelux.  



M1NIS'fl:IUEFE nI:sclIucicINc;EN 	 DICISIONS  MIN  ISTEIUEI.LES 

BESCHIKKING  
VAN  HET  COMITE  VAN  MINISTERS  

VAN 17  OKTOBER  1980  
BETREFFENDE DI-<'TOE`PASSING  

VAN BENELUX-REFERENTI EMETHODEN  VAN  ONDERZOEK 
INZAKE EETBARE OLIEN  

M (80) 5 

(in  iverk  in  glredi,:g  op 1  oktober 19S0) 

(Voor Beschikking Al  (73) 29:  zie blz.  1795)  

I)ECISION  
DU  COMITE  DE MINISTRES  

DU  17 OCTOBRE 1980 
CONCERNANT L'APPLICATION 

DE ME II  IODI  S I)  ANALYSL  DL  REL  [RI NC E  BENLE UX  
RELATIVES AUX HUILES COMESTIBLES 

M (80) 5 

(entrée en vigueur le I octobre 1980) 

(polir la  I)écision  Al  (73)  29:  voir p.  1 795)  



MINISTERIELE  Iil:SCIHKK INCLN  

BESCHIKKING  
van  liet  Comité van  Ministers  van de Benelux  Economische  Unie  

betreffende  de  toepassing  van Benelux -rcferentienietlioden  van  onderzoek 
inzake eetbare oliën  

M (80) 5  

liet  Comité van  Ministers  van de Benelux  Economische  Unie,  

Gelet  op  artikel  t van  het Protocol  van 29  april  1969,  inzake  de  afschaffing  van  

controles  cri  formaliteiten aan  de  binnengrenzen  van Benelux en  inzake  de  
opheffing  van de  belemmeringen  van  liet vrije verkeer, 

Gelet  op de  Beschikking  van  het  Comité van  Ministers  van 31  augustus  1973  

inzake  de  hartnoni.satic  der  wetgevingen inzake eetbare oliën,  M (73) 29,  

Overwe;cnde,  dat geschillen, voortvloeiende uit het toepassen  van  verschillende 

analyseinethoden  of  uit liet gebruik  van  verschillende normen, dienen  te  worden 

vermeden, 

Overwegende, dat het  in  het bijzonder voor  de  harmonisatie  van  het voedings-

niiddelenioeziclit vereist is, (lat gelijke  of  gelijkwaardige methoden worden toe-
gepast, dezlfde termen worden gebezigd  en  gelijke  of  gelijkwaardige normen 

worden aangelegd, 

ileeft  het volgende beslist 

Enig artikel  

1. De  Regeringen  van de  drie Ileneluxlanden nemen tic nodige maatregelen 

opdat  de  bepalingen  van  het aan deze Beschikking gehechte Reglement, als 
enige referentiemethode  op I  oktober  1980  worden aanvaard.  

2. Uiterlijk  (i  maanden  na  afloop  van de in  liet eerste lid genoemde termijn 

brengt ieder  der  drie Regeringen verslag uit aan liet  Comité van  Ministers 

over  de  maatregelen  die  zijn getroffen  ter  uitvoering  van  onderhavige  lie-
schikk ing. Bij  dit  verslag zal  de  tekst  van de nationale  uitvocringsmaairegelen  

worden gevoegd. 

GEDAAN  te  Brussel,  op 17  oktober  1980. 

De  Voorzitter  van  liet  Comité van  Ministers,  

G.  TUORN 



)rcnoONs MlH1SrEItiELïJ 

DECISION  
du Comité de  Minisi  mes de l'Union économique Benelux 

Concernant l'application de méthodes d'analyse de référence Benelux 

relatives  atix  huiles comestibles 

M (80) 5 

Le  Comité  de Ministres de l'Union économique  Benelux,  

Vu l'article I du  P rotocole  du 29 avril 1969, relatif à la suppression des con-
trôles et formalités aux fioul  kies  intérieures du  lkncl uux  el  à la suppression des 
entraves à la libre circulation, 

\'u la  Décision  du Comité de M iii  ist  tes du  31  aoàt  1973,   relative  à  I'ha runon isa-
tion  des  législalions relatives  1LiX  huiles  COffleStit)TCS,  M (73) 29,  

Considérant  qu'il y a lieu d'éviter des contestations nées  dc l'iuppliea  lion de 
techniques d'ana lyse différentes ou de l'emploi  (IC  normes différentes, 

Considérant qu'en particulier  'l'luarmouisai ion du contrôle des denrées alimen-
taires exige la mise en  cuvre  de techniques identiques ou équivalentes et l'emploi 
de modes d'expression semblables et le recours à des normes identiques ou  
équivalentes, 

A pris la décision suivante 

Article unique  

•  Les  Gouuverrueuneuits  des trois pays  &IU  Benelux prendront les mesures néces-
saires pour titre les  tlisposit  ions reprises dans le Règlement annexé à la pré-
sente Décision soient considérées à partir du I'  oetobic  1980  cOntrite  seule  
iutCtliO(lC  de référence. 

2. Dans les 6 mois qui suivent l'expiration du délai prévu au  §  1, chacun ( les 
tro is  Gotuveru  te  nucuits  fait rapport an Comité  dc  Ministres sur les mesures 
qui oint été prises  l)OU  l'exécution de cette Décision. Le texte des  muiesuues  
d'exécution  nat  ouates sera joint à ce rapport.  

FAIT à Bruxelles,  Ie  17 octobre 1980. 

Le  Président,  du Comité de Ministres, 

G.  'I'lIORN 
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REPERENTIE4ETHODEN  VAN ONDERZOEK INZAKE EETBARE OLIEN  

I  

() 

METFIODE D 1 ANALYSE  DE REFERENCE RELATIVES AUX RUILES COME TIRLES 
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Bijlage 

REI?ERENTIEMETHODEN  VAN ONDERZOEK INZAKE EETBARE OLIEN  

I. Antioxydanten 

V. Kwalitatief onderzoek 

Gebruikelijke laboratorium hulpmiddelen, evenals  i 

1'. Ontwikkelbak  voor dunnelaagohromatografie, geschikt voor dunnelaag-
platen  van 200 x 200 min. 

2. Dunnelaagpiaten  200 x 200 min,  voorzien vaji Eacherey  en  Nagel (*) 
kiezelgel  G-tiR of  gelijkwaardig, laagdikte  0,40 mm.  Weeg  30 g. 
M en N  kiezelgel  G-tIR  af  in  een konieche hoLt  mut ingeolepen  glazen 

stop  'van 300 ml,  voeg  60 ml  gedestilleerd water toe, plaats  de 

stop op de  kolf  en  homogeniseer  de kolfinhoud  gedurende  1  minuut  
op  een echudmachine. Strijk  de euspennie  uit  net  behulp  van  een 

uitetrijkapparaat  op de duunelaagplateu van 200 x 200 rnm  zodanig 
dat een laagdikte  'van 0,40 mm ontstaat. laat  de  platen één nacht 
aan  du  lucht drogen  en  bewaar ze  in  een exsiocator boven silicagel. 
Aktiveer  de  platen 'vlak voor het gebruik door ze 1 uur  in  een droog- 

stoof  van 60° C te  plaatsen.  

3. Rotatieverdamper.  

4. Rlehtrieoh verwarmde droogstoot, goed 'rentileerbaar  en  ingesteld  
op 103 + 2° C. 

5. Eletriuoh  verwarmde droogstoof, goed ventileerbaar  en  ingesteld  
op 60  +  2° C. 

1.2.  Rentja  

t.  Ethanol p.a., absoluut.  

2. Petroleumether, kooktraject  40-.60 °  C. 

3. Acetonitril p.a.  

4. Benzeen p.a.  

5. IJsazijn p.a.  

6. Methanol p.a., absoluut.  

7. n-Propylgallaat (PG) 

S. n-Ootylgallaat (0G) 

9. n-Dodecylgallaat (DO) 

(*)  Het 'vermelden  van  handels- en/of merknamen vormt geen aanbeveling doch 
dient alleen  ter  identificatie.  

'I.  



M (80', '; 
Annexe  

METHODES  D'ANALYSE DE REtERENCE RELATIVES AUX RUILES COMESTIBLES 

I. Antioxydants 

1. Analyse qualitative 

1 • 1. pareillae 

Accessoires usuels de laboratoire ainsi, qua * 

1. Cuve da développement pour chromatographie sur couche mince, conve-
nant pour des plaques à couche mince de 200 x 200 mm. 

2. Plaques à couche mince de 200 x 200 mm, couvertes de gel de silice 
(') 	 dichurey  et  Nagel  G—HR (*)  ou équivalent, épaisseur de la couche 

0,40 mm. Dans un vase conique à- bouchon rd4 de 300 ml, peser 30 gr 
de gel de silice M et N C—RR et ajouter 60 ml d'eau distillée, 
boucher le vase et homogénéiser son contenu pendant une minute  uur  
un agitateur mécanique. A l'aide d'un appareil approprié, étendre 
la suspension sur l'une des plaques de 200 z 200 inn de manière à 
obtenir une couche de 0,40 mm d'épaisseur. Laisser sécher les 
plaques à l'air pendant une nuit et les conserver dans un excicoa-
teur au—dessus de gel de silice. 
Activer extemporanément les plaques en les plaçant pendant une 
heure dans une étuve à 60° C. 

3. Evaporateur  rotatif. 

4. Etuve  électrique, bien ventilable et réglable à 103 + 2° C. 

5. Etu-ee  électrique, bien ventilable et réglable à 60 + 2° C. 

1.2. Réactifs 

1. Ethanol p.e. absolu. 

2. Ether  de pétrole, point d'ébullition 40-.60° C. 

3. Acéto,ijtrjle p.a.  

4. Benzène p.a. 

5. Acide acétique p.a. 

6. Méthanol p.a. absolu. 

7. Callate  de propyle n  (ra)  
8. Gallate d'ootyle  n  (oa)  

9. Callate  de dodéoylen(Da) 

(*)  La mention de marçuso commerciales ne constitue pas une recommandation 
mais sert uniquement d'identification. 

.1.  
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10. Asoorbylpalmi -taat  (AP)  

11. 3-t-Butyl-4-hydroxyanimol (BILA) 

12. 3,5-di-t-Butyl-4-hydroxyanieol (OBRA) 

13. 3,5-di-t-Butyl-4-hydroxytolueen (BUT) 

14. t-Ihrtylhydrochinon (TBH) 

15. Aoetonitrll,  met  petroleumether verzadigd. 
Breng  900 ml acetonitril p.a. in  een  1000 ml  fles, voeg  100 ml 
petroleumether  40-60° C en  een weinig C1C1 2  toe, meng, plaats  de 
stop op de  fles  en  laat een nacht staan.  

16. Petroleumether  (4o_0), met aoetonitril  verzadigd. Breng  900 ml  
petroleumether  (40-60) in  een t000  mi  fles. voeg  100 mi ncetoni.tril 
p.a *  en  een weinig CaC12  toe, wang, plaats  de stop op de  fles  en  
laat een nacht staan. 	 )  

17. Spuitreagenu ;  0,5  %  (m/v) oplossing  van 2 1 6-diohloorohinon--
3ooriide In  absolute ethanol p.a. Los 500 mg 2,6-dichloor-

chinonchloorjmide op in 100 ml  absolute ethanol p.a.  

18. Ontwiklcelvloeiato:f,  meng vlak voor het gebruik  2  volumedelen 
petroleumether  (40-60) met 2  volumedelen benzeen p.a.  en 1 volume-
deel ijsazijn p.a.  

1.3.  Referentie.-olos8ign  

1. Los van  elk  der  onder  1.2.7.  tot  en met 1.2.13.  genoemde anti-
oxydanten  100 mg op in  methanol  (1.2.6.),  vul  met  methanol  in  een  
100 mi  maatkolf tot  de maatatreep  aan  en  meng ;  0,1  %-ige (m/v) 
oplossing.  

2. Maak  op de  wijze aangegeven onder  1.3.1.  voor  t-butylhydrochinon  
een  0,2 %-ige  (m/v) oplossing.  

1.4. Isolatie  

1 •  Los 7,5  h 10 gram  olie  of  vet  op in 100 mi  petroleumether  40-60 
en  breng  de  oplossing over  In  een scheitrechter  van 500 ni. 

2.  Spoel het gebruikte laswerk  met 25 ml met  petroleumether verzadigd 
acetonitril  (1.2.15.) en  voeg  do spoelvloelatot  bij de  inhoud van 
de ache itrechter(1.4.1.).  Schud gedurende één minuut  en  laat  de 
aoetonitrjl  fase {onderste fase) af  in  een achoitrech -ter van 250  nl. 

OPMERKING 

Eventueel optredende emulsies kunnen gemakkelijk worden gebroken 
door  de acetonitril  fase onder voorzichtig omzwenken  te  verwarmen 
onder stromend water  van  circa  50° C. 

.1.  
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10. Palmitate d'aeoorbyle  (AP)  

Il. 3-t_.Butyl-4-hydroxyaniaol (BILA) 

12. 3,5-di--t.-flutyl-4-hydroxyanisol  (LIBUA) 

13. 3,5-di-t-Butyl-4-hydroxytoluène (BUT) 

14. t-Butylhydroquinone (TBU) 

15. Âoétonjtrile  saturé d'éther de pétrole. 
Dans un flacon de 1000 ml, déposer 900 ml d'acétonitrile p..a., 
ajouter 100 ail d'éther de pétrole 40.600 C et un peu de CaCl2, 
mélanger, boucher le flacon et laisser reposer pendant une nuit. 

16. Ether  de pétrole (40.-60) oaturé d'acétonjtrjle. Dans un flacon de 
1000 ml, déposer 900 ml d'éther de pétrole (40-60), ajouter 1.00 ail 
d'acétoriitrile p.a. et un peu de CaC12, mélanger, boucher le flacon 
et laisser reposer pendant une nuit. 

17. Réactifs à vaporiser. Solution à 0,5 	(m/v)  de 2.6-dichiorequinon- 
chlorimide dans de l'éthanol absolu p.a. Dissoudre 500 mg de 
2.6.-dichlorequ.inonchlorimide daum 100 ml d'éthanol absolu p.a. 

18. Liquide de développement z mélanger extemporanément 2 volumes 
d'éther de pétrole (40-60), 2 volumes de benzine p.a. et 1 volume 
d'acide acétique p.a. 

1.3. Solutjor.e de référence 

1. D issoudre, dans du méthanol (1.2.6.), 100 mg de chacun deu anti. 
oxydants cités de 1.2.7. à 1.2.13., compléter jusqu'au trait à 
l'aide de méthanol dans un ballon jaugé de 100 ml et mélanger 
solution à 0,1  % (m/v). 

2. Préparer selon 1.3.1. une solution à 0,2  %  (m/v) do 
t-butylhydroquinone. 

1.4. Isolement 

' 1. Dissoudre 7,5 à 10 gr d'huile ou do graisse dans 100 ml d'éther do 
pétrole 40-60 et transférer la solution dciie une ampoule à décantation 
de 500 ail. 

2. Rincer la verrerie utilisée à l'aide de 25 ail d'acétonitrile saturé 
d'éther d5 pétrole (1.2.15.) et ajouter le liquide de rinçage au 
contenu de l'ampoule à décantation (1.4.1..). Agiter pendant une 

minute et recueillir la phase dacetocjtriie (coucIe 
dans une ampoule à;déountation de 250 ml. 

RPMARQUZ z 

Les émulsions qui se forment éventuellement peuvent aisément être 
dieeociéoo  en Chauffant, tout en agitant prudemment, la phase 
d'ac6tonjtrjl dai, de l'eau courante à environ 50° C 

.1.  
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3. Herhaal  de  onder  1.4.2.  aangegeven extractie nog driemaal.  

4. Schud  de  verzamelde acetonitrjlextracten tweemaal uit  met  telkens  
15 ml net oceton.itril  verzadigde petroleumether  40-60 (1.2.16). 

5. Breng het aoetonitrilextract over  in  een  150 ml rondbodeakolfje 
en  damp  hot  oplosmiddel aan een rotatieverdamper bij een zo laag 
mogelijke temperatuur onder vncuü.m af.  De  temperatuur  van  het 
waterbad mag niet hoger  dan 40° C  zijn.  

6. Neem het residu  op in 2 mj  absolute methanol  en  breng  de  oplossing 
over  in  een klein voorraadflesje.  De  oplossing moet gefiltreerd 
worden  indien  het residu niet geheel  in  oplossing is gegaan. 

OPMERKING  s  

Bij verwachte antioxydautgehaltesvan minder  dan 0,01 %  verdient 
het aanbeveling het residu  in 1 ml  methanol  op te  nemen.  

1.5.  ho 	orÎje_en deteotie 

1. Breng zoveel ontwikkeivloeimtof  (1.2.18.) in de ontwikkelbak  dat  
hot vloeietofopporvlak o. 1 cm  boven  de  bodem  van de  bak staat.  
Plaats twee stukken filtreerpapier  van  elk  200 x 200 mm in de  bak  
en  sluit deze  met  het bijbehorende deksel af. laat  de  ontwikkel-
bak  ter  verzadiging  met  damp  van de  loopvloeistof  1 à 2  uur bij 
kamertemperatuur  op  een donkere plaats staan.  

2. Breng  10 à 2O.). van  het onder  1.4.6.  verkregen extract  op  twee 
startpunten  van  een vlak voor het gebruik  1  uur  op 60° C geakti-
voerde dunnolaagplaat  (1.1.2.). 

3. Breng vervolgens  op  zeven andere startpunten telkens  4 J. van  één  
der  onder  1.3.1. en 1.3.2.  vermelde referentie-oploesingen  op.  

OPMERKINGEN  

-  De  afstand tussen  de  startpunten  en de  onderkant  van de  dunne-
laagplaat dient ca.  2 cm te  zijn terwijl  de  afstand tussen  de  
startpunten onderling eveneens ca.  2  om moet bedragen. 

-  Per  startpunt kunnen ook meerdere standaardoploseingen 
gecombineerd worden opgebracht.  

4. Trek  op 15 ces  afstand  van de  startpunten een lijn evenwijdig aan  
de  startlijn. Plaats  de  plaat  in de ontwikkel bak  en  ontwikkel  
de  plaat tot  de  afstand tussen  de utartiiju en  het loopmiddelfront  
15 cm  bedraagt, liet ontwikkelen  van de  plaat dient eveneens  op  
een donkere plaats  te  gebeuren.  

5. Neem  de  plaat uit  de  bak  en  laat aan  de  lucht drogen.  

6. Besproei  de  plaat  in  een zuurkast  met de 0,5  %  ( m/v) oplossing  
van 2,6-dichloorchinoncliloorixn[de (1.2.17.) en  plaats deze 
vervolgens gedurende  10 à 15  minuten  in  een droogstof van 
103 + 2° C. 

OPMERKING 

Voor het zichtbaar maken  van de  gallaten kan  in  plaats  van 
2,6-dichloorchjnonchloorimjde  ook een  1 %-ige  (m/v) oplossing  van 
ijzer  (III)  chloride  in  water worden gebruikt. 
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3. Répéter encore 3 foie  l'extra ction  décrite  BOUe  1.4.2. 

4. Agiter à deux reprises les extraite recueillie  d'aoétonitrile,  
chaque foie aveu 15 ml d'éther de pétrole 40-60 saturé  d'aoétoni-
trilt,  (1.2.16.). 

5. Déposer l'extrait  d'aoétonitrile  dans un ballon à fond rond de 
150 ml et évaporer le solvant, sous vide, dans un évaporateur 
rotatif à la plus basse température possible. La température du 
bain-marie ne doit pas dépasser 400  C. 

6. Reprendre le résidu par 2 ml de méthanol absolu et déposer la 
solution dans un petit flacon de réserve. La solution doit être 
filtrée  ei  le résidu n'est pas entièrement passé en solution.  

REMARQUE 

Si les teneurs en antioxydants escomptées sont Inférieures à  
) 

	

	 0,01  %,  il est recommandable de reprendre le résidu par 1 ml de 
méthanol. 

1.5. Chroma  torphie et-détection 

1. Dans la cuve de développement, déposer une quantité de liquide de 
développement (1.2.10.) telle que la surface du liquide us trouve à  
environ 1 cm au-dessus du fond de la cuve. Déposer deux feuilles 
de papier filtre, de 200 z 200 mm chaque, dans la  ouve  et la fermer 
à l'aide de son couvercle. Pour assurer la maturation par la vapeur 
de la phase mobile, laisser la cuve de développement reposer dans 
l'obscurité pendant une à deux heures à la température ambiante. 

2. Déposer 10 et 20de l'extrait obtenu selon 1.4.6., sur 2 points  
de départ d'une plaque à couche mince (1.1.2.) activée  extasporu-

nétnent  pendant 1 heure à 60° C. 

3. Déposer ensuite, mur des points de départ, chaquefois 4 ta de 
l'une des solutions de référence mentionnées de 1.3.1. et 1.3.2.  

Ft1MAJ1QUE3  j  

-  La distance entre les pointe de départ et le bord inférieur de la 
plaque à couche  minos  doit  §tre  d'environ 2 cm.  

-  Les points do départ doivent également  dtrw  équidistants de 2 cm 
environ. 

4. A 15 cm des pointe de départ, tracer une ligne parallèle à la ligne 
de départ. Placer la plaque dans la cuve et la développer jusqu'à 
os que la distance entre la ligne de départ et le front de solvant 
Boit do I -  cm. Le plaque doit également  etre  développée dans 
l'obscurité. 

5. Retirer la plaque de la cuve et la laisser mécher à l'air. 

6. Dama une hotte, vaporiser la plaque k l'aide de la solution à 0,5  %  
(51v) de 2,6 -dichiorequinoncblorirnids (  1.2.17.) puis la placer 
Pendant 10 à 15 minutes dans une étuve à 105  +  2° C  

lEr1A}leUE  

Pour rendre les galiotes visibles, on peut, en lieu et place de  
2 , 6_dichlorequ,oflCh10jj,  utiliser une ao.lution aqueune  à 1 r, 	 (mis) 
de chlorure d5 fer  (lii). 
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7. Neem  de  plaat uit  de  droogstof  en  vergelijk  de  kleur evenals  de 
Rf-waarden  van de  vlekken  van de  referentie-oplosmingen  met die 
van  het opgebrachte extract.  

8. Extra  informatie omtrent  de  identiteit  der antiozydanten  kan worden 
verkregen door  de  tot kamertemperatuur afgekoelde plaat ongeveer  
30  seconden  in  een  met  ammoniakdampen verzadigde ontwikkelbak  te  
plaatsen.  

9. Vergelijk  de Rf-waarden  x 100  evenals  de na beopuiting met 
2,6-dichloorchinonohloorimide  reep.  na  behandeling  met  ammonia 
waargenomen kleuren roep. kleurveranderingen  met de in  tabel  1  
vermelde gegevens. Aan  de In  deze tabel vermelde af-waarden  x 100  
mag echter geen absolute waarde toegekend worden omdat  de 
Rf-waarden  van  plaat tot plaat verschillen.  

2.  T000ferolen  

2.1. Be&insel 

De  kwantitatieve extraotie  van t000ferolsn met  het onvorzoepbare 
wordt uitgevoerd volgens bestaande voorschriften.  (The Ânalyet 
356 (1959)  - J.À.0.À.C. 	,  580 (1966). 

Do  afzondering  van de eterolen op' geetendardieeerd florisil  zuivert  
in  sterke  mate de tocefurolun Van  storende pieken bij  de G.L.C-analyee. 

In de  afgezonderde fractie  die do  totaliteit  der t000forolen  bevat 
kunnen  alfa, gamma en delta tocoforol  zonder moeilijkheden worden ge-
scheiden.  De  toevoeging  van  een inwendige standaard  die  niet  inter-
fere ert  met  aanwezige componenten uit  de te  onderzoeken fractie laat 
toe  do  verhouding  te  bepalen  van de tocoforolen  tot  de I.S.. 
De  omzetting  van do eterol-vrije fractie  van  het onverzeepbere  in 
trimetbl'l ailyl.-derivaten voert tot een goede reproduceerbaarheid  der  
antwoorden  en  tot een recovery  van  meer  dan 90 % van  het toegevoegde 
tocoferol.  De  verkregen G.L.C.-antwoorden worden  in ponderale  verhou-
dingen omgezet  na  aflezing  op  een ijkkurve  die met  zuivere reactieven 
wordt opgemaakt.  

2.2. Rog2nti 

1. verse  alcoholische pyrogallol  opl.  5  % (w/v) in  ethanol  96 

2. verse  alcoholische KOK op1.  (30  ml  ethanol +  3 ail  KOK op1  (3  + 2) 

3. ethanol  960 

4. vers  godmetilloerde  peroxyde  en  watervrije di.ahylethor  

.1.  
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7. Retirer la pl»que de l'étuve et comparer tse coloration, de marne que 
l e s valeurs Rf des taches des solutions -de référence, avec colles 

de l'extrait déposé. 

8. Des informations supplémentaires au sujet de l'identité des anti-
oxydants peuvent être obtenues en plaçant, pendant 30 secondes 
environ, la pluqu refroidie jusqu'à la température ambiante, dans 
une cuve de développement saturée de vapeur d'ammoniaque. 

9. Comparer, aux données figurant au tableau 1, les valeurs Rf x  WO  

ainsi que les teintes ou les modifications de coloration constatées 
après vaporisation à l'aide de 2,6.-diohlorequinonchlorimide ou 

après traitement par l'ammoniaque. Il ne faut toutefois pas attri-
buer de signification absolue aux valeurs Hf r 100 reprises dans 
ce tableau, car ces valeurs peuvent quelque peu varier d'une plaque 

à l'autre. 

2.  T000pherolu  

2.1. Prtnci. 

L'extraction quantitative de, tocophés -ols et de linesnonjfjable 
est exécutée selon les prescriptions existantes. (The Ana Lyst 84, 
356 (1959) - J.A.0.A.C. 49, 580 (1966). 

La séparation de, stérol, sur flortsil standardisé épure fortement 
les tocophérole de pics perturbateurs, den, l'analyse C.L.C. 

Les cocophérols alpha, gamma et delta peuvent être séparés sans 
difficulté dans la fraction isolée qui renferme la totalité des 

tocophérole. L'adjonction d'un standard interne qui n'interfère 
pas avec les c.rspusants présents de la fraction à analyser, permet 
d'écablir le rapport des tocophérole vis-à-vis du I.. 
La conversion de la fraction exempte de stérol de l'insaponit1ble en 
dérivés trimèthyl ailyle conduit à une bonne reproductibilité des répon-
ses et à une récupération de plus de 90% du tocophérol ajouté. Les 
réponses U .L.C. obtenues sont converties en rapporta p.mdraux après 
lecture sur une courbe d'étalonnage établie à l'aide de réactifs pure. 

2.2. kteotjfi. 

1. Solution alcoolique de nyrogaflol frais à 5 	(v/v) dans da 
l'éthanol  96 

2. Solution alcoolique fraîche de 1(011 (30 ml d'ctbanol + 3 ml de 
solution 1(011 (3 + 2) 

3. E thanol 96 

4. Ether diéthylique fraichement  distillé, anhydre et exempt de 

peroxyde 

.1.  
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5. geetmndar&tmcerde florimil  9 van florimi], met  water tot afwezig-

heid  van SO .  Droog  en  activeer bij  2600  gedurende  2 u. Daoaoti-
veren vervolgens door toevoeging  van 10.5 ml  water  per 100 g 
flortail.  Herhaaldelijk het hermetisch gesloten reoipient schud-
den  en  overnacht laten staan tot evenviohteinetelling.  

6. Natriumsulfaat, watervrij p.a.  

7. Vera ged.retilleerde  n-hexaan,  watervrij (kookp.  680  -  
8. Chloroform p.a.  

9. N, 0-bis (trimathylailyl) acetamide . afg. 	B.S.A.  

10. roolotofoultide p.a.  

11. Alfa t000ferol - min 99  %  zuiverheid - moet voor meer  dan 99  %  
uit één enkele piek bestaan bij 0.L.C.-analyaa.  

12. Dotri&oontaan -  moet voor meer  dan 99  %  uit één enkele piek 

beetaan bij 0.L.C.-analyae.  

2.3. ,p,arntuur en laawerk 

1. gaeohromatogrea.f  met  regelbare temperatuur voor injectiepoort, 
oven  en F.I. -detector  

2. glazen kolom  Van oa. 2 m  lengte  en 1/4'  buiten &iasmeter gevuld  
met Ga. I %  OVI op gaaohrom  Q (100 - 120 meuh). De  glazen kolom 
vooraf sulyleren, zorgvuldig vullen  met  stationaire fase  en 
du  opstelling uitvoeren voor  de  eon,.o1umms  injeotion 0  

3. injeotieepuit  van 10 microlitere  (,hl) 

4. Rotavapor  voor droogdzuapon onder stikstof  en  verminderde druk  

5. glazen kolommen  van  2,5 cm Ø  voorzien  van T.f Ion  kraan  

6. echoitreohtere  van 250 en 500 ail voorzien  van  Teflon kraan  

7. kolfjes  van 100 ail voorzien  van- teru,gvloeikoeler 

8. klaaciek  glaswerk.  

2.4.  Werkwijze 

2.4.1.  verzeping  van de  olie  en extraotja van hot onverzeepbai-e 

1. veeg  5 g  Olie  in  een kolfje  van 100 ml en  voeg  20 ml 
py-rogallol op1. toe  

2. vervaria  op watorbad,  onder terugvloeikoeler  en  voeg bij 

kooktemperatuur  30 ml  alk. KOR opl. toe. Verzeep gedurende  
20 min. 

3. breng  de  nog warme opl.  in  een aaheitrechter  van 250 ml 
m.b.v.  100  al water.  

.1  
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5. Florleil  ticandardisé 	Laver du florisil à l'eau jusqu'à 

disparition du S01 . Sécher et activer à 260« pendant deux heure,. 
Odgactiver ensuite en ajoutant 10,5 ml d'eau par 100 g de florisil 

Agiter à plusieurs reprises le récipient hermétiquement fermé et  Ie  
laisser reposer une nuit jusqu'à équilibrage. 

6. Sulfate de sodiuni anhydre p.a. 

7. Ilexane  n fratche,nent distillé, anhydre (point d'ébullition 68' - 

70') 

8, Chloroforme p.a. 

9. N. 0-bis (triméthylsilyl) acétamide - en abrégé 	B.S.A. 

10. Sulfure de carbone p.a. 

11. Tocophérol alpha - pureté 99 7. min. - doit être constitué à plus 

de 99 'I. d'un seul pic dans l'analyse G.L.C. 

12. Dotriacontane -  doit être constitué à plus de 99 7. d'un seul pic 
dans t'analyse G.L.C. 

2.3. Jare111m.ez verrerie 

I. Cliroinatographe en phase gazeuse à température réglable pour 

l'injection, four et détecteur F.I. 

2. Colonne de verre d'environ 2 in de longueur et de diamètre 
extérieur 1/4" remplie ii'0V 1  environ 1 % sur gaschrom Q 
(100 - 120 neti), Silaniser préalablement la colonne de verre, 
la remplir soigneusement de phase stationnaire et aménager 
pour "on -column  injection", 

3. Pipette d'injection de 10 microlitres jd) 

4. gvapo,ate,r  rotatif pour évaporation à sec sous azote et 
pression réduite. 

5. Colonnes de verre de 2,5 cm Q, pourvues d'un robinet en téflon. 

6. Ampoules à décanter de 250 et 500 ml, pourvues d'un robinet 
en téflon. 

7. Ballons de 100 ml pourvus d'un réfrigérant à reflux. 

8. Verrerie classique. 

2,4. Mode ooératoit-a 

2.4,1, uaponlflcation de l'huile et extraction de l'tnaar,onjfjab 

1. Peser S g d'huile dans un ballon de 100 ml et ajouter 
20 ml de solution de pyrogallol, 

2. Chauffer au bain-marie sous réfrigérant à reflux et 

ajourer, à température d'ébullition, 30 cil de solution  
KOU  alcoolique. Saponifier penda nt 20 minutes. 

3. Transférer la Solution encore chaude dans une ampoule 

à décanter de 250 ml, è l'aide de 100 mi. d'ruu, 

.1.  
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4. extrahear  het onvurzeepbare  met 100 ml  &tethylether.  Bij 
slechte scheiding voeg  1  & 2 ml  ethanol toe. Na volledige 
opklaring,  do  ethorlaag  in  een tweede soheitrechtor  van 
500  cii  gieten, waarin reodi  40 ml  water werd gebracht.  

5. oxtraheer  nog  2 x de  zeopqioesing  met 100  cii d.iethylether  
On  voeg  de  extrakten  samen  

6. meng voorzichtig  do  extraoten  eet het water  en  vermijd  de  
vorming  van  ewuisiee.  

7. was verder telkens  net 40  tal water tot neutrale reaotie 
t.o.v. fenolftaiene.  

8. breng  de  ether-oploeaing  in  een kolf  en  deetil]esr  het 
grootste gedeelte ven  de  ether onder verminderde druk  en 
in  atiketofa-tmoufeer. 	 - 	

)I 
9. droog  hot  raaida door filtratie  op  een kleine kolom eet 

vaterv-rij natriumeuifaat.  la  wensen  met  ether wordt ver-
der droog-godaiept.  

2.4.2.  fractionnortnp v,cn  het onverzeepbare  op  fIor1i 1koIom  

1. vul een kolom  tact  hexaan  an  giet door een trechter  30 g  
gedeeaotiveerd florisil  in  het hexaan. 

Breng,  na  decantatie,  een paar  ce.  natriunaulfaat  aan  de  
oppervlakte  

2. laat het overtollige hexaan druppelegewijze doorvloeien  
en  breng het onvrzeepbare,  na  oplossen  in  een paar  ml.  
chloroform, aan  de  oppervlakte  van de  kolom. Laat  de  
chloroform  in  de kolom sijpelen  en  spoel  na 

3. eluoor aohtereenvolgena  met s 

40 ml  hexaan  
120 ml  oplossing  van 5  %  (71v)  diethylether  in  hexaan  
120 mi 	U 	 "  15  %  (v/)  

Laat elke oploeeing,achtereenvolgans druppelagowijze, door  
de  kolom sijpelen  on  recupereer  de  eluaten  in  een enkel 

reoipient.  

4. deetilleer  het overgroot gedeelte  van  het oplosmiddel onder 

verminderde druk  en  onder atjkstofatcccosfeer.  

5. voeg een juist afgemeten  volume  toe  van  een oplossing  van 
dotriacontaan  in  diuthylether,  zodat een gekende hoeveel-

heid inwendige standaard (ong.  20 mg)  aan  de  t000feoo1,-

traotie  wordt toegevoegd.  

6. homogûniseor  de  inhoud  vais de  kolf door enkele omzwenkingen  
en  giet over  in  een klein kolfje een hoeveelheid  die on-
guvuer  20 mg  droge stof bevat.  

.1.  
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4. Extraire l'ineaponifiable par 100 ml d'éther di6thylique. 
En cas de mauvaise séparation, ajouter I à 2  nl d'éthanol . 
Après clarification complète, verser la couche éthérée 
dans une deuxième ampoule à décanter de 500 ml, conte-
nant déjà 60 ml d'eau. 

5. Extraire encore deux fois la Solution saponifiée par 100 ml 
d'éther diéthylique et rassembler Les extraits. 

6. Mélanger prudemment Les extraits avec de Peau en évitant 
la formation d'émulsions. 

7. Laver chaque fois par 40 ml d'eau jusqu'à réaction neutre 

en présence de phènolhtal&ine. 

S. Transférer la solution éthérée duu& un ballon et distiller 
la majeure partie de l'éther sous pression réduite et en 
atmosphère d'azote. 

9. Sécher le résidu par filtration sur une petite colonne 
avec du sulfate de sodium anhydre. Evaporer à sec, 

après lavage è l'éther. 

2.4.2. Fractionnement du non—aoon1fiable sur colonne de riortoil 

1. Remplir une colonne à l'aide d'hcxne et, par un enton-
noir, verser 30 g de florisil désactivé dans l'l,exane. 

Après décantation, déposer quelques cm de sulfate de 
sodium à la surface. 

2. Laisser s'écouler, goutte à goutte, l'excès d'hexane et 
déposer 1 'josaponifiable sur la surface de la colonne, 

après l'avoir dissous dans quelques ml de chloroforme. 
Laisser le chloroforme ruisseler dans La colonne et laver, 

3. Eluer  successivement à l'aide de 

60 ml d'hexane 
120 ml de solution d'éther diéthylique 5 'I.  (v/v)  dans 
de l'hexane 
120 ml de solution d'éther di.thyliqte 15 7. (v/v) dans 
de l'l,exane 

Laisser successivement ruisseler, goutte à goutte, chacune 
des solutions dans la colonne et récupérer les éluats 
dans un seul récipient. 

4. Distiller la majeure partie du solvant soue pression 
réduite et en atmosphère d'azote. 

5. Ajouter un volume exactement mesuré d'une solution de 
docriacontane dans de l'éther diéthylique, de manière 
à ajouter à la fraction de tocophérol une quantité connue 
de standard interne (environ 20 mg).. 

6. Homogénéiser le contenu du ballon en l'agitant à quelques 
reprises et verser, dans un petit ballon, une quantité 
renfermant environ 20 mg de matière s6che. 
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7. verjaag het  solvant met  een matige stikstofstrooai  dis op 
de  oppervlakte  van de  vloeistof blaat  en dit  bij lichte 
verwarming  van  het kolfje  

8. voeg aan  de  droogreet  I al B.S.À.  toe  en  plaats het  set  
een glazen stop gesloten kolfje gedurende  2 u in de  droog-
stoof bij  70 e. 

9. verjaag  met  een matige stikotofetroos, zoals onder  2.4.2.7.,  
het overschot  van B.S.A. 

10. los de verdampreat op in 1 ml koolstofsulfido en  plaats  

hot  gesloten kolfjs  in de  koelkast  Lu afwaohting van de 
0.L.C.-analyse.  

2.4.3. G.L.C.-analyse van de tocoferolfractie 

1. sta),  de gaeohronatograa f  in  bij volgende temperaturen  en 
regel de gasdebiaten  als volgt  z 

temp. oven  z 	2404  
' 	injector  z 	2600  
e 	detector  5 	2600  

stikstof (dragergas)  -ca.  30  ei/min.  
waterstof 	 *  ce. 30  zij/min. 

2. veeg nauwkeurig  in  vier veraohillende kolfjes een mungsel 
af  van alfa tocoforol un dotriaoontasn  zodat ongeveer 
volgende ponderais verhoudingen dotriaoontaan/tocoferol 
worden verwezenlijkt  z  3 t  2,:1  en  0 5  -  

Bij het gebruik  van  een jiicrobalane wordt telkens  ce. 
10 mg alfa t000fsrol  afgewogen  an  het gewicht dotriaoontaan 
aangepast  

3. ailylser  de muengeslu zoals onder  24.2.8. 

4. verjaag het overschot  van reaotisf  zoals onder  2.4.2.9. 

5. los de  verdampreaten  op  zoals onder  2.4.2.10. 

6. injecteer  I  microliter  (,1l) van  deze oplossingen  en regel de  

gevoeligheid  van de eleotrometer en de  papiersnelheid  
van de recorder  zodat  de  integratie  van de  pieken  in 
optimale  voorwaarden mogelijk wordt. Bereken  de  ver-
houding  der  pieken.  

7. borhaal,  ten minste voor  44n  oplossing,  de injeoties  

een voldoende aantal keren om  de  berekening  van de  stan-
daard afwijking mogelijk  te  maken.  indien S x  10  2 %  

niet overschrijdt mag  da reproduoeerbaarheid ls  bevre-

digend worden beschouwd.  

8. zet  du  verkregen waarden  van de  verhoudingen  der  opper-

vlakton uit tegen  de ponmieralu  verhoudingen voor  de  ver-

schillende standaard oplossingen.  Trek de  ijklijn  die  

normaliter een rechte moet benaderen. 

/. 
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7. chasoer  le solvant à l'aide d'un courant moderé d'azote 
soufflant à La surface du liquide, tout en chauffant 

légèrement le ballon. 

8. Ajouter su résidu sec I ml de B.S.A. et le placer, dans un 
ballon fermé par un bouchon de verre, rendant deux heures 
à l'étuve à 30 . . 

9. Ehasser  L'excès de U.S.A. par un courant modéré d'azote 

COOSSC dOua  2.4.2.7. 

10. Dissoudre le résidu d'évaporation dans 1 'nI de sulfure 

de carbone et placer le ballon bouché au réfrigérateur 

en attendant l'analyse C.L.C. 

2.4.3. Anaj.. G.L.O, de la fraction de toaoè4rol 

I. Entreprendre la chromatographie en phase gazeuse aux tempé- 
ratures suivantes et régler comme suit les débita de gaz 

Température four 	240' 
injecteur 	260' 
détecteur 	260' 

Azote (gaz vecteur) 	environ 30 al/min. 
Hydrogène 	environ 30 ml/min. 

2. Dans quatre ballons différents, peser soigneusement un 
mdlange de tocophérol alpha et de dotriacontane, de manière 
à réaliser A peu près les rapporta pondéraux dotriaconrane/ 
tocophérol suivants : 3, 2, 1 et 05. 

En utilisant une microbalance, peser chaque [ois envi  ron  
10 mg de cocophéroi alpha et y adapter  ie  poids de docria-
con ta ne 

3. Silyier  les mélanges selon 2.4,2.0. 

4, Chasser l'excès de réactif selon 2,4.2,9, 

5. Dissoudre les résidus d'évaporation selon 2.4.2.10. 

6. Injecter 1 microlitre (o 1) de cce solutions et régler la sensi-
bilité de l'électromètre et la vitesse du papier de l'enregistreur 

de manière à permettre l'intégration des pics aux conditions 
optimales. Calculer le rapport des  pica.  

7. Répéter plusieurs fois les injections, eu moins pour l'une 
des solutions, cmi nombre suffisant pour permettre le calcul 
de la déviation standard. Si Sx100 n'excède pas 2 7., la 

X 

reproductibilité peut être considérée comme satisfaisante. 

8. Exprimer ica valeurs obtenues des rapports des surfaces en 

relations pondérales pour les diverses solutions de réfé-
rence. Etablir la courbe d'étalonnage qui, normalement, 
doit approcher une droite. 

.1.  
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9. voer  de inje cties uit taSt  de  onbekende extracten uit  de  
olie.  De  relatieve retentietijden t.o.v. d.otacontasn 
zijn ongev.  ale  volgt * 

voor  alfa tocofurol z 0,82 
btaen  gamma t000furol z 0,67 
delta t000furol  t 0,55 

10. indien  twijfel bestaat nopens mogelijke interferentie  
van de  inwendige standaard  met  pieken uit het onver-
zeepbare, kan steeds  de  injectie worden uitgevoerd  van  
het geeilyleerde extract zonder toevoeging  van de 
I.S.  

11. indien twijfel bestaat nopens  de  interferentie  van  
bepaalde tocoferolpieken  met  andere componenten uit 
het onverzeepbare, kan  de  injectie ook plaatsvinden 
vti6r silylering 	hetgeen tot andere retentiatijden 
voert.  

2.4.4.  Berekening  

1. bereken  de  verhouding  der  oppervlakten  van de  inwendige 
standaard t.o.v.  de tocoferolpieken  uit  de te  onderzoeken 
olie  

2. lees uit  de  verhouding  der  oppervlakten  de ponderale  
verhouding af  op de  ijklijn  

3. bereken  ale  volgt het totaalgehalte aan tocoferolen 

% t000ferolen _ingewogendotrlacontaen 	100 
ponderale  

OPMERKING s Men  kan aannemen dat het specifiek antwoord  van 
de  verschillende tocoferolen gelijkaardig is als  
dit van alfa tocoferol en  dat  de  ijklijn,  mut  deze 
stof getrokken, ook  van  toepassing is voor  de 
ander'e  pieken.  

.1.  
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9. Effectuer les injections â l'aide des extraits inconnus de 
l' hui  le. LAs temps relatifs de rétention par rapport au 

•lotctocontane sont d'environ 

Pour le tocophérol alpha 	0,52 

Tocophérol bèta et gemma : 0,67 
Tocophérol delta : 0,55 

10, En cas de doute au sujet de l'interférence possible de la 
référence interne avec des pics de l'insonifisbe, Il 
est toujours possible d'effectuer l'injection de l'extrait 
silyié, sana adjonction d'i.S. 

Il. En cas de doute au sujet de l'interférence de certaine 

pics de tocophérol avec d'autres composants de l'inaponi-
fiable, l'injection peut étalement s'effectuer avant la 
ailylation,  ce qui conduit à d'autreS teapa de retantion. 

2.4.4. Calcul 

t. Calculer le rapport der, surfaces du standard interne 
par rapport aux pics de tocophérol de l'huile à analyser. 

2. Ou rapport des surfaces, lire la relation pondérale sur la 
courbe d'étalonnage. 

3. Calculer couette suit la teneur totale en tocophérols 

dotriacontane mis en oeuvre 	lcXJ 
% tocopherolse ------------- - 

 - ------ X ------------- 
relation ponoerale 	 huire mise en 

Oeuvre 

RE 14ARQLJ1 	On peut admettre que la réponse spécifique dao 
différents tocophérols est analogue à celle du 
tocophérol alpha et que la courbe d'étalonnage, 
établie à l'aide de cette substance, s'applique 
également aux autres pics. 

'I.  
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3.  Btttylhydroïyanisol (BilA,  kwantitatief)  

3  . 1 .  Reagentia  In_a2par~a uur 

Indien  niet uitdrukkelijk anders vermeld dienen alle reagentia  
Van  een zo zuiver mogelijke kwaliteit  te  zijn.  

— Natriurnnul1aat,  watervrij 

—  Olijfolie  ;  vrij  van  antioxydanten (Oleum Olivae, Ned.Ph.Ed.VI) 

—  3-BU  (*) ;  3-tert.butyl-4-hydroxyani 501 

— Plorimil,  60-100  meLjh.  vochtgehalte bepaald door middel  van  
Karl Fischer titratie Ongeveer  3 	mJm) 

—  Petroleumether.-aceton mengsel.  Meng 100 ml  aceton  en 900 ml 
petroleumether  (4 0-60° C) 

—  Zoutzuur,  3 n  

— Uatriumnitrietoplossing  2  %  (m/v). Bereid  de  oplossing elke week  
vers. 

- Natriushydroxyde  oplossing.  Los 40 gram natrittmhydroxyde op in 
500 ml  gedistilleerd "ter  en  voeg  50 ml  methanol toe.  Meng,  breng 
het  volume met  water  op  één  liter en  meng opnieuw. 

—  Chromatografie kolom  ; lLng  400 mm,  inwendige diameter  20 mm.  
Breng onder  in de  kolom een laagje  geeilaniseerde glamwol  ana en  
vul  de  kolom vervolgens  met  zoveel Plorisil dat een 1?lorimil-kolom  
van 4 cm  lang is ontstaan. Dek  de Florisil-kolom af  met  een laag  
Van I à 1 -  cm  watervrij  natrtuaisulfaat .  

Spectrofotomuter,  geschikt voor het meten bij  480 nm. 

3 .2.  !ettz.  

V. Breng  10 gram (a gram)  tot  op 1 mg  nauwkeurig gewogen monster 
kwantitatief over  in  een  150 ml scheitrechter en  voeg  50 ml  
petroleumether-aceton mengsel toe.  

2. Pipetteer achtereenvolgens  5 ml  natriuinnitriotoplomsing  en 5 ml  
zoutmuur  3 n in de scheitrechter,  sluit  de scheitrechter  onmid-
dellijk  met de  bijpassende  stop en  schud krachtig gedurende  30 sec. 

3. Laat  na  het scheiden  der  fasen  de  waterige fase af  en  extraheer  
da  organische fase tweemaal  met  achtereenvolgens  20 en 5 nil  
natriumhydroxyde-oploseing door telkens gedurende  30 sec,  krachtig  
te  schudden. Verzamel  de alkaliuche  extracten  in  een  150 nil  
eoheitreohter waartn zich  15 ml  zoutzuur  3 n  bevindt.  

(*
) liet  in de  handel verkrijgbare  BHA  is een mengsel  van 2- en 3-tert.butyl-

4-hydroxyanisol . Het verschil  in  absorptie  maximum en molaire  absorptie 
tussen  de nitrosoderivaten van  beide isomeren is verwaarloosbaar klein.  

.1.  
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3. BUtyllhydroXyanitiol  (stL.,  quantitatif) 

3.1.  Réactifs et  pparei1lee  

Sauf mention contraire expresse, toua les  réa c tifs doivent être 

d'une qualité iiusiii pure quo possible.  

-  Sulfate de sodium anhydre  

-  Huile d'olive exempte d'antioxydants  (Oleum Olivue, ed.Ph,Ed.VI) 

-  3-BEA  (*)  j 3-tert,butyle -4-hydroxyani 3ol 

- Plorisile,  60- 100  ,nesh,  Teneur en  bumidit.S déterciinée  par la  

titrution  Karl ?la c her,  environ 3  % ( m/ts) 

-  Mélange d'éther de pétrole-acétone. Mélanger 100 ml d'acétone et 
900 ml d'éther de pétrole (40  -  60 1,  c)  

—  Acide chlorhydrique 3 n  

—  Solution de nitrite de sodium 2 	(m/v). Préparer une aolution 
fraîche chaque semaine.  

-  Solution d'hydroxyde de sodium. Dissoudre 40 grammes d'hydroxyde de 
sodium dans 500 ml d'eau distillée et ajouter 50 eil Je méthanol, 
Mélanger, porter le volume à un litre avec de l'eau et mélanger à 
nouveau.  

-  Colonne pour chromatographie t longueur 400 min, diamètre intérieur 
20 mm.  D4poser  au fond de la colonne une petite couche de laine de 
verre  silanisée  et puis remplir la colonne de  Flocisile  de manière à 

obtenir une colonne de  Florjsile  de 4 cm de longueur. Recouvrir la 

colonne de  Plorisile  d'une couche de sulfate de sodium anhydre de 
1 à 1 	cm.  

-  Spectrophotomètre convenant pour la mesure 	480 na, 

.2.  'odeo2ératoire  

1. Transférer quantitativement dans une ampoule è  décaotatiot,  de  
ViO  ml, 10 grammes d'échantillon pesés  &  1 cie près (u  grannie)  et 
et ajouter 50 ml de mélange d'éther de pétrole-acétone.  

. Pipeter  successivement 5 ml de solution de nitrite de  sodium et 
5 al d'acide chlorhydrique 3 n dans l'ampoule à décantation, 
la fermer immédiatement à l'aide du bouchon approprié et agiter  
énergiquement pendant 30 secondes. 

3.  Evacuer  lu phase aqueuse après séparation des couches et extraire 
A deux reprises la phase organique  auceesat'tonient  avec 20 et 
5 rut de solution d'hydroxyde de sodium en  aitunt  chaque foin 
énergiquement pendant 30 secondes.  (ecuelilir  leu extraits 
alcaline  laan  une ampoule à décantation de 150 ml.  rerrfornnut  
IS  al d'acide chlorhydrique 3 n.  

(*)  Le 111LA vendu dans le commerce est un  mélanè'e  de 1- et 3-tert.  b:  tyle -
4-hydroxysnisol. ùi  différence en absorption maximale et absorption  
noluire  entre les  dériv4 3  nitroso  des deux isomères est faihl au  
polut d'etre négLigeable, 

và 
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4. Extraheer  de  waterige oplossing  (32.3.) met 25 mi  petroleumet.her-
aoeton  mengcel, laat  de  waterige  fane  af  in  een  150 ml  schei-
trechter  en  breng  de  organische fase  op de  1?lorisil_kolom,  

5. Extraheer  de  waterige fase  (3.2.4.)  nogmaals  met 25 ml  petroleua-
ethex'-aceton tuengcol  en  breng ook deze organische fase  op de  
Ploritiji-kolom zodra iet eerste extract  (3,2.4.) de  bovenkant  van 
de  kolom-vulling praktisch heeft bereikt.  

6. Verzamel het eluaat  vain de  Plorisil-kolom (  2,4,  0fl  3.2.5. in  een  
150 ml  ocheitreanter. Souel  de  onder  3.2.4. en 3.2.5.  gebruikte 
scheitrechtera  met 25 ml  petroleumether-aceton mengsel  en  breng  de  
opoelvioelatof  zodra het tweede extract  (3.2,5.) de  bovenrund  van 
de  kolomvulling heeft bereikt eveneens  op de  Florisil-kolom  en  
eluser.  Vang ook  dit  eluaat  op in de 150 ml  scheitrechter.  

7. Pipetteer  40 ml  natr!uahydroxyde-oploosing  in de  scheitrechter  
(3.2.6.),  schud krachtig gedurende  30  sec.  en  breng  na  het ochei  
der  fasen een deal  van de  alkalische fase over  in  een  I cm  cuvet.  

8. M_-et  de  extinctie  van de  oplossing bij  480 na  tegen natriva-.  
hydroxyde-oplosuing  ale  referentie  en  Lees  du  bijbehorende hoeveel-
heid butylhydroxynninol  in  pg  per ml  meatoplocaing  (b)  af  op de  
ijlciijn  (3.3.3.). 

3.3.  Ij  kil jn  

1. Bereid een oplossing  van  butylhydrox'janisol  in  petroleumether-
aoeton mengsel  die 100 1g per mi  bevat,  

2. Breng  in  een vijftal  150 ml  scheltrechters  10 gram  olijfolie  en  
pipetteer  In  elk  der  schoitrechters  respectievelijk  0, 1 9  2 1  5 
en 10 ml  etandaardoploceing  (3.3.1,).  Voeg aan iedere schei-
trechter  in  dezelfde volgorde  a13  voorheen toe  50, 49 9  48, 45 en 
40 ml  petroleumether-.aceton mengsel  en  meng.  

3. Behandel  de  oplossingen zoals aangegeven onder  3,2.2,  tot  en  met i  
.2,8,,  neem  in  plaats  van de  voorgeschreven  40 ml  natrium- -  

hydroxyde-oplosoing  (3.2.7,)  slechts  20 mi en  zet  de  extincties 
gemeten voor  de  etaudaardoplosuingen grafisoh  uit als functie  van 
de  butylhydroxyanicol  concentratie  in  pg  per mi  meetoplossing.  
Trek do  best passende lijn door  de  meetpunten,  

I.  
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4. Extraire la  noluttoii aqucune  (3.2.3) à l'aide de 25 ml de 
mélange d'éther de pétrole-acétone, évacuer lu  p}m:mne aqueusu  
dans une ampoule à  décantotion  de 150 ml et transférer l 
phase  org:mm,tque  sur la  col'n'.e  de  1'tori 2 il  

5, Extraire  ure  nouveJe  rois la phase  apouc  (3.2,4. 't  l'aiée  le 
25 ml de mélange d'éther de pétrole-acétone et  trtsïérer 
égaler-ent cette phase organique sur la colonne de  Plorinile  
dès que le premier extrait (3.2.4.) n pratiquement atteint la 
surface du contenu de la colonne. 

6. Recueillir  l'éluut  de la  colonr.e  de  F'lorisile  (3_2_4, et 3.2.5.) 
dans une ampoule à décantation de 150 ml. Rincer les ampoules 
à décantation utilisées sous 3.2.4. et 3.2.5. à l'aide de 25 ml de  

mélanè  d'éther de pétrole-acétone et transférer  égalenent  sur 

la colonne de  ?lorisile  le liquide de rinçage dès que le 
deuxième extrait (3.2.5.) ut atteint la surface du contenu de la 
colonne,  éluer.  Recueillir également cet  éluat danu  l'ampoule 

à décantation de 150  rel.  

7. Pipeter 40 ml de solution d'hydroxyde de sodium dans l'ampoule à 
décantation (3.2.6.), agiter énergiquement pendant 30 secondes 
et, après séparation des phases, transférer amie partie de la 
phase alcaline  oet6  une cuvette de 1 cm. 

B.  ljeurer  l'extinction 4e la solution à 480 na en présence de 
solution d'hydroxyde de  audiujn  comme référence et noter,  .ur  la 
courbe d'étalonnage (3.3.3,) la quantité afférente de  butyl-
hydroxysnisot  en j€  par mi de solution de mesure (b). 

1 Préparer une solution de  butylhydroxyanisol  daims un mélange 
d'éther de pétrole-acétone renfermant 100 g par ml. 

2. flans 5 ampoules à décantation de 150 ml,  dépo s er  10 grammes 
d'huile d'olive et  pipeter  dans chacune des ampoules  respeei-

vecient  0, 1, 2, 5 et 10  rel  de solution de référence (3.3.1.). 
Ajouter à chaque ampoule à décantation, dans le  mmmdiiie  ordre de 
succession que ci-dessus, 50 9  49, 48, 45 et 40 mi. de mélange 
d'éther de  pétrole-acétone et mélanger. 

3. Traiter la solution selon 3.2.2. à 3.2.8., en ne prenant que 20 ml 
au lieu des 40 ml prescrits de solution d'hydroxyde de sodium 

(3.2.7.) et exprimer graphiquement les extinctions mesurées pour 
les solutions de référence comme fonction de la concentration 
de  butylhydroxyanisol  en  jg  par  nl  de solution  meuréa . 
Tracer la ligne la plus appropriée par les points de mesure.  

3,3. 

- /. 
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3 4. 	ekefli$  

t  Bereken het  buty1hydroxyanl9ol  gehalte  van  het monster  in  
(Wie) met behulp  van de formule 

x 250  

waarin  

n de  inweeg  van  het monster  in  grammen  (32.1.) 

b de  hoeveelheid  butylhydro 3 jani3ol  in  ug  per inl meetoplossing 
afgelezen  op de  ijklijn  (28).  

)  

+. BHT  

De  bepaling  van  ZIT zal  in  een  latere  beschikking worden geregeld.  

I. 
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5.4. Calcul 

1. Calculer lu teneur en pour-cent  (w/m)  de  buty1hydroxyaniol  
duns  l'.!churitillon  par la formule  

-j x 250 

où 2 

a  =  le poids, en grammes, de l'échantillon mis en oeuvre (3.2.1.) 

b  =  la quantité de  butylhydroxyanisol  en eg par ml de solution 
mesurée notée sur la courbe d'étalonnage (3.2.8.).  

() 

 

	 4. BIIT 

La détermination du BUT sera réglée nana une  déciwion  ultérieure. 

-I- 
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II. Kleurstoffen 

Zie Beschikking  N (76) 11  inzake  de  toepassing  van  een  Benelux- 

referentiemethode voor het opsporen  en et  identificeren  van in  levensmiddelen 

aanwezige  in  vet oplosbare synthetische kleurstoffen.  

III. Anti-schuimmiddel 

De  bepaling  van dimethylpolysiloxasu  volgt.  

IV. Zuurgetal  en  vrije vetzuren 

Zuurgetal 

Onder het zuurgetal wordt verstaan het aantal milligrammen kalium-
hydroxide, nodig om  de  vrije vetzuren aanwezig  in 1 gram  olie  of  vet  te  
neutraliseren. 

Reagentia 

-  Mengsel  van  ethanol  en  ether.  
Meng  gelijke volumina ethanol  96  % v/v en iithylether. 
Neutraliseer  dit  mengsel onmiddellijk voor liet gebruik  met  behulp  
van 0,1 n kaliumbydroxide in thano l  na  toevoeging  van 0,5 ml indica-
toroplomaing per 100 ml van  het mengsel. 

-  0,1 n kaliumbydroxide in  ethanol  96  % v/v.  
Stel  de  titer  van  deze OplOSSing vlok voor het gebruik.  
De  oplossing dient tenminste 5 dagen tevoren  te  zijn bereid  on gede-
canteerd in  een donkere fles  met  rubber stop.  
De  oplossing moet kleurloos  of  strogeel zijn. 
Het verdient aanbeveling  de  voor het bereiden  van de  oplossing gebruikte 
ethanol  te  zuiveren door  1  liter  ethanol  met 5 i  10  gram kaliumhydroxide  
gedurende een uur zacht  te  laten koken  en  vervolgens af  te deetilleren. 

-  0,5 n kaliumhydroxide in  ethanol  96  % v/v.  
Zie opmerking gemaakt bij  de 0,1 n kaliumhydroxide oplosaing. 

-  Indicator-oplossing :  los 1 gram fenoiftaleïne op in 1 00  ml  ethanol  96 % v/v.  
Voor donkere oliën :  los 2 gram alkaliblauw 68 op in  WO  ml  ethonol  96%  v/v.  

Werkwijze  

1.  Weeg  in  een konische kolf  van 250 ml  af  5 à 10 gra in  van  het  te  onderzoeken 
monster. Weeg tot ot)  0,01 grain  nauwkeurig.  

.1.  
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II. Colorants 

Voir Décision M (76) 11 concernant l'application d'une méthode do 

référence  BCC.1UX  pour la recherche et l'identification des colorants synthé-
tiques liposolubles présents dans les denrées alimentaires. 

III. Antimouseant  

La détermination du diméthylpolymiloxane suivra. 

IV. Degré d'acidité et acides gras libres 

D 
Indice d'acide 

Par indice d'acide on entend le nombre de mg &h:!droxyde de 
potassium rnceûsaire pour neutraliser les acides gras libree contenus 

dans 1 g d'huile oii de graisse. 

Réactifs 

élange d'éthanol  et d'éther. 

Mélanger des volumes égaux d'éthnol  ?6 H  v/v  et d'éther diéth"lique. 
Neutraliser ce mélange immédiatenent avant l'emploi à l'aide d'hydroxîde 

de potassium 0,1 n dans de l'éthanol, après adjonction de 0,3 ml de 
solution d'indicateur par 100 ml du méluriRe. 

-  Hydroxyde de potaeoiuin 0,1 n  duns  de l'éthanol 0€ H v/v. 

htablir  le titre de cette solution ijwiédinte:ient avant l'emploi.  
Ja  solution doit être pr6pare au moins 5 jours  pr  ;vat et décantée 
dons un flacon en verre sombre muni d'un bouchon on caoutchouc. 
La solution doit être incolore ou jaune paille. 

Il est recoiumartdeble de purifier l'éthanol utilisé four la nrénera-
tion de la solution, en raiaant bouillir doucement, pendent une 

heure, 1 1 d'éthanol et 5 à 10 g d'hydroxyde de potasrium en di s til-
lant ensuite. 

-  Hydroxyde de potneslum 0,5 n d,.ns de l',Çthnnol. 06 	v/v. 
Comme le solution n, I r. 

-  Solution d'indicateur 	dissoudre 1  g de phnolnhtaiéine dans 100 ml déthsnol 
96  %  
Pour les huiles foncées dissoudre 2 g de bleu alcalin 6u dans 100 ml d'éthanol 
96 

Mode oératoirb 

1. Dans un vase conique de 250 ml, peser, à 0,01 g près, 5 à 10 g de l'échantillon 
à examiner. 

I.  
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2. Loe het monster  op in  ongeveer  150 ml van  het geneutraliseerde mengsel  
van  ethanol  en  ether.  

Indien de  verkregen oplossing niet volkomen helder is, wordt zoveel  
extra van  het mengsel  van  ethanol  en  ether toegevoegd tot een heldere 
oplossing is verkregen.  

3. Titreer  de  verkregen oplossing  al  schuddend  met de 0,1 n  oplossing  van 
kaliumhydroxide in  ethanol uit een buret  met  een schaalverdeling  in 0,1 ml  
tot  de kleuroms lag  van de  indicator.  De rose  kleur  van  het fenoiftaleïne 
moet gedurende tenminste  10  seconden zichtbaar blijven.  

L• Indien de  gebruikte hoeveelheid  0,1 n kaliumhydroxide  groter  in dan 20 ml,  
wordt  de  bepaling herhaald onder gebruikmaking  van de 0,5 n  oplossing  van 
kaliumhydroxide in  ethanol. 

Het zuurgetal is :  V x 56,1 
M  

weerbij  

V  het  volume in ml n  oplossing  van kaliuinhydroxide in  ethanol, verbruikt 
bij  de  titratie  

M • de massa in  grammen  van  het ingewogen monster. 

Opmerkingen  

Indien de  oplossing tijdens  de  titratie troebel wordt, voegt  men  een  extra  
hoeveelheid  van  het mengsel  van  ethanol  en  ether toe.  

Indien  het bij donker gekleurde olien niet mogelijk is  de  kleuromslag  van  
het fenolftaleine duidelijk waar  ta  nemen, kan  men alkallblauw  68  sla indi-
cator gebruiken. Ook  in dit  geval dient  na de  kleuromslag  van  blauw naar 
rood verkregen kleur tenminste  10 sec, te  blijven bestaan. 

Bij olien  en  vetten,  die laurinezuur  bevatten dient  de  temperatuur  van  het 
ethanol-ether mengsel tijdens de titratie tussen  15°  en 20° C te  zijn. 

Vrije vetzuren, uitgedrukt als oliezuur  

De  bepaling wordt uitgevoerd als hiervoor beschreven. 

Het gehalte aan vrije vetzuren, uitgedrukt als oliezuur wordt als volgt berekend 

28,2xV 	%  
M  

waarbij  V en M  dezelfde betekenis hebben als bij  de  berekening  van  het zuurgetal.  

'I.  
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2. Dissoudre l'échantillon dans 150 ml environ du mélange neutralisé 
d'éthanol et d'éther. 

St la solution obtenue n'est pas parfaitement limpide, ajouter une 
quantité supplémentaire du mélange d'ethanol et d'éther Jusqu'à 
obtention d'une solution limpide. 

3. Titrer jusqu'au virage de l'indicateur la solution obtenue en l'agitant 
avec la solution 0,1 n d'hydroxyde de potassium dans l'éthanol Contenue 
dans une burette graduée en 0,1 ml. La coloration rose de la phénol-
phtaléine doit persister pendant 10 secondes au moine. 

+.  Si la quantité utilisée d'hydroxyde de potassium 0,1 n dépasse 20 ml, 
répéter la détermination en utilinant le solution 0,5 n d'hydroxyde 
de potassium dans l'éthanol. 

Calcul 

l'indice d'acide est 	V x 
M 

Y  =  ie  volume, en ni, dsolution n hydroxyde de potasiuurn '"s l'th'.nol 
utiliné pour le titrege 

1- r1oae, e" i, de l'oeh'ntillon ri3  en o-uvre. 

Remarques 

Si la solution se trouble perdant le titrage, ajouter une quantité 
supplémentaire du unélanged'éthanol et d'éther. 

Te bleu alcalin 6Ti peut être utilisé comme indicateur pour )e huiles 
foncées dont la couleur ne permet pas d'apercevoir nette'ient le virage 
de la phénolphtalétne. Dans ce cas aussi, la color'tion obtenue après 
virage de 1' indicateur du bleu au rouge doit persister au moins pendant 
10 secondes. 

Pour les huiles et graisses contenr'nt de i'ncidelaurique, la température 
du mélenge d'éthanol et d'éther doit ee situer entre 15 et 20° C 
pendant le titrage. 

Acides gras librCs r  exprimés en acide oléique 

La détermination s'effectue comme decrit ci-de.ju. 

La teneur en acides gras libres, exprimée en acide oléique est calculée cornac 
suit 

28,2EV 	%  
M 

OÙ V et H ont la même signification que pour le calcul de l'indice d'acide. 

.1.  
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V. Vluchtige  atoffen  

Onder vluchtige stoffen worden verstaan, water  en  andere bestanddelen,  
die  worden bepaald door  massaverliee,  bij verwarming bij  105°  C. 

1.1.  Anparatuur 

-  Schaal  met  platte bodem,  8 à 9 cm  diameter, ongeveer  3 cm  diep  
(Petri-schaal)  

•  Thermometer gegradueerd  van 80  tot  110° C,  ongeveer  10 cm  lang, voorzien  
van  een expansieruimte boven het kwikreservoir  

-  Zandbak  of  warmplaat  

1.2.  Werkwijze  

1. Bepaal het gewicht  van  een vooraf gedroogde schaal  met  platte bodem, 
waarin zich een korte thermometer bevindt.  

2. Breng ca-  20 gram van  het  moneter  in de  echal  en  weeg tot  op 0,01 gram  
nauwkeurig.  

3. Verwarm  de  schaal  met de  inhoud  op  een zandbad  of op  een  verwarmingeolaat,  
waarbij  de  temperatuur  met  ongeveer  10° C per  minuut verhoogd wordt tot 
een temperatuur  van 900  C  is bereikt. Roer hierbij voortdurend  met de  
thermometer.  

+.  Verhoog, onder voortdurend roeren,  de  temperatuur langzaam tot  103  +  20 C, 
let  er hierbij  op  dat  géàn  monstermateriaal door  epatten  verloren gaat. 
Overschrijd daarbij  de 105°  C  niet. Blijf roeren door  de  thermometer 
over  de  bodem  van de  schaal  te  bewegen tot geen  dampbelletjen  meer naar 
boven komen.  

5. Cm  er zeker  van te  zijn, dat  al  het water is verwijderd, dient het  ver-
warmingsproces tot  103  +  20 C  enige malen  te  worden herhaald, waarbij  
men  tuaaentijds  steeds tot  95° C  laat afkoelen.  

6. Laat vervolgens afkoelen  in  een  exmiccator  tot kamertemperatuur  en  weeg.  

7. Herhaal  de  boven beschreven bewerking totdat het verschil tussen  de  resul-
taten  van  twee opeenvolgende wegingen niet meer bedraagt  dan 0,002 gram. 

1.3.  Berekening  

j
Het gehalte aan bij  105° C  vluchtige stoffen bedraagt  

(M,_M2)x2 	%  

waarbij  

de  massa  in  grammen  van  het ingewogen  aoneter.  

de massa in  grammen  van  schaal  en  inhoud  vôdr  de  verwarming.  

•  de massa in  grammen  van  schaal  en  inhoud  na de  verwarming tot  constante  
• 	 massa.  

Opmerking  

• 	 Een vermeerdering  van de massa van  het monster  na  herhaald verwarmen wijst  
op auto-oxydatie  van de  olie  of  het vet.  In  dat geval wordt het resultaat  
van de  weging gebruikt,  direct  voordat  de massa  ging toenemen.  



Annexe 

V. Matières volatiles 

Par matières volatiles, on entend l'eau et autres composants, 

déterminés par  oerte  de manse, en chauffant à 105° C. 

1.1.  Annoreillafe 

-  Capsule à fond plat, diamètre de 8 à 9 cm, orofondeur d'environ 5 cm 

(plaque de Pétri)  

-  Thermomètre gradué de 80 à 110° C, long d'environ 10 cm, muni d'un 
vase d'expansion au-dessue du réservoir de mercure  

-  Pain de sable ou plaqua chauffante. 

1.2. Mode opératoire 

1. Déterminer le poids d'une capsule à fond plat ayant fait l'objet 

d'une  prédesaiccation  et o me trouve un thermomètre court.  

Poser dons la c,nrule environ '° r de  1 1 4cnntillon  et peser à 
() 	 0,01  g orè9.  

3. Chuffer  in  cansule  et zon contenu sur un  bsjn  4e s -bie  ou  
nur une ploiue ch'uffante, en éievent  l it  te'pr'ture d'environ 
100 C per minute  ueeu'à  90° C. Agiter  conotar,ment .wec  le ther-
momètre. 

4. A'u'nenter,  en ;itnt constemnent, lente'ent  in  ten"rnt're  
ic 	°  C. Prdvenir des proectlons ofin de ne o 	nerdre une 
n,'rtle  de 	 'e  ne.n dp:'sser lO °  C.  0ontlnuer  t r1 ter 
en remuant le  thermomètra nur  le fond de l  caam'le 	 noment 
oi t , ,ut dé'ntement dc  bulles o  cesé.  

5. Pour s'assurer que toute l'eau a été éliminée,  rép.iter  plusieurs  
fois le  chat*ffuge  à 103 	2° C,  cii  le séparant pur des refroidisse- 

ments jusqu'à 95° C. 

6. t.aieer  refroidir dans un  exaicoateur  jusqu'à la  tenpérture 
ainbinnta  et peser. 

7. Répéter les opérations ci-dessus jusqu'à  oe  que la différence 

entre les résultats de deux pesées successives n'excèdent nos 

0,002 g. 

1..  Caicul  

Lu teneur en matières volatiles à 105° C est égale à  

- 	 (M 1 -M,)x 100  
ou: 	 M. 
M.  -  la musse en grammes, de l'échantillon mis en oeuvre. 

M 1  - la masse en grammes, de la capsule et du contenu avant 1e chauffage. 

M 2  - la musse en  grarwnes,  de la capsule et du contenu après chauffage 

jusqu'à  insase  constante. 

Une augmentation do la masse de  l''chuntiUon  après un chauffage répété 
indique qu'une auto-oxydation de )»huile ou de la graisse s eu Heu. Dans 

ce cas, prendre comme résultat la pesée effectuée Immédiatement avant que 

la masse ne commence à augmenter. 

'I.  
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VI,  Identificatie  van  olijfolie verkregen uit eerste pereing  

1 . Specifieke extinctieooëfficiënt bij  270 na (K27  

De  specifieke extinctiecofijcint  van  olijfolie bij  270 nu 
(x270 ) in de  extinctie  van  een oplossing  van 1 gram  olie  in 100 ml 
2.2.4.- trimethy1pontan gemeten bij  270 nu in  een  1 cm ouvet 

El om 
(270  run)].  

1 • 1. pnaratuur en reentia 

- Speotrofotometer 

- Kwartaouvetten,  optische weglengte  10 mm 

-  2.2.4.-trinethylpontaan  (13o-ootaan) analytisch zuiver.  
De tranomissie in  procenten moet  ton  minste  98  %  bedragen gemeten 
bij  270 un  ten opzichte  van  water  ale  referentie. 

-  Maatkolven  van 100 w). 

-  Analytische balans.  

1.2.  Werkwijze  

1. Weeg  1 gram  olie tot  op 1 mg  nauwkeurig af  en  breng  dit met 
iso-octaan kwantitatief over  in  een maatkolf  van 100 w). 

2. Vul  met iso-ootaan  tot  de  merkstreep aan  en  meng.  

3. Breng een deel  van de ineetoploseing (1.2.)  over  in  een kwartscuvet  
met  een optische weglengte  van I cm en  meet  de  absorptie  van de 
meetoplousing  bij  270 nu  tegen ino-octaan als referentie  (K270). 

2. Soecifieke extinctiecofficint van olilfolie  bil  270 nu na behandelin 
met  gedefiactiveerd alumniufnoxyde  

De  definitie  van de  specifieke extinctiecoëfficint evenals  de  
meting hiervan zijn identiek aan  die  beschreven onder  1 • V66r de  meting 
wordt  de  olijfolie echter behandeld  met  basisch aluiuiniumoxyde.  

2,1 . Behandeljn  metede2activeerda1uninjumoxde 

1.  Verhit basisch aluminiuinoxyde voorzien  van de kwaliteits aanduiding 
voor chromatografie  en met  een korrelgrootte tussen  30 en 130  t4m 
(gemiddelde korreigrootte  80 pu) in  een porceleinen schaal gedu-
rende 3  uur bij  380  tot  400° C.  Stel  de aotivitet van  het 
aluminiumoxyde zoals voor het onderzoek vereist,  in  door aan  
100 gram 5 ml  water toe  te  voegen  en  meerdere malen goed  te  mengen. 

Bewaar het mengsel gedurende één nacht  in  een hermetisch gesloten  

vat ;  het alujniniumoxyde is  nu  voor gebruik gereed.  

.1.  
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VI. Identification de l'huile d'olive vierge 

1. Coefficient d'extinction spécifique à__270 na (K210) 

Le coefficient d'extinction spécifique de l'huile d'olive à 
270 na (9.10 ) est l'extinction d'une solution do 1 gramme d'huile dans 
100 ml de 22.4. — trimé thylpentane, mesurée à 270 na dans une cuvette 
de 1 cm  fà"  (270 na) 

Liom 

1  •  1. 	reillae et réactifs 

- Soectrophotomètre. 

-  Cuvettes de quartz, chemin optique 10 aus. 

'T) 	 - 2.2.4.-triméthylpentune (1mo-octane) analytiquement pur. 
La transmission en pour-cent, mesurée à 270 na pur rapport à l'eau 
prise commue référence, doit être d'au moins 90 . 

-  ballons jaugés de 100 ml. 

—  Balance analytique. 

1.2 e  Téoièojdratoire 

1. Peser 1 gramme d'huile à 1 mag  près et le transférer quantitativement 
avec de l'iso-octane dans un ballon jaugé de 100 mi. 

2. Compléter jusqu'au trait à l'aide d'iao-Octone et mélanger. 

3_ Transfércr une partie de in solution à mesurer (1.2.) dune une 
cuvette de quartz à chemin optique de 1 cm et mesurer l'absorption 
de la solution à 270  om  Contre lio-octane comme référence 
( 270 ). 

2. Coefficient d'extinction spécifique de l'huile l'olive à 270 nm après 
traitement à l'oxyde d'aluminium désactivé 

la définition du coefficient d'extinction spécifique de madame que 
sa masure sont identiques à aches décrites sous 1. Toutefois, avant la 
mesure, l'huile d'olive est traitée à l'oxyde d'aluminium basique. 

2 . 1.  Truite men tàl'oyde d'aluminium désactivé j 

1. Dans une cuvette de porcelaine, chauffer pendant 3 heures à 
300-400 0  C l  de l'oxyde d'aluminium basique portant la mention de 
qualité pour chromatographie dont les granules ont une dimension 
entre 30 et 130,-n (dimension moyenne 00 ,em). Ajuster l'activité 
de l'oxyde d'aluminium requise pour la recherche, en ajoutant 5 ml 
d'eau à 100 grammes et en mélangeant soigneusement â ptusieurs 
reprises. Conserver le mélange pondant une nuit dans un récipient 
hermétiquement fermé ; l'oxyde d'aluminium est itin2i prêt à l'emploi. 

-I.  
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2.  Controleer  de  activiteit  van  het onder  2.1.1.  verkregen aluminium-
oxyde als volgt. 

Breng  30 gram  aluminiunoryde  verkregen onder  2.1.1  •  in  een  chrou-
tografiekolom  met  een inwendige doorsnede  van 35 mm,  lang  450 mm 
en  voorzien  van  een  afvoerbuia  met  een inwendige doorsnede  van  
ongeveer  10  wo. Tik voorzichtig  met de  onderkant  van de  kolom zo 
lang tegen een houten oppervlak tot  de  kolomvulling niet verder 
Inzakt.  kaak  een mengsel  van 95  %  olijfolie  van  eerste persing 
(maagdelijke olijfolie)  mot  een specifieke  extinctieoofficiönt  
van  kleiner  dan 0 9 18 en 5  %  arachide-olie behandeld  met  bleekaarde  
en  waarvan  de  specifieke  extinctiecofficiNnt  ton  minste  4  
bedraagt  (i.).  Lom  10 gram van dit  mengsel  op in 100 mi n-heitaan  
en  elueer  over  de  kolom. Vang het  elunat  op in  een paaiende kolf  
en  verdamp het oplosmiddel onder  vacuum  bij een temperatuur niet 
hoger  dan 25 °  C.  Bepaal  op de  wijze aangegeven onder  1. de  speci-
fieke  extinctjeoofficjnt  van  het residu. Deze moet  tan  minst  
0,11  bedragen.  Indien  niet hieraan is voldaan  -  de  geconjugeerde  
trinen  zijn niet  gelueerd -  moet een maar  gedesactiveard 
aluminiumoxyde  worden bereid (meer water toevoegen onder  2.1.1.) 
en  opnieuw  op de  hierboven beschreven wijze  de  activiteit worden  
gecontroleerd.  

3'.  Breng  30 gram van  het onder  2.1.1.  verkregen  gedesactiveerde 
basiach aluminiumoxyde  in  een kolom zoals beschreven onder  2.1.2. 
en  vul deze  op de  eveneens daar aangegeven wijze. Maak een  
oploasing  van 10 gram van de te  onderzoeken olie  in 100 mi n-hexaan  
en  elueer  deze over  de  kolom. Damp het oplosmiddel af als aange-
geven onder  2.1.2. en  bepaal  de  specifieke  extinctiocoetficint  
van  het residu bij  270 mm ale  aangegeven onder  1.2. 

3.  Bepaling  van de  variatie  van de  specifieke  extinctiecofr1cint  (K) 

Do  variatie van de  specifieke  extinctiecoefficint  AK  wordt als 
volgt gedefinieerd  z 

K  -  0,5 (K 	+ K 	) n 	 m-4 	m+4  

waarin  z 

Km  -  de  specifieke  ex-tinctiecogfficint  gemeten bij het maximum  van  
absorptie bij ongeveer  270 un. 

K 	en K 	de  specifieke  extinctiecofficunten  gemeten bij golflengten 
n 	n- 	

die ton  opzichte  van de  golflengte  van  het absorptie- 
maximum  4 na  naar boven  en  beneden zijn verschoven. 

OPMERKING  z Indien  het Spectrum geen  maximum  vertoont  in de  buurt  van 
270 na  worden  de  extinotiecodffici'éntan  gemeten bij  270 9  266 
en 274 un. 

.1.  
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2. Contrôler comme nuit l'otivité de l'oxyde d'alwajnjua, obtenu 
selon 2.1.1. 

Déposer 30 grammes d'oxyde d'aluminium obtenu selon 2.1.1. dans 
une colonne pour chromatographie ayant un diamètre  interieur  de 
35  zus  et une longueur de 450 mm et dotée d'un tube d'évacuation 
dont le diamètre intérieur  eet  d'environ 10  mei.  tapoter prudemment 
lu partie inférieure de la colonne contre une surface de bois 
jusqu'à ce que le niveau du contenu de la colonne ne e'abaise plus. 
Confectionner un mélange de 95  % d'huile d'olive vierge ayant un 
coefficient d'extinction spécifique inférieur à 0,18 et de 5  %  
d'huile d'arachide traitée à l'argile smectique dont le coefficient 
d'extinction spécifique est d'au moins 4 (i.). Dissoudre 10 grammes 
de ce mélange dans 100 ml d'hexune n et éluer sur la colonne. 
Recueillir l'élumt dans un ballon approprié et évaporer le solvant 
sous vide à une température ne dépassant pas 25° C. Déterminer le 
coefficient d'extinction spécifique du résidu de la façon énoncée 
sous 1.. Ce coefficient doit être d'eu moins 0 1 11. Si cette condi-
tion n'est pas remplie - les triènes conjugée ne sont pas élués - 
il faut préparer un oxyde d'aluminium plus désactivé (ajouter 
davantage d'eau sous 2.1.1.) et contrôler à nouveau l'activité de 
la façon décrite ci—dessus. 

3. Déposer 30 grammes de l'oxyde d'aluminium basique désactivé 
obtenu selon 2.1.1., dans une colonne décrite sous 2.1.2. et la 
remplir de la manière qui y est également décrite. Confectionner 
une solution de 10 grammes de l'huile à examiner dans 100 ml 
d'hexane n et i'éluer sur la colonne. Evaporer la solvant selon 
2.1.2. et déterminer le coefficient d'extinction spécifique du 
résidu à 270 na selon 1.2. 

3. Détermination de la variation du coefficient d'extinction spcifigue  (AK) 

18 variation du coefficient d'extinction spécifique /3K est 

définie comme suit z 

8K  - K_ 0,5 (tc4 + K m+4) 

où 

K 	le coefficient 	 spécifique mesuré au maximum 
d'absorption à environ 270 ne. 

K 	et K 4 	les coefficients d'extinction spécifique mesurés à 
des longueurs d'ondes déplacées de 4 na au—dessus et 
en dessous de la longueur d'onde du maximum 
d'absorption. 

REMARQUE s 

Si le spectre ne présente pas de maximum aux abords de 270 na, 
les coefficients d'extinction sont mesurés à 270, 266 et 274 mm. 

.1.  
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3.1.  Werkwize  

1. Meet het  UV-spectrum  van de  onder  1.2.1.  verkregen oplossing  en 
bepaal  de  specifieke extinctiecoétficinten  Km  Km+4 en Km 

2. Indien de abiorptiekurve  geen  maximum  vertoont moet worden 
gehandeld  ale hiervoren  aangegeven onder OPIERKING.  

VII.  Aantonen  van  residu-olie  in  olijfolie  

1. Be].lier-reactie  

1 • 1. 	aj-atuuren reent1a 

-  Maatkolven  van 100 en 500 ml 

- Terugvloeikoeler 

-  Maatpipet  van 5 ml met echaalverdeling in 0,1 ml 

-  Thermometer  met  een schaal  van 15  tot  60° C 

- Kallunhydroxyde-oploesing.  Los 42,5 gravi 1l1umhydroxyde  op in 
72 ml  gedestilleerd water, vul  in  een  500 ml  maatkolf tot  de  maat-. 
streep aan  met  ethanol  96 % (v/v) en  meng. 

-  Ethanol  70  %  ('nv).  

- Azijazuuroploasing. 	Maag  1  volumedeel azijnzuur  met 2  volumedelen 
water. Titreer  1,5 ml  van de  oplossing  met de  hierboven genoemde 
kaliumbydroxyde-oplossing ; indicator fenolftalofne. Het verbruik 
aan kaliurshydroxydo-oplossing moet precies  5 ml.  bedragen. Ie  dit  
niet het geval  dan  moet  de azijnzuuroplossing net  azijnzuur  of  water  
op  deze waarde worden ingesteld.  

1.2.  Voorbereiding. van  het monster 

Verwarm,  indien  nodig,  de  olie voorzichtig tot alle vautgeworden 
bestanddelen vloeibaar zijn  en  filtreer door een vouwfilter  ter  
verwijdering  van  aanwezig water.  

1.3.  Werkwize  

1. Pipetteer  1 ml  monster  in  een  100 ml  kolf  en  voeg  5 ml kallum-
hydroxyde-oplossing toe.  

2. Plaats een terugvloeikoler  op de  kolf  en  kook  de  inhoud gedurende  
10  minuten onder terugvloeiing.  Meng de  inhoud af  en  toe door 
schudden.  

3. Koel af tot kamertemperatuur  en  voeg  1,5 ml azijnzuuroplossin.g 
evenals  50 ml van de  tot  50 °  C  verwarmde ethanol  70  % (v/v)  toe.  

4. Maag zorgvuldig, plaats  de  thermometer  in de  oplossing  en  laat 
afkoelen. Bekijk  de  oplossing zodra deze  de  temperatuur  van 45 °  C  
heeft bereikt.  Indien  zich gedurende  de  afkoeling  van de  oplossing 
over het temperatuurtraject  van 45  tot  40 0  C  een vlokkig neerslag 
vormt is  de  reactie  op  residu-olie positief. 

OPMERKING z Wanneer een niet-vlokkig neerslag ontstaat moet  de  
oplossing  (1.3.4.)  gedurende tenminste  24 mur en  zo 
nodig gedurende  48  uur bewaard bij  20  tot  22° C.  
Ontstaat alsnog een vlokkig neerslag  dan  is  de renoue  

eveneens positief. 
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1. Mesurer le spectre UV de la solution obtenue selon 1.2.1. et 
déterminer les coefficients d'extinction spécifiques K 	K 

ta' 	in+4 
et K 

ta-4 
2, Si la courbe d'absorption ne présente pas de maximum, il faut 

opérer coalwu indiqué sous REKARQIJKci-dessus. 

VII. Détection de l'huile rsiduaire dans l'huile d'olive 

I • Réaction Belijer 

1 • I. pnreil3ue et r.nc tifs 

-  Ballons jaugés de 100 et 500 ml 

-  Réfrigérant à reflux 

-  Pipette calibrée de 5 ml avec étalonnage es 0 1 1 ml 

-  Thermomètre échelonné de 15 à 600  C  

-  Solution d'hydroxyde de potassium. Dissoudre 42,5 grammes 
d'hydroxyde de potassium dans 72 cil d'eau distillée, compléter 
jusqu'au trait dans un ballon jaugé de 500 al à l'aide d'éthanol 
96 	(v/v) et mélanger. 

Ethanol 70 % (v/v). 

-  Solution d'acide acétique. Mélanger un volume d'acide acétique et 
2 volumes d'eau. Titrer 1 9 5 ml de lu solution à l'aide de lu solu-
tion d'hydroxyde de potassium précitée ; indicateur : phénolphtaléine 
L'utilisation de solution d'hydroxyde de potustiiwa doit être 
exactement de 5 ml. Dans la négative, il  fuut  ajuster la solution 
d'acide acétique à cette valeur à l'aide d'acide acétique ou d'eau. 

1.2.  Pryaration e_lLéun!i1ln 

Au besoin, chauffer prudemment l'huile jusqu'à liquéfaction de 
tous lus composants solidifiés et filtrer sur un filtre plissé pour 
éliminer l'eau présente. 

1.3. 

1. Pipeter  1 al de l'échantillon dans un ballon de 100 ml et ajouter 
5 ml de solution d'hydroxyde de potassium. 

2. Placer un réfrigérant à reflux sur le ballon et faire bouillir le 
contenu pendant 10 minutes sous reflux. Mélanger le contenu de 
tempo à autre en l'agitant. 

3. Refroidir à la température ambiante et ajouter 1,5  tal  de solution 
d'acide acétique ainsi que 50 ml d'éthanol 70 	(v/v) chauffé à 
50° C. 

4. Mélanger soigneusement, placer le thermomètre dans la solution et 
laisser refroidir. Examiner lu solution dès que sa température et 
descendue à 45° C. Ia réaction à l'huile résiduaire est positive 
si, au cours du refroidissement de lu solution, un précipité flo-
conneux se forme pendant le passage de la température de 45 è 40 0  C. 

REMARQUE 	'il se forme un précipité non floconneux, il faut con- 
server la solution (i .3.4.) pendant au moins 24 heures 
et au besoin pendant 40 heures à 20 à •.!Ô C. Si un 
précipité floconneux se forme à ce moment, la réaction 
;t é;1'uint positive. 
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VIII.  Onderzoek  van  olijfolie  op  aanwezigheid  van  andere o1in  
analyse van de  oterolfractie  van  vetten  en  olien  

1.  Begineel. 

Gaschromatografiache  analyse van de  aterolen,  welke door middel  
van  dunnelaagchromatografie  uit  de  onverzeepbare  rest werden afgescheiden,  
die  voorzichtig werd gedroogd.  

2.  Toestellen  

1. apparatuur voor dunnelaagchromatografie,  met  name bestaande uit vier 
glasplaten  van 20 x 20 x 0,4 cm  en 2 van 20 x 5 x 0,4 cm en  een micro-
spuit  van 0,1 ml 

2. bekerglas  van  50 ml 

3. filterkroezen  met  poreusheid  3,  doorsnede  15 mm 	 ) 

4. kolf  van 100 ml 

5. centrifugenbuisje  van 10 ml met  conische bodem  en  ingeslepen  stop 

6. pipetten  van 1  nl  met  schaalverdeling  

7. gaschromatograaf voorzien  van  een vlamioniaatiedetector,  met  zilveren  
of  glazen intjactieaysteera  of  systeem voor  directe  injectie  op de  kolom  
en  registreerapparatuur  (recorder) 

8. kolom voor gaschromatografie  van glas of  roestvrij staal.  U- of  spiraal-
vormig  met  een lengte  van 1  tot  2  meter  en  een binnendiameter  van 3  tot  
k mm  -  stationaire fase  van  siliconrubber  (methyltype  (1)),  stabiel tot 
ten minste  300° C, 2  tot  4 5 op  gecalcineerde  met  zuur gewassen  en  gesi-
laniseerde diatoaeeënaarde  met  korre lgrootte  80/100 of 100/120  mesh 

pmerkinj  aangezien sommige soorten roestvrij staal foutieve resultaten 
kunnen veroorzaken door ontleding  van de  sterolen,  wordt aanbevolen 
gebruik  te  maken  van glas. 

9. ?4icroapuit  waarmee hoeveelheden tot  5 of  10,01 kunnen worden geïnjecteerd.  

3.  Reeentia  

1. chloroform voor chromatografie  

2. benzeen voor chromatografie  

3. heptaan  

4. silicagel  (bij voorbeeld Kiesalgel  G) z 

5. Vergelijkingsoplossing voor dunnelaagchromatograf ie bestaande uit een 
oplossing  van 5  %  cholesterol  in  chloroform  

(1)  Bij voorbeeld  SE 30.  
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VIII. Recherche de la présence d'autres huiles dans l'huile d'olive 
analyse de la fraction sterolique des corps gras 

1. Princine  

Analyse par chromatographie en phase gazeuse des stérols séparés 
par chromatographie mur couche mince à partir de l'insmnoniflahle 
séché avec précaution. 

2. Appereil1ue  

1. appareillage pour la chromatographie sur couche mince, comprenant en 
particulier quatre plaques de verre de 20 x 20 x 0,6 cm, deux de 
20 x 5 x 0,6 cm et une micromeringue de 0,1 ml 

2. bécher de 50 ml 

I  ) 
	

3 filtres poreux, porosité 3, diamètre 15 mm 

1 ballon de 100 ml 

5. éprouvette de centrifugeuse à fond conique de 10 ml, munie d'un 
bouchon rodé 

6. pipettes graduées de 1 ml 

7. appareil de chromatographie en phase gazeuse, équipé d'un détecteur 
à ionisation de flamme avec un injecteur en argent ou en 'serre ou 
système d'injection directe sur la colonne et relié è un enregistreur 

8. colonne de chromatographie en phase gazeuse, en verre ou en acier inoxy-
dable eu U ou spirale, de 1 à 2 m de long et de 3 à 6 mm de diamètre 
intérieur ;  phase stationnaire de gomme de silicone (type mét}iyl (1)) 
stable jusqu'à au moins 300"C, imprégnant au taux de 2 à 4% une 
terre de diatomée calcinée, laves aux acides et silanisee, de granulo-
métrie 80/100 ou 1001120 mesh. 

Rrnaroe:  certains types d'acier inoxydable pouvant provoquer des résul-
tats erronés par détérioration des stérols, le verre est recommandé 

9. microseringus  pouvant fournir des volumes atteignant 5 ou 10 

3. Réactifs 

1. chloroforme pour chromatographie 

2. benzène pour chromatographie 

3. heptane 

4. gel de silice (par exemple Kieselgel G) 

5. Solution de référence pour la chromatographie sur plaque constituée de 
cholestérol à 5  % dans le chloroforme 

( l) Par exemple SE 30. 
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6. aceton voor chromatografie  

7. Natriumzout  van 2'7 1 -dichloorfluoresceïne,  0,1  %  oplossing  in  absolute 
ethanol  

8. pyridine  

9. hexamethyldiailazaan  

10. trimethylchloorailaan  

11. oplossing voor  de gevoaligheidstest : 1 mg  cholesterol  in ml n-pentaan  

12. oplossing voor  de  bepaling  van  het scheidend vermogen  0,9 mg fyto-
sterolen van  raapolie  en 0,1 mg  cholesterol  in ml n-pentaan.  De sterolen  
moeten  vers  bereid zijn zoals beschreven  in  punt  B van  de  werkwijze  

13. oplossing voor  de  referentieproef  1 mg fytosterolen van zonnebloemolie  
in 1 ml n-pontaan, vers  bereid zoals omschreven  in  punt  B van de  werk-
wijze. 	 )  

14•  Bereiding  van de  platen Voor dunnelaagchromatografie 	 - 

Plaats  in  het uitatrijkapparaat achtereenvolgens een plaat  van 20 x 5 X 

0,1+ cm,  vier platen  van 20 x 20 x 0,1+ cm en sert  plaat ven  20 x 5 x 0,1+ cm.  

Breng  in  een kalf  van 500 ml met  wijde hals 140 g silicagel en  ongeveer  
80 ml  water. floer  met  een glazen staaf, eventueel  met  een mechanische roerder, 
tot een homogene muspensie is verkregen. Verwijder eventuele ingesloten gas-
sen door gedurende ten minste  1  minuut  de  kolf onder vacuüm  te  brengen met 
behulp  van  een wateretrsalluchtpomp. Breng daarna  de mumpensie  over  In  het 
uitatrijkapparaat, stel  de  dikte  in op 0,5 min en  bedek  de  platen gelijkmatig. 
Droog  de  platen gedurende ongeveer  15  minuten aan  de  lucht  en  vervolgens  
2  uur  in  een droogstoof bij een temperatuur  van 105° C.  Bewaar  de  aldus 
bereide platen  in  een exsicator ouder vacuüm.  

5.  Werkwijze  

5.1. Bers 1dfn van de ortverzepbere  rest 

Inleiding 

Onder  de onverzeepbare  rest worden verstaan  de  stoffen,  die  oplos-
baar zijn  in  vetten  en die na  verzeping onoplosbaar zijn  in  water maar 
oplosbaar zijn  in  het oplosmiddel dat voor  de  bepaling wordt toegepast. 
Deze rest omvat  de  natuurlijke bestanddelen  van de  vetstoffen (zoals 
sterolen,  alcoholen, koolwaterstoffen) alsmede  de  organische niet bij  
100° C  vluchtige bestanddelen (zoals minerale oliën)  die net tut de  vet-
ten waarin zij eventueel kunnen voorkomen, behoren. Als oplosmiddel wordt 
gebruik gemaakt  van  petroleumether  of van  ethylether.  Er  moet rekening 
worden gehouden  met  het feit dat  de  resultaten  die met  beide oplosmidde-
len worden verkregen  in de  meeste gevallen sterk uiteenlopen  en  dat  met  
ethylether hogere gehalten worden gevonden  dan met  het andere oplosmiddel. 
Wat  de  olijfolie betreft wordt rekening houdende  met de temperatuurs-
omstandigheden  in de  meeste analyselaboratoria petroleumether als het 
beste ooloamiddel beschouwd.  

.1.  
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6. acétone pour chromatographie 

7. solution à 0,1 % dans l'alcool éthylique absolu de sel sodique de 

2 1 7'  dichlorofluorescéine 

8. pyridine  

9. hexeméthyldii1azane  

10. trjméthyl chlorosilane  

Il. solution pour le test de sensibilité 1 mg de chlorestérol par ml 
de n-pentane 

12. solution pour le  temt  de la résolution des  pica :  0,9 mg de phyto-
stérols d'huile de colza et 0,1 mg de cholestérol par ml de n-pentane. 
Les stérols doivent être fraîchement préparés selon la procédé décrit 
sous B du mode opératoire 

) 	 13. solution pour le test de référence 	1 mg de phytostérols d'huile de 
tournesol pur ml de n-pentane, fraîchement préparés comme cela est 
décrit sous B du mode opératoire. 

4 •  Préparation des plaques pour chromatographie 

Placer dune l'ordre, sur l'étaleur, une plaque 20 x 5  ic  0,'4 cm, 
quatre plaques 20 x 20 X 0,4 cm et une plaque 20 x 5 x 0,4 cm. 

Dans un ballon de 500 ml à col large, placer 'tO g de gel de silice 
et environ 80 ml d'eau. Agiter avec une baguette un verre, éventuellement 
avec un agitateur mécanique en verre jusqu'à obtention d'une suspension 
homogène. Eliminer  lee  gaz éventuels en faisant le vide à l'aide d'une trompe 
à eau pendant une minute au moine. Porter ensuite la suspension sur l'étai-
leur tout en réglant l'épaisseur à 0,5 mm et recouvrir uniform,,nent le 
plaques. Laisser sécher les plaques à l'air pendant quinze minutes environ 
et sécher ensuite dune une étuve à 105°  C pendant deux heures. Conserver 
les plaques ainsi préparées dans un dessicceteur sous vide. 

5. Mode oi)eratoire - 

5.1. Prjpar8t ion 

Introduction 

On désigne sous le nom d'inaaponifiable les substances solubles 
dans la matière grasse, lesquelles, après saponification, sont insolubles 
dans l'eau et solubles dans le solvant utilisé pour le dosage. Il com-
prend  lee  constituants naturels des matières grasses (stérols, alcools, 
hydrocarbures), ainsi que les substances organiques non volatiles -à 100° C 
(huilce minérales) étrangères aux matières grasses qu'elles peuvent éven-
tuellement contenir. Cousine solvant, on utilise l'éther 4e pétrole ou bien 
l'oxyde d'éthyle. Il faut tenir compte que les résultats avec les deux 
solvants sont, dune la plupart des cas, différents et qu'on trouve de 
teneurs cru % plus élevées avec l'oxyde d'éthyle. Pour l'huile d'olive, 
compte tenu des conditions climatiques où se trouvent la majorité des 
laboratoires d'analyses, l'éther de pétrole e été reconnu comme le sol-
vent à employer. 

I.  
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5.2.  Methode  met  petroleumether  

Toestellen 

-  kolf  van  ongeveer  150 ml  voorzien  van  een terugvloeikoeler 

- scheitrechters  van  ongeveer  500 ml 

-  droogstoof afgesteld  op 103°  C (+  20  C). 

- kaiiwnhydroxide,  ce 2 n  oplossing  in  ethanol  95  % v/v. Met reagene  mag 
niet sterker gekleurd zijn  dan etrogeel. 

-  petroleumether ; kookpunt l+o_60°  C,  broomgetal<l,  Vrij  van  residuen. 

)  

Weeg tot  op 0,01 g  nauwkeurig ongeveer  5 g  vetmonster af  in de  kolf. 
Voeg  50 ml van de ethanolische KOlI-oploesing  toe. Breng  de terugvloeikoeler  
aan. Laat gedurende een uur zacht koken. Schakel  de  verwarming uit. Voeg  
via de  koeler ongeveer  50 ml  gedistilleerd water toe  en  schud. 

Giet  na  afkoeling over  in  een acheitrechter  en  spoel  de  kolf enige malen  
met in  totaal ongeveer  50 ml  petroleumether. 

Schud krachtig gedurende  1  minuut. 

Laat vervolgens rusten tot volledige scheiding  van de  twee fasen  i  
verkregen. Breng  de zeepoploseing  over  in  een tweede echeitrechter.  
Indien  hierbij  in  uitzonderingsgevallen een emulsie optreedt, moet 
deze worden gebroken door toevoeging  van  kleine hoeveelheden ethanol  
of van een geconcentreerde oplossing  van kaliumhydroxyde. 

Extraheer  de zeepôplossing  nog  2  maal  met  telkens ongeveer  50 ml petro-
leumether.  

Breng  de 3  petroleumetheroploesingen  over  in  een zelfde scheitrechter  
en  was  3  maal  met  slechts ongeveer  50 ml 50  %ige  ethanol. 

Giet  via de  hals  van de  kolf - zo nodig  in  enige keren -  de petrolumether- 
oplossing kwantitatief over  in  een maaikolf  van 250 ml,  waarbij  de  kolf  
met  kleine hoeveelheden petroleumether wordt nagespoeld. 

Verwijder onder voorzichtig verwarmen  en  onder vacuüm het oplosmiddel. 
Droog het residu onder vacuUm bij een temperatuur niet hoger  dan 50° C  
ten einde ongewenste oxydatie  te  voorkomen.  

-I.  
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5.2. Méthode à l'éther dej°trolè 

Matériel 

-  ballon d'environ 150 ml pouvant être adapté à un réfrigérant à reflux 

- ampoules à décanter d'environ 50) ml 

-  étuve réglée à 1030 C + 2 C. 

Méact  ifs 

-  solution éthanolique de  KOM  environ 2 N dans l'éthanol à 95 % (v/v). 
Le réactif ne devra pas être plus foncé quo la couleur jaune paille 

- éther de pétrole distillant entre 1:0  et  600 C, possédant un indice de 
brome inférieur à 1, exempt de résidu. 

Mode opératoire ---- 

Peser exactement à 0,01 g près environ 5 g de matière grasse dans le 
ballon. Ajouter 50 ml de la solution éthanolique du KOU  environ 2 N. 
Adapter au réfrigérant à reflux. Chauffer une heure à légère ébullition. 
Arrêter le chauffage. Ajouter par le haut du réfrigérant environ 50 ml 
d'eau distillée et agiter. 

Transvaser après refroidissement dans une ampoule â décanter et rincer 
le ballon à plusieurs reprises, avec su total environ 50 ml d'éther de 
pétrole. 

Agiter énergiquement pendant une minute. 

Laisser reposer jusqu'à séparation complète des deux phases et recueil-
lir la solution savonneuse dans une seconde ampoule à décantation. S'il 
se forme, par exception, une émulsion, la détruire par addition de peti-
tes quantités d'éthanol ou de solution concentrée d'hydroxyde de potas-
sium. 

U&néter  l'extraction de la solution savonneuse encore deux fois avec 
chaque fois environ 50 ml d'éther de pétrole. 

Réunir 1cm 3 fractions ethereed dans une même ampoule, les laver à trois 
reprises avec environ 50 ml d'éthanol à 50 % (v/v). 

Par le haut de l'ampoule, transvaser, en plusieurs fois si nécessaire, 
quantitativement la solution d'éther de pétrole dans un ballon de 250 ml 
taré (en effectuant des petits rinçages de l'ampoule avec de l'éther de 
pétrole). 

Le solvant est éliminé en le chauffant prudemment sous vide, les résidus 
sont méchés à une température inférieure à 500  C sous vide, en vue d'évi-
ter des oxydations indésirables. 

.1.  
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5.3.  Sclle.Ldinli van de  sterolfractie  met  behu1p van  dunne1aachromato grafie 

Breng  in de  ontwikkeltank  een mengsel  van n -heptaan/aceton -  
85/15  (v/v')  of van  benzeai/aceton  95/5  (v/v)  tot een hoogte  van  
ongeveer  1 cm  dek  met de  dekplaat af  en  laat ten minste gedurende 
drie uren staan  ter  verkrijging  van  het gewenste vloeietof/dainp even-
.,icht, liet verdient daarbij aanbeveling aan  de  binnenkant  van de tank  
stroken filtreerpapier aan  te  brengen,  die in de  elutjevloeistof  han-
gen. Hierdoor wordt  de  looptijd  van  het  front van  het loopmiddel  met  
ongeveer een derde verkort  en  verloopt  de  elutia  van de  componenten 
gelijkmatiger. 

Bereid intussen een  5  %-oplossing  van de met  petroleumether geex-
traheerde onverzeepbare rest  in  chloroform. Breng ongeveer  0,3 ml van  
deze oplossing  met  behulp  van de  microspuit  van 0,1 ml  zodanig  in  een 
ononderbroken  en  gelijkmatige  band op de  plaat  op  ongeveer  1,5 cm van 
de  onderrand  op,  dat een zo smal mogelijke startlijn wordt verkregen. 

Breng volgens  de  gebruikelijke techniek aan  n  zijde  van  de  plaat 
enkelejz.l  van de  vergelijkingeoploaming  met  cholesterol  op ter  bepaling  
van de  Rf-waarde  van de  aterolen.  

Plaats  de  plaat  in de  als hierboven aangegeven klaargemaakte  ont- 
wikkalta.nk.  De  temperatuur  van do  omgeving moet ongeveer  20' C  bedragen. 
Dek  met de  dekplaat af  en  ontwikkel tot het  f ront van de  loopvloeiatof  
zich  op  ongeveer  1 cm van de  bovenrand  van de  plaat bevindt. Neem  de  
plaat uit  de  ontwikkeltank  en  laat het loopmiddel verdampen onder zachte 
verwarming  in  een stikstofatroom. 

Maak  de  vlekken zichtbaar door  de  plaat vervolgens voorzichtig  en  
gelijkmatig  met de  alcoholische oplossing  van  het natriumzout  van 2' 7 '-
dichloor fluoresceïne  te  besproeien. Bekijk  de  plaat  in ultraviolet  licht  
en  bepaal  de  plaats  van de  sterolen  als aangegeven door  de  cholesterol-
vlak afkomstig  van da  vergelijkingsoploesing.  Krab  de  aterolband  met  
een metalen spatel af. Breng  de  afgekrabde silicagel  net  behulp  van 15 ml  
warme chloroform over  in  een bekerglas  van 50 ml,  roer, breng het ailica -
gel  volledig over  in de  filterkroes  en  filtreer. 

Was vervolgens  hot  filter driemaal  met  porties  van  telkens  15 ml  warme  
chloroforma en y an g  alle filtraten  op in  een kolf  van 100 ail.  

Damp  de  chloroformoplomeing  in  tot +  .5 ml en  breng over  in  het vooraf 
gewogen centrifugebuiaje  met  ingeslepen  stop.  Droog door het oplosmiddel 
onder zacht verwarmen  in  een stikstofstroom af  te  dempen ; weeg  de  aldus 
verkregen ateroifrectie.  

5..  Gaschromatografischebpalin van sterolen  

1.  Berejdinvazmde -- ---eth13j11ether8 (TMS)  

Voor elke  mg  ster'olen  dient aan het centrifugebuieje  0,02 ml  siloneringa-
reagens  te  worden toegevoegd, bestaande uit een mengsel  van  pyridine-
hexamethyldisilazaan-trjmethylchloorsilasn  9/3/1  (v/v/v),  waarbij ieder 
spoortje vocht dient  te  worden vermeden. Plaats het buisje ongeveer 
een half uur  in  een exaiccator, sluit vervolgens af  en  centrifugeer 
gedurende enkele minuten. Gebruik vervolgens  de  verkregen oplossing 
voor  de  bepaling.  

'I.  
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5.3. 	 la_fraction fi trljqe 	 mince 

Introduire dons la cuve de développement  Ie  mélange heptane n-acé- 

tone 85/15 ou benzène/acétone 95/5 (v/v) juaqu'à hauteur d'1 cm environ 

fermer à l'aide du couvercle et laisser reposer pendant trois heures au 

moins de façon que l'équilibre liquide/vapeur 'établiuse. 11 est éga- 

lement conseillé de fixer sur les surfaces intérieurea de la chambre des 

bandes de papier filtre qui plongent dans l'éluant. Cette précaution offre 

J'avantage de réduire d'un tiers environ la durée de migration du front - 

du liquide et de faire éluer les composante de façon plus uniforme. 

Préparer entre-temps une solution à 5  % d'insaponifiable extrait à 

l'éther de pétrole dans le chloroforme. Déposer 0,3 ml environ de cette 

solution à l'aide de la microseringue de 0,1 ml sur la plaque chro-

matographique â 1,5 cm environ du bord inférieur, en bande 

continue et uniforme de façon à obtenir une ligna de départ la plus 

mince possible. Selon la technique habituelle, déposer â une extrémité 

de la plaque quelques ml de la solution de référence contenant du cho-

lestérol afin d'identifier le 14f de la fraction atérolique. 

Placer la plaque dons la cuve de développement préparée comme 

indiqué ci-de--sus. La température ambiante doit être de 200  C environ. 

Fermer avec le couvercle et développer jusqu'à ce que le front du sol- 

vont soit arrivé à 1 cm environ du bord supérieur de la plaque. Retirer 

la plaque de la chambre de développement et laisser évaporer le solvant 

dans un courant d'azote chaud. 

Révéler en vaporisant uniformément et avec précaution la solution 

alcoolique de sel sodique de la 2'7' dichlorofluurescéiite sur la plaque. 

En examinant lu plaqua à l'ultraviolet, on détermine la position des 

stérols grâce à l'alignement avec la tache de cholestérol provenant de 

la solution de référence. Récupérer en grattant à l'aide d'une spatule 

métallique Iii bande des stérols. Introduire le gel de silice détaché 

dans un bécher de 50 ml avec 15 ml de chloroforme chaud, agiter et 

transférer la totalité de gel de silice sur le creuset filtrant et filtrer. 

Lover trois fois le filtre chaque fois avec une portion de 15 ml de 
chloroforme chaud, tout en recueillant le filtrat dans un ballon de 

100 ml. 

Evoporer  la solution chloroformique jusqu'à 1t à 5 ml et la verser 

dans le tube à centrifuger muni d'un bouchon rodé, taré au 

préalable. Sécher en évaporant le solvant par un léger réchauffe- 

ment dans un courant d'azote et peser la fraction stérolique ainsi obtenue. 

5)+.  Analyse chrornatorphiue enJhm3e gazeuce de stérols 

1. Préamrzntion  des triméth13j1y1éther8(TMaE)  

Pour chaque ing de stérol, ajouter dans l'éprouvette 0,02 ml de réactif 

pour la silanisation, composé d'un mélange de  pyridine-hexaméthyldiai-

lazsine-  trimé thylchlorosilsne 9/3/1 (v/v,'v) cii ayant soun d'éviter toute 

trace d'humidité. Placer l'éprouvette dans un deaaiccateur oendant trente 
minutes environ, puis fermer, centrifuger pendant quelques minutes. 

Prélever, pour l'analyse â pratiquer ensuite, la solution restante. 

I.  
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2. Ometandigheden voor  de amchromatorafische beEalin 

Temperstuuur van de  kolom :  220  tot  250e C.  

Temperatuur  van  het injectiesysteem  indien  afzonderlijk verwarmd  
20  tot  +0 C  boven  de  temperatuur  van de  kolom. Stikmtofstroom  
30  tot  60 al/min.  Ontkoppel  de  detector  en  conditioneer nieuwe kolom-
men onder  de  beschreven omstandigheden gedurende  16  tot  2*  uren. 
Sluit  de  detector aan, steek  de  vlam aan,  en regel de  waterstofstroom  
en de  lucht-  of  zuurstofstroom zodanig dat een geschikte vlmmhoogte  en  
gevoeligheid worden verkregen. Schakel  de recorder in en  laat het  papier 
met  passende snelheid aflopen ; stel het nulpunt  en de  verzwakken  in.  
Als  de baaimlijn  stabiel is kan het apparaat worden gebruikt.  

3. Gevoeligheidstest 

Neem  5 ml van de  oplossing voor  de gevoeligheidetest,  damp het oplos-
middel af  en  werk vervolgens als aangegeven onder  1  injecteer  0,1  
tot 02)il  van de  aldus bereide oplossing (TMS).  In  het chromatogram 
mag alleen een choleaterolpiek verschijnen. 

Stel  de verzwakker  zodanig af dat ongeveer  de  hele schaal  van de 
recorder  wordt gebruikt.  

f.  BEalinYan --- 

Neem  5 ml van de  oplossing voor  de  bepaling  van  het scheidend vermogen. 

Damp het oplosmiddel af  en  werk vervolgens als aangegeven onder  1. 

Injectoer 0,1  tot  0.2J(l  van de  aldus bereide oplossing (TMS).  

De  cholesterol-, braasicasterol-, campeeterol en/3-eitomterolpieken moe-
ten  in  het chromatogram verschijnen. Meet  de retentieafmtanden  (afstand  
von  het injecteerpunt tot het punt dat  de maximale  hoogte  van de  piek 
aangeeft)  van de  pieken : dCH voor cholesterol,  d5  voor bramsicamtarol  
d 1, voor campeaterol  en d  voor-oitosterol. Bepal voorts  de  lengte 
vn  de  basis  van  deze piken (retontietijden tussen  de  snijpunten  met de 
basislijn  van de  raaklijnen aan  de buigpunten op de  voorste  en  achterste 
zijde  van de  piek) W CH  voor cholesterol,  en 	voor bramaicamterol.  

Het mcheidend vermogen, dat wordt gegeven door  de  volgende  formule 

PR = 2 (
dp[d

CH) 
 

moet  tan  minste gelijk zijn aan  1.  

Bereken  de  relatieve retentietijden (cholesterol = 1,00)  voor 
brasmicamterol, campesterol  en j_sitosterol. 

.1.  
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2. Condjtion  de l'ana1se par chromatographie en phase gazeuse 

Température du la colonne 220 à 250e C. 

Température du système d'injection s'il est chauffé séparement 

20 à I40  C au-dessus de la température de la colonne. Débit de 
l'a-Lote 	30  à 60 ml pur minute. Déconnecter le détecteur et 
équilibrer les nouvelles colonnes dans ces conditions pendant 
seize à vingt-quatre heures. Connecter le détecteur, allumer la 
flamme et régler les débits d'hydrogène, d'ocygène ou d'air 
de façon à obtenir une hauteur de flamme et une sensibilité 
convenables. Mettre en marche l'enregistreur et laisser se dérou-
ler le papier à une vitesse appropriée ajuster le zéro et l'atté-
nuateur. Si la ligne de base est bitable, l'appareil est prêt à 
être utilisé. 

3. Test de senjibilité 

Prélever 5 ml de la solution du test de sensibilité, évaporer le 

T) 	 solvant, traiter comme indiqué en 1 ; injecter 0,1 à 0,2uL1 de la 
solution ainsi préparée (TMZE). Un pic de cholestérol doit seul 
apparattre sur le chromstogamme. 

Régler l'atténuateur de façon à utiliser approximativement toute 
l'échelle de l'enregistreur. 

'.  Tuet de résolution des_Eics 

Prélever 5 ml de la solution préparée pour le test de résolution. 

Eesporer le solvant, traiter comme indiqué en 1. 

Injecter 0,1 à  02jti  de la solution ainsi préparée (TMSE) 

Les pics de cholestérol, de brsssicsstérol, de cusnpetérol et de 
,-sitoatérol doivent apparaître sur le chromatogramme. Mesurer les 
distances de rétention (distance du point d'injection au point de 
hauteur maximal du pic) des pics,  dcii  pour le cholestérol, d 0  

pour leizassicastérol, d pour le campestérol et d pour le 18-sito- 

stérol et les largeurs à la base des pics (longueur de rétention entre 
Ica intersections avec la ligne de buse des tangentes aux points d'in- 
flexion situés sur les cités avant et arrière du pic)ui fl  pour le cho- 

lestérol etc,, pour le brausicestérol. La rénolution des pics, expri-

mée par le formule 

PR = 2 (dBdcH) 

B CH 

doit être égale au moins à 1. 

Calculer ica temps de rétention relatifs (cholestérol = 1,00) pour 
le braasicastérol, le campestérol et le  fl-iiitostérol.  

I.  
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5. Referentienroef  

Neem  5 ml van de  oplossing voor  de  referentieproef, damp het oplosmiddel 

af  en  werk vervolgens als aangegeven onder  1.  Injecteer  0,1  tot  0,2y1  
van de aldua  bereide oplossing  (TMS).  De  pieken  van campesterol, atigma- 
mterol,p-aitosterol en7- 6 tigmamtenol  moeten  in  het  chromatogram 
verschijnen. Heet  de retentjeafatanden von de  pieken  d  voor  campe- 

	

sterol, deT  voor  stigmaaterol, d 3  voor -sitoaterol  en dST 	voor 
7 atigmsteool.  

Bereken  de  relatieve  retentietijden  deze bedragen ongeveer  

cholesterol  1,0 
braesicasterol  1,1 
campesterol :  1,3  
atigmamterol 
-eitosterol :  1 ,6 (1) 

A 7-stigmaatenol 1,8 (2) 

6. Ana1ao  

Injecteer  0,1  tot  0,2»l  van de THS-oplomaing van de te  bepalen  eterolen  
en  neem het  chrornatogram.  

5.5. Weerave van de i-eeultaten 

1. Voor een interpretatie  van de  samenstelling  van de  onderzochte  eterol-
fractie mogen geen pieken  met  een andere  retentietijd  dan die  welke 
experimenteel bepaald ie voor  de  zee hierboven genoemde  sterolen,  in  
aanmerking worden genomen. 

Het gehalte aan  -aitomterol  in  %  wordt gegeven door  de  volgende  
formule  

piekoppervlak voor  ,-aitoatero1  
x 100  

totaal oppervlak  van de  zee  ateroipieken  

2. Betrokken  op de totale sterolsamenatelling in  % 
e)  mag het gehalte aan -sitoetero1  niet lager zijn  dan 93%; 

b)  mag het gehalte aan cholesterol  en7-atigmamtenol  niet hoger zijn  
dan 0,5  %  voor elk  van  deze bestanddelen  

c)  mag het gehalte aan  campeaterol  niet hoger zijn  dan + 

d)  moet het gehalte aan  atigmasterol  lager zijn  dan  het gehalte aan  
campeaterol.  

(1) Indien  andere  eterolen  zoals  A5-avenasterol  onder deze voorwaarden dezelfde  
retentietijd  sla  j3-eitoaterol  hebben, worden zij  ala$-eitostero1  aangerekend.  

(2) Indien  andere  sterolen  onder deze voorwaarden dezelfde  retentietijd  als  
A7-etigmastenol  hebben, worden zij als  A7-stigmastenol  aangerekend.  
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5. Test de référence 

Préléver  5 ml de la solution du test de référence, évaporer  ie  solvant, 
'I 

	

	
traiter comme indiqué en 1, injecter 0,1 à O,2 LU de la solution 
ainsi preparée (TMSE). Les pics de campestérol, de etigmustér3l. 
de -sitostérol et C,7  stigmasténol doivent apparaltre sur le chroma-
togramme. 

Mesurer les distances de rétention des pics, d pour le campeatérol, 
dST pour le stigmastérol, ds  pour 1e-sitostérol et d 1, -  7 pour 

le 4 7 etiginasténol. 

Calculer  lee  tempe de rétention relatifs qui sont approximativement 

cholestérol 1,0 
breasjcestérol :  1,1 
cainpeatérol  1,3  
stigmustérol : 
-sitoetérol :  1,6 	(1) 

A 7  stlgmasténol 1,8 (2) 

6.  An1se 

Injecter 0,1 à 0,2jt1 de la solution 'frISE des stérols à analyser et 
enregistrer la chromatogramme. 

5.5.  Expyession des rsultata 

1. Pour l'interprétation de la composition de la fraction stérolique 
analysée, il rie faut pas relever des pics ayant des tempe de rétention 
différents de ceux déterminés expérimentalement pour les 6 stérols 
susmentionnés. 

La teneur en 	e,iS-sjtoutérol est donnée pur la formule 

Aire du pic dufl-eitoatérol 	
x 100 

Somme des aires des six pics de stérols 

2. Par rapport à la composition en % des stérols totaux, Le contenu 

e) enp_sitoatérol rie devra pan être inférieur à 93 

b) en cholestérol et en à7  etigmaatérol ne devra pas être supérieur 
à 0,5 X pour chacun de ces composants 

c) en cainpeetérol ne devra pas être supérieur i * 

d) en stigmastérol devra être inférieur au campestérol. 

(1) Si d'autres stérolu Ont, comme le t5  avenaatérol, dais ces conditions, 
le même volume de rétention que le,1-eitostérol, ils sont comptés comme 
du i-sitostérol. 	 - 

(2) Si d'autres stérols ont, dans ces conditions, le même volume  Ie  réten-
tion que le A7  stiginesténol, ils mont comptés comme du .7  stiginasténol. 
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