DECISIONS MINISTERIELLES

DECISION
du Comité de Minisives de P'Union économique Benelux
concernant Papplication de méthodes d’analyse de référence Benelux
relatives aux huiles comestibles

M (80) 5

Le Comité de Ministres de I'Union économigue Benelux,

Va Yarticle 1°" du Protocole du 29 avrit 1969, relatif & la suppression des con-
trdles et formalités aux frontiéres intéricures du Benclux ¢t A la suppression des
entraves a la libre circulation,

Vu la Décision du Comité de Ministres du 31 aoot 1973, relative & Pharmonisa-
tion des Iégistations relutives aux huiles comestibles, M (73) 29,

Considérant qu'il 'y a fien déviter des contestations nées de Vapplication de
technigues d'analyse différentes ou de Vemploi de normes différentes,

Considérant qu'en particulier harmonisation du contrdle des denrées alimen-
taires exige In mise en auvre de techniques identiques ou équivalentes et 'emploi
de modes d'expression semblables et le recours & des normes identiques ou
équivalentes,

A pris la décision suivante :

Article unique

I. Les Gouvernements des trois pays du Benclux prendront les mesures néces-
saires pour que les dispositions reprises dans le Réglement annexé i la pré-
seute Décision soicnt considérées a partic du 1°° octobre 1980 comme seule
méthode de référence.

2. Dans les 6 mois qui suivent Pexpiration du délai préva au § 1, chacun des
trois Gouvernements fait rapport an Comité de Ministres sur les mesures
qui ont &€ prises pour Pexéeution de cette Décision. Le texte des mesures
d’exécution nationales sera joint & ce rapport.

FATT & Bruxelles, le 17 octobre 1980.

Te Préstdent du Comité de Ministres,

G. THORN
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METHODES D'ANALYSE DE REPERENCE RELATIVES AUX HUILES COMESTIBLES

I. Antioxydants

1« Analyse qualitative

t.1. Appareillage
Accessoires usuels de laboratoire ainsi que 3
1. Ouvo ds ddveloppoment pour chromitograpbie sur couche mince, conve—

nant pour des plaques & couohe minoe de 200 x 200 mm.

2. Plaques & couche mince de 200 x 200 mm, couvertes de gel de silice
Mocherey et Nagel G-HR (*) ou équivelent, épaisseur de la couocke
0,30 mon. Dans un vase conique A& bouchon rddé de 300 ml, peser 30 gr
de gel de silice M et N G-HR et ajouter 60 ml d'eau distillée,
boucher le vage et homogénéieer son contenu pendunt une minute suxr
un agitateur mécanique. A Ll'alde d'un appareil approprié, étendre
ls suspension sur l'une des plagues de 200 x 200 mm de manidre A
obtenir une couche de 0,40 mm d'épaisseur. Laigser sécher les
plaques & l'air pendant une nuit et les conserver dans un excicoa-
teur au-dessus de gol de silice.
Activer extemporandment les plaques en les placant pendant une
heure dans une étuve & 60° C.

3o Evaporateur rotatif,

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

5. Etuve 4leotrique, blen ventilable et régleble & 60 + 2° C,

1.2, Réactifs
1. Ethunol p.a. ebsolue
2, Ether de pétrole, point d'édbullition 40-60° C.
3. Acétonltrile p.ae.
4. Benzdne p.a.
5. Aolde aoédtique p.a,
6. Méthanol p.a. sbsolu,
7. Gallate de propyle n (PG)
8, Gallate d'octyle n (OG)
9. Callate da doddoylen(DG)

(') La mention de marques commerciales ne constitue pas une recommandation
mais sert uniquement d'identification.
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Palmitate d'asoorbyle (AP)
3-t-Buty1;4-hydroxyaniuoi (BUA)
3,5~d1i-t-Butyl-4-hydroxyanisol (DBHA)
3,5-di-t-Butyl-4-hydroxytolutne (BHT)
t-Butylhydroquinone (TBH)

Aoétonitrile saturd d'éther de pétrole.

Dans un flacon de 1000 ml, dépover 900 ml d'acétonitrile p.a.,
ajouter 100 ml d'éther de pétrole 40-60° C et un peu de CaCly,
mélanger, boucher le flacon ot laisser reposer pendant une nult,

Ether de pétrole (40-60) saturé d'ascétonitrile. Dans un flacon de
1000 ml, déposer 900 ml d'éther de pétrole (40-60), ajouter 100 ml
dtacétonitrile p.a. et un peu de CaCly, mélanger, boucher le flacon
et lalsser reposer pendant une nult.

Réactifs A vaporiser. Solution & 0,5 % (n/v) de 2.,6~dichlorequinon-
chlorimide dans de l'éthanol absolu p.a. Dissoudre 500 mg de
2,6 .~dichlorequinonchlorimide dans 100 npl d'éthanol absolu p.a.

Liquide de développement : mélanger extemporanément 2 volumes
d'éther de pétrole (40-60), 2 volumes de benzdne p.a. et 1 volume
d'acide saodtique p.a.

1.3. Solutiors de référence’

1.

2,

Dissoudre, dans du méthanol {1.2.6.), 100 mg de chacun des anti-
oxydants cités de 1.2.7. & 1.2.13., compléter jusqu'au trait &
l'ailde de méthanol dans un ballon jaugé de 100 ml ¢t wmélanger ;
solution 4 0,1 ¥ (a/v).

Préparer selon 1.3.1, une solution & 0,2 % (w/v) de
t~butylhydroquinone.

1.4, Isolement

1o

.
Dissoudre 7,5 & 10 gr d'huile ou de graulsse dans 100 ml d'éther de
pétrole 40-60 et transférer la solution dans une ampoule & décantation
de 500 ml,

Rincer la verrerie utilisée & l'aide de 25 ml d'acétonitrile saturé
d'éther de pdtrols (1.2.15.) et ajouter le liquide de ringage au
contenu de l'ampoule A décantation (1.4.1.). Agiter pendant une
minuto et recueillir la phnse d’ucétonitriie {couchs LieeIisuls!
daps une ampoule A;déountation de 250 ml,

REMARQUE

Lea émulsions qui se forment éventuellement peuvent aiséument 8tre
divsociées en chauffant, tout sn agitant prudemment, la phase
d'acétonitrile dano deo l'eau courante & environ 50° C.

e




1.5.

3.
4.

6.

-3 - M (80) 5
Apnexe

Répédter oncors 3 foie l'extraction déorite sous 1,4.2,

Agiter A deux reprises les extraits recus1llis d'aocétonitrile,
chaque fole aveo 15 ml d'dther de pétrole 40-60 saturéd dlaodtoni-
trile (1.2.16.).

Déposer 1'extrait d'scétonitrile dans un ballon & fond rond de
150 m1 et dvaporer le solvant, sous vide, dans un éwvaporuteur
rotatif A la plus bausge tempdérature possible. Ia température du
buin-maxie ne doilt pas dépasser 40° C,

Reprendre le¢ résidu par 2 m) de méthanol absolu et déposer la
solution dans un petit flacon de réserve. La solution doit 8tre
filtrée al le réeidu n'est pas entidrement punsé en solution.

REMARQUE

Si les teneurs en antioxydents escomptées sont inférieures A
0,01 %, 11 est recommandable de reprendre le résldu par 1 ml de
méthanol.

Chromatographie et déteotion

1.

S

4.

Se

6.

Dans la cuve de développement, déposer une quantité de liquide de
développement (1.2,18.) telle que la surface du liquide se trouve A
environ 1 ¢m au-dessus du fond de la cuve, Dépomer deux feuilles

de pupier filtre, de 200 x 200 mm chaque, dans la ouve et la fermer
A l'alde de son couvercle. Pour amspsurer la saturation par ls vupeur
de la phase moblile, lalssger la cuve de développement reposer dans
l'obscurité pendant une & deux heures 4 la température ambiante,

Déposer 10 et 20 de l'extrait obtenu selon 1.4.6., sur 2 points
de départ d'une plaque & couche mince (1.1.2.) activée exteuporu-
nément pendant 1 heure & 60° C.

Déposer ensuite, sur des points de départ, chaque fois 4 de
1'une des solutions de référence mentlonndes de 1.3.1. et 1,3.2,

HEMARQUES 3

- La distance entre les points de ddpart et le bord inférieur de la
plaque A couche minos doit 8tre d'environ 2 cm.

~ Les points de départ dolvent également 8tre dquidistants de 2 cm
environ.

A 15 om des points de dépaxrt, tracer une ligne paurnlldle A la ligne
de départ. Placer la plaque dans la cuve et la développer jusqu'd
oe que la distance entre la ligne de ddépart et le front de solvant
soit de 15 cm. La pluque doit également 8tre développéo dans
1'obscurité.

Retirer la plaque de la cuve et la laisser séoher a 1'air.

Dans une hotte, vaporiser la plaque & l'aide de lo solution A 0,5 %
(m/v) de 2,6-dichlorequinonchlorimide ( 1.2.17.) puis la placer
pendant 10 & 15 minutes dene une étuve & 103 + 2° C,

REMARCUE ¢
Pour rendre les yallates visibles, on peut, en lieu et place de

2.6—dichlorequinonchlorimide, utiliser nne solution aquense a 1 % (m/v)
de chlorure de fer (IT71).

e -/
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T. Ratirer la plaque de l'dtuve et compurer sa coloration, d¢ mBme qua
les valeurs Rf des tuches des solutions de référence, avec celles
de l'extruit déposé.

8. Des informatlons supplémentaires au sujet de 1'identité des anti-
oxydants peuvent 8tre obtenues en plagant, pendant 30 secondes
environ, la plaque refroidie jusqu'd le température ambiante, dans
une cuve de développement saturde de vapeur d'ammoniaque.

9. Comparer, aux données figurant au tableau 1, les valeurs Rf x 100
ainsi que les teintes ou lés modifications de coloration constatdes
aprés vaporisation & 1'aide de 2y6.-dichloreguinonchlorimide ou
aprés traltement par l'ammoniaque. Il ne faut toutefois pas asitri-
buer de signification absolue aux valeurs Rf x 100 reprises dans
ce tableau, car ces valeurs peuvent quelque peu varier d'une plague
A l'uutre.

2. Tocophérols

2.1. Pringipe

L'extraction quantitative des tocophérols et de 1'inmavnonifiable
est exécutée selon les prescripcions existaantes. (The Analyst 85,
356 (1959) - J.AL0.A.C. 49, 580 (1966).

La séparation des scérols sur floristl ascandardlsé épure forcement
les tocophdrols de pics perturbateuxs, dans l'analyse G.L.C,

Les tocophérols alpha, gamma et delta penvent &tre séparés sans
difficulté dans la fraccion {solée qui reaferme la totalicé des
tocophérols. L'adjonction d'un standard interne qui n'interfére
pus avec les composancs présencs de la fraction A analyser, permec
d'écablir le rapporc deas tocophérols vis-a-vis du I.S.

La conversion de la fraction exempte de stérol de 1'insaponifiable en
Jdérivés triméthyl silyle conduit a une bonne reproductibilité des répon-
ses et & une récupération de plus de 90 ¥ du tocophérol ajouté. Les
réponses G.L.C. obtenues sont converties en rupports pondéruux aprés
lecture sur une courbe d'étalonnuge établie 4 1l'aide de réactifs purs.

2.2. Hégotife

1. Solution alcoolique de pyrogallol frais a 9 % (v/v) dans de
1'éthanol 96°

2. Solucion alcoolique fraiche de KOH (%0 ml d'ithanol + 3 ml de
solucion KON (3 + 2)

3. Ethanol 96*

4. Ether diéchylique fraichement disclllé, anhydre et excmpt de
peroxyde

/e
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Ploriasil standardisé : laver du florisil A 1l'eau jusqu'a
diaparition du 50,. Sécher er activer A 260° pendant deux heures.
Dégactiver ensulte en ajoutant 10,5 ml d'eau par 100 g de florisil
Agiter 3 plustfeurs reprises le réciplent hennétiquement fermé ec le
laiseer reposer une nuit jusqu'd équilibrage,

Sulfate de sodium anhydre p.a.

llexane n fraichement distillé, anhydre (point d'ébullition 68° -
70*)

Chlorofoxme p.a.

N, O-bis (triméthylsilyl) acétamide ~ en abrégé : B.S.A.
Sulfure de carbone p.a,

Tocophérol alpha - pureté 99 % win, - doic étre constitué A plus
de 99 % d'un seul pic dans l'analyse G.L.C.

Dotriacontane - doit &tre constitué A plus de 99 % d'un seul pic
danys l'analyse G.L.C.

—————— *
Chromatographe ea phase gazeuse A tewpérature réglable pour
1'{njection, four et détecteur F.I.

Colonne de verre d'environ 2 m de longueur et de diamdtre
extdrieur 1/4' remplie 4'OV4 environ 1 % sur gaschrom Q

(100 - 120 mesh), Silaniser préalablement la colonne de verre,
la remplir sofgneusemeat de phase statiounaire et aménagerc
pour "on-column injection’.

Pipecte d'injection de 10 microljitres S/Ld)

Evaporateur rotatif pour évaporation 1 sec sous azote et
pression réduite,

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

Ampoules 3 décanter de 250 et 500 ml, pourvues d‘un robinet
en téflon.

Ballons de 100 ml pourvus d'un réfrigérant A reflux.

Verrerie classique.

Mode_opéravoire

2.4.1. saponification de 1'huile et extraction de ]'{nsappnifiable.

1. Peser 5 g d'huile dans un ballon de 100 ml et ajouter
20 wl de solution de pyrogallol.

2, Chauffer au bafn-marie sous réfrigéranc 3 reflux cc
ajoucer, A température d'ébullicion, 30 ml de solucion
KOH alcoolique. Saponifier pendant 20 minutes,

3. Transférer la solucion encore chaude dans une ampoule
A décanter de 250 ml, & 1'aide de 100 wl d'eau.

/e
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Extraire l'insaponifisble par 100 ml d'éther diéthylique.
En cas de mauvaise séparation, ajouter 1 2 2 ml d'éthanol,
Apras clarificacion compl2te, verser la couche éthérée
dans une deuxidme ampoule 2 décsnter de 500 ml, conte-
nant déja 40 ml d'esu,

Extraire encore deux foia la solution saponifiée par 100 ml
d'éther didchylique et rassembler les extraics,

Mélanger prudemment les extraits avec de l'eau en évitant
la formation d'éwulsions.

Laver chaque fois par 40 ml d'eau jusqu'd réaction neutre
en présence de phénolvhtaléine.

Transférer la solution échérée dans un ballon et distiller
la majeure parcle de l'échex sous pression réduite et en
atmosphire d'azote.

Sécher le résidu par filcration sur une petite coloune
avec du sulfate de sod{um anhydre. Evaporer 2 sec,

aprés lavage 3 1l'écher.

2.4.2. ¥ractionnement du non-snvonifisble sur colonne de Plorisil

1.

Remplir une colonne 3 l'atde d'hexane et, par un enton=
noir, verser 3O g de florisil désactivé dans 1'hexane,

Aprxds décantstion, déposer quelques cm de sulfate de
sodium A la surface.

laisser 8'écouler, goutte 3 goutte, l'excés d'hexane et
déposer 1 *insaponifiable sur la surface de la colonne,
aprds l'avoir dissous dans quelques wml de chloroforme,
Laisser le chloroforme ruisseler dans la colonne ec laver,

Eluer successlvement A l'aide de :

40 ml d'hexane

120 ml de solucion d'écher diéchylique 5 % (v/v) dans
de l'hexane

120 ml de solution d'é&cher diéthylique 15 % (v/v) dans
de l'lhexune

Laisser successivement ruisseler, goutcte A goutte, chacune
des solutiouns dans la colonne et récupérer les éluats
duns un seul réciplent.

Distiller la majeure partie du solvant sous pression
réduice et en atmosphire d'azoce.

Ajouter un volume exactement mesuré d'une solucion de
docrfacoantane dans de l’&thexr diéchylique, de manidre

A ajouter A la fraction de tocophérol une quantité connue
de standard interne (environ 20 mg)..

flomogénéiser le concenu du ballon en l'agitant 2 quelques
reprises et verser, dans un petit ballon, une quantité
renfermant environ 20 mg de macidre szche,
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7. Chasser le solvant 3 1'aide d'un courant modéré d'azote
soufflant A la surface du liquide, tout en chauffaanc
légdrement le balloun.

8. Ajouter au résfdu sec 1 ml de B.S.A, ec le placer, dans un
ballon fermé par un bouchon de verre, pendant deux heures
A 1l'éruve 2 70°,

9, C(hasser l'excds de B.S.A, par un courant modére d'azote
coome gous 2,4.2.7.

10. Dissoudre le rdsidu d'évaporation dans 1 ml de sulfure
de carbone et placer le ballon bouché au réfrigérateur
en attendant l'analyse G.L.C.

2.4.3. Analyse 0.L.0. de la fraotion de toaophérol

1. Entreprendre la chromatographie en phase gazeuse aux tempé-
ratures sulvantes et réglexr comme sult les débits de gaz :

Tempéracture four : 240°

" injecteur : 260°

" détecteur : 260°
Azote (gaz vecteur) : envirxon 30 ml/win.
Hydrogene : environ 30 ml/min,

2, Dans quatre ballons différents, peser solgneusement un
mélange de tocophérol alpha et de dotriacoutane, de manidre
A réaliser 3 peu prds les rapports poandéraux dotriacontane/
1 et 0,5.

tocophdrol suivants : 3, 2,

Ea utllisanc une microbalance, peser chaque fois environ
10 my de cocophérol alpha et y adapcer le poids de docria-
coatane,

(=5
.

Silyler les mélanges selon 2.4,2.8,

&
.

Chasser l'excds de rvéactif selon 2,4.2.9.

DLssoudre les résidus d'évaporation selon 2,4,2,10,

6. Injecter 1 microlitre (i« 1) de ces solutions et régler la sensi-
bilité de l'électrométrs et la vitesss du papier de 1'enregistreur
de manilre A permetcre l'intégration des plcs aux conditions
optimales. Calculer le rapport des plcs.

7. Répécer plusieurs fois les injections, au moins pour l'une
des solutions, en nombre suffisant pour permectre le calcul
de la déviation standard. Si S x 100 n'excéde pas 2 %, la

X
reproductibilicé peut &tre considérde commne sacisfalssonte,

8. Exprimer les valeurs obtenues des rapports des surfaces en
relations pondérales pour les diverses solutions de réfé-
rence, Etablir la courbe d'étalonnage qui, normalementc,
doit approcher une drofte,

./
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Effectuer les {njections A l'aide dee extraits inconnus de
1'huile. Lea temps relatifs de rétention par rapport au
dotriacoatane sont d’environ :

Pour le tocophérol alpha : 0,82
Tocophérol béta et gamma : 0,67
Tocophérol delta : 0,55

10, Etn cas de doute au sujet de l'interférence possible de la
référence fnterne avec des pics de l'insanonifiable, 11
est toujours possible d'effectuer l'injection de l'extraftc
allylé, eans adjonction d*[.S.

11, En cas de doute au sujet de l'interférence de certains
pics de tocophérol avec d'autres composants de 1'insaponi-
fiable, l'injection peuc également s'effectuer avant la
silylation, ce qui conduit & d'dutres tewps de reteation.

Jalecul

*
1. Calculer le rapport des surfaces du standard intecne
par rapport aux plcs de tocophérol de L'huile A analyser,

2, Du rapport des surfaces, lire la relation pondérale sur la

courbe d'écalonnage.

3, Calculer coume suit la teneur totale en tocophérols

% tocophérol dotriacontane mis en oeuvre ” 100
rols e o = e a5 rm e oy
ocophero ® relation ponagrale hulle mise en
oeuvre

REMARQUE ; On peut admettire que la réponse spécifique des

différents tocophérols est analogue & celle du
tocophérol alphs et que la courbe d'étalonnuge,
établie A l'aide de cette substance, s'applique
également aux autres pics.
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*)

Sauf wmention contraire expresse, tous les réactity doivent 8tre
d'une qualité sussi pure qus possible.

-~ Sulfate de sodium anhydre
- Hulle d'olive exempte d'antioxydants (Oleum Olivae, Hed.Ph,Ed.VI)
- 3-BHA (#) j 3—tert.,butyle~4-hydroxyanisol

- Plorisile, 60-100 mesh. Teneur en humidité détermdnée pur la
titrotion Karl Pischer, environ 3 % (n/w)

- Nélange d'éther de pétrole-mcétone, Mélanger 100 ml d'acétone et
900 ml d'éther de pétrole (40 - 60° C)

- Acide chlorhydrique 3 n

~ Solution de nitrite de sodium 2 % (m/v). Préparer une solution
frafche chaque sesaine.

- Solution d'hydroxyde de sodium. Dissoudre 40 grummes J'hydroxyde de
sodium dans 500 ml d'eau distillée et ajouter 50 ml de méthanol.
Mélunger, porter le volume A un litre avec de 1l'eau et mélanger &
nouveau.

- Colonne pour chromatographie : longueur 400 mm, diamdtre intérieur
20 mm, D#poser au fond de la colonne une petite couche de laine de
verre silanisée et puls remplir la colonne de Flocisile de muniére
obtenir une colonne de Florisile de 4 cm de longueur. Recouvrir la
colonni de Florisile d‘'une couche de sulfate de sodlum anhydre de
131 3 cm.

- Spectrophotométre convenant pour la mesure & 480 nm,

MHode _opératoire

1. Trunaférer quuntitativement dans une ampoule A ddécantation de
150 ml, 10 grammes d'échantillon pesés A 1 og prés (u granme) et
et ajouter 50 ml de mélange d'éther de pétrole-aciétone.

2. Pipeter successivement 5 ml de solution de nitrite de sodium et
5 m) d'ucide chlorhydrigque 5 n dans 1l'ampoule 2 décuntation,
la fermer immédiatement & 1'ailde du bouchon approprié¢ et agiter
énerglquenent pendant 30 secondes.

3. BEvacuer la phase aqueuse aprés séparntion des couches et extraire
% deux reprises la phase organique successivement avec 20 et
5 ml de solutieon d'hydroxyde de sodium en agitant chaque fois
{nergiquement pendant 30 gsecondes, iecueillir les extraits
alcaline dans une ampoule A décantuiion de 150 ml reufermant
15 ol d'acide chlorhydriqu= 3 n.

Le BHA vendu dans le commerce est un mélange de - €t S—tert, britvle-

4-kydroxyunisol. Ia différence en absorption maximale et absorption
molaire entre les dérivés nitroso des deux isomdres est fuible au
polnt d'@tre négligeable.

e
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Extraire 1 solution aqueuse (3.2.3) & l'aide de 25 ml de
mélange d'iéther de pétrole-acétone, évacuer lo phase agueuse
dans une afiponle & décrntation de 150 ml et transtérecr 1.
phase orginique sur la colonne de Plorisile,

Extraire ure nouveile Ioiu lu phase aqueuze (3,.2.4.) A 1vtaide de
25 ml de célange d'éther de pétrole-acédtone ¢t transférvr
égnlecent cette phase organique sur la colorne de Plorisile

dts que le premier extrait (3.2.4.) a pratiquement atteint la
surfance du contenu de la colonne.

Recueillir 1'4luat de 1la colonne de Florisile (3.2.4. et 342.5.)
dans une ampoule A décantation de 150 ml. Rincer les ampoulces

4 décantution utilisées sous 3.2.4. et 3.2.5. & 1l'alde de 25 ml de
mélanzge d'éther de pétrole-acétone et trunsférer cgnleaent sur

la colonne de Plorisile le liquide de ringage d&s que le

deuxitme extrait (3.2.5.) u atteint le surface du contenu de la
colonne, éluer. Recueillir également c¢et éluat dena l'ampoule

& décuntation de 150 ml.

Pipeter 40 ml de solution d'hydroxyde de sodium dans 1'ampoule A
décantation (3.2.6.), agiter énergiquement pendant 30 secondes
et, aprés séparntion des phases, trunstférer une partie de la
pirase alcaline oaué une cuvette de 1 cm.

Uesurer l'extinction de la golution 2 480 nm en présence de
solution d'hydroxyde de sodium comme référence et noter, sur la
courbe d'étalonnage (3,3.3.) la quantité afférente de butyl-
hydroxyanisol en pg par ml de solution de mesure (v).

Préparer une solution de butylhydroxyanisol dana ur mélange
d'éther de pétrole-—acétore renfermant 100 pg par al.

Dans 5 awmpoules 4 décantation de 150 ml; divoser 10 grammes
d*huile d'olive ¢t pipeter dans chacune des ampoules respecii-
vement 0, 1, 2, 5 et 10 wl de solution de référence (3.3.1.).
Ajouter & chiaque awpoule a décantation, dans le wlae ordre de
succession que ci-dessus, 50, 49, 48, 315 et 40 ml de mélange
d'éther de pétrole-acétone et mélanger,

Traiter la solution selon 3,2.2, A %2.8., ¢n ne prepant que 20 ml
au lieu des 40 ml prescrits de solution d'hydroxyde de sodium
(3.2.7.) et exprimer grnphiquement les ¢xiinotions mesurées pour
les solutions de rétérence comme fonction de¢ la concentration

de butylhydroxyanisol en pg par ml de solution mesuréde.

Tracer la ligne la plus appropriée par les points de mesure.
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3.4. Calcul

1o Calculer lu teneur en pour—cent (m/m) de. butylhydroxyanisol
dansg l'échuntillon par lu formule

b D
s X 250

a = le polds, vn grammes, de Ll'¢échantillon mis en oeuvre (3.2.1.)

la quantité de butylhydroxyanisol en pg pur ml de selution
mesurde notée sur la courbe d'étulonnage (3.2.8.).

-4
n

4. BHT

la déteraination du BUT sera réglée dens une décision ultérieure.
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II. Colorants

Voir Décision M (76) 11 concernsnt l’aspplication d'une méthode de
référence Benelux pour la recherche et l'identification des colorants synthé-
tiques liposolubles présents dans les denrées alimentaires.

IITI. Antimoussant

Ls détermination du diméthylpolysiloxane suivra.

IV. Degré d'acidité et acides grus libres

»
Indice d'acide
Par indice d'acide on entend le nomdre de mg d'hrdroxyde de
potassium néceasaire pour neutraliser les acides gras libres contenus
1 dans 1 g d'huile ow de gralsse.

Rénctifs :

- liélange d'éthanol et d'éther. )

: I1élanger des volumes égnux d'dthnnol 06 ! v/v et d'éther diéthrlique.

1 Neutraliser ce mélange immédimtenent avant l'emploi & l'aide d'hydroxyde
de potassium 0,1 n dans de l'éthanol, aprés edjonction de 0,3 ml de
solution d'indicateur par 100 ml du mélance,

- Hydroxyde de potassium O,1 n dans de 1'éthanol 98 o v/v.
i Etablir le titre de cette solution immédiatenent avant l'emploi.
La solution doit &tre préparife au moins 5 jours ovar rvint et décantde
i hY ders un flecon en verre gsombre muni d4'un houchon en caoutchouc.
: T.a solution doit étre incolore ou jaune pnille.
I1 est recommandrble de purifier 1'déthanol utilisé nour la nrépara-
tion de la solution, en fajsant bouillir doucement, pendent wne
heure, 1 1 d'éthanol ¢t 5 A 10 g d'hydroxyde de potessiwm en distil-
lant ensuite.

- Hydroxyde de vpotmesium 0,9 n dens de 1'$thanol 06 < v/v.
Comme la solution O, n,

-~ Solution d'indicateur : dissoudre 1 g de phénolvhtaléine dans 100 ml d*éthanol
96 % v/v.
Pour les huiles foncées : dissoudre 2 g de bleu alcalin 68 dans 100 ml d'éthanol
96 % v/v.

Hoge_ugésagoire H

T e —ssen e A vt S —— ——— —— .

1. Dans un vase conique de 250 ml, peser, a 0,01 g prés, 5 & 10 g de 1*échantillon
4 examiner.
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2. Dissoudre l'achsntillon dans 190 ml environ du mélange neutralisé
d'éthanol et d'éther.

Si1 la solution obtenue n'eat pas parfaitement limpide, 8jouter une
quantité supplémentaire du meélange d°'éthanol et d'éther juaqu'a
obtention d'une solution limpide.

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

4. Si 1a quantité utilisée d'hydroxyde de potassium 0,1 n dépusse 20 m},
répéter la détermination en utilisant la solution 0,5 n d'hydroxyde
de potassium dans 1'éthanol.

Calcul

Ttindice d'aclde eat : ¥V x 56,1,
on

V = le volume, en nl, de solution n hydroxyde ¢e pot-ssinm 4-ng 1'4thnnol
utiliné pour le titrege ,

' = 1 naesse, en 7, de 1'dchantillon rig en ocuvre.

Remarques 3

51 la solution se trouble pendant le titrage, ajouter une gquantité
suppldmentaire du mélanged'éthanol et d'éther.

Te bleu nlcalin 6B peut dtre utilisé conme indicatewr pour les huiles
foncées dont la conleur ne permet 003 d'apercevolr nettement le virage
de la phénolphtaléine. Dans ce cas auasi, la colorrtion obtenue sprés
virege de l'indiceteur du blcu au rouge doit persister av moins pendant
10 secondes.

Tour les hulles et graisses contenrnt de l'ncide laurique, ln tempédrature

du méleange d'éthanol et d'éther doit se situer entre 15 et 20° C
pendent le titrage.

Acides rras libres, exprimés en acide oléique

La détermination s'effectue comme déicrit ci-dessus.

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

ou V et M ont la méme signification que pour le culcul de 1’indice d'acide.
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V. Matiéres volatiles

Par matiéres volatiles, on entend l'eau et sutres composants,

déterminés par nerte de masse, en chauffant a 105° C.

1.7. Appareillage :

1.3

- Capsule & fond plat, diamétre de 8 &4 9 cm, profondeur d'environ 3 cm
(plaque de Fétri)

- Thermométre gradué de 80 & 110° C, long d‘'environ 10 ¢m, muni d'un
vase d'expansion au-dessus du réservoir de mercure

- Bain de suble ou plaque chauffante.

Mode opératoire :

1. Déterminer le poids d'une capsule & fond plat aysnt fait 1'objet
d*une prédessiccation et o1 se trouve un thermométre court.

N

2. Poser dans le cansule environ MM s de l'Achantillon et peaer &
0,71 « orés.,

3 . Chauffer la capsule et son contenu sur un bnin de sable ou
sur une planue chauftente, en élevant *a tempdrrture 4'erviron
10° ¢ par minute tvsnu'd 90° C, Agiter constanmeny avec le ther—
nométre.

4. Anznenter, en ~jltant constemment, lentement 1o tendratvre
103 + 2° ¢, Prdvenir des protections afin de ne o~ nerdre une
vrrtie de 1'4chantidlon. e pes ddprsser 108° C. “ontimier A ~riter
en Temuiant le thermom&tre sur le fond de 1la carsrle jusau’ant roment
on tout déeapement de bulles o censé.

5. Pour s'assurer que toute l'eau a été éliminde, répéter plusieurs
fois le chauffuge 4 1035 * 2° C, en le séparant per des refroidisse~
ments juaqu’d 95° C,

6. lalsgser refroldir dans un exsiccateur jusqu'd la tempérnture
amnbiante et peser.

7. Répdter les opdérations cl-deszus juaqu'd ce que la différence
entre les résultats de deux pesées successives nfexcédent ong
0,002 g.

Calcul :

Ls teneur en matiéres volatiles a 105° C est égale & :

(M, - 4,) x 100 %

ocu 3 = M,

M, = la masse en yrsmmes, de l'échantillon mis en ceuvre.

M. =« la musse en grammes, de la capsule et du contenu avant le chautfage.
M., = la masse en grammes, de la capsule et du contenu aprés chauffage
jusqu'a musse constante.

Remarque

Une augmentation de la masse de 1'ichantillon aprés un chauffage répeté
indique qu'une auto-oxydation de 1'huile ou de la graisse s eu lieu. Dans
ce cas, prendre comne résultat la pesée effectuée immédiatement avent que
la masse ne commence & augmenter.
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VI, YIdentification de 1l'huile d'olive vierge

1.

Coefficient d'extvinction spécifique & 270 nm (K270)

Le coefficient d'extinction spécifique de l'huile d'olive &
270 nm (K270) est l'extinction d‘'une solution de 1 grumme d'huile dans
100 ml de 2,2.4. — triméthylpentane, mesurée & 270 nm duns une cuvette
de 1 cm [E;W (270 nm“.
cm

lel, Appureillage et réactifs :

-~ Spectrophotoamdire.
~ Cuvettes de quartz, chemin optique 10 am.

- 2.,2.4 .~triméthylpentune (1so-oétune) analytiquement pur,
La transmiseion en pour-cent, mesurée & 270 nm pur rapport A 1'eau
prise comme rétérence, doit 2tre d'su moins 98 ..

-~ ballons jaugds de 100 ml.

~ Balunce analytique.

1.2, Mode opératoire :

2
-9

1. Peser 1 gramme d'huile & 1 mg prds et le tranaférer quantitativement

avec de 1'iso-octane dans un ballon jaugé de 100 ml.
2, Compléter jusqu'au truit a l'alde d'iso-octune et mélanger.

3. Transférer une partie de 1n solution A& mesurer (1.2.) duns une
cuvette de quartz 4 chemin optique de 1 cm et mesurer 1'absorption
de la solution A 270 nm contre 1l'iso-octane comme référence

K
( 270)°

Coefficient dlextinction spécifique de lthuile d'olive & 270 nm aprés
traitement a 1'oxyde dTaluminium d&sectivd

la définition du coerficient d'extinction apécifique de mlme que
33 mesures sont identiques 4 celles déerites sous 1. Toutefois, avantla
mesure, l'huile d'olive est traitée A l'oxyde d'aluminium busique.

1. Dans une ocuvette de poroelaine, chauffer pendant 3 heures &
380-400° C, de l'oxyde d'aluminium basique portant la mention de
qualité pour chromatographte dont lés granules ont une dimension
sntre 30 et 130 um (dimension moyenne 80/um). Ajuster llactivité
de 1'oxyde dtaluminium requise pour 1a recherche, en ajoutunt 5 ml
d'eau A 100 grammes et en mélangesnt soigneusement a plusieurs
reprises. Conserver le mélange pendant une nuit dans un récipient

hermétiquement fermé ; l'oxyde d'aluminium est ninsi prét a l'eaploi.

/.
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2. Contrdler comme guit l'activité de l'oxyde d'aluminium obtenu
selon 2.1.7,

Déposer 30 graummes d’oxyde d'aluminium obtenu selon 2.1.1. dans

une colonné pour chromatographile ayant un diamdtire intérieur de

35 mom et une longueur de 450 mm et dotde d'un tube d'évacuation
dont le diamétre intérieur est d'environ 10 mm. Tapoter prudemment
la partie inférieure de la colonne contre une surface de bois )
Jusqu'd ce que le niveau du contenu de la colonne ne sa'abaisse plus.
Confectionner un mélange de 95 % d'huile d'olive vierge ayant un
coefticlent d'extinction spécitique inférieur A 0,18 et de 5 %
d'huile d'arachide traitée & l'argile smectique dont le coefficient
d'extinction spdcitique est d’au moins 4 (1.). Dissoudre 10 grammes
de ce mélange dans 100 ml d'hexune n et éluer sur la colonne.
Recue1llir 1'éluat dans un ballon approprié et évaporer le solvantg
sous vide A une température ne dépassant pas 25° C. Déterminer le
coefficient d'extinction spécifique du résidu de la fagon ¢noncée
sous le Ce coefficient doit 2tre d'au moins 0,11, Si cette condi-
tion n'est pas remplie - les tridnes conjugés ne sont pas élués —

11 faut prépurer un oxyde d’aluminium plus désactivé (ajouter
davantage d'eau sous 2.1.1.) et contrdler 4 nouveau l'activité de

la fagon décrite ci-dessus.

3. Déposer 30 grammes de l'oxyde d'aluminium basique désactivé
obtenu selon 2.1.1,, dons une colonne décrite sous 2.1.2, et la
remplir de la manlére qui y est dgalement décrite. Confectionner
une solution de 10 grammes de 1'nuile & exaadner dans 100 wl
d'hexane n et l'éluer sur la colonne. Evaporer le solvant selon
2.1.2, et determiner le coefficient d'evxtinction spécifique du
résidu & 270 nm selon 1.2.

Déterminstion de lu variation du coefficient d'extinction spécifigue (AK)

la variation du coerficient d'extinction spécifique OK est
définie comme suit i

)

QK = K =~ 0,5 (Km_4 K,

ol

K = le coefficient d'extinction spécifique mesuré auu maximuam
d'absorption A environ 270 na.

X 4 et K s 2 les coefficients d'extinctlion spécifique mesurés 2
o o= des longueurs d'ondes déplacées de 4 nm au-dessus et

ean dessous de la longueur d'onde du maximum
d'absorption.

REMARQUE

51 le spectre ne présente pas de maximum aux abords de 270 nm,
les coefficients d'extinction sont mesurés & 270, 266 et 274 nm.

oS
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3.1. Mode opératoire

1. Mesurer le spectre UV de la solution obtenue selon 1.2.1. et
déterminer les coerficients d'extinction spécifiques Km’ X
et Km—4

2. 51 1a courbe d'abgorption ne présente pas de maximum, 1l faut
opeérer comme indiqué sous REMARQUE oi-dessus.

m+4

VII. Détection de 1'hulle résiduasire dans l'huile d'olive

1. Réaction Bellier

1.3,

~ Ballons jaugés de 100 et 500 ml

- Réfrigérant & reflux

-~ Pipette calibrée de 5 ml avec étalonnage en 0,1 ml
~ Theruwomdtre échelonnd de 15 & 60° C

- Solution d'hydroxyde de potassium. Dissoudre 42,5 graames
d'hydroxyde de potassium dans 72 ml d'eau distillée, compléter
jusqu'au truit dens un ballon jaugé de 500 ml & l'aide d'déthanol
96 % (v/v) et mélanger.

- Ethanol 70 % (v/v).

- Solution d'acide acétique, Mélanger un voluwme dlacide acétique et
2 volumes d'eau. Titrer 1,5 ml de lu solutlor A l'aide de la solu~
tion d'hydroxyde de potassium précitée ; indicateur.phénolphtaléine
L'utilisation de solution d'hydroxyde de potassium doit 8tre
exactement de 5 ml. Dans la négative, 11 Tuut ajuster la solution
d'acide acétique & ocette valeur A 1'aide d'acide acétique ou d'eau,

Au besoin,'chauffer prudemment 1'huile jusqu'd liquéfaction de
tous lus cowmposants s3011difiés et filtrer sur un filtre plissé pour
éliminer 1l'eau présente.

Mode_opératoire

1. Pipeter 1 nl de 1'échantillon dens un ballon de 100 ml et ujouter
5 ml de solution d'hydroxyde de potassium. ’

2. Pacer un réfrigérant & reflux sur le ballon et falre bouillir le
contenu pendant 10 minutes sous reflux, Mélanger le contenu de
temps A& autre en l'agitant.

3. Refroidir & la température ambiunte et njouter 1,5 ml de solution
d'acide acétique ainsi que 50 wl d*éthanol 70 % (v/v) chaufré &
50° C.

4. #4élanger soigneusement, placer le therwom:tre dans la solution et
laisser refroildir., Examiner la solution dés que sa température est
descendus & 45° C, Ia rénction & 1'huile résiduaire est positive
s1, au cours du refroidissement de lu solution, un précipité £lo-
conneux se forme pendant le passage de lo température de 45 & 40° C.

REMAHQUE : 35'i1 se forme un précipité non rloconneux, il faut con-
server la solutlon (1.3.4.) pendant au moins 24 heures
6t au besoin pendant 40 heures & 20 A 22° C, 54 un
précipité floconneux se forme & ce moment, la résotion

st Arnyemant positive,
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VIII. Recherche de la présence d'autres huiles dans 1l'huile d'olive :
analyse de la fraction stérolique des corps gras

1.

Principe

Analyse par chromatographie en phase gszeuse des stérols séparés
par chromatographie sur couche mince & partir de 1l'insanonifiable
séché avec précantion.

Appereillage

1. appareillage pour la chromatographie sur couche mince, comprenant en
particulier quatre plaques de verre de 20 x 20 x 0,4 cm, deux de
20 x $ x 0,4 cm et une microseringue de 0,1 ml

2. bécher de 50 ml
3. filtres poreux, ﬁorosité 3, diamétre 15 mm
4. ballon de 100 ml

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

6. pipettes graduées de 1 ml

7. appareil de chromutographie en phase gazeuse, équipé d'un détecteur
3 ionisation de flamme svec un injecteur en srgent ou en verre ou
systéme d'injection directe sur la colonne 2t relié A un enregistreur

8. colonne de chromatographie en phase gazeuse, en verre ou en acier inoxy-
dable en U ou spirale, de 1 4 2 m de long et d« 3 3 & mn de diamétre
intérieur; phase stationnaire de gomme de silicone (type méthyl (1))
stable jusqu'd au moins 300°C, imprégnant au taux de 2 & 4 % une
terre de diatomée calcinée, lavee aux acides et silanisée, de granulo-
métrie 80/100 ou 100/120 mesh.

Remarque : 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 S ou 10/&1.

Réactifs

1. chloroforme pour chromatographie

2. benzéne pour chromatographie

3. heptane

4. gel de silice (par exemple Kieselyel G)

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

(1) Par exemple SE 3O.




-19 - M (80) 5
Annexe
6. acétone pour chromatogrsphie

7. solution & 0,1 % dans l'alcool éthylique absolu de sel sodique de
2'7' dichlorofluorescéine

8. pyridine
9. hexaméthyldisilazane
10. triméthyl chlorosilane

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

12. solution pour le test de la résolution des pics : 0,9 mg de phyto-
stérols d*huile de colza et 0,1 mg de cholestérol per ml de n-pentane.
Les stérols doivent 8tre fraichement préparés selon le procédé décrit
sous B du mode opératoire

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

4. Préparation des plaques pour chromatopraphie

Placer dans l'ordre, sur i'étaleur. une plaque 20 x S5 x O,4 cm,
quatre plaques 20 x 20 x O,4 cm et une plaque 20 x 5 x O,4 cm.

Dans un ballon de S00 ml & col large, placer 40 g de ygel de silice
et environ 80 ml d'eau. Agiter avec une buguette en verre, éventuellement
avec un agitateur mécenique en verre jusqu'a obtention d'une suspension
homogéne. Eliminer les gaz éventuels en faisant le vide a l'aide d'une trompe
a4 eau pendant une minute au moins. Porter ensuite la suspension sur l'éta-
leur tout en réglant l'épaisseur a 0,5 mm et recouvrir uniformément les
plaques. Laisser sécher les plagues a 1'air pendant quinze minutes environ
et sécher ensuite dans une étuve a 105° C pendant deux heures. Conserver
les plaques ainsi préparées dans un dessiccateur sous vide.

5. Mode ovératoire

On désigne sous le nom d'insaponifiable les substances solubles
dans la matiére grasse, lesquelles, aprés saponification, sont insolubles
dens l'eau et solubles dans le solvant utilisé pour le dosage. Il com-
prend les constituants naturels des matidres grusses (stérols, alcools,
hydrocarbures), ainsi que les substances organiques non volatiles A 100° C
(huiles minéreles) &trangéres aux matiéres grasses qu'elles peuvent éven-
tuellement contenir. Comme solvant, on utilise I'éther de pétrole ou bien
1'oxyde d'éthyle. I1 faut tenir compte que les résultats avec les deux
solvants sont, dans la plupart des cas, différents et qu'on trouve des
teneurs en % plus élevées avec l'oxyde d'éthyle. Pour 1'huile d’olive,
compte tenu des conditions climatiques ou se trouvent la majorité des
laboratoires d'analyses, 1'éther de pétrole a été reconnu comme le sol-
vant a employer.
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- ballon d'environ 150 ml pouvant &tre adapté d un réfrigérant a reflux
- ampoules A décanter d'environ 500 ml

- étuve réglée a 103° C + 2° C.
Réuctifs

- solution éthanolique de KOH environ 2 N dens l'éthanol a 95 % (v/v).
Le réactif ne devra pas &tre plus foncé que la couleur jaune paille

- éther de pétrole distillant entre 40 et 60° C, possédent un indice de
brome inférieur & 1, exempt de résidu.

Mode opératoire

Peser exactemant & 0,01 g prés environ 5 g de matiére grasse dans le
ballon. Ajouter 50 ml de la solution &thanolique de KOH environ 2 N.
Adapter au réfrigérant & reflux. Chauffer une heure & légére ébullition.
Arréter le chauffage. Ajouter par le haut du réfrigérant environ S0 ml
d'eau distillée et agiter.

Tronsvaser aprés refroidissement dans une smpoule a4 décanter et rincer
le bellon 4 plusieurs reprises, avec au total environ 50 ml d'éther de
pétrole.

Agiter énergiquement pendent une minute.

Laisser reposer jusqu'a séperation compléte des deux phases et recueil-

lir la solution savonneuse dans une seconde ampoule a décantation. S'il

se forme, par exception, une émulsion, la détruire par addition de peti-
tes quantitée d'athsnol ou de solution concentrée d'hydroxyde de potas-

sium.

Répéeter l'extraction de la solution savonneuse encore deux fois avec
chaque fois environ %0 ml d'éther de pétrole.

Réunir les 3 fractions éthérées dans une méme ampoule, les laver a trois
reprises avec environ 50 ml d'éthanol 3 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
tar2 (en effectuant des petits ringeges de 1'ampoule avec de l'éther de
pétrole).

Le solvant est éliminé en le chauffant prudemment sous vide, les résidus
sont séchés i une température inférieure a 50° C sous vide, en vue d'évi-
ter des oxydations indésirables.
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Introduire dana la cuve de développement le mélange heptane n-scé-
tone 85/15 ou Lenzéne/ucetone 95/9 (v/v) jusqu'a hauteur d'1 cm environ ;
fermer & l'side du couvercle et laisser reposer pendant trois heures au
moins de fagon que l'équilibre liquide/vapeur s‘établisse. Tl est éga-
lement conseillé de fixer sur les surfaces intarieures de la chambre des
bandes de papier filtre qui plongent dans 1'éluant. Cette précaution offre
1l'avantage de réduire d'un tiers environ la durée de migration du front
du liquide et de faire éluer les composents de fagon plus uniforme.

Préparer entre-temps une solution & 5 ¥ d'insaponifiable extrait a
1'éther de pétrole dans le chloroforme. Déposer 0,3 ml environ de¢ cette
solution a 1'aide de la microseringue de 0,1 ml sur ls plaque chro-
matographique a 1,5 c¢m environ du bord inférieur, en bande
continue et uniforme de fagon a obtenir une ligne de départ la plus
mince poasible. Selon la technique habituelle, déposer & une extirémité
de la plaque quelques ml de la gsolution de référence contenant du cho-
lestérol afin d'identifier le Rf de la fraction stérolique.

Placer la pleque dans la cuve de développement préparée comme
indiqué ci-dessus. La température ambisnte doit 8tre de 20° C environ.
Fermer avec le couvercle et développer jusqu'd ce que le front du sol-
vant soit arrivé & 1 cm eaviron du bord supérieur de la plaque. Retirer
la plaque de la chambre de développement et laisser évaporer le solvunt
dans un coursnt d'azote chaud.

Révéler en vaporisant uniformément et avec précaution la solution
alcoolique de sel sodique de la 2'7' dichlorofluorescéine sur la plague.
En examinant la plaque a l'ultraviolet, on détermine la position des
stérols grace a l'slignement avec la tache de cholestérol provenant de
la solution de rérérence. Récupérer en grattant A l'aide d'une spatule
métallique ln bande des stérols. Introduire le gel de silice détache
dans un bécher de S0 ml avec 15 ml de chloroforme chaud, agiter et
transtférer la totalité de gel de silice sur le creuset filtrant et filtrer.

Laver 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.

Evaporer la solution chloroformique jusqu'a & 4 S ml et la verser
dans le tube & centrifuger muni d'un bouchon rodé, tard au
préalable. Sécher en évaporant le solvant pur un léger réchautfe-
ment dans un courant d‘'azote et peser la fruction stérolique ainsi obtenue.

1. Prépuration des triméthylsilyléthers (TMSE) .

Pour chaque mg de stérol, ajouter dans l'éprouvette 0,02 ml de réactif
pour la silanisation, composé d'un mélange de pyridine~hexeméthyldisi-
lazane-triméthy lchlorosilsne 9/3/1 (v/v/v) en ayant soin d'éviter toute
trace d'humidite. Placer 1'2prouvette duns un dessiccateur pendant trente
minutes environ, puis fermer, centrifuger pendant quelques minutes.
Prélever, pour l*analyse a pratiquer ensuite, la solution restante.
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Annexe

Conditions de l'analyse par chrgggsograghia en_phase gazeuse

Température de la colonne : 220 a 250° C.

Température du systéme d’'injection s'il est chuuffé aséparément :
20 a LO° C au-dessus de la température de la colonne. Débit de
L'azote : 30 a 60 ml par minute. Déconnecter le détecteur et
équilibrer les nouvelles colonnes danas ces conditions pendant
seize a vingt-quatre heures. Connecter le détecteur, allumer la
flamme et régler les débits d'hydrogéne, d'oxygéne ou d'air

de fagon a obtenir une hauteur de rflamme ¢t une sensibilité
convenables. Mettre en marche l'enregistreur et laisser se dérou-
ler le papier 4 une vitesse appropriée ; ajuster le zéro et ltatté-
nuateur. Si la ligne de base est stable, l'sppareil est prét a
dtre utilisé.

Test de senuibilité

Prélever S ml de la solution du test de sensibilité, évaporer le
aolvant, traiter comme indiqué en 1 ; injecter 0,1 a 0,2 ul de 1la
solution ainsi préparée (TMSE). Un pic de cholestérol doit seul
apparaitre sur le chromatogramme.

Régler l'atténuateur de fagon & utiliser spproximativemoent toute
ltéchelle de l'enregistreur.

Test de résolution des pics

Prélever 5 ml de la solution préparée pour le test de résolution.
Evaporer le solvant, traiter comme indiqué en 1.

Injecter 0,1 A O,Z)Ll de 1a solution ainsi préparée (TMSE)

Les pics de cholestérol, de brassicastérol, de cumpestérol et de
A-sitostérol doivent apparaitre sur le chromatogramme. Mesurer les
distances de rétention (distance du point d'injection su point de
hauteur maximal du pic) des pics, dc“ pour le cholestérol, dB

pour lelrsssicastérol, dc pour le campestérol et ds pour le A-sito-

atérol et les largeurs a la base des pics (longueur de rétention entre
les intersections avec la ligne de base des tangentes aux points d'in-
flexion situés sur les cdtés avant et arriédre du pic)gqcﬂ pour le cho-

lestérol et;uB pour le brassicastérol. La résolution des pics, expri-

mée par la forwule

pr = 2 (‘p”lew)
o
B
doit 8tre égale au moins a 1.

Calculer les temps de rétention relatifs (cholestérol = 1,00) pour
le brossicsstérol, le cempestérol et le S-sitostérol.
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Test de référence

Préléver 5 ml de la solution du test de référence, évaporer le solvant,
traiter comme indiqué en'1l, injecter 0,1 a 0,2 1 de la solution

ainsi préparée (TMSE). Les pics de campestérol, de stigmastérol,

de A-sitostérol et 07 stigmasténol doivent apparaitre sur le chroma-
togramme.

Mesurer les distances de rétention des pics, dc pour le campestérol,
dST pour le stigmastérol, ds pour le B-sitostérol et d.,, - 7 pour

len? stignasténol.

iy

Calculer les temps de rétention relatifs qui sont approximativement :

cholestérol : 1,0

brassicastérol : 1,1

campestérol : 1,3

stigmastérol : 1,4

p-gitostérol : 1,6 (1)

6 7 stigmasténol : 1,8 (2)
Analyse

Injecter 0,1 4 0,2 jd de la solution TMSE des stérols & analyser et
enregistrer le chromatogramme.

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

La teneur en % en 3-sitoctérol est donnée par la formule :

Aire du pic du S-sitostérol % 100

Somme des aires des siz pics de steérols
Par rapport & la composition en % des stérols totaux, le contenu :
a) enIB—sitostérol ne devra pas étre inférieur & 95 % ;

b) en cholestérol et en A7 stigmastérol ne devra pas étre supérieur
a 0,5 % pour chacun de ces composants ;

c) en campestérol ne devra pus &tre supérieur 3 4 % ;

d) en stiymastérol devra &tre inférieur au campestérol.

(1) Si d'autres stérols ont, comme le AS avenastérol, daps ces conditions,

le m@me volume de rétention que le J-sitostirol, ils sont comptés comme
du Z-gjitostérol. '

(2) Si d'autres stérols ont, dans ces conditions, le méme volume Je réten-
tion que le A7 stigmasténol, ils sont comptés comme du 7 stigmesténol.






