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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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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. 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. 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. 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. 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. 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. 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. 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. 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 



-10- 
Annexe 

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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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. 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. 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. 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. 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. 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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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. 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. 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. 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. 	 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. 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. 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. 




