MINISTERIELE BESCIHIKKINGEN

BESCHIKKING
van het Comité van Ministers van de Benelux Economische Unie
beteeffende de tocpassing van Benclux-referentiemethoden van onderzock
inzake ecthare olién

M (80) 5

Het Comité van Ministers van de Benclux Economische Unie,

Gelet op artikel 1 van het Protocol van 29 april 1969, inzake de afschaffing van

controles cn formaliteiten aan de binnengrenzen van Benelux en mzake de

opheffing van de belemmeringen van het vrije verkeer,

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

inzake de harmonisatic der wetgevingen inzake ectbare olién, M (73) 29,

Overwezende, dat geschillen, voortvlociende uit het toepassen van verschillende

analyszmethoden of uit het gebruik van verschillende normen, dienen te worden

vermeden,

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

middelentoezicht vereist is, dat gelijke of gelijkwaardige methoden worden toe-

gepast, dezelfde termen worden gebezigd en gelijke of gelijkwaardige normen
worden aangelegd,

Heeft het volgende beslist :

Enig artikel

1. De Regeringen van de dric Bencluxlanden nemen de nodige maatregelen
opdat de bepalingen van het aan deze Beschikking gehechte Reglement, als
cnige referenticmethode op 1 oktober 1980 worden aanvaard.

2. Uiterlijk 6 maanden na afloop van de in het ecrste lid genoemde termijn
brengt ieder der dric Regeringen verslag uit aan het Comité van Ministers
over de maatregelen die zijn gewoflfen ter uvitvoering van onderhavige Be-
schikking. Bij dit verslag zal de tekst van de nationale uitvoeringsmaatregelen
worden gevoegd.

GEDAAN te Brussel, op 17 oktober 1980.

De Voorzitter van het Comité van Ministers,

G. THORN
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REFERENTIEMETHODEN VAN ONDERZOEK INZAKE EETBARE OLIEN

I. Antioxydanten

1, ¥walitntief onderzoek

1.1, Apparetuur

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

Gebruikelijke laboratorium bulpmiddelen, evenals 13

1, .Ontwikkelbak voor dunneleagohromatografie, geschikt voor dunnelaag-
platen van 200 x 200 mm,

2. Dunnelaagplaten 200 x 200 mm, voorzien van Macherey en Nagel *)
Xderelgel G-HR of gelijkweardig, leagdikte 0,40 mm. Weeg 30 g- )
M en N kiezelgel G-HR af in ean koniache kolf met ingeslepen glazen
stop van 300 ml, voeg 60 ml gedestilleerd water toe, plaats de
stop op de kolf en homogeniseer de kolfinhoud gedurende 1 minpuut
op een schudmachine. Strijk de suspenoie uit met behulp vun een
uitetrijkapparaat op de dunnelaagplaten von 200 x 200 mm, zodanig
dot een laagdikte van 0,40 mm ontstaat. Jleet de platen één nacht
aan de lucht drogen en bewaar ze in een exsioccator boven silicagel.
Axtiveer de platen vlak voor het gebruik door ze 1 wur in een droog-
atoof van 60° C te plaatsen.

3. Rotatieverdamper.

4, Elexirisoh verwarmde droogstoof, goed vemtileerbaar em ingesteld
op 103 + 2° C,

5« Elextrisoh vervarmde droogstoof, goed ventilesrbsar en ingesteld
op 60 + 2° C,

Reagentia \

. Ethanol p.a., absoluut. '

2, Petrolsumether, kooktrajeot 40-60° C.

3. Acotonitril p.a.

4, Benzeen p.a.

5. IJpazijn p.a.

6, Methanol p.a., absoluut.

7. o~Propylgallaat (PG)

8. p-Oatylgellaat (0G)

9. n-Dodecylgallaat (DG)
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Ascorbylpalmitaat (AP)
3~t-Butyl-4-hydroxyanisol (BHA)
3,5-d4~t~-Butyl-4-hydroxyanisol (DBHA)
3,5-d1-t-Butyl-4-hydroxytolueen (BHT)
t~Butylhydrochinon (TEH)

Acetonitril, met petroleumether verzadigd.

Breng 900 ml acetonitril p.a. in een 1000 m)l fles, voeg 100 ml
petroleumether 40-60° C en een weilnig CaCl, toe, meng, plaats de
3top op de fles en laat een nacht stean.

Petroleums ther ?40—60), met acetonitril verzadigd. Breng 900 ml
petroleumether (40-60) in een 1000 ml fles, voseg 100 ml acetoniiril
pea. en een weinig CaCl, toe, meng, plaats de stop op de fles en
laat een nacht staan, )

Spultreagens ; 0,5 % (m/¥) oplossing van 2,6-dichloorchinon~
chlooriside in absolute ethanol p.a. los 500 mg 2,6-dichloox-
chinonchloorimide op in 100 ml absolute ethanol p.a.

Optwilkkelvloeistof, meng vlak voor het gebruik 2 volumedelen
petroleumether (40-60) met 2 volumedelen benzeen pe.aes ¢n 1 volume~
deel 1jsazijn p.a.

1.

2,

1.4. Isolatie

1.

2.

Los van elk der onder 1.2.7. tot en met 1.2.13, genoemde anti-
oxydanten 100 mg op in methanol (1.2.6.), vul met methanol in een
100 ml msatkolf tot de maatstreep man en meng j; 0,1 Hige (m/v)
oplossing.

Maak op de wijze aangegeven onder 1.3.l. voor t-butylhydrochinon
sen 0,2 %1ge (n/v) oplossing.

Loa 7,5 & 10 gram olie of vet op in 100 ml petroleumether 40-60
en breng de oplossing over in een scheitrechter van 500 ml.

Spoel het gebruikte glaswerk met 25 ml met petroleumether verzadigd
acetonitril (1.2.15.) en voeg de spoelvloeistof bi) de inhoud van
de eche 1trechter 51.4.1.). Schud gedurende &én minuut en laat de
acetoniiril fuse {onderste faae) af in een scheitrechter van 250 ml.

OPMERKING 3

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

S
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3, Herhanal de onder 1.4.2. aangégeven extractie nog driemaal.

4, Schud de verzamelde acetonitrilextracten tweemnal uit met telkens
15 ml met scetonitril verzedigde petroleumether 40-60 (1.2.16).

5 Breng het acetonitrilextract over in een 150 ml rondbodemkolfje
en damp het oplosmiddel aan éen rotatieverdamper bij een zo laug
mogelijke temperstuur onder vacullm af. De temperatuur van het
waterbud mag niet hoger dan 40° C zijn.

N
.

Neem het residu op in 2 m)l absolute methanol en breng de oplossing
over in een Xlein voorraadfleaje. De oplossing moet gefiltreerd
worden indien het residu niet geheel in oplousing is gegaane.

OPMERKING 3

B1J verwachte antioxydantgehaltesvun minder dan 0,01 % verdient
het aanbeveling het residu in 1 ml methanol op te nemen,

1. Breng goveel ontwikkelvloeistof (1.2.18.) in de ontwikkelbak dat
het vloeistofoppervlak ca. 1 cm boven de bodem van de bak staat.
Plaats twee stukken filtreerpapier ven slk 200 x 200 mm in de bak
en sluitl deze met het bijbehorende deksel af. Ieat de ontwikkel-
bak ter verrzadiging met damp van de loopvloeistof 1 & 2 uur bij
naertemperatuur op een donkere plaats staan.

2. Dreng 10 & 20 fl van het onder 1.4.6. verkregen extract op twes
startpunten van een vlak voor het getruik 1 uur op 60° C geakti-
veerde dunnelaagplaat (1.1.2.).

3+ Breng vervolgens op zeven andere startpunten telkens 4 Fl van één
der ondexr 1.341. en 1.3,2. vermelde referentie-oplossingen op.

OPMERKINGEN 3

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

- Per startpunt lkunnen ook meerdere siandaardoploseingen
geocombineerd worden opgebracht.

44 Trek op 15 cm afstand van de startpunten ecen 1ijn evenwijdig aan
de startlijn. FPlaats de plaat in de ontwikkelbak en ontwikicel
de plaa%t tot de afstand tussen de ptartlijn en het loopmiddelfront
15 cm bedraagt. Het ontwikkelen van de plaat dient eveneens op
een donkere plsats te gebeuren.

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

6« Dosproei de plaat in een zuurimst met de 0,5 % (m/v) oplossing
van 2,6~dichloorchinonchloorimde (1.2.17.) en plaats deze )
vervolgens gedurende 10 A 15 minuten in een droogstof van
103 + 2° C,

OPMERKING :

Voor het zichtbaar maken van de gallaten kan in plaats van
2,6-dichloorchinonchloorimide ook een 1 %-ige (m/v) oplossing van
ijzer (III) chloride in water worden gebruikt.
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7. Yeem de plaat uit de droogstof en vergelijk de kleur ovenals de
Rf-waarden van de vlekken van de referentie-oplossingen met die
van het opgebrachte extracte

8, Extre informatie omtrent de identiteit der antioxydanten kan worden
verkregen door de tot kamertemperatuur afgekoelde plaut ongeveer
30 seconden in een met ammoniakdampen verzadigde ontwikkelbak te
plaatsen.

9, Vergelijk de Rf-waarden x 100 evenals de na bespulting met
2,6-d1chloorchinonchloorimide resp. na behandeling met amuonia
waargenomen kleuren resp. kleurveranderingen met de in tabel 1
vermelde gegevens. Aan de in deze tabel vermelde Rf-waarden x 100
mag echter geen absolute waards toegekend worden omdat de
Rf-waarden van plaat tot plaat verschillen.

2, Tocoferolen

2.1,

Beginsel

De kwantitatieve extraotie van toooferolen met bet onverzeepbare
wordt uitgevoerd volgans bestaande voorschriften. (The inalyst 84,
356 (1959) - J.A.0.A.C. 49, 580 (1966).

De afzondering van de sterolen op gestandardiseerd florisil zuivert
in sterke mate de toceferolen van storende pisken bij de G.L.C-analyse.

In de afgozonderde fraotie die de totaliteit der toocoferolen bevat
kunnen alfa, gamma en delta tocoferol zonder moeilijkheden wordenm ge~
schelden. De toevoeging van een inwendige standaard die niet inter-
foreort met aanwezige componenten uit de te onderzoeken fractie laat
toe de verbouding te bepalen van de tocoferolen tot de I.S..

De oumzetting van de sterol-vrije fractie van het onverzeepbare in )
trimethyl silyl-derivaten voert tot een goede reproduceerbsarheid der
antwoorden en tot een recovery van meer dan 90 % van het toegevoegde
tocoferol. De verkregen G.L.C.-antwoorden worden in ponderale verhou-
dingen omgezet na atlezing op een 1jkiurve die met zuivere reactieven

wordt opgenaakt.

Beagontin

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

2. verse alooholische KOH opl. (30 ml ethanol + 3 al KOH opl (3 + 2)
). ethanol 96°

4. vores godnsﬁilleards peroxyde en watervrije dieshylether

o/
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5. gestandardisserde florisil s+ wae florisil met water tot afwesig-
heid van 80, . Droog en aotiveer bij 260° gedurende 2 u. Desaoti-
veren varVOigens door toevoeging van 10.%5 ml water per 100 g
florisil. Herhaaldelljk het hermetisoh gueloten reoipient schud-
den en overnacht laten stasn tot evenwiohteinstelling.

6. Natriumsulfaat, vatervrij p.a.

7. Vers gedsetilleerde n-hexsan, watervrij (kookp. 68° — 70°)
8. Chloroform p.a. )
9. N, O-bis (trimethylsilyl) acetamide ~ afg. : B.S.A.

10, Xoolstofsulfide p.a.

11. Alfa toooferol — min 99 % zuiverheid ~ moet voor meer dan 99 %
uit één enkele piek bestaan bij G.L.C.-analyse.

12. Dotriscontasn — moet voor meer den 99 % uit één enkele pielk
beetaan bij O.L.C.-analyse. .

1. gaschromatograsf met regolbare temperatuur voor injectiepoort,
oven en F.I.-detector

2. glazen kolom ven oa. 2 m lengte en 1/4' buiten diameter gevuld
met ca. 1 % OVy op gasobrom Q (100 — 120 mesh). De glazen kolom
vooraf silyleren, zorgvuldig vullen met stationaire fase en
de opstelling uitvoeren voor de "on-column injeotion®

3. injeotiespult van 10 picroliters g/kl)

4. Rotavapor voor droogéampen onder stiketof en verminderde druk
S5+ glazen kolomm?n van 2,5 ca ﬁ voorzien van Tefl on kraan

6. 8cheitreohters van 250 en 500 ml voorzien vun Tellon kraan
T. kolfjes van 100 ml voorzien van- terugvloeikoeler

8. Klassisk glaswerk.

Rexinijze

2.4.1, verzeping van de olie en extraotie van hot onverzeepbare

1. veag 5 g olie in een kolfje van 100 ml en voeg 20 al
pyrogallol opl. toe .

2. verwarm op waterbad onder terugvloeikoeler en voeg bij
kooktemperatuur 30 ml alk. KOH opl. toe. Verzeep gedurende
20 min.

3. breng de nog warme opl. in een scheitrechter van 250 ml
m.b.ve 100 ml water.
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4. extrahesr het onverzsepbare met 100 ml diethylether. Bij
slechte sobeiding voeg 1 & 2 ml ethanol tos. Na volledige
opklaring, de atherlasg in een tweede scheitrechter van
500 ol gieten, Waarin reeds 40 ml water word gebracht.

5« extraheer nog 2 x de zeapqlossing met 100 ml diethylether
en voeg de extrakten samon

6. meng voorzichtig de extraoten met het water en vermijd de
voraing van emulsiee.

7. was verder telkens met 40 ml water tot neutrale reaotie
t.0.v. fenolftaleine.

8. breng de ether—oplossing in een kolf en destiller het
grootete gedaeelte vun de ether onder verasinderde druk en
in stikstofatmosfeer. ) )

9. droog het residu door filtratie op een kleine koloa met
vatervrij natriuamsulfaat. Na wassen met ether wordt ver—
der droog-gedampt.

fructionnering van het onverzeepbare op florisilkoXom

1. vul een kolom aet hexsan aen giet door ean trechter 30 g
godesaotiveerd florisil in het hexaan.

Breng, na decantatie, een paar ca. natriumsulfaat aan de
oppervlgkte

2. laat het overtollige hexaan druppelsgewijze doorvloeien
en breng het onverzeepbare, na oplossen in een paar al.
ohlorofora, aan de oppervlakte van de kolom. Laat de
chloroform in de kolom Bijpelen en spoel na

3. elueer achtereenvolgens amet 3

40 @l hexasn
120 @l oplossing van 5 4 (v/v) diethylether in hexaan
120 al " " 15 % (v/v) " "

Laat olke oplossing,achtereenvolgens druppelsgewijze, door
de koloa sijpelen en recupereer de eluaten in één enkel
rooipient.

4. destilleer het ovaergroot godeelts van het oplosmiddel onder
verminderde druk en onder stikstofatmosfeer.

S. voeg 8en juist afgemeten volume toe ven een Oplossing van
dotriacontaan in diethylether, zodat 9en gekende bhoeveel-
heid invendige standaard (ong. 20 mg) aan de toooferolx—
fractie wordt toegevoegd.

6. homogoniseer de inhoud van de kolf door enkele ouzwaenkingen
en giet ovar in ven klein kolfje een hoevaeslheid die on-
goveer 20 ug droge stor bevat.

o
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verjaag het solvent met een mutige stilketofstroom die op
de oppervlakte van de vloeistof bleaast en dit bij lichte
vervwarming van het kolfje

voeg aan de droogrest 1 m) B.S.A. toe en plaate het met
een glazen stop gesloten kolfje gedurende 2 u in de droog-
stoof bij 70 °.

verjaag met een matige stiketofetroom, zoales onder 2.4.2.7.,
bot overechot van B.S.X.

10. los de verdamprest op in 1 ml koolstofeulfide en plaate

het gveloten kolfje im de koelkast in afwaohting van de
G.L.C.~analyse.

G.L.C.-analyse van de tocoferolfractie

1.

3.
4.
b
6.

stel de gaschromatograaf in bij volgonde temperaturen en
regel de gasdebieten als volgt 3

toap. oven 240°

" injector 260°

" detector 260°
atikstof (dragergas) i1-oa. 30 wl/min.
vaterstof t ca. 30 ut/min.

weeg nuuvkeurig in vier verschillende kolfjes een amengsel
af van alfa tocoferol en dotriuocontasn zodat ongeveer
volgende ponderale verhoudingen dotriaoontaan/tocoferol
vworden verwezealijkt i 3, 2, 4 en 0,5 » -

Bij het gebruik van een microbalans wordt telkens ca.
10 mg alfa toocoferol afgewogen an het guwicht dotriacontaan
aangepast

silyleor de mengsels zoals onder 2.4.2.8,
verjaag het ovsraschot von resotief zoals onder 2.4.2.9.
los de verdampresten op zoals onder 2.4.2,10.

injecteer 1 microliter LlLl) van deze oplossingen en regel de
govoeligheid van de elevotrometer en de papiersnelheid

van de recordsr zodat de integratie van de pieken in
optimale voorwaarden mogelijk wordt. Bereken de ver-
houding der pieken.

bherhaal, ten minste voor &én oplossing, da injeoties
een voldoende aantsl keren om de berekening van de stan-
daard sfwijking wogelijk te maken. Indien S x 100 2 %

niet overachrijdt mag de reproducesrbaarheid gle bevre-
digend worden beschouwd.

2ot de verkregen waarden van de verhoudingen der opper-—
vlakten uit tegen de ponderale verhoudingen voor de ver—
schillende standaard oploeaingen. Trek de ijklijn die
noraaliter een rechte moet henaderen.
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9. voer de injecties uit wet de onbekendo extracten uit de
olie. De relatieve retentiatijden t.o.v. dotdacontaan
zijn ongev. als volgt

voor alfa tocoferol i1 0,82
b8ta en gamma tocoferol : 0,67
delta toocoferol & 0,55

10. indien twijfel bestsat nopens mogelijke interferentie
- van de inwendige standaard met pieken uilt het onver-

zeepbare, kan steeds de injectie worden uitgevoerd van

het gesilyleerde extract zonder toevoeging ven de
I.S.

11. indlen twijfel bestaat nopens de interferentie van
bepanlde tocorerolpieken met andere componenten uit
het onverzeepbare, kan de injectie ook plaatsvinden
véér silylering hetgeen tot andere retentietijden
voert.

Berekening

l. bereken de verhouding der oppervlakten van de inwendige
gtandamrd t.o.v. de tocoferolplieken uit de te onderzoeken

olie

2. lees ult de verhouding der oppervlakten de ponderale
verhouding af op de 1jklijn

3. bereken als volgt het totaslgehalte aan tocoferolen

4 toooferolen = Lf8OwOgeN dotriacontaan 100

ponderals verhouding . Ingewogen olle

OPMERKING 31 Men kan asnnemen dat het specifiek antwoord van
de verschillende tocoferolen gelijkeardig is alas

dit van alfa tocoferol en dat de 1Jk1119, met deze

atof getrokken, ook van toepassing is voor de
andere pieken,
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3620

Indien niet ultdrukkelijk enders vermeld dlencn alle reagentia
van een z0 zuiver mogelijke kwaliteit te zijn.

- Natriumsulftast, watexrvri)
- Olijfolie ; vrij van antioxydanten (Oleum Olivae, Ned.Ph.Ed.VI)
-~ 3-BHA (*) ; 3-tert.butyl-4-hydroxyanisol

- Plorisil, 60-100 mesh, vochtgehalte, bepaald door middel van
Farl Pilscher titratie ongeveer 3 % zm/m)

- Petroleumether-aceton mengsel. !eng 100 ml aceton en 900 ml
petroleumether (40-60° C)

- Zoutzuur, 3 n )

~ Netriumnitrietoplossing 2 % (mw/v). Bereid de oplossing elke week
verse.

~ Natriumhydroxyde oploseing. Los 40 gram natriushydroxyde op in
500 ml gedistilleerd watur en voeg 50 ml methanol toe. Meng, breng
het volume met water op één liter en meng opnieuw.

~ Chromatografie kolom ; lhng 400 mm, inwendige diameter 20 mm.
Breng onder in de kolom een lungje gesilaniseerde glaswol san en
vul de kolow vervolgens met zoveel Florisil dat een Mlorisil-koloa
van 4 cm lang 1s ontstaan. Dek de Plorisil-kolom af met een laag
van 1 A 1% cm watervrij natriuamsulfante

~ Spectrofotometer, geschilct voor het meten bij 480 nm,

Herkwijze
1. Breng 10 gram (a grem) tot op 1 mg nauwkeurilg gewogen monster

kwantitatief over in een 150 m} scheitrechter en voeg 50 ml
putroleumether-aceton mengsel toe,

2, Pipetteer achtereenvolgens 5 ml natriumnitrietoplossing en 5 al
zoutzguur 3 n in de scheitrechter, sluit de scheitrechter onmid-
dellijk met de bijpassende atop en schud Mxachtig gedurende 30 sec.

3¢ Lanat na het scheiden der fasen de waterige fase af en extraheer
de organische fase tweemanl met achtereenvolgens 20 en 5 ml
natriumhydroxyde—oplossing door telkens gedurende 30 sec. krachtig
te schudden. Verzamel de alkalische extracten in een 150 ml
goheitreahter waarin ziock 1% ml zoutzuur 3 n bvevindt,

z*i Het in de hande}l verkrijgbtare BHA 18 een mengsel wvan 2- en 3-tert.butyl-
4-hydroxyanisol, Het verschil in absorptie maximum en molaire absorptie
tussen de pitrosoderivaten van beide isomeren is verwaarloosbaar klein.

/.
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Extraheer de waterige oplossing ( 3.2.3.) met 25 ml petroleumother-
aceton mengsel, luat de waterige fase af in een 150 ml achei-
trechter en breng de organische rfase op de FPlorisil-kolom.

Extrahcer de waterige fuse (3.2.4.) nogmaels met 25 ml petroleum—
ether-aceton mengscel en breng ook deze orgunische fase op de
Plorisil-kolom zodra het cerste extract (3.2.4.) de bovenkant ven
de¢ kolom-vulling proktisch heerft bereikt.

Verzamel het elusat van de Plorisil-kolom ( %2.4. en 3.2.5,) in een
150 ml ascheitrecater. Spoel de onder 3.2.4. en 3.2.5. gebruikte
scheltrecnters met 25 ml petroleumether—aceton mengsel en breng de
spoelvloeistof zodra het tweede extract {(3.,2.5.) de bovenrand van
de kolomvulling heef% bereikt eveneens op de Florisil-kolom en
elueer. Vang ook dit elusat op in de 150 ml scheitrechter.

Pipetteer 40 ml natriushydroxyde-oplossing in de scheitrechter
(3.2.6.), schud Xrachtig gedurcnde 30 goc. en breng na het achei 'n
der fasen een deel van de alkalische fase over in een 1 cm cuvet.

Meet de extinctle van de oplossing bij 480 nm tegen natrium-
hydroxyde—oplosuing ala referentie en laea de bijbehorende hoeveel-
heid butylhydroxyanisol in pg per wl meetoplossing (b) af op de
13a1in (3.3.3.).

Iidi3n

1.

24

3o

Bereid een oplossing van butylhydroxyenisol in petroleumether—

.eceton mengsel die 100 P& per nl bevat.

Breng in een vijrtal 150 ml scheitrechters 10 gram olijfolie en
pipetteer in elk cdexr scheltrechters respectievelijk 0, 1, 2, 5
en 10 ol standsardoplossing (3.3.1.)s Voeg san iedere schei-
irechter in dezelrde volgorde als voorheen toe 50, 49, 48, 45 en
40 ml petroleumether-aceton mengsel en meng.

Bohondel de oplosoingen zosls aangegeven onder 3,2.2. tot en met )

+2.8,, neem 1in plaats van de voorgeschreven 40 ml natrium-
hydroxyde-oplossing { 3.2.7.) slechts 20 ml en zet de extincties
gemeten voor de standaardoplossingen gralisoh wuit als functie van
de butylhydroxyanisol concentratie in g per ml meetoploasing.
Trek do best pawssende 1l1jn door de meetpunten.
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3 o4. Berekening

1o Bereken het butylhydroxyanisol gehalte van het monster in 4
{(®/m) met behulp van de formule

> x 2590
a
waarin i

a = de inweeg van het monster in grammen ( 3.2.1.)

b = de hoeveelheid butylhydroxyanisol in ug per ml meetoplossing
afgelezen op de 13jklijn ( 32.8.).

4, BHT

De bvepaling van BAT =zal in een latere beschikking worden geregeld.

e/ .
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Kleurstoffen

Zie Beschikking M (76) 11 inzake de toepassing van een Benelux-
referentiemethode voor het opsporean =2n net identificeren van in levensmiddelen
aanwezige in vet oplosbare synthetische kleurstoifen.

Anti-schuimmiddel

De bepaling van dimethylpolysiloxaan volgt.

Zuurgetal en vrije vetzuren

Zuurgetal

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

Reagentia :

- Mengsel van ethanol en ether.
Meng gelijke volumina ethanol 96 % v/v en didthylather.
Neutraliseer dit mengsei onmiddellijk voor het gebruik met behulp
van 0,17 n kaliumhydroxide in ethanol na toevoeging van 0,3 ml indica-
toroplossing per 100 ml van het mengsel.

-~ 0,1 n kaliumhydroxide in ethanol 96 % v/v.
Stel de titer van deze oplossing vlak voor het gebruik.
De oplossing dient tenminste 5 dagen tevoren te zijn bereid en gede-
canteerd in een donkere fles met rubber ston.
De oplossing moet kleurloos of strogeel zijn.
Het verdient aanbeveling de voor het bereiden van de onlossing gebrulkte
ethanol te zuiveren door 1 liter ethanol met S5 & %0 yram kaliumhydroxide
gedurende een uur zacht te laten koken en vervoligens af te destilleren.

~ 0,5 n xaliumhydroxide in ethanol 96 % v/v.
Zie opmerking gemaskt bij de 0,1 n kaliumhydroxide oplossing.

- Indicator-oplossing : los 1 gram fenolftaleine op in 100 ml ethanol 96 ¥ v/v.
Voor donkere olién : los & gram alkaliblauw 6B op in 100 ml ethanol 96 % v/v.

Werk-igzo :

1. Weeg in een konische kolf van 250 ml af S & 10 zrum van het te onderzoeken
monster. Weeg tot ovn 0,01 gram nauwkeurig.
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2. Los het monster op in ongeveer 150 ml van het geneutraliseerde mengsel
van ethanol en ether.

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

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

4, Indien de gebruikte hoeveelheid 0,1 n kaliumhydroxide groter is dan 20 ml,
wordt de bepaling herhsald onder gebruikmaking van de 0,5 n oplossing van
kaliumhydroxide in ethanol.

Berekening

Het zuurgetal is : V x 56,1
M

waarbij :

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

e

M » de massa in grammen van het ihgeWOgen monster.

Opmerkingen :

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

Indien het bij donker gekleurde olién niet mogelijk is de kleuromslag ven
het fenolftaleine duidelijk wasr te nemen, kan men alkaliblauw 6B als indi-
cator gebruiken. Ook in dit geval dient na de kleuromslag van blauw nasr
rood verkregen kleur tenminsté 10 sec. te blijven bestaan.

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

Vrije vetzuren, uitgedrukt als oliezuur

De bepaling wordt uitgevoerd als hiervoor beschreven.
Het gehalte san vrije vetzuren, uitgedrukt als oliezuur wordt als volgt berekend

28,2 x v %

M

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

/e
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V. Vluchtige stoffen

Onder vluchtige stoffen worden verstaan, water en andere bestanddelen,

die worden bepaald door massaverlies, bij verwarming bij 103° C.

1.1. Apparatuur :

~ Schaal met platte bodem, 8 4 9 cm diameter, ongeveer 3 cm diep
(Petri-schaal)

- Thermometer gegradueerd van 80 tot 110° C, ongeveer 10 c¢m lang, voorzien
van een expansieruimte boven het kwikreservoir

~ Zandbak of warmplaat

1.2. Werkwijze :

1.3.

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

2. Breng ca+ 20 gram van het monster in de schaal en weeg tot op 0,01 gram
nauwkeurig.

3. Verwarm de schaal met de inhoud op een zandbad of op een verwarmingsplaat,
waarbij de temperatuur met ongeveer 10° C per minuut verhoogd wordt tot
een temperatuur van 90° C is bereikt. Roer hierbij voortdurend met de
therzometer.

4. Verhoog, onder voortdurend roeren, de temperatuur langzaam tot 103 + 2¢ C,
let er hierbij op dat géén monstermaterinmal door spatten verloren gaat.
Overschri jd daarbij de 105° C niet. Blijf roeren door de thermometer
over de bodem van de schaal te bewegen tot geen dampbelletjes meer naar
boven komen.

5. Om er zeker van te zijn, dat sl het water is verwijderd, dient het ver-
warmingsproces tot 103 + 2° C enige mnlen te¢ worden herheald, waarbij
men tussentijds steeds tot 95° C laat afkoelen.

6. Laat vervolgens afkoelen in een exsiccator tot kamertemperatuur en weeg.'

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

Berekening H
Het gehalte aan bij 105° C vluchtige stoffen bedraagt :

(M) - M) x 100 %

waarbij :
M, = de massa in grammen van het ingewogen monster.

M1 = de massa in grammen van schaal en inhoud védr de verwarming.
M2 = de massa in grammen van schaal en inhoud na de verwarming tot constente
massa.
\

Opmerking

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

’
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Vi, Identificatie van olijfolie verkregen uit eerste persing

1o

24

Specifieke extinctiecodéfficiént bij 270 nm Q(zvol

De specifieke extinctiecoéfficiént van olijfolle bij 270 nm
270) 1a de extinctie van een oplossing van 1 gram olie in 100 ml
2.4.~trimethylpentunn gemeten bij 270 nm in een 1 cm cuvet
1
1

gx
[E * (270 nm)].

on

- Spectrofotomster
- Kwartscuvetien, optisohe weglengte 10 mm )

- 2.2.4.~trimethylpentaan (iso-octaan) analytisch zulver.
De transmissie in procenten moet ten minste 98 % bedragen gemeton
bij 270 nm ten opzichte van water als referentie.

~ Moatkolven van 100 ml
- Analytische balans.

1.2, Werkwijze

1, Weeg 1 gram olie tot op 1 mg pauwkeurig af en breng dit met
iso—octaan kwantitatief over in een muatkolf van 100 ml.

2¢ Yul met iso—octzan tot de merkstreep esan en meng.

3. Breng een deel van de meetoplossing {1.2.) over in een lwartacuvet
met een optische weglengte van 1 cm en meet de absorptie van de
neetoplossing bij 270 nm tegen iso-octaan als referentie (K270).

Specifieke extinctlecodfficiént van olijfolie biq1 270 nm na behandeling

met gedesactiveerd sluminiumoxyde

De definitie van de spacifieke extinctiecoé&fficilint evenals de
meting hiervan zijn identiek san die beechreven onder 1, V44r de meting
wordt de olijfolie echter behandeld met basisch aluminiumoxyde.

1s Verhit basisch aluminiumoxyde voorzien van de kwaliteitsaandulding
voor chromatografie en met een korrelgrootte tussen 30 em 130 pm
(gemiddelde Xorrelgrootte 80 um) in een porceleinen schaal gedu~
rende 3 uur bij 380 tot 400° C., Stel de aotiviteit van het
aluminiumoxyde zoals voor het onderzoek vereist, in door aan
100 gram 5 ml woter toe te voegen en meerdere mslen goed te mengen.
Bawasr het mengsel gedurende één nacht in een hermetisch gesloten
vat ; het aluminiumoxyde is nu voor gebruik gereed,

o/-
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2, Controleer de activiteit van het onder 2.1.1. verkregen aluminiumn-
oxyde als volgt.

Breng 30 gram aluminiumoxyde verkregen onder 2.1.1. in een chroma-
tografiekolom met een inwendige doorsnede van 35 mm, lang 450 am
en voorzien van een afvoerbuis met een inwendige doorsnede van
ongeveer 10 mme Tik voorzichtig met de onderkant van de kolom zo
lang tegen een houten oppervlak tot de kolomvulling niet verder
inzakt. Maak een mengsel van 95 % 0l1jfolie van eerste persing
(moagdelijke olijfolie) met een specifieke extinctieco¥fficiént
van Xleiner dan 0,18 en 5 % arachide-olie behandeld met bleelmarde
en waarven de specifieke extinctiecoéfficiént ten minste 4
bedraangt (1.). Loe 10 gram van dit mengsel op in 100 ml n-hexman
en elueer over de kolom. Vang het eluaat op in een pasuende kolr
en verdamp het oplosmiddel onder vacuum bij een temperatuur niet
hoger dan 25° C, Bepaal op de wijze aangegeven onder 1, de speci-
fieke extinctiecoséfficiént van het residu. Deze moet ten minst
0,11 bedragen. Indien niet hiersan 1s voldaan ~ de geconjugeexde
iriénen zijn niet gedlueerd - moet een meer gedespactiveerd
alusiniunoxyde worden bereid (meer water toevoegen onder 2.1.1.)
en opnieuw op de hierboven beschreven wijze de activiteit worden
gecontroleexd.

3e Breng 30 graw van het onder 2.1.1. verkregen gedesactiveerde
bagisch aluminiumoxyde in een kolom zoals beschreven onder 2.1.2.
en vul deze op de eveneens daar aangegeven wijze. Maak een
oplosesing van 10 gram van de te onderzoeken olie in 100 ml n-hexaan
en elueer deze over de kolom. Damp het oplosmiddel af auls aange-
geven onder 2.1,2. en bepaal de specifieke extinctlecodffici¥nt
van het residu bdij 270 nm als aangegeven onder 1.2.

3+ Bepaling van de variatie van de specifieke extinctiecodfficiéntg (le

Do variatie von de specifieke extinctieco&fficiént AK wordt als
volgt gedefindeerd s

)

DK = K = 0,5 (K _, +X_ ,

woaxrin 3
Xm = de specifieke extinctiecodfficiént gemeten bij het maximum van
absorptie biJ ongeveer 270 nm.

K en K

44 4 ™ de apeocifieke extinctieco¥fficiunten gemeten bij golflengten

die ten opzichte van de golflengte van het absorptie-
mexipum 4 nm nsar boven en beneden zijn verschoven.

OPMERKING 3 Indien het spectrum geen maximum vertoont in de buurt van
270 nm worden de eftinotiecoé!ficiﬁnten gemeten bij 270, 266
en 274 nm.

e
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Herkwijze

1. Meet het UV-spectrum van de onder 1,2.1. verkregen oplossing en
bepaal de specifieke extinctiecoéfficiénten Km, Km¢4 en Km_4.

2, Indien de absorptiekurve geen maximum vertoont mnet worden
gehondeld als hlervoren aangegeven onder OPMERKING.

VII, Aantonen van residu-olie in olijfolie

1« Bellier-reactie

1e3.

~ Maatkolven van 100 en 500 ml

- Perugvloeikoeler

- Moatplipet van 5 ml met schaalverdeling in 0,1 ml N
- Thermometer met eepn schaal van 15 tot 60° C

- Kaliumhydroxyde-oploesing. Los 42,5 gram kmliumhydroxyde Op in
72 ml gedestilleerd water, vul in een 500 ml maatkolf tot de maat-
streep aan met ethanol 96 % (v/v¥) en meng.

~ Ethanol 70 ¥ {v/v).

- Azijnzuuroplossing. Meng 1 volumedeel azijnzuur met 2 volumedelen
water.s Titreer 1,5 ml van de oplossing met de hierboven genoomde
kaliumhydroxyde-oplossing ; indicator fenolftalelne. Het verbruik
aan lnliuvphydroxyde-~oplossing moet precies 5 ml bedragen. Is dit
niet het geval dan moet de azijnzuuroplossing met azijnzuur of water
op deze waarde worden ingesteld.

Yoorbereiding ven het monster

Vexrwarm, indien nodig, de olie voorzichtig tot alle vastgeworden
bestanddelen vloeibaar zijn en Filtreer door een vouwfilter ter
verwljdering vun asnwezig watex, ,)

Herlowd jze

1., Pipetteer 1 ml monster in een 100 ml kolf en voeg 5 ml kalium—
hydroxyde—~oplossing toe. .

2, Plasts een terugvloeikoler op de kolf en kook de inhoud gedurende
10 minuten onder terugvloeilng. Meng de inhoud af en toe door
schudden.

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

4. Meng zorgvuldig, plaats de thermometer in de oplossing en laat
afkoelen. Beldjk de oploasing zodra deze de temperatuur wvan 45° C
heeft bereikt. Indien zich gedurende de afkoeling van de oplossing
over het temperatuurtraject van 45 tot 40° C een vlokidg neerslag
vormt is de remctie op residu-olie positief.

OPMERKING ; Wanneexr een niet-vlokldg neerslag ontstaat moet de
oplossing (1.).4.) gedurende tenminste 24 wur en zo
nodig gedurende 48 uur bewaard b1} 20 tot 22° C.
Ontstaat alsnog een vlokkig neerslag dan is de reactie
evenvens positiet.

7/
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VIII. Onderzoek van olijfolie op sanwezigheid van andere olién
analyse van de sterolfractie van vetten en olién

1. Beginsel

Gaschromatografische analyse van de sterolen, welke door middel

van dunnelaagchromatografie uit de onverzeepbare rest werden afgescheiden,
die voorzichtig werd gedroogd.

2. Toestellen

1.

9.

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

bekerglas van S0 ml

filterkroezen met poreusheid 3, doorsnede 15 mm _)
kolf van 100 ml

centrifugenbuisje van 10 ml met conische bodem en ingeslepen stop
pipetten van 1 ml met schaalverdeling

gaschromatograaf voorzien van een vlamionisatiedetector, met zilveren
of glazen injectiesysteem of syasteem voor directe injectie op de kolom
en registreerapparatuur (recorder)

kolom voor gaschromatografie ven glas of roestvrij staal, U- of spirasl-
vormig met een lengte van 1 tot 2 meter en een binnendiameter van 3 tot
4 mm - stationaire fase van siliconrubber (methyltype (1)), stabiel tot
ten minste 300° C, 2 tot 4 ¥ op gecalcineerde met zuur gewassen en gesi-
laniseerde diatomeeénaarde met korrelgrootte 80/100 of 100/120 mesh

Opmerking : aangezien sommige soorten roestvrij staal foutieve resultaten
kunnen veroorzaken door ontleding van de sterolen, wordt sanbevolen B
gebruik te maken van glas.

Microspuit waarmee hoeveelheden tot 5 of 10 4l kunnen worden geinjecteerd.

3. Reegentia

chloroform voor chromatografie
benzeen voor chromatografie .

heptasn

sllicagel (bij voorbeeld Kieselgel G) :

Vergelijkingsoplossing voor dunnelaagchromatografie beataande uit een
oplossing van 5 % cholesterol in chloroform

(1) Bij voorbeeld SE 30.
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6. aceton voor chromatografie

7. Natriumzout van 2'7?'-dichloorfluoresceine, 0,1 ¥ oplossing in absolute
ethanol

8. pyridine

9. hexamethyldisilazaan

10. trimethylchloorsilaan

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

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

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

wijze. )

4. Bereiding van de platen voor dunnelaagchromatoprafie

Pleats in het uitstrijkapparaat achtereenvolgens een plaat van 20 x 5 x
0,4 cm, vier platen van 20 x 20 x 0,4 cm en een plaat ven 20 x 5 x 0,4 cm.

Breng in een kolf van S00 ml met wijde hals 40 g silicagel en ongeveer
80 ml water. Roer met een glazen staaf, eventueel met een mechanische roerder,
tot een homogene suspensie is verkregen. Verwijder eventuele ingesloten gas-—
sen door gedurende ten minste 1 minuut de kolf onder vacuiim te brengen met
behulp van een waterstraalluchtpomp. Breng daarna de suspensie over in het
uitstrijkapparaat, stel de dikte in op 0,5 mm en bedek de platen gelijkmatig.
Droog de platen gedurende ongsveer 15 minuten aan de lucht en vervolgens
2 uur in een droogstoof bij een temperatuur van 105° C. Bewsar de aldus
bereide platen in een exsicator onder vacuim.

S. Werkwijze

Onder de onverzeepbare rest worden verstaan de stoffen, die oplos-
baar zijn in vetten en die na verzeping onoplosbaar zijn in water maar
oplosbaar zijn in het oplosmiddel dat voor de bepaling wordt toegepast.
Deze rest omvat de natuurlijke bestanddelen van de vetstoffen (zoals
aterolen, alcoholen, koolwaterstoffen) alsmede de organische niet bij
100° C vluchtige bestanddelen (zosls minerale olién) die niet tut de vet-
ten waarin zij eventueel kunnen voorkomen, behoren. Als oplosmiddel wordt
gebruik gemaskt van petroleumether of van ethylether. Er moet rekening
worden gehouden met het feit dat de resultaten die met beide oplosmidde-
len worden verkregen in de meeste gevallen sterk uiteenlopen en dat met
ethylether hogere gehalten worden gevonden dan met het andere oplosmiddel.
Wat de olijfolie .betreft wordt rekening houdende met de temperatuurs-
omstandigheden in de meeste analyselaboratoria petroleumether als het
beste oploamiddel beschouwd.
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- kolf ven ongeveer 150 ml voorzien van een terugvloeikoeler
- scheitrechters van ongeveer 500 ml
- droogstoof afgesteld op 103° C (+ 2° C).

Reagentia

- kaliumhydroxide, ca 2 n oplossing in ethanol 95 % v/v. Het reagens mag
niet sterker gekleurd zijn dan strogeel.

- petroleumether ; kookpunt 40-60° C, broomgetal {1, vrij van residuen.

Werkwi jze ~
mmmssetes )
/
Weeg tot op 0,01 g neuwkeurig ongeveer 5 g vetmonster af in de kolf.

Voeg 50 al van de ethsnolische KOH-oplosasing toe. Breng de terugvloeikoeler
aan. Leaat gedurende een uur zacht koken. Schakel de verwarming uit. Voeg
via de koeler ongeveer S50 ml gedistilleerd water tos en schud.

Glet na afkoeling over in een scheitrechter en spoel de kolf enige malen
met in totsal ongeveer 50 ml petroleumether.

Schud krachtig gedurende 1 minuut.

Laat vervolgens rusten tot volledige scheiding van de twee fasen is
verkregen. Breng de zeevoplossing over in een tweede scheitrechter.
Indien hierbij in uitzonderingsgevallen een emulsie optreedt, moet
deze worden gebroken door toevoeging van kleine hoeveelheden ethanol
of van een goconcentreerde oplossing van ksliumhydroxyde.

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

Breng de 3 petroleumetheroplossingen over in een zelfde scheitrechter
en was 3 meal met slechts ongeveer 50 ml 50 ¥ige ethanol.

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

Verwijder onder voorzichtig verwarmen en onder vacuiln het oplosmiddel.

Droog het residu onder vacuim bi}) een temperatuur niet hoger dan 50° C
ten einde ongewenste oxydatie te voorkomen.

/-
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Breng in de ontwikkeltank een mengsel van n-heptesan/aceton ~
85/15 (v/v®) of van benzea/aceton 95/5 (v/v) tot een hoogte ven
ongeveer 1 cm ; dek met de dekplaat af en laat ten minste gedurende
drie uren staan ter verkrijging van het gevenste vloeistof/demp even-
wicht. Het verdient daarbij aanbeveling aen de binnenkant van de tank
stroken filtreerpapier aan te brengen, die in de elutievloeistof hen-
gen. Hierdoor wordt de looptijd van het front van het loopmiddel met
ongeveer een derde verkort en verloopt de elutie van de componenten
gelijkmatiger.

Bereid intussen een S ¥-oplossing van de met petroleumether geéx-
traheerde onverzeepbare rest in chloroform. Breng ongeveer 0,3 ml van
deze oplossing met behulp van de microspuit van O,) ml zodanig in een
ononderbroken en gelfjkmatige bend op de plaat op ongeveer 1,5 cm van
de onderrand op, dat een zo smal mogelijke startlijn wordt verkregen.

Breng volgens de gebruikelijke techniek aan één zijde van de plaat
enkele pl van de vergelijkingsoplossing met cholesterol op ter bepaling
van de Rf-waarde ven de sterolen.

Plaats de plamt in de als hierboven sangegeven klsargemankte ont-~
wikkeltank. De temperatuur van de omgeving moet ongeveer 20° C bedragen.
Dek met de dekplaat af en ontwikkel tot het front van de loopvloeistof
zich op ongevesr 1 cm ven de bovenrand van de plaat bevindt. Neem de
plaat uit de ontwikkeltenk en laat het loopmiddel verdampen onder zachte
verwarming in een stikstofatroom.

Maok de vlekken zichtbaar door de plaat vervolgens voorzichtig en
gelijkmatig met de alcoholische oplossing van het natriumzout ven 2'7'-
dichloorfluoresceine te besproeien. Bekijk de plasat in ultraviolet licht
en bepaal de plaats van cde sterolen als eangegeven door de cholesterol-
vlek afkomstiy van de vergelijkingsoplossing. Krab de sterolband met
een metalen spatel af. Breng de afgekrabde silicagel met behulp van 15 ml
warme chloroform over in een bekerglas van 50 ml, roer, breng het asilica-
gel volledig over in de filterkroes en filtreer. )

Was vervolgens het filter driemaal met porties van telkens 15 ml warme
chloroform en vang alle filtraten op in een kolf van 100 ml.

Damp de chloroformoplossing in tot 4 3.5 ml en breng over in het vooraf
gewogen centrifugebuisje met ingeslepen stop. Droog door het oplosmiddel
onder zacht verwarmen in een stikstofstroom af te dampen ; weeg de eldus
verkregen sterolfractie.

1. Bereiding van de_trimethylsilylethers (TMS)

Voor elke mg sterolen dient aan het centrifugebuisje 0,02 ml silanerings-
reagens te worden toegevoegd, bestaande uit een mengsel van pyridine-
hexamethyldisilazasn-trimethylchloorsilaan 9/3/1 (v/v/v) waarbij ieder
spoortje vocht dient te worden vermeden. Plaats het buisje ongeveer

een half uur in een exsiccator, sluit vervolgens af en centrifugeer
gedurende enkele minuten. Gebruik vervolgens de verkregen oplossing

voor de bepaling.




2.

Omstandigheden voor de gaschromatografische bepaling

Temperatuuur ven de kolom : 220 tot 250° C.

Temperatuur ven het injectiesysteem indien afzonderlijk verwarmd :

20 tot 40° C boven de temperatuur van de kolom. Stikstofstroom :

30 tot 60 ml/min. Cntkoppel de detector en conditioneer nieuwe kolom-
men onder de beschreven omatandigheden gedurende 16 tot 24 uren.

Sluit de detector aan, steek de vliam san, en regel de waterstofstroom

en de lucht- of zuurstofstroom zodanig dat een geachikte vlamhoogte en
gevoeligheid worden verkregen. Schakel de recorder in en laat het papier
met passende snelheid aflopen ; stel het nulpunt en de verzwaskken in.
Als de basislijn stabiel is kan het apperaat worden gebruikt.

Gevoeligheidstest

Neem S5 ml van de oplossing voor de gevoeligheidstest, damp het oplos-
middel af en werk vervolgens als aangegeven onder 1 ; injecteer 0,1
tot 0,2 van de aldus bereide oplossing (TMS). In het chromatogram
mag elléen een cholesterolpiek verschijnen.

Stel de verzwakker zodanig af dat ongeveer de hele achaal ven de
recorder wordt gebruikt.

Bepaling van het scheidend vermogen

Neem 5 ml van de oplosasing voor de bepaling van het scheidend vermogen.
Damp het oplosmiddel af en werk vervolgens alas sangegeven onder 1.
Injecteer 0,1 tot 0.2Jul van de aldus bereide oplossing (TMS).

De cholesterol-, brassicasterol-, campesterol en g-sitosterolpieken moe-
ten in het chromatogram verachijnen. Meet de retentieafstanden (afstand
van het injecteerpunt tot het punt dat de maximale hoogte van de piek
aangeeft) van de pieken : d.. voor cholesterol, dg voor brassicasterol

d_, voor campesterol en d voor;?—sitoeterol. Bepadl voorts de lengte

vgn de basis van deze piﬁken (retentietijden tussen de snijpunten met de
basislijn ven de raaklijnen san de buigpunten op de voorste en achterste
zijde van de piek)cocH voor cholesterol, en wy voor brassicasterol.

Het scheidend vermogen, dat wordt gegeven door de volgende formule :

pr = 2 (Yp~%cm)

“p*“Cu

moet ten minste gelijk zijn aan 1.

Bereken de relatieve retentietijden (cholesterol = 1,00) voor
brassicasterol, campesterol en b—sitoeterol.
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5. Referentieproef

..... ——

Neem 5 ml van de oplossing voor de referentieproef, damp het oplosmiddel
af en werk vervolgens als sangegeven onder l. Injecteer 0,1 tot 0,2 1
van de aldus bereide oplossing (TM3). De pieken van campesterol, stigma-
sterol, p-sitosterol en \7-stigmastenol mosten in het chromatogram
verachijnen. Meet de retentieafstanden van de pieken : d_ voor campe-~
sterolr dgT voor stigmagterol, ds voorF5—sitosterol en dST -7 voor
A7 stigméstenol.

Bereken de relatieve retentietijden ; deze bedragen ongeveer :

cholesterol : 1,0
brasgicasterol : 1,1
campesterol : 1,3
stigmasterol : 1,4
P-sitoaterol : 1,6 (1)
A 7-stigmastenol : 1,8 (2)

Injecteer 0,1 tot 0,2 11 van de TMS-oplossing van de te bepalen sterolen
en neem het chromatogrsm.

1. Voor een interpretatie van de samenstelling van de onderzochte sterol-
fractie mogen geen pieken met een andere retentietijd dan die welke
experimenteel bepaald is voor de zes hierboven genocemde sterolen, in
aanmerking worden genomen.

Het gehalte aan ﬁ-eitOuterol in ¥ wordt gegeven door de volgende
formule :

piekoppervlak voor ﬁpaitoaterol

x 100
totaal oppervliak van de zes sterolpieken
2. Betrokken op de totele sterolsamenstelling in % :
a) mag het gehalte aan S-sitosterol niet lager zijn dan 93 %;

b) mag het gehalte aan cholesterol enp7-stigmsstenol niet hoger zijn
dan 0,5 % voor elk van deze bestanddelen ;

c) mag het gehalte aen campesterol niet hoger zijn den 4 % ;

d) moet het gehalte aan stigmasterol lager zijn dan het gehalte aan
campesterol.

(1) Indien endere sterolen zoals AS-avenasterol onder deze voorwaarden dezelfde
retentietijd als/S—sitosterol hebben, worden zij als/S-sitosterol aangerekend.

(2) Indien andere sterolen onder deze voorwasrden dezelfde retentietijd als
D 7-stigmestenol hebben, worden zij als A7-stigmastenol aangerekend.




