
MINISTERIELE  Iil:SCIHKK INCLN  

BESCHIKKING  
van  liet  Comité van  Ministers  van de Benelux  Economische  Unie  

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

M (80) 5  

liet  Comité van  Ministers  van de Benelux  Economische  Unie,  

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

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

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

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

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

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

vermeden, 

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

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

worden aangelegd, 

ileeft  het volgende beslist 

Enig artikel  

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

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

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

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

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

worden gevoegd. 

GEDAAN  te  Brussel,  op 17  oktober  1980. 

De  Voorzitter  van  liet  Comité van  Ministers,  

G.  TUORN 
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REI?ERENTIEMETHODEN  VAN ONDERZOEK INZAKE EETBARE OLIEN  

I. Antioxydanten 

V. Kwalitatief onderzoek 

Gebruikelijke laboratorium hulpmiddelen, evenals  i 

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

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

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

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

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

stoof  van 60° C te  plaatsen.  

3. Rotatieverdamper.  

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

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

1.2.  Rentja  

t.  Ethanol p.a., absoluut.  

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

3. Acetonitril p.a.  

4. Benzeen p.a.  

5. IJsazijn p.a.  

6. Methanol p.a., absoluut.  

7. n-Propylgallaat (PG) 

S. n-Ootylgallaat (0G) 

9. n-Dodecylgallaat (DO) 

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

'I.  



- 2 - 	 14(80)5  
Bijlage  

10. Asoorbylpalmi -taat  (AP)  

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

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

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

14. t-Ihrtylhydrochinon (TBH) 

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

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

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

chinonchloorjmide op in 100 ml  absolute ethanol p.a.  

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

1.3.  Referentie.-olos8ign  

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

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

1.4. Isolatie  

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

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

OPMERKING 

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

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

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

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

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

OPMERKING  s  

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

1.5.  ho 	orÎje_en deteotie 

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

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

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

OPMERKINGEN  

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

-  Per  startpunt kunnen ook meerdere standaardoploseingen 
gecombineerd worden opgebracht.  

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

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

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

OPMERKING 

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

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

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

2.  T000ferolen  

2.1. Be&insel 

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

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

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

2.2. Rog2nti 

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

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

3. ethanol  960 

4. vers  godmetilloerde  peroxyde  en  watervrije di.ahylethor  

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

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

6. Natriumsulfaat, watervrij p.a.  

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

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

10. roolotofoultide p.a.  

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

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

beetaan bij 0.L.C.-analyae.  

2.3. ,p,arntuur en laawerk 

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

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

3. injeotieepuit  van 10 microlitere  (,hl) 

4. Rotavapor  voor droogdzuapon onder stikstof  en  verminderde druk  

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

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

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

8. klaaciek  glaswerk.  

2.4.  Werkwijze 

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

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

2. vervaria  op watorbad,  onder terugvloeikoeler  en  voeg bij 

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

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

.1  



-6- 	 M(80)5  
Bijiare  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3. eluoor aohtereenvolgena  met s 

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

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

reoipient.  

4. deetilleer  het overgroot gedeelte  van  het oplosmiddel onder 

verminderde druk  en  onder atjkstofatcccosfeer.  

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

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

traotie  wordt toegevoegd.  

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

.1.  
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7. verjaag het  solvant met  een matige stikstofstrooai  dis op 
de  oppervlakte  van de  vloeistof blaat  en dit  bij lichte 
verwarming  van  het kolfje  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3. ailylser  de muengeslu zoals onder  24.2.8. 

4. verjaag het overschot  van reaotisf  zoals onder  2.4.2.9. 

5. los de  verdampreaten  op  zoals onder  2.4.2.10. 

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

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

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

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

niet overschrijdt mag  da reproduoeerbaarheid ls  bevre-

digend worden beschouwd.  

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

vlakton uit tegen  de ponmieralu  verhoudingen voor  de  ver-

schillende standaard oplossingen.  Trek de  ijklijn  die  

normaliter een rechte moet benaderen. 

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

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

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

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

2.4.4.  Berekening  

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

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

3. bereken  ale  volgt het totaalgehalte aan tocoferolen 

% t000ferolen _ingewogendotrlacontaen 	100 
ponderale  

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

.1.  
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3.  Btttylhydroïyanisol (BilA,  kwantitatief)  

3  . 1 .  Reagentia  In_a2par~a uur 

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

— Natriurnnul1aat,  watervrij 

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

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

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

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

—  Zoutzuur,  3 n  

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

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

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

Spectrofotomuter,  geschikt voor het meten bij  480 nm. 

3 .2.  !ettz.  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.3.  Ij  kil jn  

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

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

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

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

I.  
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3 4. 	ekefli$  

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

x 250  

waarin  

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

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

)  

+. BHT  

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

I. 
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Bi jlae 

II. Kleurstoffen 

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

referentiemethode voor het opsporen  en et  identificeren  van in  levensmiddelen 

aanwezige  in  vet oplosbare synthetische kleurstoffen.  

III. Anti-schuimmiddel 

De  bepaling  van dimethylpolysiloxasu  volgt.  

IV. Zuurgetal  en  vrije vetzuren 

Zuurgetal 

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

Reagentia 

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

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

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

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

Werkwijze  

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

.1.  
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2. Loe het monster  op in  ongeveer  150 ml van  het geneutraliseerde mengsel  
van  ethanol  en  ether.  

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

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

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

Het zuurgetal is :  V x 56,1 
M  

weerbij  

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

M • de massa in  grammen  van  het ingewogen monster. 

Opmerkingen  

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

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

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

Vrije vetzuren, uitgedrukt als oliezuur  

De  bepaling wordt uitgevoerd als hiervoor beschreven. 

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

28,2xV 	%  
M  

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

'I.  
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V. Vluchtige  atoffen  

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

1.1.  Anparatuur 

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

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

-  Zandbak  of  warmplaat  

1.2.  Werkwijze  

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

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

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

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

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

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

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

1.3.  Berekening  

j
Het gehalte aan bij  105° C  vluchtige stoffen bedraagt  

(M,_M2)x2 	%  

waarbij  

de  massa  in  grammen  van  het ingewogen  aoneter.  

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

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

Opmerking  

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

1 . Specifieke extinctieooëfficiënt bij  270 na (K27  

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

El om 
(270  run)].  

1 • 1. pnaratuur en reentia 

- Speotrofotometer 

- Kwartaouvetten,  optische weglengte  10 mm 

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

-  Maatkolven  van 100 w). 

-  Analytische balans.  

1.2.  Werkwijze  

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

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

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

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

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

2,1 . Behandeljn  metede2activeerda1uninjumoxde 

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

Bewaar het mengsel gedurende één nacht  in  een hermetisch gesloten  

vat ;  het alujniniumoxyde is  nu  voor gebruik gereed.  

.1.  
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2.  Controleer  de  activiteit  van  het onder  2.1.1.  verkregen aluminium-
oxyde als volgt. 

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

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

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

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

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

waarin  z 

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

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

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

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

.1.  
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3.1.  Werkwize  

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

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

VII.  Aantonen  van  residu-olie  in  olijfolie  

1. Be].lier-reactie  

1 • 1. 	aj-atuuren reent1a 

-  Maatkolven  van 100 en 500 ml 

- Terugvloeikoeler 

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

-  Thermometer  met  een schaal  van 15  tot  60° C 

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

-  Ethanol  70  %  ('nv).  

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

1.2.  Voorbereiding. van  het monster 

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

1.3.  Werkwize  

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

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

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

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

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

eveneens positief. 
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VIII.  Onderzoek  van  olijfolie  op  aanwezigheid  van  andere o1in  
analyse van de  oterolfractie  van  vetten  en  olien  

1.  Begineel. 

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

2.  Toestellen  

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

2. bekerglas  van  50 ml 

3. filterkroezen  met  poreusheid  3,  doorsnede  15 mm 	 ) 

4. kolf  van 100 ml 

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

6. pipetten  van 1  nl  met  schaalverdeling  

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

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

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

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

3.  Reeentia  

1. chloroform voor chromatografie  

2. benzeen voor chromatografie  

3. heptaan  

4. silicagel  (bij voorbeeld Kiesalgel  G) z 

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

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

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

8. pyridine  

9. hexamethyldiailazaan  

10. trimethylchloorailaan  

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

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

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

14•  Bereiding  van de  platen Voor dunnelaagchromatografie 	 - 

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

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

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

5.  Werkwijze  

5.1. Bers 1dfn van de ortverzepbere  rest 

Inleiding 

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

.1.  
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5.2.  Methode  met  petroleumether  

Toestellen 

-  kolf  van  ongeveer  150 ml  voorzien  van  een terugvloeikoeler 

- scheitrechters  van  ongeveer  500 ml 

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

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

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

)  

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

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

Schud krachtig gedurende  1  minuut. 

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

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

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

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

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

-I.  
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5.3.  Sclle.Ldinli van de  sterolfractie  met  behu1p van  dunne1aachromato grafie 

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

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

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

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

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

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

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

5..  Gaschromatografischebpalin van sterolen  

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

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

'I.  
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2. Ometandigheden voor  de amchromatorafische beEalin 

Temperstuuur van de  kolom :  220  tot  250e C.  

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

3. Gevoeligheidstest 

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

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

f.  BEalinYan --- 

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

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

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

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

Het mcheidend vermogen, dat wordt gegeven door  de  volgende  formule 

PR = 2 (
dp[d

CH) 
 

moet  tan  minste gelijk zijn aan  1.  

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

.1.  
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5. Referentienroef  

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

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

	

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

Bereken  de  relatieve  retentietijden  deze bedragen ongeveer  

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

A 7-stigmaatenol 1,8 (2) 

6. Ana1ao  

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

5.5. Weerave van de i-eeultaten 

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

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

piekoppervlak voor  ,-aitoatero1  
x 100  

totaal oppervlak  van de  zee  ateroipieken  

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

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

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

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

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

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


