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règlement précité, elles doivent avoir les caractéristiques
suivantes:

— un coefficient d'extinction K
270

non supérieur à 1,20,

— une variation (∆K) du coefficient d'extinction au voisinage
de 270 nm supérieure à 0,01 et non supérieure à 0,16, soit:

∆K = K
m
− 0,5 (K

m − 4
+ K

m + 4
)

K
m

désigne le coefficient d'extinction à la
longueur d'onde du maximum de la
courbe d'absorption au voisinage de
270 nm,

K
m − 4

et K
m + 4

désignent les coefficients d'extinction
aux longueurs d'onde inférieure et supé-
rieure à 4 nm à celle de K

m
;

4) des caractéristiques organoleptiques faisant apparaître des
défauts perceptibles avec une intensité supérieure à la limite
d'acceptabilité, avec un résultat d'analyse sensorielle inférieur à
3,5 conformément à l'annexe XII du règlement (CEE) no 2568/
91.

II. Est considérée comme «autre huile d'olive vierge», au sens de la sous-
position 1509 10 90, l'huile d'olive qui présente les caractéristiques
suivantes:

a) une acidité, exprimée en acide oléique, non supérieure à 3,3 g/100
g;

b) un nombre de peroxyde non supérieur à 20 mEq d'oxygène actif/
kg;

c) une teneur en ►M9 cires ◄ non supérieure à ►M9 250 ◄ mg/
kg;

d) une teneur en solvants halogénés volatils totaux non supérieure à
0,2 mg/kg et pour chacun d'eux une teneur non supérieure à 0,1
mg/kg;

e) un coefficient d'extinction K
270

non supérieur à 0,25 et, après
passage de l'huile sur alumine activée, non supérieur à 0,10;

f) une variation du coefficient d'extinction (-K) au voisinage de 270
nm non supérieure à 0,01;

g) des caractéristiques organoleptiques faisant même apparaître des
défauts perceptibles avec une intensité inférieure à la limite
d'acceptabilité, avec un résultat d'analyse sensorielle égal ou supé-
rieur à 3,5, conformément à l'annexe XII du règlement (CEE) no

2568/91;

h) une teneur en érythrodiol + uvaol non supérieure à 4,5 %;

i) un contenu d'acides gras saturés dans la position 2 des triglycérides
non supérieur à 1,3 %;

j) la somme des isomères transoléiques inférieure à 0,03 % et la
somme des isomères translinoléiques + translinoléniques inférieure
à 0,03 %.

C. Relève de la sous-position 1509 90 00 l'huile d'olive obtenue par traite-
ment des huiles relevant des sous-positions 1509 10 10 et/ou 1509 10 90,
même coupée d'huile d'olive vierge, et qui présente les caractéristiques
suivantes:

a) une acidité, exprimée en acide oléique, non supérieure à 3,3 g/100 g;

b) une teneur en ►M9 cires ◄ non supérieure à 350 mg/kg;

c) un coefficient d'extinction K
270

non supérieur à 1,20;

d) une variation du coefficient d'extinction (∆ K) au voisinage de 270 nm
non supérieure à 0,16;

e) une teneur en érythrodiol et uvaol non supérieure à 4,5 %;

f) un contenu en acides gras saturés dans la position 2 des triglycérides
non supérieur à 1,5 %;

g) la somme des isomères transoléiques inférieure à 0,20 % et la somme
des isomères translinoléiques + translinoléniques inférieure à 0,30 %.
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D. Sont considérées comme «huiles brutes» au sens de la sous-position

1510 00 10 les huiles, notamment les huiles de grignons d'olive, qui
présentent les caractéristiques suivantes:

a) une acidité, exprimée en acide oléique, égale ou supérieure à 2 g/100
g;

b) une teneur en érythrodiol et uvaol égale ou supérieure à 12 %;

c) un contenu d'acides gras saturés dans la position 2 des triglycérides
non supérieur à 1,8 %;

d) la somme des isomères transoléiques inférieure à 0,20 % et la somme
des isomères translinoléiques + translinoléniques inférieure à 0,10 %.

E. Relèvent de la sous-position 1510 00 90 les huiles obtenues par traitement
des huiles relevant de la sous-position 1510 00 10, même coupées d'huile
d'olive vierge, ainsi que celles ne présentant pas les caractéristiques des
huiles visées aux notes complémentaires 2 B, 2 C et 2 D. Les huiles de
la présente sous-position doivent avoir un contenu d'acides gras saturés
dans la position 2 des triglycérides non supérieur à 2 %, la somme des
isomères transoléiques inférieure à 0,40 % et la somme des isomères
translinoléiques + translinoléniques inférieure à 0,35 %.

3. Ne relèvent pas des sous-positions 1522 00 31et 1522 00 39:

a) les résidus provenant du traitement des corps gras contenant de l'huile
dont l'indice d'iode, déterminé selon la méthode indiquée à l'annexe XVI
du règlement (CEE) no 2568/91 est inférieur à 70 ou supérieur à 100;

b) les résidus provenant du traitement des corps gras contenant de l'huile
dont l'indice d'iode est compris entre 70 et 100, mais dont la surface du
pic ayant le temps de rétention du Béta-Sitostérol (1), déterminée confor-
mément à l'annexe V du règlement (CEE) no 2568/91, représente moins de
93 % de la superficie totale des pics des stérols.

4. Les méthodes d'analyse à suivre pour la détermination des caractéristiques
des produits en question ci-dessus sont celles prévues aux annexes du règle-
ment (CEE) no2568/91.
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ANNEXE XV

1. TENEUR EN HUILE DES GRIGNONS D'OLIVE

1.1. Matériel

— appareil d'extraction approprié muni d'un ballon de 200 à 250 millili-
tres,

— bain à chauffage électrique (bain de sable, bain d'eau, etc.) ou plaque
chauffante,

— balance analytique,

— étuve réglée à 80 ºC au maximum,

— étuve à chauffage électrique muni d'un dispositif de thermorégulation
réglé à 103 ºC ± 2 ºC et permettant de réaliser une insufflation d'air
ou une pression réduite,

— broyeur mécanique facile à nettoyer et permettant le broyage sans
échauffement et sans diminution sensible de leur teneur en eau et en
huile,

— cartouche d'extraction et coton hydrophile ou papier filtre, exempts de
produits extractibles à l'hexane,

— dessiccateur,

— tamis à trous de 1 millimètre de diamètre,

— pierre ponce en petits grains, préalablement séchée.

1.2. Réactif

n-hexane technique dont le résidu à l'évaporation complète doit être infé-
rieur à 0,002 gramme pour 100 millilitres.

2. MODE OPÉRATOIRE

2.1. Préparation de l'échantillon pour essai

Broyer l'échantillon pour laboratoire, si nécessaire, dans le broyeur méca-
nique préalablement bien nettoyé afin de le réduire en particules pouvant
traverser complètement le tamis.

Utiliser un vingtième environ de l'échantillon pour parfaire le nettoyage du
broyeur, rejeter cette mouture, broyer le reste, le recueillir, le mélanger
avec soin et l'analyser sans délai.

2.2. Prise d'essai

Peser, à 0,01 gramme près, dès la fin du broyage, environ 10 grammes de
l'échantillon pour essai.

2.3. Préparation de la cartouche d'extraction

Placer la prise d'essai dans la cartouche et boucher celle-ci avec le tampon
de coton hydrophile. Dans le cas où on a utilisé un papier filtre, emballer la
mouture dans ce papier.

2.4. Préséchage

Si le grignon est très humide (teneur en eau et en matières volatiles supé-
rieure à 10 %), effectuer un préséchage en plaçant pendant un temps
convenable la cartouche remplie (ou le papier filtre) dans l'étuve chauffée
à 80 ºC au maximum, pour ramener la teneur en eau et en matières vola-
tiles au-dessous de 10 %.

2.5. Préparation du ballon

Peser, à 1 milligramme près, le ballon contenant 1 à 2 grains de pierre
ponce, préalablement séché à l'étuve à 103 ºC ± 2 ºC puis refroidi pendant
au moins une heure dans un dessiccateur.

2.6. Première extraction

Placer dans l'appareil d'extraction la cartouche (ou le papier filtre) conte-
nant la prise d'essai. Verser dans le ballon la quantité nécessaire d'hexane.
Adapter le ballon à l'appareil d'extraction et placer le tout sur le bain à
chauffage électrique. Conduire le chauffage dans des conditions telles que
le débit du reflux soit au moins de trois gouttes à la seconde (ébullition
modérée, non tumultueuse).
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Après quatre heures d'extraction, laisser refroidir. Enlever la cartouche de
l'appareil d'extraction et la placer dans un courrant d'air afin d'éliminer la
majeure partie du solvant qui l'imprègne.

2.7. Deuxième extraction

Vider la cartouche dans le microbroyeur et broyer aussi finement que
possible. Replacer quantitativement le mélange dans la cartouche et celle-
ci dans l'appareil d'extraction.

Recommencer l'extraction pendant encore deux heures en utilisant le même
ballon contenant la première extraction.

La solution obtenue dans le ballon d'extraction doit être limpide. À défaut,
la filtrer sur un papier filtre en lavant plusieurs fois le premier ballon et le
papier filtre avec de l'hexane. Recueillir le filtrat et le solvant de lavage
dans un deuxième ballon préalablement séché et taré à 1 milligramme près.

2.8. Élimination du solvant et pesée de l'extrait

Chasser par distillation sur bain à chauffage électrique la majeure partie du
solvant. Éliminer les dernières traces de solvant en chauffant le ballon à
l'étuve à 103 ºC ± 2 ºC pendant 20 minutes. Faciliter cette élimination,
soit en insufflant de l'air de temps à autre ou de préférence un gaz inerte,
soit en opérant sous pression réduite.

Laisser refroidir le ballon dans un dessiccateur pendant au moins une
heure, et le peser à 1 milligramme près.

Chauffer à nouveau 10 minutes dans les mêmes conditions, refroidir au
dessiccateur et peser.

La différence entre les résultats de ces deux pesées doit être inférieure ou
égale à 10 milligrammes. Sinon, chauffer à nouveau pendant des périodes
de dix minutes suivies du refroidissement et de la pesée, jusqu'à ce que la
différence de masse soit au plus égale à 10 milligrammes. Retenir la
dernière pesée du ballon.

Effectuer deux déterminations sur le même échantillon pour essai.

3. EXPRESSION DES RÉSULTATS

3.1. Mode de calcul et formule

a) L'extrait exprimé en pourcentage en masse du produit tel quel, est égal
à:

S = m
1
×

100

m
0

où: S est le pourcentage en masse d'extrait du produit tel quel,

m
0
est la masse, en grammes, de la prise d'essai,

m
1
est la masse, en grammes, de l'extrait après séchage.

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux détermina-
tions, si les conditions de répétabilité sont remplies.

Exprimer le résultat avec une seule décimale.

b) L'extrait est rapporté à la matière sèche en utilisant la formule suivante:

S ×
100

100 − U
= extrait en % gras/sec

où: S est le pourcentage en masse d'extrait du produit tel quel [voir
sous a)],

U est sa teneur en eau et en matières volatiles.

3.2. Répétabilité

La différence entre les résultats des deux déterminations, effectuées simul-
tanément ou rapidement l'une après l'autre par le même analyste, ne doit
pas être supérieure à 0,2 gramme d'extrait à l'hexane pour 100 grammes
d'échantillon.
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Dans le cas contraite, répéter l'analyse sur deux autres prises d'essai. Si
cette fois encore la différence dépasse 0,2 gramme, prendre comme résultat
la moyenne arithmétique des quatre déterminations effectuées.
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ANNEXE XVI

DÉTERMINATION DE L'INDICE D'IODE

1. OBJET

La présente norme internationale décrit une méthode destinée à la détermi-
nation de l'indice d'iode dans les corps gras d'origine animale et végétale.

2. DÉFINITION

Aux fins de la présente norme internationale, les définitions suivantes sont
applicables.

2.1. Indice d'iode: la masse d'iode absorbée par l'échantillon dans les conditions
opératoires spécifiées par la présente norme internationale.

L'indice d'iode est exprimé en nombre de grammes d'iode par 100 grammes
d'échantillon.

3. PRINCIPE

Mise en solution d'une prise d'essai dans un solvant et addition du réactif
de Wijs. Au terme d'un laps de temps déterminé, addition d'une solution
d'iodure de potassium et d'eau; titrage de l'iode libéré par une solution de
thiosulfate de sodium.

4. RÉACTIFS

Tous les réactifs sont de qualité analytique reconnue.

4.1. Iodure de potassium, solution à 100 grammes par litre, exempte d'iode ou
d'iodate.

4.2. Solution d'amidon.

Mélanger 5 grammes d'amidon soluble dans 30 millilitres d'eau, ajouter ce
mélange à 1 000 millilitres d'eau bouillante, bouillir 3 minutes et laisser
refroidir.

4.3. Solution volumétrique standard de thiosulfate de sodium.

c(Na
2
S
3
0
3
.5H

2
0) = 0,1 mole par litre, normalisé pas plus de sept jours avant

l'usage.

4.4. Solvant préparé en mélangeant des volumes égaux de cyclohexane et
d'acide acétique.

4.5. Réactif de Wijs contenant du monochlorure d'iode dans de l'acide acétique.
Utiliser le réactif de Wijs se trouvant dans le commerce.

Note: Le réactif contient 9 grammes de ICI
3
+ 9 grammes de I dans l'acide

acétique.

5. APPAREILLAGE

Le matériel courant de laboratoire et notamment:

5.1. Nacelles de pesée en verre, appropriées à la prise d'essai et pouvant être
introduites dans les fioles (5.2).

5.2. Fioles coniques, d'une capacité de 500 millilitres, pourvues de bouchons en
verre et complètement sèches.

6. PRÉPARATION DE L'ÉCHANTILLON À ANALYSER. L'ÉCHAN-
TILLON HOMOGÉNÉISÉ EST SÉCHÉ SUR SULFATE DE SODIUM
ET FILTRÉ.

7. MODE OPÉRATOIRE

7.1. Prise d'essai

La masse de la prise d'essai varie selon l'indice d'iode présumé, comme
l'indique le tableau 1.
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Tableau 1

Indice d'iode présumé Masse de la prise d'essai (en g)

moins que 5 3,00

5 à 20 1,00

21 à 50 0,40

51 à 100 0,20

101 à 150 0,13

151 à 200 0,10

Peser la prise d'essai à 0,1 milligramme près dans une nacelle de pesée en
verre (5.1).

7.2. Détermination

Introduire la prise d'essai dans une fiole de 500 millilitres (5.2). Ajouter 20
millilitres de solvant (4.4) pour dissoudre les corps gras. Ajouter exacte-
ment 25 millilitres du réactif de Wijs (4.5), boucher, agiter le contenu et
placer la fiole dans un endroit sombre. Ne pas utiliser de pipette pour le
réactif de Wijs.

Préparer un essai à blanc avec le solvant et le réactif mais sans la prise
d'essai.

Pour les échantillons ayant un indice d'iode inférieur à 150, laisser les
fioles dans un endroit sombre pendant 1 heure; pour ceux ayant un indice
d'iode supérieur à 150 et pour les produits polymérisés ou des produits
oxydés dans une mesure considérable, les laisser pendant 2 heures.

Une fois ce laps de temps écoulé, ajouter 20 millilitres de la solution
d'iodure de potassium (4.1) et 150 millilitres d'eau dans chaque fiole.

Titrer avec la solution de thiosulfate de sodium volumétrique standard (4.3)
jusqu'à ce que la couleur jaune due à l'iode ait pratiquement disparu.
Ajouter quelques gouttes de la solution d'amidon (4.2) et poursuivre la
titration jusqu'au moment où la couleur bleue disparaît après avoir agité
vigoureusement le contenu.

Note: La détermination potentiométrique du point final est tolérée.

7.3. Nombre de déterminations

Effectuer deux déterminations sur le même échantillon.

8. EXPRESSION DES RÉSULTATS

L'indice d'iode est égal à:

12; 69 c V1 � V2ð Þ
m

où:

c: valeur numérique de la concentration exacte, en moles par litre, de la
solution de thiosulfate de sodium volumétrique standard (4.3)
utilisée;

V
1
: valeur numérique du volume, en millilitres, de la solution de thiosul-

fate de sodium volumétrique standard (4.3) utilisée pour l'essai à
blanc;

V
2
: valeur numérique du volume, en millilitres, de la solution de thiosul-

fate de sodium volumétrique standard (4.3) utilisée pour la
détermination;

m: valeur numérique de la masse, en grammes, de la prise d'essai (7.1).

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux déterminations,
à condition que le critère de répétabilité soit rempli.
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ANNEXE XVII

MÉTHODE DE DÉTERMINATION DES STIGMASTADIÈNES DANS
LES HUILES VÉGÉTALES

1. OBJET

Détermination des stigmastadiènes dans les huiles végétales contenant de
faibles concentrations de ces hydrocarbures, en particulier dans les huiles
d'olive vierge et les huiles de grignons d'olive.

2. CHAMP D'APPLICATION

La méthode est utilisable pour toutes les huiles végétales, mais les
mesures ne sont fiables que lorsque la teneur en hydrocarbures est
comprise entre 0,01 et 4 mg/kg. Cette méthode est particulièrement
adaptée pour détecter la présence d'huiles végétales raffinées (olive,
grignons d'olive, tournesol, palme, etc) dans l'huile d'olive vierge, étant
donné que les huiles raffinées contiennent des stigmastadiènes, alors que
les huiles vierges n'en contiennent pas.

3. PRINCIPE

Isolement de l'insaponifiable. Séparation de la fraction d'hydrocarbures
stéroïdes par chromatographie sur colonne sur gel de silice et analyse
par chromatographie capillaire en phase gazeuse.

4. APPAREILLAGE

4.1. Flacons appropriés de 250 millilitres avec condenseur à reflux.

4.2. Ampoules à décanter de 500 millilitres.

4.3. Flacons à fond rond de 100 millilitres.

4.4. Évaporateur rotatif.

4.5. Colonne de chromatographie en verre (de 1,5 à 2,0 centimètres de
diamètre interne sur 50 centimètres de longueur) avec bouchon en Teflon
et tampon de laine de verre ou disque de verre fritté dans le fond. Pour
préparer la colonne de gel de silice, verser de l'hexane dans la colonne de
chromatographie sur une hauteur d'environ 5 centimètres, puis compléter
avec une suspension de gel de silice dans de l'hexane (15 grammes dans
40 millilitres) en utilisant des fractions d'hexane. Laisser reposer, puis
soumettre à de légères vibrations. Ajouter du sulfate de sodium anhydre
sur environ 0,5 centimètre de hauteur, puis éluer l'hexane en excès.

4.6. Appareil de chromatographie en phase gazeuse avec détecteur d'ionisation
à flamme, injecteur-diviseur ou sur colonne refroidie («on -column») et
four programmable à ± 1 ºC près.

4.7. Colonne capillaire en silice fondue pour chromatographie en phase
gazeuse (0,25 ou 0,5 millimètre de diamètre interne sur 25 mètres de
longueur) recouvertes d'une phase de phénylméthylsilicone à 5 % formant
un film de 0,25 micron d'épaisseur.

Remarque 1.

Il est possible d'utiliser d'autres colonnes de polarité similaire ou infé-
rieure.

4.8. Intégrateur-enregistreur permettant une intégration de vallée à vallée.

4.9. Microseringue de 5 à 10 µl (microlitres) pour chromatographie en phase
gazeuse avec aiguille cémentée.

4.10. Chauffe-ballon électrique ou plaque chauffante.

5. RÉACTIFS

Sauf indication contraire, tous les réactifs doivent être purs. Il convient
d'utiliser de l'eau distillée ou de l'eau d'une pureté au moins équivalente.

5.1. Hexane ou mélange d'alcanes de point d'ébullition compris entre 65 et
70 ºC, distillés à l'aide d'une colonne de fractionnement.

Remarque 2.

Le solvant doit être distillé pour éliminer les impuretés.

5.2. Éthanol à 96 v/v.
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5.3. Sulfate de sodium anhydre.

5.4. Solution d'hydroxyde de potassium alcoolique à 10 %. Ajouter 10 millili-
tres d'eau à 50 grammes d'hydroxyde de potassium, mélanger, puis
dissoudre le mélange dans de l'éthanol jusqu'à obtention de 500 millilitres
de solution.

Remarque 3.

La potasse alcoolique brunit au repos. Elle doit être préparée fraîchement
chaque jour et conservée dans des flacons en verre brun bin fermés.

5.5. Gel de silice 60 pour colonne de chromatographie, maille 70 à 230
(Merck réf. 7734 ou similaire).

Remarque 4.

En général, le gel de silice peut être utilisé directement tel qu'il se
présente dans le conteneur, sans traitement préalable. Toutefois, certains
lots de silice peuvent présenter une faible activité, ce qui se traduit par
une mauvaise séparation chromatographique. Dans ce cas, il convient de
traiter le gel de silice de la façon suivante: désactiver le gel de silice en le
chauffant à 550 ºC pendant 4 heures au minimum. Après chauffage,
placer le gel de silice dans un déssicateur jusqu'à refroidissement, puis
le transvaser dans un flacon fermé. Ajouter 2 % d'eau et secouer jusqu'à
disparition des grumeaux et obtention d'une poudre flottant librement. Si
certains lots de gel de silice donnent des chromatogrammes présentant
des pics parasites, le gel de silice doit être traité comme indiqué ci-
dessus. Une autre solution consiste à utiliser un autre gel de silice pur
(Merck, réf. 7754).

5.6. Solution mère (200 ppm) de cholesta-3,5-diène (Sigma, pureté de 99 %)
dans de l'hexane. (10 milligrammes dans 50 millilitres).

5.7. Solution standard de cholesta-3,5-diène dans de l'hexane à une concentra-
tion de 20 ppm, obtenue par dilution de la solution précédente.

Remarque 5.

Conservées à une température inférieure à 4 ºC, les solutions désignées
aux points 5.6 et 5.7 se conserveront pendant au moins 4 mois.

5.8. Solution de n-nonacosane dans de l'hexane à une concentration d'environ
100 ppm.

5.9. Gaz vecteur pour la chromatographie: hélium ou hydrogène d'une pureté
de 99,9990 %.

5.10. Gaz auxiliaires pour le détecteur d'ionisation à flamme: hydrogène d'une
pureté de 99,9990 % et air purifié.

6. MÉTHODE

6.1. Préparation de l'insaponifiable:

6.1.1. Peser 20 ± 0,1 grammes d'huile dans un flacon de 250 millilitres (point
4.1), ajouter 1 millilitre de la solution standard de cholesta-3,5-diène (20
microgrammes) et 75 millilitres de potasse alcoolique à 10 %, mettre en
place le condenseur à reflux et chauffer en maintenant en légère ébulli-
tion pendant 30 minutes. Éloigner le flacon contenant l'échantillon de la
source de chaleur et laisser refroidir légèrement (ne pas laisser refroidir
complètement, sinon l'échantillon figerait). Ajouter 100 millilitres d'eau
et transvaser la solution dans une ampoule à décanter (point 4.2) avec
100 millilitres d'hexane. Secouer le mélange énergiquement pendant 30
secondes et laisser les différentes couches se former.

Remarque 6.

S'il se forme une émulsion qui ne disparaît pas rapidement, ajouter de
petites quantités d'éthanol.

6.1.2. Transférer la phase aqueuse du dessous dans une seconde ampoule à
décanter et extraire à nouveau avec 100 millilitres d'hexane. Récupérer à
nouveau la phase inférieure et laver les extraits d'hexane (regroupés dans
une autre ampoule à décanter) trois fois avec chaque fois 100 millilitres
d'un mélange éthanol-eau (1: 1) jusqu'à obtention d'un pH neutre.

6.1.3. Faire passer la solution d'hexane sur du sulfate de sodium anhydre (50
grammes), laver avec 20 millilitres d'hexane et faire sécher dans un
évaporateur rotatif à 30 ºC et à une faible pression.

1991R2568 — FR — 01.11.2001 — 018.001 — 99



▼M11
6.2. Séparation de la fraction d'hydrocarbures stéroïdes:

6.2.1. Placer le résidu dans la colonne de fractionnement avec deux fractions d'1
millilitre d'hexane, faire s'écouler l'échantillon le long de la colonne en
amenant le niveau de la solution au-dessus du sulfate de sodium et
commencer l'élution chromatographique avec l'hexane à un débit de 1
millilitre par minute environ. Éliminer le premier éluat de 25 à 30 millili-
tres, puis recueillir la fraction de 40 millilitres suivante. Ensuite,
transférer cette fraction dans un flacon à fond rond de 100 millilitres
(point 4.3).

Remarque 7.

La première fraction contient les hydrocarbures saturés (figure 1a) et la
seconde, les hydrocarbures stéroïdes. En poursuivant l'élution, on obtient
du squalène et des composés apparentés. Pour obtenir une bonne sépara-
tion entre les hydrocarbures saturés et les hydrocarbures stéroïdes, le
volume des fractions doit être optimal. À cet effet, il convient d'ajuster
le volume de la première fraction de manière que, lors de l'analyse de la
seconde fraction, les pics représentant les hydrocarbures saturés soient
faibles (figure 1c); si ces pics ne se forment pas, mais que l'intensité du
pic standard est faible, il faut réduire le volume. En tout état de cause, il
est inutile de séparer complètement les composants de la première et de
la seconde fractions, étant donné qu'il n'y a pas de chevauchement des
pics lors de l'analyse par chromatographie en phase gazeuse si les condi-
tions de la CG sont ajustées conformément au point 6.3.1. En général, il
est inutile d'optimaliser le volume de la seconde fraction car on obtient
une bonne séparation avec les composants suivants. Quoi qu'il en soit. la
formation d'un grand pic à un temps de rétention inférieur d'environ 1,5
minute à celui du pic standard est due au squalène et témoigne d'une
mauvaise séparation.

6.2.2. Faire évaporer la seconde fraction dans un évaporateur à 30 ºC et à une
faible pression jusqu'à séchage, puis dissoudre immédiatement le résidu
dans 0,2 millilitre d'hexane. Conserver la solution au réfrigérateur jusqu'à
analyse.

Remarque 8.

Les résidus désignés aux points 6.1.3 et 6.2.2 ne doivent pas être
conservés secs et à température ambiante. Dès leur obtention, il convient
d'ajouter le solvant et de conserver les solutions au réfrigérateur.

6.3. Chromatographie en phase gazeuse

6.3.1. Conditions opératoires applicables à l'injection:

— température de l'injecteur: 300 ºC,

— température du détecteur: 320 ºC,

— intégrateur-enregistreur: les paramètres d'intégration doivent être fixés
de manière à permettre une évaluation correcte des aires. Le mode
d'intégration de vallée à vallée est recommandé,

— sensibilité: environ 16 fois l'atténuation minimale,

— quantité de solution injectée: 1 microlitre,

— températures de programmation du four: température initiale de 235 ºC
pendant 6 minutes, puis élévation de 2 ºC par minute jusqu'à 285 ºC,

— injecteur avec diviseur de débit 1: 15,

— vecteur: hélium ou hydrogène à une pression d'environ 120 kPa.

Ces conditions peuvent être modifiées en fonction des caractéristiques du
chromatographe et de la colonne, de manière que les chromatogrammes
répondent aux exigences suivantes: formation du pic standard interne à
plus ou moins 5 minutes du temps indiqué au point 6.3.2; le pic standard
interne doit s'étirer sur au moins 80 % de l'échelle totale.

Il y a lieu de vérifier le système de chromatographie en phase gazeuse en
injectant un mélange de solution mère de cholestadiène (point 5.6) et de
solution de n-nonacosane (point 5.8). Le pic du cholesta-3,5-diène doit se
former avant celui du n-nonacosane (figure 1c); si cela ne se produit pas,
deux mesures peuvent être prises: réduire la température du four et/ou
utiliser une colonne moins polaire.

6.3.2. Identification des pics

Le pic standard interne se forme à environ 19 minutes et le stigmasta-3,5-
diène à un temps de rétention relatif d'environ 1,29 (voir figure 1b). Le
stigmastadiène s'accompagne de faibles quantités d'isomère et, générale-
ment, ils produisent un pic chromatographique unique. Néanmoins, si la
colonne est trop polaire ou si elle présente un grand pouvoir de résolu-
tion, l'isomère peut former un petit pic avant celui du stigmasta-3,5-
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diène et très près de lui (figure 2). Pour garantir que les stigmastadiènes
produisent un pic unique, il est conseillé de remplacer la colonne par une
autre moins polaire ou à diamètre interne plus large.

Remarque 9.

La méthode de détermination des hydrocarbures stéroïdes appliquée à
l'analyse d'une huile végétale raffinée permet d'obtenir un pic témoin
pour les stigmastadiènes. La substance fait apparaître un pic de hauteur
appréciable, facilement identifiable.

6.3.3. Analyse quantitative

La teneur en stigmastadiène est déterminée par la formule suivante:

mg/kg de stigmastadiènes =
As �Mc

Ac �Mo

où: A
s

= aire du pic de stigmastadiène (si le pic est résolu en deux
isomères, somme des aires des deux isomères).

A
c

= aire du standard interne (cholestadiène).

M
c

= masse de standard ajoutée, en microgrammes.

M
o

= masse d'huile prélevée, en grammes.

Limite de détection: 0,01 mg/kg environ.
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Figure 1

Chromatogrammes (chromatographie en phase gazeuse) obtenus par
analyse d'échantillons d'huile d'olive sur une colonne capillaire en silice
fondue (0,25 millimètre de diamètre interne sur 25 mètres de longueur)
recouverte d'un film de 0,25 micron d'épaisseur de phénylméthylsilicone
à 5 %.

a) Première fraction (30 millilitres) d'une huile vierge, éluée avec le stan-
dard.

b) Seconde fraction (40 millilitres) d'une huile d'olive contenant 0,10 mg/
kg de stigmastadiènes.
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c) Seconde fraction (40 millilitres) contenant une petite proportion de la

première fraction.

Figure 2

Chromatogramme en phase gazeuse obtenu à partir d'un échantillon
d'huile d'olive raffinée analysé sur une colonne DB-5 sur laquelle figure
l'isomère de stigmasta-3,5-diène.

1991R2568 — FR — 01.11.2001 — 018.001 — 103



▼M13
ANNEXE XVIII

DÉTERMINATION DE LA COMPOSITION DES TRIGLYCÉRIDES À
ECN42 (DIFFÉRENCE ENTRE COMPOSITION THÉORIQUE ET

COMPOSITION RÉELLE)

1. Objet

Détermination de la composition des triglycérides (TAG) dans les
huiles d'olive, en terme d'indice d'équivalent carbone, par les diffé-
rences entre les résultats d'analyse obtenus par chromatographie en
phase liquide à haute performance (HPLC) et la composition théorique,
calculée au départ de la composition en acides gras.

2. Champ d'application

La norme s'applique aux huiles d'olive. La méthode vise à détecter la
présence de faibles quantités d'huiles de graines (riches en acide lino-
léique) dans chaque catégorie d'huile d'olive.

3. Principe

La composition des triglycérides à ECN42 déterminée par HPLC et la
composition théorique des triglycérides à ECN42 (calculée sur la base
de la détermination GLC de la composition en acides gras) correspon-
dent dans une certaine limite pour les huiles pures. Une différence
supérieure aux valeurs mentionnées dans le règlement pour chaque caté-
gorie d'huile indique que l'huile contient des huiles de graines.

4. Méthode

La méthode permettant de calculer la composition théorique des trigly-
cérides à ECN42 et la différence entre les données HPLC et celle-ci est
constituée par la coordination des données d'analyse obtenues par
d'autres méthodes; on peut distinguer trois phases: détermination de la
composition en acides gras par chromatographie en phase gazeuse,
calcul de la composition théorique des triglycérides à ECN42, détermi-
nation HPLC des triglycérides à ECN42.

4.1. Appareillage

4.1.1. Ballons à fond rond de 250 et 500 ml.

4.1.2. Béchers de 100 ml.

4.1.3. Colonne en verre pour chromatographe (diamètre intérieur: 21 mm,
longueur 450 mm) avec robinet et cône normalisé (femelle) au sommet.

4.1.4. Ampoules à décanter de 250 ml avec cône normalisé (mâle) à la base,
pouvant s'adapter au sommet de la colonne.

4.1.5. Baguette en verre de 600 mm de longueur.

4.1.6. Entonnoir en verre de 80 mm de diamètre.

4.1.7. Ballons tarés de 50 ml.

4.1.8. Ballons tarés de 20 ml.

4.1.9. Évaporateur rotatif.

4.1.10. Chromatographe en phase liquide à haute performance, équipé d'un
contrôle thermostatique de la température de la colonne.

4.1.11. Vannes d'injection pour 10 µl.

4.1.12. Détecteur: réfractomètre différentiel. La sensibilité pleine échelle doit
atteindre au moins 10−4 unités d'indice de réfraction.

4.1.13. Colonne: tube en acier inoxydable de 250 mm de longueur et de 4,5 mm
de diamètre intérieur, rempli de particules de silice de 5 µm de
diamètre, avec 22 à 23 % de carbone sous forme d'octadécylsilane
(note 2).

4.1.14. Enregistreur et/ou intégrateur.
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4.2. Réactifs

Les réactifs doivent être de pureté analytique. Les solvants d'élution
doivent être dégazés et peuvent être recyclés plusieurs fois sans que
les séparations n'en soient affectées.

4.2.1. Éther de pétrole 40-60 ºC pour chromatographie.

4.2.2. Éther éthylique, exempt de peroxydes, fraîchement distillé.

4.2.3. Solvant d'élution pour chromatographe en verre: mélange d'éther de
pétrole/éther éthylique selon les proportions 87/13 (v/v).

4.2.4. Gel de silice, granulométrie 70-230, type Merck 7734, normalisé avec
5 % d'eau (m/m)

4.2.5. Laine de verre.

4.2.6. Acétone.

4.2.7. Acétonitrile.

4.2.8. Solvant d'élution HPLC: acétonitrile + acétone (dont les proportions
doivent être ajustées pour obtenir la séparation souhaitée; commencer
avec le mélange 50:50).

4.2.9. Solvant de solubilisation: acétone.

4.2.10. Triglycérides de référence: soit des triglycérides que l'on trouve dans le
commerce (tripalmitine, trioléine, etc.) et les temps de rétention sont
alors reportés conformément à l'indice d'équivalent carbone, soit des
chromatogrammes de référence obtenus à partir d'huile de soja, d'un
mélange d'huile de soja-huile d'olive 30:70 et d'huile d'olive pure (voir
notes 3 et 4 et figures 1, 2, 3 et 4).

4.3. Préparation des échantillons

Étant donné qu'un certain nombre de substances peuvent provoquer une
interférence et donner ainsi des résultats positifs erronés, l'échantillon
doit toujours être purifié selon la méthode IUPAC 2.507, utilisée pour
la détermination des substances polaires dans les huiles oxydées.

4.3.1. Prépara t ion de la colonne de chromatographie

Remplir la colonne (4.1.3) avec 30 ml environ de solvant d'élution
(4.2.3); introduire ensuite un tampon de laine de verre (4.2.5) dans la
colonne, l'enfoncer jusqu'au fond de la colonne au moyen de la baguette
en verre (4.1.5).

Préparer dans un bécher de 100 ml une suspension avec 25 g de gel de
silice (4.2.4) dans 80 ml de mélange d'élution (4.2.3); la transférer
ensuite dans la colonne au moyen d'un entonnoir en verre (4.1.6).

Afin d'être sûr que la totalité du gel de silice a été transférée dans la
colonne, laver le bécher avec le mélange d'élution et transférer égale-
ment le liquide de lavage dans la colonne.

Ouvrir le robinet et laisser le solvant s'écouler jusqu'à ce que son niveau
se situe à 1 cm au-dessus du gel de silice.

4.3.2. Chromatographie sur colonne

Peser, avec un degré de précision de 0,001 g, 2,5 +/−0,1 g d'huile, préa-
lablement filtrée, homogénéisée et, si nécessaire, déshydratée dans un
ballon taré de 50 ml (4.1.7). Diluer dans 20 ml environ de solution
d'élution (4.2.3); si nécessaire, chauffer légèrement pour faciliter la
dissolution. Refroidir à température ambiante et porter au volume avec
du solvant d'élution.

À l'aide d'une pipette jaugée, introduire 20 ml de solution dans la
colonne préparée conformément au point 4.3.1, ouvrir le robinet et faire
éluer le solvant jusqu'au niveau de la couche de gel de silice.

Éluer ensuite avec 150 ml de solvant d'élution (4.2.3), en réglant le
débit du solvant à la vitesse de 2 ml par minute environ (de telle sorte
que 150 ml passent par la colonne en 60-70 minutes).

Recueillir l'éluat dans un ballon à fond rond de 250 ml (4.1.1) préala-
blement taré et pesé avec précision. Éliminer le solvant sous pression
réduite (Rotavapor) et peser le résidu qui sera utilisé pour préparer la
solution pour l'analyse HPLC et pour la préparation des esters méthyli-
ques.
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Après passage dans la colonne, l'échantillon doit être récupéré au moins
à 90 % pour les catégories d'huile d'olive extra-vierges, vierges et raffi-
nées normalement et à 80 % pour les huiles lampantes et les huiles de
grignons.

4.4. Analyse HPLC

4.4.1. Prépara t ion de l 'échant i l lon pour l 'analyse chromatogra-
phique

Préparer une solution à 5 % de l'échantillon à analyser en pesant 0,5 +/
− 0,001 g de l'échantillon dans une fiole jaugée de 10 ml et complétée à
10 ml avec le solvant de solubilisation (4.2.9).

4.4.2. Procédure

Mettre en marche le système chromatographique. Pomper du solvant
d'élution (4.2.8) à un débit de 1,5 ml par minute de façon à purger
l'ensemble du système. Attendre d'avoir une ligne de base stable.
Injecter 10 µl des échantillons préparés selon le point 4.3.

4.4.3. Calcul e t expression des résul ta ts

Utiliser la méthode de normalisation interne, c'est-à-dire admettre que
la somme des aires des pics correspondant aux triglycérides (TAG) de
ECN 42 à ECN 52 est égale à 100 %. Calculer le pourcentage relatif de
chaque triglycéride selon la formule:

% triglycéride = aire du pic × 100 / somme des aires des pics.

Les résultats doivent comporter au moins deux chiffres après la virgule.

Note 1: L'ordre d'élution peut être déterminé en calculant les indices
d'équivalent carbone, souvent définis par la relation ECN = CN−2n,
dans laquelle CN est l'indice de carbone et n le nombre de doubles liai-
sons; il peut être calculé de manière plus précise en tenant compte de
l'origine de la double liaison. Si n

o
, n

l
et n

ln
sont les nombres de doubles

liaisons attribuées respectivement aux acides oléique, linoléique et lino-
lénique, l'indice d'équivalent carbone peut être calculé selon la formule:

ECN = CN − d
o
n
o
− d

l
n
l
− d

ln
n
ln
,

dans laquelle les coefficients d
o
, d

l
et d

ln
peuvent être calculés à partir

des triglycérides de référence. Dans les conditions énoncées dans cette
méthode, la relation obtenue sera voisine de:

ECN = CN − (2,60 n
o
) − (2,35 n

l
) − (2,17 n

ln
)

Note 2: Exemples: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333

Lichrosphere ou équivalent (Merck) 100 CH18 Art
50377.

Note 3: Avec plusieurs triglycérides de référence, il est également
possible de calculer la résolution par rapport à la trioléine:

α = TR' / TR de trioléine

en utilisant le temps de rétention réduit TR' = TR − TR du solvant.

Le graphique représentant le logarithme α en fonction de f (nombre de
doubles liaisons) permet de déterminer les valeurs de rétention pour
tous les triglycérides des acides gras contenus dans les triglycérides de
référence — voir figure 2.

Note 4: L'efficacité de la colonne doit permettre de séparer nettement le
pic de la trilinoléine des pics des triglycérides dont le TR est proche.
L'élution est effectuée jusqu'au pic ECN 52.

Note 5: Une mesure correcte des aires de tous les pics intéressants pour
la présente détermination est garantie si le deuxième pic correspondant
à ECN 50 est égal à 50 % du maximum de l'échelle.

4.5. Détermination de la composition des triglycérides (moles %) au
départ des données relatives aux acides gras GLC

4.5.1. Déterminat ion de la composi t ion des acides gras

La composition des acides gras est déterminée par chromatographie en
phase gazeuse selon la méthode CEE décrite à l'annexe X A du règle-
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ment (CEE) no 2568/91 au moyen d'une colonne capillaire. Les esters
méthyliques sont préparés selon la méthode décrite à l'annexe X B
(méthylate de sodium en solution méthanolique).

4.5.2. Acides gras intervenant dans le calcul

Les glycérides sont regroupés par leur indice d'équivalent carbone
(ECN), compte tenu des équivalences suivantes entre ECN et acides
gras. Seuls les acides gras ayant 16 ou 18 atomes de carbone ont été
pris en considération, car ce sont les seuls qui sont importants pour
l'huile d'olive.

Acide gras (AG) Abréviation Poids molé-
culaire (PM)

ECN

Acide palmitique P 256,4 16

Acide palmitoléique Po 254,4 14

Acide stéarique S 284,5 18

Acide oléique O 282,5 16

Acide linoléique L 280,4 14

Acide linolénique Ln 278,4 12

4.5.3. Conversion en moles du % de l 'a i re pour tous les acides
gras

moles P ¼ % aire P
PM P

moles S ¼ % aire S
PM S

moles Po ¼ % aire Po
PM Po

���������������������������
(1)

moles O ¼ % aire O

PMO
moles L ¼ % aire L

PM L
moles Ln ¼ % aire Ln

PM Ln

4.5.4. Normal isat ion des acides gras à 100 %

moles % P 1; 2; 3ð Þ ¼ moles P 	 100
moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

�������������������������������������������������������������������������������������������

(2)

moles % S 1; 2; 3ð Þ ¼ moles S 	 100

moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

moles % Po 1; 2; 3ð Þ ¼ moles Po 	 100
moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

moles % O 1; 2; 3ð Þ ¼ moles O 	 100
moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

moles % L 1; 2; 3ð Þ ¼ moles L 	 100

moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

moles % Ln 1; 2; 3ð Þ ¼ moles Ln 	 100
moles P þ S þ Po þ O þ L þ Lnð Þ

Le résultat indique le pourcentage de chaque acide gras en moles dans
la position globale (1,2,3-) des TAG.

Calculer alors la somme des acides gras saturés P et S (SAG) et les
acides gras insaturés Po, O, L et Ln (AGI):

moles % SAG = moles % P + moles % S
������������� (3)

moles % AGI = 100 - moles %

4.5.5. Calcul de la composi t ion des TAG en acides gras en posi-
t ions 2 et 1-3

Les acides gras sont répartis en trois ensembles de la manière suivante:
deux ensembles identiques pour les positions 1 et 3 et un pour la posi-
tion 2, avec différents coefficients pour les acides saturés (P et S) et les
acides insaturés (Po, O, L et Ln).

4.5.5.1. Acides gras saturés en position 2 [P(2) et S(2)]
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moles % P(2) = moles % P (1,2,3) * 0,06
������������� (4)

moles % S(2) = moles % S (1,2,3) * 0,06

4.5.5.2. Acides gras insaturés en position 2 [Po(2), O(2), L(2) et Ln(2)]

moles % Po 2ð Þ ¼ moles % Po 1; 2; 3ð Þ
moles % AGI

	 100�moles % P 2ð Þ �moles % S 2ð Þ½ �
�������������������������������������������������������������������

(5)

moles % O 2ð Þ ¼ moles % O 1; 2; 3ð Þ
moles % AGI

	 100�moles % P 2ð Þ �moles % S 2ð Þ½ �

moles % L 2ð Þ ¼ moles % L 1; 2; 3ð Þ
moles % AGI

	 100�moles % P 2ð Þ �moles % S 2ð Þ½ �

moles % Ln 2ð Þ ¼ moles % Ln 1; 2; 3ð Þ
moles % AGI

	 100�moles % P 2ð Þ �moles % S 2ð Þ½ �

4.5.5.3. Acides gras en positions 1 et 3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) et
Ln(1,3)]

moles % P 1; 3ð Þ ¼ moles % P 1; 2; 3ð Þ �moles % P 2ð Þ
2

þmoles % P 1; 2; 3ð Þ
�����������������������������������������������������������������������������������������������������

(6)

moles % S 1; 3ð Þ ¼ moles % S 1; 2; 3ð Þ �moles % S 2ð Þ
2

þmoles % S 1; 2; 3ð Þ

moles % Po 1; 3ð Þ ¼ moles % Po 1; 2; 3ð Þ �moles % Po 2ð Þ
2

þmoles % Po 1; 2; 3ð Þ

moles % O 1; 3ð Þ ¼ moles % O 1; 2; 3ð Þ �moles % O 2ð Þ
2

þmoles % O 1; 2; 3ð Þ

moles % L 1; 3ð Þ ¼ moles % L 1; 2; 3ð Þ �moles % L 2ð Þ
2

þmoles % L 1; 2; 3ð Þ

moles % Ln 1; 3ð Þ ¼ moles % Ln 1; 2; 3ð Þ �moles % Ln 2ð Þ
2

þmoles % Ln 1; 2; 3ð Þ

4.5.6. Calcul des tr iglycérides

4.5.6.1. TAG avec un acide gras (AAA, ici LLL, PoPoPo)

moles % AAA ¼ moles % A 1; 3ð Þ 	 moles % A 2ð Þ 	 moles % A 1; 3ð Þ
10 000

(7)

4.5.6.2. TAG avec deux acides gras (AAB, ici PoPoL, PoLL)

moles % AAB ¼ moles % A 1; 3ð Þ 	 moles % A 2ð Þ 	 moles % B 1; 3ð Þ 	 2
10 000

�����������������������������
(8)

moles % ABA ¼ moles % A 1; 3ð Þ 	 moles % B 2ð Þ 	 moles % A 1; 3ð Þ
10 000
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4.5.6.3. TAG avec trois acides gras différents (ABC, ici OLLn, PLLn, PoOLn,

PPoLn)

moles % ABC ¼ moles % A 1; 3ð Þ 	 moles % B 2ð Þ 	 moles % C 1; 3ð Þ 	 2
10 000

�������������������������������������������������

(9)moles % BCA ¼ moles % B 1; 3ð Þ 	 moles % C 2ð Þ 	 moles % A 1; 3ð Þ 	 2

10 000

moles % CAB ¼ moles % C 1; 3ð Þ 	 moles % A 2ð Þ 	 moles % B 1; 3ð Þ 	 2
10 000

4.5.6.4. Triglycérides avec ECN42

Les triglycérides suivants avec ECN42 sont calculés selon l'équation 7,
8 et 9, par ordre de l'élution attendue dans la HPLC (normalement trois
pics seulement).

LLL

PoLL et l'isomère de position LPoL

OLLn et les isomères de position OLnL et LnOL

PoPoL et l'isomère de position PoLPo

PoOLn et les isomères de position OPoLn et OLnPo

PLLn et les isomères de position LLnP et LnPL

PoPoPo

SLnLn et l'isomère de position LnSLn

PPoLn et les isomères de position PLnPo et PoPLn

Les triacylglycérides avec ECN42 s'obtiennent en calculant la somme
des neuf triglycérides, y compris leurs isomères de position. Les résul-
tats doivent comporter au moins deux chiffres après la virgule.

5. Évaluation des résultats

Comparer la composition théorique calculée et celle déterminée par
HPLC. Si la différence «données HPLC moins données théoriques» est
supérieure aux valeurs mentionnées dans le règlement pour la catégorie
d'huile appropriée, l'échantillon contient de l'huile de graines.

Note: Les résultats sont donnés avec un chiffre derrière la virgule.

6. Exemple (Les nombres se réfèrent aux sections du texte de la
méthode.)

4.5.1. Calcul des acides gras par le % de moles à part i r des
données de la GLC (% de l 'a i re)

On obtient les données suivantes pour la composition en acides gras par
GLC:

AG
PM

P
256,4

S
284,5

Po
254,4

O
282,5

L
280,4

Ln
278,4

% de l'aire 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0

4.5.3. Conversion du % de l 'a i re en moles pour tous les acides
gras

moles P ¼ 10

256; 4
¼ 0; 03900 moles P voir formule (1)

moles S ¼ 3

284; 5
¼ 0; 01054 moles S voir formule (1)

moles Po ¼ 1
254; 4

¼ 0; 00393 moles Po voir formule (1)
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moles O ¼ 75
282; 5

¼ 0; 26549 moles O voir formule (1)

moles L ¼ 10

280; 4
¼ 0; 03566 moles L voir formule (1)

moles Ln ¼ 1
278; 4

¼ 0; 003594 moles Ln voir formule (1)

Total = 0,35822 moles TG

4.5.4. Normal isat ion des acides gras à 100 %

moles % P 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 03900 moles P 	 100

0; 35822 moles
¼ 10; 888 % voir formule (2)

moles % S 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 01054 moles S 	 100
0; 35822 moles

¼ 2; 944 % voir formule (2)

moles % Po 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 00393 moles Po 	 100

0; 35822 moles
¼ 1; 097 % voir formule (2)

moles % O 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 26549 moles O 	 100
0; 35822 moles

¼ 74; 113 % voir formule (2)

moles % L 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 03566 moles L 	 100
0; 35822 moles

¼ 9; 956 % voir formule (2)

moles % Ln 1; 2; 3ð Þ ¼ 0; 00359 moles Ln 	 100

0; 35822 moles
¼ 1; 003 % voir formule (2)

Total moles % = 100,0 %

La somme des acides gras saturés et insaturés dans la position 1, 2, 3
des TAG:

moles % SAG = 10,888 % + 2,944 % = 13,831 % voir formule (3)

moles % AGI = 100,000 % − 13,831 % = 86,169 % voir formule (3)

4.5.5. Calcul de la composi t ion en acides gras dans les posi t ions 2
et 1-3 des TAG

4.5.5.1. Acides gras saturés en position 2 [P(2) et S(2)]

moles % P(2) = 10,888 % * 0,06 = 0,653 % voir formule (4)

moles % S(2) = 2,944 % * 0,06 = 0,177 % voir formule (4)

4.5.5.2. Acides gras insaturés en positions 1-3 [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) et
Ln(1,3)]

moles % Po 2ð Þ ¼ 1; 097 %

86; 169 %
	 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 1; 263 moles % voir formule

(5)

moles % O 2ð Þ ¼ 74; 113 %

86; 169 %
	 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 85; 295 moles % voir formule

(5)

moles % L 2ð Þ ¼ 9; 956 %

86; 169 %
	 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 11; 458 moles % voir formule

(5)

moles % Ln 2ð Þ ¼ 1; 003 %

86; 169 %
	 100��0; 659� 0; 177ð Þ ¼ 1; 154 moles % voir formule

(5)

4.5.5.3. Acides gras en positions 1-3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) et
Ln(1,3)]
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moles % P 1; 3ð Þ ¼ 10; 888� 0; 659

2
10; 888 ¼ 16; 005 moles % voir formule (6)

moles % S 1; 3ð Þ ¼ 2; 944� 0; 177

2
2; 944 ¼ 4; 327 moles % voir formule (6)

moles % Po 1; 3ð Þ ¼ 1; 097� 1; 263
2

1; 097 ¼ 1; 015 % moles voir formule (6)

moles % O 1; 3ð Þ ¼ 74; 113� 85; 295

2
74; 113 ¼ 68; 522 moles % voir formule (6)

moles % L 1; 3ð Þ ¼ 9; 956� 11; 458
2

9; 956 ¼ 9; 205 moles % voir formule (6)

moles % Ln 1; 3ð Þ ¼ 1; 003 — 1; 154
2

1; 003 ¼ 0; 927 moles % voir formule (6)

4.5.6. Calcul des tr iglycérides

À partir de la composition calculée en acides gras dans les positions sn-
2 et sn-1,3 (voir tableau suivant):

AG en position 1-3 position 2

P 16,005 % 0,653 %

S 4,327 % 0,177 %

Po 1,015 % 1,263 %

O 68,522 % 85,295 %

L 9,205 % 11,458 %

Ln 0,927 % 1,154 %

Total 100,0 % 100,0 %

Calculer les triglycérides suivants:

LLL

PoPoPo

PoLL avec 1 isomère de position

SLnLn avec 1 isomère de position

PoPoL avec 1 isomère de position

PPoLn avec 2 isomères de position

OLLn avec 2 isomères de position

PLLn avec 2 isomères de position

PoOLn avec 2 isomères de position

4.5.6.1. TAG avec un acide gras (LLL, PoPoPo) voir formule (7)

moles % LLL ¼ 9; 205 % 	 11; 458 % 	 9; 205 %

10 000
= 0,09708 mol LLL

moles % PoPoPo ¼ 1; 015 % 	 1; 263 % 	 1; 015 %
10 000

= 0,00013 mol PoPoPo

4.5.6.2. TAG avec deux acides gras (PoLL, SLnLn, PoPoL) voir formule (8)

moles % PoLLþ LLPo ¼ 1; 015 % 	 11; 458 % 	 9; 205 % 	 2
10 000

= 0,02141

moles % LPoL ¼ 9; 205 % 	 1; 263 % 	 9; 205 %

10 000
= 0,01070

0,03211 mol PoLL

1991R2568 — FR — 01.11.2001 — 018.001 — 111



▼M13

moles % SLnLnþ LnLnS ¼ 4; 327 % 	 1; 154 % 	 0; 927 % 	 2
10 000 = 0,00093

moles % LnSLn ¼ 0; 927 % 	 0; 177 % 	 0; 927 %

10 000
= 0,00002

0,00095 mol SLnLn

moles % PoPoLþ LPoPo ¼ 1; 015 % 	 1; 263 % 	 9; 205 % 	 2

10 000
= 0,00236

moles % PoLPo ¼ 1; 015 % 	 11; 458 % 	 1; 015 %
10 000

= 0,00118

0,00354 mol PoPoL

4.5.6.3. TAG avec trois acides gras différents (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)
voir formule (9)

moles % PPoLn ¼ 16; 005 % 	 1; 263 % 	 0; 927 % 	 2
10 000

= 0,00375

moles % LnPPo ¼ 0; 927 % 	 0; 653 % 	 1; 015 % 	 2

10 000
= 0,00012

moles % PoLnP ¼ 1; 015 % 	 1; 154 % 	 16; 005 % 	 2
10 000

= 0,00375

0,00762 mol PPoLn

moles % OLLn ¼ 68; 522 % 	 11; 458 % 	 0; 927 % 	 2

10 000
= 0,14577

moles % LnOL ¼ 0; 927 % 	 85; 295 % 	 9; 205 % 	 2
10 000

= 0,14577

moles % LLnO ¼ 9; 205 % 	 1; 154 % 	 68; 522 % 	 2

10 000
= 0,14577

0,43671 mol OLLn

moles % PLLn ¼ 16; 005 % 	 11; 458 % 	 0; 927 % 	 2

10 000
= 0,03400

moles % LnPL ¼ 0; 927 % 	 0; 653 % 	 9; 205 % 	 2
10 000

= 0,00111

moles % LLnP ¼ 9; 205 % 	 1; 154 % 	 16; 005 % 	 2

10 000
= 0,03400

0,06911 mol PLLn

moles % PoOLn ¼ 1; 015 % 	 85; 295 % 	 0; 927 % 	 2

10 000
= 0,01605

moles % LnPoO ¼ 0; 927 % 	 1; 263 % 	 68; 522 % 	 2
10 000

= 0,01605

moles % OLnPo ¼ 68; 522 % 	 1; 154 % 	 1; 015 % 	 2

10 000
= 0,01605

0,04815 mol PoOLn
ECN42 = 0,69540 mol TAG
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Figure 1: Évolution du log α en fonction de f (nombre de liaisons doubles)

Note: La: acide laurique; My: acide myristique; P: acide palmitique; St:
acide stéarique; O: acide oléique; L: acide linoléique; Ln: acide
linolénique.
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Figure 2: Huile de soja

Figure 3: Huile de soja / huile d'olive 30/70
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Figure 4: Huile d'olive
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