CONSEIL COI/T.20/Doc.n°.17/Rév.1

OLEICOLE 0
FRANCAIS
INTERNATIONAL Original: ITALIEN

Principe de Vergara, 154 — 28002 Madrid — Espafia Telef.: +34 915 903 638 Fax: +34 915 631 263 - e-mail: iooc@internationaloliveoil.org - http://www.internationaloliveoil.org/

METHODE D’ANALYSE

DETERMINATION DES ACIDES GRAS ISOMERES TRANS MOYENNANT
ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
SUR COLONNE CAPILLAIRE

1. Objet et champ d'application

La présente norme décrit un procédé de détermination de la teneur en acides gras
trans dans les matieres grasses végétales moyennant chromatographie en phase gazeuse sur
colonne capillaire. La méthode est applicable aux matieres grasses dont les acides gras ont
un nombre d'atomes de carbone compris entre 10 et 24; elle n'est pas applicable aux
matieres grasses végétales ayant subi un processus quelcongue d'hydrogénation.

AVERTISSEMENT: La présente norme peut requeérir 1'emploi d'appareillages et
de substances dangereuses ou 1'exécution d'opérations
comportant Un certain risque. La méthode ne prévoit pas
tous les problémes de sécurité que son emploi peut poser; dés
lors, il appartiendra a' quiconque I'utilise de rechercher et
d'établir préalablement les mesures de sécurité appropriées
et les mesures législatives éventuelles a* appliquer.

2. Principe

Les esters méthyliques d'acides gras sont préparés a partir de la matiere grasse, puis
analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire. Les acides gras sont
identifiés en fonction de leurs temps de rétention. Leur taux est déterminé par le rapport
entre l'aire des pics correspondants et la sommation des aires des pics de tous les acides
gras.

3. Signification de |'essai

Déterminer les isomeéres trans des acides gras insaturés a 18 atomes de carbone
susceptibles d'étre présents a des concentrations definies dans les matiéres grasses végétales
naturelles et dans celles soumises a un processus de raffinage.

4. Définitions

D'aprés cette méthode, le taux d'acides gras trans d'une matiére grasse végetale est
donné par la somme des taux des acides:
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5.1

- trans-octadécénoiques (T 18:1)

- trans, trans-octadécadiénoiques (TT 18:2)

- cis-trans et trans-cis octadécadiénoiques [(CT + TC) 18:2]

- trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis et trans-cis-cis
octadécatriénoiques [(TCT + CCT + CTC + TCC) 18:3], par rapport aux
acides gras totaux.

Appareillage
Chromatographe en phase gazeuse approprié au fonctionnement sur colonne

capillaire, équipé d'un systéme de fractionnement, constitué de:

5.1.1. Enceinte thermostatique pour la colonne, permettant de maintenir la
température désirée avec une précision d'environ 0,1 °C.

5.1.2. Ensemble d' injection thermoréglable.

5.1.3. Detecteur a ionisation de flamme et convertisseur-amplificateur.
5.1.4. Régulateurs de débit pour le gaz vecteur et les gaz auxiliaires.
Colonne capillaire en verre ou silice fondue, au diameétre intérieur de 0,25 a

0,32 mm, de 50 m de long, recouverte de cyanopropylsilicone (1) avec une épaisseur

Enregistreur-Intégrateur approprié au fonctionnement avec le convertisseur-
amplificateur, avec un temps de réponse non supérieur & 1 seconde et une vitesse de

Microseringue pour chromatographie en phase gazeuse de 10 pl avec aiguille

L'équipement nécessaire pour la préparation des esters méthyliques.

5.2.

comprise entre 0,1 et 0,3 pm.
5.3.

déroulement du pap ier variable.
5.4.

cémentee.
5.5.  Evaporateur rotatif.
5.6.
1)

Des colonnes chromatographiques toutes prétes sont disponibles dans le commerce
(ex.: SP 2340, CP Sil 88, Silar 10, etc.)



6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

7.1.

7.2.

COI/T.20/Doc. no.17/ Rév.1
page 3

Réactifs et matériel

Gaz vecteur: hélium et hydrogéne purs pour chromatographie (Important: cf. notes
en appendice).

Gaz auxiliaire: air et hydrogéne pour chromatographie (Important: cf. notes en
appendice).

Echantillons de référence: esters méthyliques d'acides gras purs, en particulier des
isomeres cis et trans des acides octadécénoiques (1), octadécadiénoiques (2) et
octadécatriénoiques (1).

n-Hexane (Important: cf. notes en appendice).

Mode opératoire (Procédé)

Préparation des esters méthyliques. Utiliser un procédé prévoyant la catalyse
basique.

Les matieres grasses dont l'acidité libre est supérieure a 3% doivent étre
préalablement neutralisées.

Contréle du chromatographe et conditionnement de la colonne

Aprés exécution des contrdles préliminaires de I'ensemble d'injection et de
I'enregistreur, procéder au montage de la colonne sur le chromatographe en phase
gazeuse, sans toutefois relier I'extrémité de sortie au détecteur. Faire passer un léger
courant de gaz vecteur (1-2 ml/min.) a travers la colonne et commencer un
chauffage graduel jusqu'a atteindre, au bout de 4 heures au minimum, la
température de 210°C. Maintenir la colonne a cette température a tout le moins
pendant une nuit, puis laisser refroidir; relier par la suite I'extrémité de sortie au
détecteur et, aprés avoir contr6lé la stabilité de la connection, reporter I'ensemble
d'injection a la température de conditionnement. Insérer le détecteur et I'enregistreur
et, au bout de 3-4 heures, contréler si la linéarité et la déviation du tracé de la ligne
de base, opérant & une sensibilité au moins quatre fois supérieure a celle prévue pour
I'exécution de I'analyse, sont satisfaisantes (une deviation positive supérieure a 5%
du fond de I'échelle/heure indique un conditionnement insuffisant de la colonne).

(1)

)

Les esters méthyliques des acides octadécénoiques et octadécatriénoiques sont
disponibles dans le commerce (par ex. aupreés des firmes Alltech, Supelco, etc.)

Les isomeéres de l'acide octadécadiénoique peuvent étre préparés au laboratoire par
isomerisation d'acide linoléique pur a l'aide de sélénium (cf. Strocchi A. et al.,
Rivista Italiana delle Sostanze Grasse n © 45 (8) 607 (1968); Schonfield et al.,
Journal of American Qil Chemists Society 38, 208 (1961).
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7.3. Choix des conditions opératoires et contrble de I'efficacité de la colonne

7.3.1. Conditions opératoires

Les conditions opératoires générales sont les suivantes:

- température de la colonne de 150 a 200°C, éventuellement température
programmée (par ex. 165°C pendant 15 minutes, puis augmentation de
5°C/min. jusqu'a la température de 200°C;

- température de I'injecteur: 250°C;
- température du détecteur: de 260 a 280°C;
- volume de gaz vecteur (helium ou hydrogene): 1,2 ml/min.;

- quantité du substance injectée: 1 pl de solution a 2 p. cent dans 1'hexane.

Ces conditions peuvent &tre modifiées en fonction des caractéristiques de la colonne
et des conditions de réalisation de la chromatographie en phase gazeuse de facon a obtenir
un profil chromatographique en phase gazeuse similaire & celui faisant 1'objet de la Figure
1. Contréler que le pic de Z1'acide linolénique (C 18:3) est complétement résolu
immédiatement avant I'apparition du pic de I'acide eicosénoique (C 20:1); s'il ne devait pas
en étre ainsi, ii faut modifier la température du four et/ou utiliser une colonne a polarité
différente.

7.3.2. Efficacité de la colonne

7.3.2.1. L'efficacité d'une colonne est déterminée par son pouvoir de séparation et
de résolution. Des lors, aux fins de I'exécution correcte des analyses, elle
doit fournir des chromatogrammes répondant aux conditions suivantes:

- pouvoir de séparation: il doit y avoir séparation nette des pics des esters
méthyliques de tous les acides gras présents;

- pouvoir de résolution: il est nécessaire que les pics soient aussi
complétement résolus, ce qui veut dire que le tracé du pic doit avoir
rejoint la ligne de base avant la sortie du pic suivant. Pour certains
couples typiques, comme par exemple les acides trans C18:1 /cis 18:1,
une résolution incomplete est toutefois tolérée. Dans de tels cas,
I'efficacité de la colonne est considérée comme satisfaisante lorsque
I'indice de résolution est supérieur a 2. L'indice de résolution entre deux
pics est défini par le rapport:



7.4.

7.5.

7.6.
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ou:
a =distance de la ligne de base au sommet du pic le plus petit;

b= distance de la ligne de base au point le plus bas du tracé de la
courbe entre les deux pics.

7.3.2.2.  Pour la vérification des conditions preécitées, injecter plusieurs fois des
masses égales de la prise d'essai du mélange d'esters méthyliques et
modifier opportunément la température et le débit du gaz vecteur jusqu'a
obtenir la meilleure séparation. En outre, vérifier le pouvoir de
résolution en diminuant éventuellement la prise d'essai et en augmentant
la sensibilité jusqu'a obtenir la meilleure résolution des pics.

Si I'on obtient la séparation de tous les acides gras présents et un indice
de resolution supérieur a 2, considérer la colonne comme appropriée et
maintenir les conditions opératoires choisies pour la réalisation de toutes
les déterminations suivantes. Dans le cas contraire, la colonne n'est pas a
considérer comme efficace.

Exécution de I'analyse. A l'aide de la microseringue de 10 pl, prélever 1 ul d'hexane,

aspirer 0,5 pl dair et, par la suite, 0,5 + 1 pl de la solution de I'échantillon; tirer
encore le piston de la seringue de facon a ce que l'aiguille soit vide. Introduire
l'aiguille a travers la membrane de 1'ensemble d'injection et, apres 1-2 secondes,
injecter rapidement, puis extraire lentement l'aiguille au bout de S secondes.
Procéder a I'enregistrement jusqu'a élution complete des esters méthyliques présents.
Le tracé de la ligne de base doit toujours répondre aux conditions requises sous
7.3.2.1.

Identification des pics. Les esters méthyliques des acides gras apparaissent sur le

chromatogramme selon une progression qui est fonction directe de leur nombre
d'atomes de carbone. Les esters insaturés sont élués apres les esters saturés
correspondants et leur élution est fonction directe du nombre de doubles liaisons.
Les esters des acides gras trans sont élués avant les isomeres cis correspondants.

L'identification des esters méthyliques individuels est effectuée ensuite a travers la
mesure des temps de retention qui sont comparés aux temps de rétention de
mélanges de référence. Un exemple de chromatogramme est donné dans la fig. 1.

Evaluation quantitative
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ou:
Ax

ZA

8.1.

7.6.1.

7.6.2.

Proceder au calcul des aires de chacun des pics a 1'aide de 1l'intégrateur
électronique. Pour obtenir une sensibilité analytique appropriée, la
hauteur du pic correspondant a I'ester méthylique de I'acide arachidique
ne doit pas étre inférieure a 20% du fond de I'échelle. Pour I'huile
d'arachide, cette hauteur ne doit pas étre inferieure a 50%.

Le pourcentage de chaque acide gras est calculé a partir du rapport entre
I'aire du pic correspondant et la sommation des aires de tous les pics
présents selon la formule:
Ax
100

XA

= aire du pic de lI'acide gras x;

= sommation des aires de tous les pics.

Expression des résultats

Rapporter comme "acides gras trans totaux, %" la somme des pourcentages des

acides:

trans-octadecénoiques;

trans-trans octadécadiénoiques;

cis-trans et trans-cis octadécadiénoiques;

trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis et trans-cis-cis
octadecatriénoiques.

Exprimer le résultat avec deux décimales.
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Note

Pour assurer I'évaluation analytique correcte des résultats, certaines précautions sont
a observer. En effet, de petites quantités d'acide oléique trans peuvent se former pendant la
phase d'introduction de 1'échantillon dans 1'injecteur du chromatographe en phase gazeuse.
Pour éviter ce phénomene, il importe de veérifier la procédure de la maniere suivante:

Un echantillon d'esters méthyliques d'huile d'olive vierge extra d'origine certaine (ou
un étalon d'oléate de méthyle, ou un mélange avec des esters méthyliques d'acides gras
ayant une teneur minimale en acide oléique de 60%, certifiés exempts d' acides gras trans)
préparé comme décrit sous 7.1, est analyse dans les conditions prévues par la méthode;
mesurer le pourcentage d'acides gras trans octadécénoiques; normalement, il n'y a pas
présence d'acides gras trans; une présence d'acides gras trans octadécénoiques égale a 0,01
% est néanmoins tolérée.

Dans 1'hypothése ou seraient mesure-es des valeurs supérieures, l’insert de
I'injecteur doit étre remplace par un insert parfaitement propre et désactivé et il faut répéter
I'analyse.

Une précaution ultérieure est a observer en ce qui concerne les inserts d'injection
remplis avec des matériaux divers (laine de verre, terre de diatomées, etc.), la présence de
ces matériaux étant susceptible de catalyser la formation d' acides gras trans.

Dans ce cas aussi, quelques précautions sont a observer.

Analyser un échantillon d'huile d'olive vierge extra d'origine certaine, comme dans
le cas précité; mesurer le pourcentage d'acides gras trans octadécénoiques. Si les valeurs
obtenues de-passent le taux de 0,01 %, procéder comme suit:

1) remplacer l'insert de 1'injecteur par un insert propre et désactive;

2) réduire la temperature de l'injecteur de 30 - 50°C et répéter I'essai jusqu'a
obtenir des valeurs d'acides gras trans octadécénoiques égales ou inférieures
a la limite susmentionnée;

3) Enlever le matériau de remplissage éventuel de l'injecteur*.

Pour 1'analyse des huiles d'olive vierges extra il convient en outre d'observer une
précaution additionnelle. En effet, lors de 1'analyse d'huiles authentiques, il y a d'habitude la
formation d'un pic dont le temps de rétention est pratiguement identique a celui du cis-trans
linoléique; ce pic, dont la valeur varie aux alentours de 0,01 %, ne doit pas étre pris en
considération dans le calcul au cas ou il apparaitrait de fagon isolée sur le chromatogramme;
par contre, ii doit en éetre tenu compte s'il apparait sur le chromatogramme conjointement
avec le trans-cis linoléique.

* Le matériau de remplissage (laine de verre, terre de diatomees, etc.) est nécessaire
dans I'hypothése de I'emploi d'échantillonneurs automatiques; par contre, Si

I'injection est effectuée manuellement, le matériau de remplissage peut étre enleve.
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MARGES DE PRECISION DE LA METHODE

1. Analyse des résultats de I’essai collaboratif
Les marges de précision de la méthode figurent dans le tableau ci-apres.

L’essai collaboratif proposé par le Secrétariat exécutif en 1999 aux laboratoires
agrées par le Conseil Oléicole International a cette date, a été réalisé par 19 laboratoires de

8 pays.
L’essai a porté sur cing échantillons:

huile d’olive vierge extra

huile d’olive vierge + huile de tournesol raffinée

huile d’olive vierge + huile de grignons d’olive raffinée

huile d’olive vierge + huile de soja raffinée + huile de tournesol raffinée
huile d’olive raffinée + huile de grignons d’olive raffinée + huile de soja
raffinée + huile d’olive vierge lampante.

moow>

L’analyse statistique des resultats de I’essai collaboratif réalisée par le Secrétariat
exécutif du Conseil Oléicole International a suivi les régles établies dans les normes ISO
5725 Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes de mesure; I’examen des
valeurs aberrantes a été réalisé par I’application du test de Cochran et du test de Grubbs sur
les résultats des laboratoires pour chaque détermination (réplicats a et b) et chaque
échantillon.

Le tableau fait état des informations suivantes :

n Nombre de laboratoires ayant pris part a I’essai

outliers Nombre de laboratoires aux résultats aberrants

mean Moyenne des résultats acceptés

r Valeur sous laquelle est située, avec une probabilité de 95 % , la valeur

absolue de la différence entre deux résultats d’essai individuels indépendants,
obtenus en applicant la méme méthode sur un échantillon identique soumis a
I’essai, dans le méme laboratoire avec le méme opérateur utilisant le méme
appareillage et pendant un court intervalle de temps

Sr Ecart-type de répétabilité

RSDr (%)  Coefficient de variation de répétabilité (S x 100 / mean)



Sr

RSDr (%)
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Valeur sous laquelle est située, avec une probabilité de 95 %, la valeur
absolue de la différence entre deux résultats d’essai individuels obtenus en
applicant la méme méthode sur un échantillon identique soumis a I’essai,
dans des laboratoires différents, avec des opérateurs différents utilisant un
appareillage différent

Ecart-type de reproductibilité

Coefficient de variation de reproductibilité (Sr x 100 / mean)

Composition en acides gras trans (%): C18:1T

A B C D E
n 17 17 17 17 17
outliers 5 2 4 0 0
mean 0,012 0,020 0,020 0,021 0,051
r 0,007 0,009 0,010 0,010 0,020
Sr 0,003 0,003 0,004 0,004 0,007
RSDr (%) 22,610 20,160 32,110 22,001 14,080
R 0,010 0,021 0,021 0,023 0,031
Sr 0,004 0,008 0,008 0,008 0,011
RSDr (%) 30,960 46,580 32,110 50,003 21,741
Composition en acides gras trans (%): C18:2T+ C18:3T

A B C D E
n 16 17 16 17 17
outliers 5 2 2 4 0
mean 0,014 0,032 0,011 0,044 0,303
r 0,011 0,010 0,007 0,010 0,043
Sr 0,004 0,004 0,003 0,004 0,015
RSDr(%0) 34,920 13,361 18,983 9,852 5,061
R 0,016 0,020 0,017 0,023 0,131
Sr 0,006 0,007 0,006 0,008 0,047
RSDr (%) 47,702 25,643 42,801 22,413 15,392
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Fig. 1. Chromatogramme-type relatif a la détermination des acides gras trans, effectuée
sur colonne capillaire.
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