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ANALYSE SPECTROPHOTOMETRIQUE DANS L'ULTRAVIOLET

PRELIMINAIRES

L'examen spectrophotométrique dans l'ultraviolet peut fournir des indications sur la
qualité d'une matiere grasse, sur son état de conservation et sur les modifications dues aux
processus technologiques.

Les absorbances aux longueurs d'onde prévues dans la méthode sont dues a la présence
de systemes diéniques et trieniques conjugués. Les valeurs de ces absorbances sont exprimées
comme extinction spécifique E 0 (extinction d'une solution de matiere grasse & 1% dans le
solvant prescrit, pour une épaisseur de 1 cm) notée de facon conventionnelle par K (dit
également coefficient d'extinction).

1. OBJET

La méthode décrit le procédé pour l'exécution de I'examen spectrophotométrique dans
l'ultraviolet des matiéres grasses.

2. PRINCIPE DE LA METHODE

La matiére grasse étudiée est dissoute dans le solvant requis, puis l'extinction de la
solution est déterminée aux longueurs d'onde prescrites, par rapport au solvant pur. Les
extinctions spécifiques sont calculées a partir des lectures spectrophotométriques.

3. APPAREILLAGE

3.1. Spectrophotometre pour mesures d'extinction dans l'ultraviolet entre 220 et 360 nm, avec
possibilité de lecture pour chaque unité nanométrique.

3.2. Cuves de quartz prismatiques, avec couvercle, de parcours
optique de 1 centimetre. Les cuves, remplies d'eau ou d'un autre
solvant approprié, ne doivent pas présenter, entre elles, de
différences supérieures a 0,01 unité d'extinction.

3.3.  Fioles jaugées de 25 millilitres.

3.4. Colonne pour chromatographie de 450 millimetres de long et 35 millimétres de
diameétre, équipée d'un tube d'écoulement d'un diamétre d'environ 10 millimétres.
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4. REACTIFES

4.1. Isooctane (2,2,4-triméthylpentane) spectrophotométriquement pur: il doit avoir,
par rapport & l'eau distillée, une transmittance non inférieure a 60% a 220 nm et non
inférieure & 95% a 250 nm,

ou bien

- cyclohexane spectrophotométriquement pur: il doit avoir, par rapport a I'eau distillée, une
transmittance non inférieure a 40% a 220 nm et non inférieure a 95% a 250 nm,

- un autre solvant approprié capable de dissoudre complétement la
matiére grasse (par exemple, l'alcool éthylique pour I'huile de ricin).

4.2. Alumine basique pour chromatographie sur colonne, préparée et contrdlée comme décrit
dans l'appendice 1.

4.3.  n-Hexane pour chromatographie.

5. PROCEDE

5.1. L'échantillon examiné doit étre parfaitement homogéne et exempt d'impuretés en
suspension. Les huiles liquides a température ambiante sont filtrées sur papier a une
température d'environ 30°C; les graisses solides sont homogénéisées et filtrées a une
température ne dépassant le point de fusion que de 10°C au maximum.

5.2. Peser exactement 0,25 gramme de I'échantillon ainsi préparé dans une fiole jaugée de 25
millilitres, compléter avec le solvant prescrit et homogénéiser.

La solution obtenue doit étre parfaitement limpide. Au cas ou la solution présenterait une
opalescence ou un trouble, filtrer rapidement sur papier.

5.3. Remplir une cuve avec la solution obtenue et mesurer les extinctions, en utilisant comme
référence le solvant employé, aux longueurs d'onde comprises entre 232 et 276 nm.

Les valeurs d'extinction doivent étre comprises dans l'intervalle de 0,1 a 0,8; dans le cas
contraire, il est necessaire de repéter les mesures en utilisant, selon le cas, des solutions plus
concentrées ou plus diluées.

5.4. Au cas ou serait requise la détermination de 1'extinction
spécifique aprés passage sur alumine, procéder de la facon
suivante: introduire dans la colonne chromatographique 30
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grammes d'alumine basique en suspension dans 1'hexane; apres
tassement de 1l'adsorbant, éliminer 1l'exces d'hexane jusqu'a 1
centimetre environ au-dessus du niveau supérieur de l'alumine.

Dissoudre 10 grammes de matiere grasse, homogéneéisée et filtrée comme décrit au point

5.1, dans 100 millilitres d'hexane et verser cette solution dans la colonne. Recueillir I'éluat et
évaporer totalement le solvant sous vide a une température inférieure a 25°C.

Procéder immediatement sur la matiére grasse ainsi obtenue comme indique au point 5.2.

6.

6.1.

ou:
Ky :

E,:

EXPRESSION DES RESULTATS

Rapporter les extinctions spécifiques (coefficients d'extinction) aux différentes longueurs
d'onde, calculées comme suit:

Ex
K)\ = -
C.S

extinction spécifique a la longueur d'onde ,, ;
extinction mesurée a la longueur d'onde ,, ;
concentration de la solution en grammes par 100 millilitres;

épaisseur de la cuvette en centimetres.

Les résultats sont exprimés avec deux décimales.

L'examen spectrophotométrique de 1'huile d'olive selon
la méthode officielle des reglements officiels de la Communauté
Economique Européenne prévoit la détermination de 1l'extinction
spécifique, en solution dans 1'isooctane, aux longueurs d'onde
de 232 et 270 nm et la détermination de la wvariation de
1'extinction spécifique (A K) exprimée comme suit:

Km—4+ Km+4

ou K, est I'extinction spécifique a la longueur d'onde m, longueur d'onde d'absorbance maximale
aux environs de 270 nm.

APPENDICE |



COI/T20/Doc. n° 19/Rev 1
page jError!Marcador no definido.

Préparation de I'alumine et contréle de son activité

A.1.1. Préparation de l'alumine

Mettre dans un récipient, qui ferme hermétiquement, I'alumine au prealable desséchée au
four a 380-400°C pendant 3 heures, ajouter de l'eau distillée a raison de 5 millilitres pour 100
grammes d'alumine, fermer immédiatement le récipient, agiter a plusieurs reprises, puis laisser
reposer pendant au moins 12 heures avant emploi.

A.1.2. Contr0le de I'activité de I'alumine

Préparer une colonne chromatographique avec 30 grammes d'alumine. Opérer comme
décrit au paragraphe 5.4. Faire passer a travers la colonne un mélange constitué de:

- 95% d'huile d'olive vierge, ayant une extinction spécifique a 268 nm inférieure a 0,18,

- 5% d'huile d'arachide traitée avec des terres deécolorantes lors de son raffinage, ayant
une extinction spécifique a 268 nm égale ou supérieure a 4.

Si, apres passage sur colonne, le mélange présente une extinction spécifique a 268 nm supérieure
a 0,11, I'alumine est acceptable, sinon, il faut augmenter le taux d'hydratation.

APPENDICE 11

Etalonnage du spectrophotometre
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A.2. L'appareillage doit étre contrdlé périodigquement (au
moins tous les six mois), aussi bien pour la réponse de la longueur
d'onde que pour l'exactitude de la réponse.

A.2.1. Le contrdle de la réponse de la longueur d'onde peut étre
fait au moyen d'une lampe a vapeur de mercure ou de filtres
appropriés.

A.2.2. Pour le contrdéle de la cellule photoélectrique et du
photomultiplicateur, procéder ainsi: peser 0,2000 gramme de
chromate de potassium pur pour spectrophotométrie et dissoudre
dans une solution d'hydroxyde de potassium 0,05 N et compléter
au volume dans une fiole jaugée de 1000 millilitres. Prélever
ensuite 25 millilitres exactement de 1la solution obtenue,
transférer dans une fiole jaugée de 500 millilitres et compléter
au volume avec la méme solution d'hydroxyde de potassium.

Mesurer I'extinction a 275 nm de la solution ainsi obtenue, en se servant de | a solution

d'hydroxyde de potassium comme référence. L'extinction mesurée avec une cuve de 1
centimetre devra étre de 0,200 + 0,005.

MARGES DE PRECISION DE LA METHODE
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1. Analyse des résultats de ’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 agréés
par le Conseil Oléicole International a cette date, a eté réalisé par 19 laboratoires de 8 pays.

L’essai a porté sur cinq échantillons:

A: huile d’olive vierge extra
B: huile d’olive vierge + huile de tournesol raffinee
C: huile d’olive vierge + huile de grignons d’olive raffinée
D: huile d’olive vierge + huile de soja raffinée + huile de tournesol raffinée
E: huile d’olive raffinée + huile de grignons d’olive raffinée

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

L’analyse statistique des résultats de I’essai collaboratif réalisée par le Secrétariat
exécutif du Conseil Oléicole International a suivi les regles 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 ’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 de:

n Nombre de laboratoires ayant pris part a 1’essai

outliers Nombre de laboratoires aux résultats aberrants

mean Moyenne des résultats acceptés

r Valeur au-dessous de laquelle est située, avec une probabilité de 95 % , la

valeur absolue de la différence entre deux résultats d’essai individuels indépendants,
obtenus a 1’aide de la méme méthode sur 1’échantillon identique soumis a 1’essai, dans
le méme laboratoire par le méme opérateur utilisant le méme appareillage et pendant
un court intervalle de temps

S Ecart-type de répétabilité

RSD, (%)  Coefficient de variation de repétabilité (S, x 100 / mean)

RValeur au dessous de laquelle est située, avec une probabilité de 95 %, la valeur absolue de
la différence entre deux résultats d’essai individuels obtenus a 1’aide de la méme
méthode sur un échantillon identique soumis a 1’essai, dans des laboratoires
différents par des opérateurs différents utilisant un appareillage différent
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Sr Ecart-type de reproductibilité
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RSDg (%) Coefficient de variation de reproductibilité (Sg x 100 / mean)

Absorbancia en el ultravioleta

-a270 nm
A B
n 17 18
outliers 3 0
mean 0.110 0.253
r 0.006 0.009
Sr 0.002 0.004
RSDr (%) 1.961 1.431
R 0.016 0.026
SR 0.006 0.009
RSDg(%0) 5.052 3.770
Delta K
A B
n 17 18
outliers 1 2
mean 0.000 0.020
r - 0.000
Sr - 0.001
RSDr (%) - 7.720
R - 0.004
Sr - 0.002
RSDg(%0) - 8.271
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Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes

de mesure — Partie 1: Principes généraux et définitions
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ISO 5725-2: 1994 Exactitude (justesse et fidélite) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 2: Méthode de base pour la détermination de la répétabilité
et de la reproductibilité d’une méthode de mesure normalisée

ISO 5725-5: 1998 Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 5: Méthodes alternatives pour la détermination de la fidélité
d’une méthode de mesure normalisée

ISO 5725-6:1994 Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes
de mesure — Partie 6: Utilisation dans la pratique des valeurs d’exactitude



