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NORME INTERNATIONALE

ISO 5508:1990(F)

Corps gras d’origines animale et végétale — Analyse par
chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques

d’acides gras

1 Domaine d’application

La présente Norme internationale donne des direc-
tives générales pour la détermination par chro-
matographie en phase gazeuse de la composition
qualitative et quantitative d’un mélange d’esters
méthyliques d’acides gras obtenu selon I'ISO 5509,
en utilisant des colonnes remplies) ou,capillaires.

La méthode n’est pas applicable aux.acides-gras
polymérisés.

2 Reéférence normative

La norme suivante contient des dispositions qui, par
suite de la référence qui en est faite, constituent des
dispositions valables pour la présente Norme inter-
nationale. Au moment de la publication, I’édition in-
diquée était en vigueur. Toute norme est sujette 2
révision et les parties prenantes des accords fondés
sur la présente Norme internationale sont invitées
a rechercher la possibilité d’appliquer I’édition la
plus récente de la norme indiquée ci-aprés. Les
membres de la CEl et de I'/SO possédent le registre
des Normes internationales en vigueur 3 un moment
donné.

ISO 5509:1978, Corps gras d’origines animale et vé-

gétale — Préparation des esters méthyliques d’aci-
des gras.

3 Reéactifs

3.1 Gaz vecteur

Gaz inerte (azote, hélium, argon, hydrogéne, etc.)
soigneusement desséché et contenant moins de
10 mg/kg d’oxygéne.

NOTE 1 L’hydrogéne que I'on utilise comme gaz vec-
teur uniquement avec les colonnes capillaires permet de

doubler la vitesse d’analyse mais présente des dangers.
Il existe cependant des dispositifs de sécurité.

3.2 Gaz auxiliaires

3.21 Hydrogéne (de pureté = 98,9 %), ne conte-
nant pas d’impuretés organiques.

3.2.2 Air ou oxygene, ne contenant pas d’impuretés
organiques.

3.3 Produits d’étalonnage

Meélange d’esters méthyliques d’acides gras purs,
ou esters méthyliques d’un corps gras, de compo-
sition connue, si possible voisine de celle du corps
gras a analyser.

Prendre toutes précautions afin d’éviter "oxydation
des acides gras polyinsaturés.

4 Appareillage

Les prescriptions fournies concernent les appareils
usuels de chromatographie en phase gazeuse utili-
sant des colonnes remplies et/ou capillaires et un
détecteur 3 ionisation de flamme. Tout appareillage
ayant la méme efficacité et la méme résolution que
celles définies en 5.1.2 convient.

41 Appareil de chromatographie en phase
gazeuse,

L'appareil de chromatographie en phase gazeuse
doit comprendre les éléments suivants.

411 Dispositif d’injection.
Utiliser un dispositif d’injection
a) soit avec des colonnes remplies, le dispositif

ayant le plus faible volume mort possible (dans
ce cas, il doit pouvoir étre porté a une tempéra-
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ture supérieure, de 20 °C a 50 °C, a celle de 1a
colonne);

b) soit avec des colonnes capillaires, auquel cas le

dispositif doit 8&tre spécialement concu pour

"utilisation de telles colonnes. il peut étre du
type diviseur ou du type a injection totale en téte
de colonne refroidie (injecteur «on column»).

NOTE 2 En I'absence de corps gras contenant des
acides gras & moins de 16 atomes de carbone, un in-
jecteur a aiguille mobile peut 8tre utilisé.

41.2 Four.

Le four doit élre en mesure de porter la colonne &

une température d’au moins 260 °C et de maintenir
ia température choisie a 1 °C prés avec une colonne
remplie et 3 0,1 °C prés avec une colonne capillaire.
Cette derniére caractéristique est particuliérement
importante lorsqu’on utilise un tube en silice fondue.

L’utilisation d’un appareil équipé d’un program-
mateur de température est recommandée dans tous
les cas et, en particulier, en présence d’acides gras
a moins de 16 atomes de carbone.

41.3 Colonne remplie.

41.3.1 Colonne, en matériau inerte vis-a-vis des
corps & analyser: verre, ou, a défaut, acier inoxyda-
ble, ayant les dimensions suivantes:

a) Longueur: de 1 m a 3 m. Une colonne'rela-
tivement courte sera utilisée dans le cas ol des
acides gras a longue chaine (> Cyp) sont pré-
sents. Dans le cas de la détermination des aci-
des en Cy4 et en Cg, il est recommandé d’utiliser
une colonne de 2 m.

b) Diameétre intérieur: de 2 mm a 4 mm.

NOTES

3 Si des constituants polyinsaturés a plus de trois dou-
bles liaisons sont présents, une colonne en acier inoxy-
dable peut provoquer feur décomposition.

4 Un systéme a double colonne remplie peut étre utilisé.

41.3.2 Remplissage, comprenant les éléments sui-
vants:

a) Support: terre de diatomées lavée aux acides et
silanisée, ou tout autre support inerte pouvant
convenir, avec un étroit intervalle de granulo-
métrie (25 um entre 125 pm et 200 um), la di-
mension moyenne étant liée au diameétre
intérieur et a la longueur de la colonne.

b) Phase stationnaire: phase polaire de type poly-
ester (par exemple polysuccinate de
diéthyleneglycol, polysuccinate de butanediol,

polyadipate d’éthyiéneglycol, etc.), cyanosili-
cones ou toute autre phase permettant la sépa-
ration chromatographique (voir articie 5). Le
taux d’imprégnation sera compris entre
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rations, des phases apolaires pourront étre utili-
sées.

4.1.3.3 Conditionnement de la colonne.

Aprés avoir, si possible, déconnecté la colonne du
détecteur, porter progressivement le four & 185 °C
et maintenir la colonne venant d’étre préparée, sous
un courant de gaz inerte de 20 ml/min a 60 ml/min
durant au moins 16 h a cette température, puis du-

nr o

rant 2 h a 185 °C.
4.1.4 Colonne capillaire.

4141 Tube, en matériau inerte vis-a-vis des corps
a analyser, généralement en verre ou en silice fon-
due. Le diamétre interne doit étre compris entre
0,2 mm et 0,8 mm. Intérieurement, il devra subir des
traitements appropriés (préparation de I’état de
surface, inactivation) avant de recevoir le film de
phase stationnaire. Une longueur de 25 m est suffi-
sante dans la plupart 'des cas.

4.1.4.2° Phase stationnaire, principalement de type
polyglycols [poly(éthyléne glycoi) 20000], polyes-
ters (polysuccinate de butanediol) ou polysiloxanes
polaires (cyanosilicones). Les colonnes greffées, ou
réticulées, conviennent.

NOTE 5 Toutefois les polysiloxanes polaires risquent de
donner des difficultés dans l'identification et la séparation
de I’acide linoténique et des acides en Cy,.

Les épaisseurs de film doivent étre faibles: 0,1 um
a02pum.

4.1.4.3 Montage et conditionnement de la colonne.

Respecter les précautions habituelles de montage
des colonnes capillaires, c’est-a-dire la disposition
de la colonne dans le four (support), le choix et le
montage des joints (étanchéité), le positionnement
des extrémités de la colonne dans !injecteur et le
détecteur (réduction des volumes morts). Mettre la
colonne sous gaz vecteur [par exemple, 0,3 bar
(30 kPa) pour une colonne de 25 m de longueur et
d’un diamétre intérieur de 0,3 mm].

Conditionner la colonne par programmation de la
température du four a 3 °C/min depuis la tempéra-
ture ambiante jusqu’a une température inférieure a
10 °C a la limite de décomposition de Ia phase sta-
tionnaire. Maintenir a cette température 1 h, jusqu’a
stabilisation de la ligne de base. Revenir & 180 °C
pour travailler dans des conditions isothermes.

NOTE 6 Des colonnes préconditionnées adéquates sont
disponibles commercialement.



4.1.5 Détecteur, de préférence capable d’étre porté
a une température supérieure a ceiie de la coionne.

4.2 Seringue.

La seringue doit avoir une capacité de 10l au
maximum et étre graduée en 0,1 pl.

4.3 Enregistreur.

Lorsque la courbe enregistrée est utilisée pour cal-
culer ia composition du méiange anaiysé, i’enregis-
treur doit étre un appareil électronique de grande
précision, compatible avec I'appareillage utilisé, et

ayant les caractéristiques suivantes:

a) vitesse de réponse inférieure a 1,5 s, de préfé-
rence 1s (la vitesse de réponse est le temps
nécessaire hour gue la plumn de 'enregpistreur

.................. "enregistreur
aille de 0 % a 90 % lors de l'introduction sou-
daine d’un signal de 100 %);

b) largeur du papier, 20 cm minimum,;

c) vitesse de déroulement du papier, réglable a des
valeurs comprises entre 04 cm/min et
2,5 cm/min.

4.4 Intégrateur ou calculateur {facultatif)

L’emploi d’un intégrateur électronique ou d’un. cal-
culateur permet un calcul rapide et précis. Celui-ci
doit fournir une réponsellinéaire, avoir'une"sensi-
bilité suffisante, et 1a correction de la déviation‘de
la ligne de base doit étre satisfaisante.

5 Mode opératoire

Les détails opératoires donnés en 5.1 & 5.3 concer-
nent I'emploi d’un détecteur a ionisation de flamme.

En variante, un appareil de chromatographie en
phase gazeuse avec un détecteur a conductibilité
thermique (catharometre} peut étre utilisé. Les
conditions opératoires doivent alors étre modifiées
comme décrit a I'article 7.

5.1 Conditions d’essai
5.1.1 Choix des conditions optimales de travail

5.1.1.1 Sur colonne remplie

Pour choisir les conditions de travail, il y a lieu de
tenir compte des variables suivantes:

a) la longueur et le diamétre de la colonne;
b) la nature et la quantité de la phase stationnaire;

c) la température de la colonne;
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d) le débit du gaz vecteur;

e) la résolution souhaitée;

.
f) Vimportance de la

telle que I’'ensemble détecteur-électrometre
fournisse une réponse linéaire;

]
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g) !a durée de I'analyse.

En général, les valeurs données dans le tableau1

et le tableau 2 seront celles donnant les récultatg
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désirés, a savoir un nombre de plateaux théoriques,
au moins égal a 2000 par meétre de colonne pour le
stéarate de méthyle, et élution de celui-ci en 15 min
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Lorsque I'appareil le permet, l'injecteur devrait étre
a une température voisine de 200 °C, et le détecteur
a une température égale ou supérieure a celle de la
colonne.

En général, le rapport du débit d’hydrogéne du dé-
tecteur & ionisation de flamme a celui du gaz vec-
teur, varie de 1:2 a 1:1, selon le diamétre de la
colonne. Le débit d’oxygéne est d’environ 5 a 10 fois
celui de I’hydrogéne.

Tableau 1
Diamétre intérieur de la Vitesse du gaz vecteur
colonne
mm mi/min
2 15325
3 20 4 40
4 40 2 60

Tableau 2
Concentration de la phase Température de la
stationnaire colonne
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185

5.1.1.2 Sur colonne capillaire

Les caractéristiques d’efficacité et de perméabilité
des colonnes capillaires font que la séparation entre
constituants et la durée de I’analyse sont trés dé-
pendantes du débit de gaz vecteur dans la colonne.
Il 'y aura nécessité, en jouant sur ce paramétre (ou
plus simplement sur la perte de charge en téte de
colonne), d’optimiser les conditions opératoires se-
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lon que F'on recherche, soit & améliorer les sépa-
rations, soit a faire de I’analyse rapide.

5.1.2 Détermination du nombre de plateaux
théoriques (efficacité) et de la résolution

{Voir figure 1)

Effectuer l'analyse d’un mélange de stéarate et
d’oléate de méthyle en proportions sensiblement
équivalentes (par exemple, esters méthyliques de
beurre de cacao).

Choisir I'importance de la prise d’essai, la tempé-
rature de la colonne et le débit du gaz vecteur, de
facon que le maximum du pic du stéarate de
méthyle soit enregistré environ 15 min aprés le pic
du solvant, et que ce pic corresponde a environ les
trois quarts de I"échelle totale.

Calculer le nombre de plateaux théoriques, n, a
I’aide de la formule

day \’
n= 16( D

Solvant

A

et la résolution R, par ia formule

R=—24
@@+ oq
ou
d, est la distance de rétention, en millime-

tres, mesurée a partir du début du
chromatogramme jusqu’au maximum du
pic du stéarate de méthyle;

o et wg, sont les largeurs, en millimétres, des
pics du stéarate et de loléate de
méthyle, mesurées entre les points
d’intersection avec la ligne de base des
tangentes aux points d’inflexion de Ja
courbe;

A est la distance, en millimétres, entre les
maxima relatifs des pics du stéarate et
de l'oléate de méthyle.

Les conditions opératoires sont celles donnant un
nombre de plateaux théoriques pour le stéarate de
méthyle, au moins égal 4 2000 par métre de co-
lonne, et une résolution d’au moins 1,25.

Qlgate de
méthyle
Stéarate de
méthyle
m i
1
[}
Air ) |
N L 1
. W
W)
d
- r(l) — | 4 —-
——
Départ

Figure 1 — Chromatogrammes pour la détermination du nombre de plateaux théoriques (efficacité) et de la
résolution



5.2 Prise d’essal

A l'aide de la seringue (4.2), prélever de 0,1 pl a
2 pl de la solution d’esters méthyliques obtenue se-
lon I'ISO 5509 et les injecter dans la colonne.

Dans le cas des esters exempts de solvants, prépa-
rer une solution a 100 mg/ml environ dans de
I"heptane pour chromatographie en phase gazeuse
et injecter 0,1 ul a 1 pl de cette solution.

Pour la recherche de constituants présents a |'état
de traces, cette prise d’essai pourra étre augmentée
(jusqu’a dix fois).

5.3 Analyse

Dans les cas usuels, opérer dans les conditions dé-
crites en 5.1.1.

Toutefois, il est possible d’opérer avec une tempé-
rature de colonne plus basse, dans le cas ou il est
nécessaire de doser des acides gras dont le nombre
d’atomes de carbone est inférieur a 12, ou plus éle-
vée dans le cas ol il est nécessaire de doser des
acides gras dont le nombre d’atomes de carbone
est supérieur a 20.

Eventuellement, il est possible d’opérer en_tempé-
rature programmée dans les deux cas.'Parexemple,
si I'échantillon contient des esters méthyliques
d’acides gras a moins de 12 atomes de carbone,
injecter I"échantillon a 100,°C;{ou.a50-2C/a,60,°C:si
I’acide butyrique est présent) et programmer immé-
diatement a un débit de 4 °C/min a 8 °C/min jusqu’a
la température optimale. Dans certains cas, les
deux procédés peuvent étre combinés.

Aprés la période de programmation de température,
continuer I'élution en température isotherme jus-
qu’‘a élution de tous les constituants. Si I'appareil
ne peut pas travailler en température programmée,
opérer a deux températures fixées entre 100 °C et
195 °C.

Si nécessaire, il est recommandé de faire une ana-
lyse sur deux phases fixes de polarités différentes
pour vérifier I’absence de pics masqués, par exem-
ple pour les huiles de poissons, ou dans le cas de
la présence simultanée de Cqg.53 et Cygg, ou de Cyg3
et Cqg.0 CONjugé.

5.4 Préparation du chromatogramme de
référence et des courbes de référence

Analyser le mélange témoin (voir 3.3), dans les
conditions opératoires identiques a celles de I'essai,
et déterminer les temps de rétention ou les distan-
ces de rétention pour les acides gras constitutifs.
Tracer sur papier semi-logarithmique pour chaque
taux d’insaturation, les courbes donnant le
logarithme du temps de rétention ou de la distance
de rétention en fonction du nombre d’atomes de
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carbone; dans des conditions isothermes et pour
des esters a chaine droite et un taux d’insaturation
fixé, ces courbes doivent étre des droites. Ces
droites doivent étre pratiqguement paraliéles.

Eviter les conditions opératoires favorisant I’exis-
tence de «pics masqués», c’est-a-dire que deux
constituants ne puissent étre distingués par suite
d’'une résolution insuffisante.

6 Expression des résuitats

6.1 Analyse qualitative

Pour l'essai, identifier les pics du méthyl ester en
se reportant aux courbes préparées en 5.4, au be-
soin en interpolant.

6.2 Analyse quantitative
6.2.1 Détermination de la composition

Utiliser la méthode de normalisation interne (sauf
exceptions), c’est-a-dire admettre que la totalité des
constituants présents dans I’échantilion est repré-
sentée sur'le chromatogramme, donc que la somme
des -aires des pics représente 100 % des consti-
tuants (élution totale).

Si l'appareillage comporte un intégrateur, utiliser
les chiffres fournis par celui-ci. Dans le cas
contraire, déterminer 1%aire de chaque pic en multi-
pliantda hauteur du pic par sa largeur a8 mi-hauteur,
en tenant compte des diverses atténuations éven-
tuellement utilisées au cours de I'enregistrement.

6.2.2 Mode de calcul
6.2.2.1 Cas général

Calculer la teneur en un constituant donné, expri-
mée en pourcentage en masse, des esters méthyli-
gues, en déterminant le pourcentage représenté par
le rapport de I'aire du pic correspondant a [a somme
des aires de la totalité des pics, a I'aide de la for-
mule

4 x 100
ZA

ou

A; est I'aire du pic correspondant au com-
posé i

YA estla somme des aires de la totalité des
pics.

Donner le résultat avec une décimale.

NOTE7 Dans ce cas général, le résultat du calcul basé
sur les aires relatives est considéré représenter un pour-
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centage en masse. Dans le cas ol cette hypothése n’est
pas permise, voir 6.2.2.2.

6.2.2.2 Cas de I'emploi des facteurs de correction

Dans certains cas, par exemple en présence d’aci-
des gras dont le nombre d’atomes de carbones est
inférieur 2 8 ou d’acides a fonctions secondaires,
lors de 'emploi de détecteurs a conductivité ther-
mique, ou si le plus grand degré de précision est
spécialement demandé, il y a lieu de faire intervenir
des facteurs de correction pour convertir les pour-
centages des aires des pics en pourcentages en
masse des constituants.

Déterminer les facteurs de correction a l'aide d’un
chromatogramme obtenu a partir d’'un mélange té-
moin d’esters méthyliqgues de composition exac-
tement connue dans des conditions identiques a
celles de l'essai.

Pour ce mélange témoin, le pourcentage en masse
du composé i est donné par la formule

’72i

m

x 100

ou

m; est 1a masse du composé i dans leomeé-
fange témoin;

>m est la somme des masses des divers
constituants du mélange témoin.

A partir du chromatogramme du mélange témoin
(5.4), calculer le pourcentage (aire/aire) du composé
i comme suit:

4;
x 100

> 4

ol

A,

; est |"aire du pic correspondant au com-

posé i;

YA estla somme des aires de la totalité des
pics.

D’ou, le facteur de correction

Y]
Aime

Habituellement, les facteurs de correction sont ex-
primés par rapport & Kcqg, et les facteurs relatifs
deviennent:

K K
i HC16

Pour I"échantilion, la teneur en chaque composé i,
exprimée en pourcentage en masse des esters mé-
thyliques, est

K, x 4,
Y (K% 4)

Donner le résultat avec une décimale.

x 100

6.2.2.3 Cas de 'emploi d’un étalon interne

Dans certaines analyses (par exemple, lorsque tous
les acides gras ne sont pas quantifiés, et que des
acides en C, et en C; sont présents a coté d’acides
en C,g et en C,q, ou bien lorsqu’il est nécessaire de
déterminer la quantité absolue d’acides gras dans
un échantiilon), il est nécessaire d’utiliser un étalon
interne. Des acides gras en C;, Cy5 ou Cy; sont utili-
sés fréquemment. Le facteur de correction de I’éta-
lon interne doit étre déterminé (s’il y a lieu).

Le pourcentage’ én,masse du composé i, exprimé
en esters méthyliques, est par suite donné par la
forimule

my x K'; x A;

1
mx K's x Ag x 100

ou

A; est la surface du pic correspondant au
constituant i,

A, est la surface du pic correspondant a
I’étalon interne;

K. est le facteur de correction du composé

i (relatif a Keie):

K'. est le facteur de correction de I’étalon
interne (relatif & K 4);

m est la masse, en milligrammes, de
I"échantillon;

m est la masse, en milligrammes, de I’éta-
lon interne.

Donner le résultat avec une décimale.

6.2.3 Fidélité

Les valeurs de répétabilité et de reproductibilité in-
diquées ci-aprés couvrent la préparation des esters
méthyliques selon I'ISO 5508, avec l'analyse par
chromatographie en phase gazeuse décrite dans la
présente Norme internationale. Ces valeurs ont été
acceptés historiquement.



6.2.3.1 Répétabilité

La difféerence entre les valeurs de deux détermi-
nations effectuées rapidement 'une apreés l'autre
par le méme analyste utilisant le méme appa-
reillage sur le méme échantillon pour essai et pour
les constituants présents a pius de 5 % {m/m), ne
doit pas excéder en valeur relative 3 % de la valeur
déterminée, avec un maximum de 1 % (m/m). Pour
des constituants présents en quantités inférieures,
la différence ne doit pas dépasser une valeur de
0,2 % (m/m).

6.2.3.2 Reproductibilité

La différence entre les valeurs de résulitat final ob-
tenues par deux laboratoires différents utilisant la
présente méthode pour I'analyse du méme échan-
tilon pour laboratoire, pour les constituants pré-
sents a plus de 5 % (m/m), ne doit pas excéder en
valeur relative 10 % de la valeur déterminée, avec
un maximum de 3 % (m/m). Pour des constituants
présents en quantités inférieures, la différence ne
doit pas dépasser une valeur de 0,5 % (m/m).

7 Cas particulier de l'utilisation d’un
détecteur a conductibilité thermique
(catharometre)

Un appareil de chromatographie en phase gazeuse
avec un détecteur a conductibilité thermique
(catharometre), peut étre'utilisé'‘€égalément’pour'la
détermination de la composition qualitative-“et
quantitative d’un mélange d’esters méthyliques
d’acides gras. Dans ce cas, les conditions spécifiées
a l'article 4 et a V'article 5 doivent étre modifiées
comme indiqué dans le tableau 3.

Pour "analyse quantitative, utiliser les facteurs de
correction définis en 6.2.2.2.

ISO 5508:1990(F)

8 Rapport d’essai

Le rapport d’essai doit indiquer les méthodes utili-
sées pour la préparation des esters méthyliques et
pour l'analyse par chromatographie en phase ga-
zeuse, ainsi que les résultats obtenus. II doit, en
outre, mentionner tous les détails opératoires non
prévus dans la présente Norme internationale, ou
facultatifs, ainsi que les incidents éventuels suscep-
tibles d’avoir agi sur les résultats.

Le rapport d’essai doit donner tous les rensei-
gnements nécessaires a l'identification compléte de
I’échantition.

Tableau 3
Variable Valeur/condition
Colonne Longueur: 2 m a4 m
diamétre intérieur: 4 mm
Support Granulométrie entre 160 pm et

200 pm

Taux d’'imprégnation | 15 % (m/m) a 25 % (m/m)
de la phase station-

naire

Gaz vecteur Hélium, ou a défaut hydro-
géne, a teneur aussi faible que

possible en oxygéne
Gaz auxiliaires Néant

Température de Vin-
jecteur

De 40 °C a 60 °C supérieure 3
celle de la colonne

Température de la 180 °C a 200 °C
colonne

Débit du gaz vecteur | Généralement compris entre
60 mi/min et 80 mi/min

Quantités injectées Généralement comprises entre

0,5ul et 2yl
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