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NORME INTERNATIONALE

1SO 5558-1982 (F)

Corps gras d’origines animale et végétale — Recherche et
identification des antioxygénes — Méthode par
chromatographie en couche mince

1 Objet et domaine d’application

La présente Norme internationale spécifie une méthode de
recherche et d'identification, par chromatographie en couche

mince, des antioxygénes suivants dans les corps gras d’origines
animale et végétale :

— acide nordihydroguairétique (NDGA)
— gallate de propyle (GP)

— gallate d’octyle (GO)

— gallate de dodécyle (GD)

— tertiobutylhydroquinone (TBHQ)

— butylhydroxyanisol (tert-butyl-méthoxy-4
phénol) (BHA)

— a-tocophérol

— butylhydroxytoluéne (di-tert-butyl-2,6 méthyl-4
phénol) (BHT)

Ces antioxygénes sont cités dans |'ordre de leur valeur R;.

La recherche de I'a-tocophérol est parfois difficile, cet anti-
oxygéne donnant une tache d’aspect généralement diffus.

La limite de détection de la méthode se situe vers 20 mg/kg
(ppm) pour le BHT et 10 mg/kg (ppm) pour les autres anti-
oxygenes. Il est & noter que le BHT n’est pas complétement
isolé par cette méthode.

2 Principe

Mise en solution d'une prise d’essai dans le n-hexane et extrac-
tion des antioxygeénes par |'acétonitrile.

Identification de ces antioxygénes par chromatographie en cou-
che mince.

3 Réactifs

Tous les réactifs doivent étre de qualité analytique reconnue.
L'eau utilisée doit étre de I'eau distillée ou de I'eau de pureté au
moins équivalente.

3.1 Silice en poudre avec liant, de qualité pour chromato-
graphie en couche mince, de dimension de particules inférieure
a 30 um.

3.2 Méthanol, ne contenant pas plus de 0,5 % (m/m)
d’eau.

3.3 Ethanol, 396 % (V/V).

3.4 n-hexane, ou, i défaut, éther de pétrole, ayant un
intervalle de distillation de 30 a 60 °C.

3.5 Acétonitrile saturé de n-hexane.

Verser 900 ml d'acétonitrile dans une fiole de 1 000 ml, ajouter
100,m| de,s-hexane (3.4) et un peu de sulfate de sodium anhy-
dreou deé chlorure de calcium anhydre. Agiter, fermer le flacon
avec le bouchon et laisser reposer une nuit.

3.6 ‘cn<hexane saturé d'acétonitrile.

Verser 900 ml de n-hexane (3.4) dans une fiole de 1 000 ml,
ajouter 100 ml d’acétonitrile et un peu de sulfate de sodium
anhydre ou de chlorure de calcium anhydre. Agiter, fermer le
flacon avec le bouchon et laisser reposer une nuit.

3.7 Révélateur, solution & 10 g/I de dichloro-2,6
p-benzoquinone-4 chloroimide dans I'éthanol & 96 % (V/ V).

Préparer cette solution, juste avant I'emploi, en dissolvant
500 mg de dichloro-2,6 p-benzoquinone-4 chloroimide dans
50 ml d’éthanol (3.3).

3.8 Maélange de solvants de développement.

Préparer juste avant I'emploi, un mélange de deux volumes de
n-hexane (3.4), deux volumes de benzéne et un volume d’acide
acétique cristallisable.

AVERTISSEMENT : Le benzéne est toxique et inflamma-
ble et des précautions doivent étre prises lors de son utili-
sation.

3.9 Solutions étalons d‘antioxygénes, contenant 1g
d’'antioxygéne par litre de méthanol.

Dans une série de huit béchers, dissoudre respectivement
100 mg de chaque antioxygéne (voir chapitre 1) dans le métha-
nol (3.2), transvaser dans une série de huit fioles jaugées de
100 ml, ajuster au trait repére avec du méthanol et agiter.
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4 Appareillage

Matériel courant de laboratoire, et notamment :

4.1 Cuve de développement pour chromatographie en
couche mince, en verre, avec couvercle en verre rodé, sus-
ceptible de contenir des plaques en verre de dimensions
200 mm x 200 mm.

4.2 Etaleur et socle, pour la préparation des plaques.

4.3 Plaques en verre, 200 mm x 200 mm, revétues d'une
couche de gel de silice de 0,40 mm d’'épaisseur.

Utiliser les plaques toutes préparées, disponibles dans le com-
merce, ou les préparer comme suit.

Nettoyer soigneusement les plaques a I’éthanol, au n-hexane et
a I'acétone jusqu’a élimination totale des graisses.

Peser 30 g de gel de silice (3.1) dans une fiole conique de
250 ml (4.8) et ajouter 60 ml d’eau. Boucher et homogénéiser le
contenu en agitant énergiquement pendant 1 min.

Appliquer immédiatement une couche de 0,4 mm(de la'pate de
gel de silice sur la surface des plaques a I'aide de |'étaleur (4.2).

Sécher les plaques a la température ambiante pendant 15 min;
les porter dans I'étuve (4.6) réglée a 103 = 2 °C, pendant 1 h.
Laisser refroidir dans le dessiccateur (4.13) et conserver les pla-
ques dans le dessiccateur jusqu’a emploi.

4.4 Evaporateur rotatif.
4.5 Ampoules a décanter, de capacité 250 ml.

4.6 Etuve électrique, de préférence bien ventilée, réglable
4103 = 2 °C.

4.7 Etuve électrique, de préférence bien ventilée, réglable
a60 + 2°C.

4.8 Fiole conique, de capacité 250 ml, a bouchon en verre
rodé.

Y

4.9 Fioles jaugées, a col rodé, de capacité 100 ml, et
munies de bouchons en verre rodé.

4.10 Bécher, forme haute, de capacité 150 ml.

4.11 Ballon, fond rond, de capacité 250 mi, adaptable a
I'évaporateur rotatif (4.4).

4.12 Seringue, de capacité 20 pl, graduée en microlitres.
4.13 Dessiccateur.

4.14 Appareil pour pulvériser le révélateur sur les pla-
ques.
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5 Mode opératoire

5.1 Prise d’'essai

Effectuer une prise d’essai de 7,5 & 10 g a partir de I'échantillon
pour essai.

5.2 Extraction des antioxygénes

Dissoudre la prise d'essai dans un bécher de 150 ml (4.10), avec
100 ml de n-hexane (3.4) en chauffant légérement, si néces-
saire, et transvaser cette solution dans une ampoule a décanter
de 250 ml (4.5), en faisant attention qu’aucune particule insolu-
ble ne passe dans I'ampoule a décanter.

Rincer le bécher avec 25 ml de n-hexane (3.4) et transvaser le
liquide de ringage dans I'ampoule a décanter, en faisant atten-
tion qu’aucune particule insoluble ne passe dans I'ampoule a
décanter.

Ajouter 25 ml d'acétonitrile saturé de n-hexane (3.5) et agiter
pendant 1 min. Recueillir la phase d'acétonitrile (phase infé-
rieure) dans une seconde ampoule a décanter de 250 ml (4.5).

NOTE — Si une émulsion s’est formée, faire tourner soigneusement
I'ampoule & décanter sous un courant d’eau a 50 °C environ jusqu’'a
obtention de phases limpides.

Effectuer trois nouvelles extractions de la phase n-hexane a
I'aide de 26 ml d’acétonitrile saturé de n-hexane (3.5) a chaque
fois.

Réunir les-extraits d’acétonitrile et laver deux fois avec, chaque
fois, 25 ml de n-hexane saturé d’acétonitrile (3.6).

Transvaser la phase d’acétonitrile dans un ballon de 250 ml a
fond rond (4.11) et évaporer le solvant sous vide dans |'évapo-
rateur rotatif (4.4), & une température aussi basse que possible.
Il est essentiel que la température du bain d’eau ne dépasse pas
40 °C.

Dissoudre le résidu dans 2 ml de méthanol (3.2) et verser la
solution dans un petit flacon. Si le résidu n’est pas compléte-
ment dissous, filtrer la solution.

NOTE — Si I'on prévoit une teneur en antioxygénes inférieure a
100 mg/kg (ppm), il est recommandé de ne dissoudre le résidu que
dans 1 ml de méthanol.

5.3 Chromatographie et recherche

Enrober les parois de la cuve de développement (4.1) avec du
papier filtre.

Verser le mélange de solvants de développement (3.8) dans la
cuve de développement a une profondeur de 1 cm environ et
poser le couvercle. Laisser reposer a I'obscurité 1 a 2 h afin de
saturer I'atmosphére a l'intérieur de la cuve avec les vapeurs
des solvants.

A I'aide de la seringue (4.12), déposer des portions a 10 pi et
20 pl de la solution méthanolique des antioxygénes extraits pré-
parée comme décrite en 5.2 en deux points distincts distants de
20 mm et & 20 mm du bord de la plaque (4.3), préalablement



activée pendant 1 h a une température de 60 °C dans |'étuve
(4.7). Déposer 4 Wl de chacune des solutions étalons d'anti-
oxygénes (3.9) en des points distincts distants de 20 mm et &
20 mm du méme bord de la plaque.

Repérer une ligne parallele au bord de la plaque et & 150 mm
des points d’application. Introduire la plaque dans la cuve de
développement. Laisser & I'obscurité jusqu’a ce que le front du
solvant atteigne la ligne repérée.

Sortir la plaque de la cuve et la laisser sécher sous hotte venti-
lée.

Pulvériser, a |'aide de I'appareil (4.14), le révélateur (3.7) sur la
plaque et placer celle-ci dans I'étuve (4.6) réglée 8 103 = 2 °C,
pendant 10 a 15 min.

Sortir la plaque de I'étuve et comparer les valeurs des R; des
taches obtenues provenant des solutions étalons avec celles
des antioxygénes extraits.
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Des informations complémentaires relatives a l'identification
des antioxygeénes peuvent étre obtenues en introduisant la pla-
que, ramenée a la température du laboratoire, dans une cuve de
développement saturée de vapeur d’ammoniac pendant envi-
ron 30 s et en comparant les couleurs obtenues pour les divers
antioxygénes.

6 Procés-verbal d'essai

Le procés-verbal d'essai doit indiquer la méthode utilisée et les
résultats obtenus. Il doit, en outre, mentionner tous les détails
opératoires non prévus dans la présente Norme internationale,
ou facultatifs, ainsi que les incidents éventuels susceptibles
d’avoir agi sur les résultats.

Le procés-verbal d'essai doit donner tous les renseignements
nécessaires a |'identification compléte de I'échantillon.
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