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Graines oléagineuses — Détermination simultanée de
la teneur en huile et en eau — Méthode par
spectrométrie par résonance magnétique nucléaire

pulsée

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale prescrit une mé-
thode de détermination rapide de la tensur en huile
et en eau dans les graines entiéres du commerce, par
spectrométrie par résonance magnétique nucléaire
(RMN) pulsée.

La méthode a été expérimentée suf dés)grainesyde
colza.

Elle s'applique aux graines de colza, dont la teneurien
eau est inférieure & 10 %.-Pour.des graines ayant.des
teneurs en eau plus élevées, il est nécessaire;de les
sécher avant de déterminer leur teneur en huile par
RMN pulsée.

NOTE 1 La méthode est couramment utilisée sur les
graines de soja et de tournesol, ce qui n'exclut pas qu'elle
uisse s'appliquer également & d'autres graines oléagineu-
es du commerce dont I'huile est liquide a la température
de mesure.

2 Références normatives

Les normes suivantes contiennent des dispositions
. qui, par suite de la référence qui en est faite, consti-
tuent des dispositions valables pour la présente
Norme internationale. Au moment de la publication,
les éditions indiquées étaient en vigueur. Toute
norme est sujette a révision et les parties prenantes
des accords fondés sur la présente Norme internatio-
nale sont invitées & rechercher la possibilité d'appli-
quer les éditions les plus récentes des normes
indiquées ci-aprés. Les membres de la CEl et de I'lSO
possédent le registre des Normes mternatlonales en
vigueur & un moment donné.

ISO 659:1988, Graines oléagineuses — Détermination
de l'extrait 4 I'hexane (ou a l'éther de pétro/e) dit
«teneur en huile».

ISO 664:1990, Graines oléagineuses — Réduction de
I'échantillon pour laboratoire en échantillon pour
essai.

ISO 665:1977, Graines oléagineuses — Détermination
de la teneur en eau et matieres volatiles.

3, Principe

Introduction de I'échantilion pour essai dans le champ
magnétique du spectrométre RMN. Application d'un
champ’ | électromagnétique alternatif sous la forme
d'unelimpulsion intense de radiofréquence, de 90°,
qui excite les noyaux de tous les atomes d'hydrogéne.
Enregistrement de la décroissance du signal d'induc-
tion libre (FID: free induction decay) qui suit |'applica-
tion de 'impulsion de 90°. (L'amplitude maximum de
ce signal est proportionnelle au nombre total de
protons contenus dans les phases aqueuse et hui-
leuse de 1I'échantilion.)

Application d'une seconde impulsion de radiofré-
quence, dite impulsion de 180°, qui entraine |'émis-
sion d'un signal d'écho de spin dans lequel la seule
contribution est celle de la phase huileuse.

NOTE 2  L'amplitude maximum du signal d'écho est pro-
portionnelle a la teneur en huile. Elle varie avec la tempéra-
ture de .I'échantillon, suivant une loi complexe, Un
accroissement de température entraine une diminution du
signal d'écho mesuré. :

Calcul de la différence entre les deux amplitudes qui
est proportionnelle & la teneur en eau.

Conversion automatique des signaux mesurés en
pourcentage d‘'huile et d'eau, aprés. étalonnage
convenable de I'instrument. '

NOTE 3 Certains spectrométres couplés & un mini-
ordinateur et & un logiciel spécifique indiguent s«multané—
ment les teneurs en eau et en huile.
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4 Echantillons pour étalonnage

Les échantillons pour étalonnage doivent étre homo-
génes et exempts d’impuretés.

4.1 Echantillons pour I'étalonnage de la
teneur en eau

Pour obtenir une courbe d'étalonnage sdre, il est re-
commandé que les teneurs en eau de I'échantilion
pour étalonnage soient comprises entre 6 % et 9 %
pour le tournesol, colza et 6 % & 12 % pour le soja.

La teneur en eau des graines pouvant varier selon les
conditions de stockage, il est nécessaire de ia déter-
miner conformément & 1'1SO 665 juste avant |'étalon-
nage.

4.2 Echantillons pour I'étalonnage de la
teneur en huile

Utiliser des échantillons de graines de méme espeéce
et de composition en acides gras semblables (notam-
ment dans le cas d'analyse de graines de colza riches
en acide érucique ou de graine de tournesol riche en
acide oléique) que les échantillons pour essais. Leurs
teneurs en huile sont déterminées par la' méthode de
référence prescrite dans I'!SO 659.

5 Appareillage

5.1 Spectrométre RMN pulsée basse résolution,
permettant le mesurage de la teneur en huile et en
eau des graines oléagineuses et possédant les carac-
téristiques suivantes.

a) Fréquence de résonance du proton: environ
10 MHz.

b) Production d'impulsions de radiofréguence :de 90°
et de 180° pour la méthode d'écho de spin.

c¢) Durée d'aimantation ou temps de répétition des
impulsions: 1 s.

d) Temps d'excitation (e) ou durée d'impulsion:
" e =5 s environ pour l'impulsion de 90°,

e = 10 ps environ pour |'impulsion de 180° {soit
deux fois plus que pour l'impulsion de 90°).

e) Temps mort () = 20 pus.

f) Temps mort total (T}, égal & la somme du temps
d'excitation (e) et-du temps mort {#), ol

= 25-us pour l'impulsion de 90°,
T, = 30 us pour l'impulsion de 180°,
t =20 ps.
g) Echantillonnage du signal RMN:

1) pour le S|gnal FID 50 us apreés l'impulsion de
90°,

2) pdur le signal d'écho de spin, 7 000 pus aprés
I'impulsion de 90°.

h) Délai entre les impulsions de 90° et de 180°:
3 500 ps.

Délai entre l'impulsion de 180° et le maximum du
signal d'écho: 3 500 ps. {Le maximum du signal
d'écho représente uniquement la composant
huile.) '

i} Filtre passe bande électronique: bas {10 kHz).

j' Réglage du nombre de mesurages RMN par
échantillon: 16 a 25 (soit un temps total de mesu-
rage compris entre 16 s et 25 s).

k)’ Mise“'en " mémoire de courbes d'étalonnage
(droites,. méthode des moindres carrés) pour la
determination des teneurs en eau et en huile des
échantillons.

I} Homogénéité du champ magnétique permettant
un volume d'analyse de 35 ml.

m} Systéme de déclenchement automatique du me-
surage apres introduction du- tube contenant
I'échantillon.

n) Régulation de la température de I'aimant, pour as
surer la stabilité de tous les paramétres RMN. .

ATTENTION — Ne laisser aucun objet métallique
a proximité du spectrométre RMN.

5.2 Tubes a échantillons, en verre, adaptés a l'ins-
trument RMN utilisé.

5.3 Balance analytique électronique, de précision
égale a + 0,01 g, et de préférence couplée au spec-
trométre RMN pour permettre I'enregistrement direct
dans le spectrométre de la masse de |'échantillon.

5.4 Etuve isotherme, réglée a 103°C +2°C.

5.5 Boites, meétalligues ou en verre, de 7.cm a
10 cm de diamétre, avec couvercles.




5.6 Dessiccateur, contenant un déshydratant effi-
cace.

6 Echantlllonnage

It est important que ie Iaboratonre regoive un échan-
tillon qui soit réellement représentatif et qui n'ait pas
6té modifié pendant le transport ou l'entreposage..

L'échantillonnage ne fait pas partie de la méthode
spécifiée dans la présente Norme internationale. Une
méthode d'échantillonnage recommandée est donnée
dans I'I1SO 542.%

7 Préparation de I'échantillon pour essai

Préparer |'échantillon pour essai conformément a
I'ISO 664,

Qetirer de I'échantillon pour essai préparé tous les
objets métalliques (agrafes, aiguilles, etc.). Les grai-
nes entiéres doivent étre homogénes, et autant que
possible exemptes d'impuretés.

8 Etalonnage

8.1 Meéthode

8.1.1 Utiliser les parametres de réglage du spectro-
métre RMN (5.1) recommandés par le constructeur,
et les optimiser par des essais préliminaires. Pour les
opérations d'étalonnagelet de’mesurage; suivreles
instructions du manuel de |'utilisateur!OMeillerc sois
gneusement. a effectuer I'ensemble des opérations
d'étalonnage et de mesurage dans des conditions
homogénes, et notamment & température constante
(& + 2 °C prés).

‘e nombre minimum d'échantillons nécessaire pour
I'étalonnage est de trois, mais il est possible d'en uti-
liser davantage.

8.1.2 Entrer dans le spectrométre RMN les paramé-
tres (séquences d'impulsions, atténuations,” etc.) re-
quis pour le mesurage de la teneur en huile ou en eau,
suivant les recommandations du constructeur, et
spécifier le numéro de mise en mémoire de la courbe
d' étalonnage Le temps total de mesurage doit &tre
au moins égal & 16 s.

8.1.3 Mettre le sbectrométre en mode étalonnage.

8.1.4 Transvaser le.premier échantilion. pour étalon-

nage dans un tube & échantillons taré (5.2), jusqu'a la

hauteur optimale indiquée  par le . constructeur, et
transmettre au spectrométre RMN la masse de
1'échantillon enregistrée par la balance.

1) 1SO 542:1990. Graines oléagineuses — Echantillonnage.
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NOTE 4 llest également possible d'entrer manuellement
la masse de la prise d'essai dans le spectrométre RMN.

8.1. 5 Entrer dans le spectrométre selon Ie cas, ‘la
teneur en eau (en pourcentage en masse) ou la teneur
en huile {en pourcentage en masse) de cet échan-
tillon.

8.1.6 Introduire le tube & échantillons dans la téte
de mesure et procéder a la détermination.

8.1.7 Répéter les. opérations 8.1.4 a.8.1.6 sur les
deux autres échantillons {ou plus) pour étalonnage.

8.1.8 Procéder au calcul manuel ou automatique des
paramétres nécessaires a |'établissement de la
courbe d'étalonnage.

Le coefficient de corréiation doit normalement étre
supérieur & 0,95. Si tel n'est pas le cas, utiliser les
méthodes de référence spécifiées dans I'iSO 659 et
dans I'ISO 665, respectivement, pour vérifier les va-
leurs obtenues, ou recommencer |'étalonnage en uti-
lisant trois autres échantillons (ou plus) pour
étalonnage. :

NOTE 5 La courbe d'étalonnage est mise en mémoire,
sous)le numéro spécifié en 8.1.2.

8/1.9., Terminer la courbe d'étalonnage huile en utili-
sant un tube vide et en répétant les opérations 8.1.4
4 8.1.6. Cette partie de la méthode n'est pas utilisable
pour la courbe d'étalonnage eau.

8.2 " Etalonnage pour la détermination de la
teneur en eau

8.2.1 Méthode A: Trois échantillons pour
étalonnage, de teneurs en sau connues

Pour obtenir une courbe d'étalonnage slre, il est né-
cessaire que les teneurs en eau des échantillons pour
étalonnage couvrent une gamme la plus large possi-
ble. Toutefois, une teneur en eau égale a 0 n'est pas
admise.

Suivre la méthode générale prescrite en 8.1.1 a
8.1.8.

8.2.2 WMaéthode B: Un seul échantillon pourb
étalonnage, de teneur en eau connue

NOTE 6 Dans cette méthode d'étalonnage; on fait varier
la quanttté d'eau détectée par le spectromeétre RMN en fai-
sant varier la hauteur de remplissage des tubes contenant
) échantnlon pour étalonnage.

8.2.2.1 Suivre la méthode générale spéciﬁ‘ée‘eh
8.1.148.1.3.
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8.2.2.2 Prendre trois tubes & échantilions tarés
(5.2), les remplir de I'échantillon pour étalonnage de

teneur en eau connue jusqu'a, respectivement,

35 mm, 30 mm et 25 mm de hauteur -environ (hau-
teur minimale 20 mm), puis peser. Noter les masses
correspondantes, en grammes, désignées par m,, m,

et my.

NOTE 7 Il est.nécessaire d'établir la courbe d'étalonnage
3 partir de trois. points au moins.

8.2.2.3 Calculer la teneur en eau relative, w, en
pourcentage en masse, de chacune des trois prises
d'essai de I'échantillon pour étalonnage, d'aprés les
formules suivantes:

myx W
Wy = ————
1 my
myx W
Wy = m1
my x W
Wy = ;8
ol
my, my et my  sont les mass_es, en grammes,
. des trois o prises | d'essai ) de
I'échantillon pour étalonnage
contenues dans chacunjdes 4rois
tubes, m, représentant la valeur la
plus élevée;
w est lateneuren-eau, en:pourcen:

tage en masse, del'échantilion
pour étalonnage,
conformément a 'ISO 665.

8.2.2.4 Introduire dans le spectrométre la valeur,
my, de la masse obtenue pour la premiére prise d'es-
sal.

8.2.2.5 Introduire dans le spectrométre la valeur,
w,, de la teneur en eau relative de la premiére prise
d'essai.

8.2.2.6 Placer le tube contenant la prise d'essai de
['6chantillon pour étalonnage dans la téte de mesure
et procéder a la détermination.

8.2.2.7 Répéter les opérations décrites en 8.2.2.4 2
8.2.2.6 sur les deux autres prises d'essai de |'échan-
tillon pour étalonnage en introduisant toujours m; en
8.2.2.4, puis les teneurs en eau relatives respectives
w, 6t wy en 8.2.2.5.

8.2.2.8 Calculer les
comme indiqué en 8.1.8.

paramétres  d'étalonnage

déterminée

8.3 Etalonnage pour la détermination de la
teneur en huile

'8.3.1 Méthode A: Trois échantillons pour

étalonnage, de teneurs en huile connues

Utiliser les échantillons spécifiés en 4.1.

Suivre la méthode générale spécifiée en 8.1.1 a
8.1.9. :

8.3.2 Maéthode B: Un seul échantillon pour
étalonnage, de teneur en huile connue

NOTE 8 Dans cette méthode d'étalonnage, on fait varier
la quantité d'huile détectée par le spectrométre RMN en
faisant varier la hauteur de remplissage des tubes contenant
I'échantillon pour étalonnage.

8.3.2.1 Suivre la méthode générale spécifiée e'
8.1.1.

8.3.2.2 Prendre trois tubes & échantillons tarés
(5.2), les remplir des prises d'essai de I'échantilion
pour étalonnage de teneur en huile connue jusqu'a,
respectivement, 35 mm, 30 mm et 25 mm de hau-
teur environ (hauteur minimale 20 mm), puis peser.
Nbtérlés masses correspondantes, en grammes, dé-
signées par my, m, et my.

8.3.2.3 Calculer la teneur en huile relative, A, en
pourcentage en masse, de chacune des trois prises
d'essai de l'échantillon pour étalonnage, d'aprés les
formuies suivantes:

m x H
h1 = m‘
_myX H
=
mg x H | @
by == ~
ou

my, my 6t my  sont les masses, en grammes,
des trois prises d'essai de
I'échantillon pour étalonnage;

H , est la teneur en huile, en pour-
centage en masse, de |'échan-
tillon pour étalonnage,
déterminée  conformément &

SO 659.

8.3.2.4 Suivre la méthode générale spécifiée en
8.1.2 4 8.1.8, en introduisant la teneur en huile, en
grammes, dans I‘opération décrite en 8.1.5.

8.3.2.5 Introduire dans le spectrométre la valeur,
m,, de la masse obtenue pour la premiere prise d'es-
sai. e




8.3.2.6 Introduire dans le spectrométre la valeur, h,,
de la teneur en huile relative de la premiére prise
d'essai.

8.3.2.7 Placer le tube contenant la prise d'essai de
I'échantillon pour étalonnage dans la téte de mesure
et procéder & la détermination.

8.3.2.8 Répéter les opérations décrites en 8.3.2.5 a
8.3.2.7 sur les deux autres prises d'essai de |'échan-
tillon pour étalonnage {(en introduisant toujours m; en
8.3.2.5, puis les teneurs en huile relatives respectives
hy et hy en 8.3.2.6).

8.3.2.9 Pour obtenir le point zéro sur la courbe

d'étalonnage, introduire dans le spectrométre RMN,

la valeur m, de la masse et une teneur en huile relative

de 0,01 %. Placer un tube vide dans la téte de mesure
‘t procéder & la détermination.

8.3.2.10 Calculer les
comme indiqué en 8.1.8.

paramétres  d'étalonnage

9 Mode opératoire

Effectuer au moins deux déterminations sur des pri-
ses d'essai provenant du méme échantilion‘pour &s-
sai.

9.1 Conditions requises pour le laboratoire
d'essai et le conditionnement de I'échantilion
pour essai -

La température du laboratoire d'essai doit tre main-
tenue entre 17 °C et 28 °C. Il est par conséquent re-
commandé d'effectuer la détermination dans une
salle & température contrblée.

ransférer les échantillons pour essai (article 7) dans
laboratoire, au moins 80 min avant la détermination,
afin qu'ils atteignent la température d'équilibre.

9.2 Prise d'essai

NOTE 8 La reproductibilité de la méthode est améliorée
lorsque les mesures obtenues avec le spectrométre sont
effectuées sur des prises d'essai de volume constant.

Préparer des prises d'essai de volume constant en
utilisant une des méthodes suivantes:

a) Mesurer un volume choisi de I'échantilion pour
essai (9.1), le transvaser quantitativement dans un
tube & échantillons taré (5.2) {par exemple, utiliser
40 mi de I'échantillon pour essai pour des tubes
de 40 mm de diamaétre).

b) Transvaser une quantité suffisante de {'échantillon
pour essai {9.1) dans le tube & échantillons de
maniére & le remplir & une hauteur optimale de
30 mm 4+ 5 mm. (Il est recommandé d'inscrire sur

ISO 10565:1993(F).

le tube, au feutre, une margue indiquant la hauteur
30 mm.) '

Si I'on effectue des mesurages sur des échantillons
de graines de tournesol contenant des graines
décortiquées, s'assurer que |'échantiflon mesuré est
bien représentatif.

NOTES

10 Lorsqu'on ne dispose que d'une petite quantité de
graines, il est possible d'utiliser .des tubes a échantillons
plus petits, de diamétre égal & 26 mm. Le volume 3 mesu-
rer est alors égal & 13 ml, soit environ 9 g de graines de
colza. Compte tenu de la faible durée du mesurage et de la
faible quantité de graines contenues dans |'échantillon, il est
recommandé d'effectuer trois déterminations pour obtenir
un résultat représentatif, et dans ce cas, la variabilité est
plus importante.

11 Les masses de graines correspondant a une hauteur
de remplissage de 30 mm sont les suivantes:

graines de colza entiéres: 22 ga 25 g
graines de tournesol entiéres: 14 g a.17 g

graines de soja entieres: 21 ga 24 g.

9.3 < Détermination

IMPORTANT — Vérifier 'étalonnage avant chaque
série de” mesurages {ou au minimum une fois par
jour), avec un échantillon pour étalonnage de teneur
en eau et en huile connue.

9.3.1 Cas général

9.3.1.1 Sélectionner le programme et les parame-
tres de mesurage adaptés 3 la détermination de la
teneur en eau, ou a celle de la teneur en huile, et le
numéro de la courbe d'étalonnage qui correspond au
type de détermination et a I'espéce de graines consi-
dérés.

9.3.1.2 Mettre le spectrométre en mode mesurage.

9.3.1.3 Peser la prise d'essai (9.2) et transmettre au
spectromeétre cette masse enregistrée par la balance.

9.3.1.4 Placer le tube contenant la prise d'essai dans
la téte de mesure et procéder 3 la détermination des
teneurs en eau et en huile.

9.3.2 Graines de colza et graines de tournesol
ayant une teneur en eau supérieure a 10 % (m/m)
et graines de soja ayant une teneur en eau
supérieure a 14 % (m/m)

NOTE 12 Dans ce cas, la spectrométrie RMN pulsée et
la méthode d'écho de spin ne permettent pas I'obtention
de résultats corrects, car I'eau en excés n'a pas le méme
comportement et contribue, comme la phase huileuse, au
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signal d'écho:de spin. II- faut donc sécher partiellement
I'échantillon pour éliminer cet excés.

9.3.2.1 Transvaser quantitativement dans les boites
(5.5) la prise d'essai’de masse m précédemment pe-
sée et la sécher & I'étuve (6.4) pendant 1 h a- 103 °C
avec le couvercle retiré.

9.3.2.2 Sortir les hoites de !'étuve, remettre lé cou-
vercle et laisser refroidir dans le dessiccateur (5.6)
jusqu'a la température de mesurage {environ 1 h).

9.3.2.3 Transvaser quantitativement la prise d'essai
dans le tube a échantilions préalablement taré, puis
peser et en déduire la masse m, de la prise d'essa
séchée.

9.3.2.4 Suivre la méthode spécifiée en 9.3.1.1 et
9.3.1.2.

9.3.2.5 Introduire dans le spectrométre la valeur m,
de la masse initiale de la prise d'essai.

9.3.2.6 Placer le tube contenant la prise d'essai dans
la téte de mesure et procéder a la détermination de
la teneur en eau, W,

9.3.2.7 Corriger la lecture précédemment’ obtenue
pour la teneur en eau, W,, pour obtenir la teneur totale
en.eau W, en pourcentage en masse, (en utilisantla
formule suivante:

W = W+ x 100

ol
. m est la masse initiale, en grammes, de la
o pnse d'essai, déterminée en'9.3.2.1;

My est la masse, en grammes, de la prise
- d'essai séchée, déterminée en 9.3.2.3;

W, est la teneur en eau, exprimée en pour-
centage en masse, mesurée en 9.3.2.6.

10 Expresslon des resultats

Controler si la condmon de répétablllté (11 1) est sa-
tisfaite.

Si c'est le cas, prendre comme Tésultat la moyenne
arithmétique des résultats de deux déterminations ou
plus. Sinon, rejeter les résultats et effectuer deux
nouvelles déterminations.

11 Fidélite

Pour les résultats d'un essai interlaboratoire effectué
sur des graines de colza, voir annexe A.

11.1 Répétabilite

La différence absolue entre deux résultats d'essai in-
dividuels indépendants, obtenus a I'aide de la méme
méthode sur un matériau |dent|que soumis & l'essai
dans le méme laboratoire par le méme opérateur uti-
lisant le méme appareiliage et dans un court intervalle
de temps, ne doit pas &tre supérieure &

0,6 % pour I'huile
0,1 % pour l'eau

11.2 Reproductibilité

La différence absolue entre deux résuitats d'essai in-
dividuels, obtenus & l'aide de la méme méthode sur
un matériau identigue soumis 3 l'essai dans des la-
boratoires différents par des opérateurs différents
utilisant des appareiilages différents, ne doit pas étre
supérieure &

1,6 % pour I'huile .

0,7 % pour |'eau

12 Rapport d'essai

Le rapport d'essai doit indiquer
— le spectrométre RMN utilisé,
— la méthode utilisée,

— le (les) résultat(s) d'essai obtenu(s), et .

— si la répétabilité a 6té vérifide, le résultat final cité
gui a été obtenu.

il doit, en outre, mentionner tous les détails opératoi-
res non prévus dans la présente Norme internationale,
ou facultatifs, ainsi que les incidents éventuels sus-
ceptibles d'avoir agi sur le (les) résultat{s) d'essai.

Le rapport d'essai doit donner tous les rensei-
gnements nécessaires a l'identification compléte de
I'échantillon.
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Annexe A
(informative)

Résultats d'essai interlaboratoire

Un essai interlaboratoire organisé sur le plan interna- Un essai interlaboratoire est en cours sur les graines
tional a été réalisé par 13 laboratoires. Les résultats de soja, de tournesol et de lin.

statistiques indiqués dans le tableauA.1 ont été dé-

terminés conformément & |'ISO 57252,

Tableau A.1 — Essai interlaboratoire sur les graines de colza

Teneur en huile Teneur en eau
’ Lot 1 Lot 2 Lot 1 Lot 2
Nombre de laboratoires retenus aprés élimination
des aberrants 13 13 12 12
Movyenne des teneurs, % (m/m) 40,83 41,38 7,01 6,01
Ecart-type de répétabilité, s, 0,25 0,15 0,04 0,03
Coefficient de variation de répétabilité, % 0,63 0,38 0,60 0,58
Répétabilité, 2,83 s, 0,72 0,45 0,11 0,09
Ecart-type de reproductibilité, sg 0,55 0,55 0,24 0,36
Coefficient de variation délreproductibilité].% 1,35 1,33 3,41 - 6,01
Reproductibilité, 2,83 s, 1,56 1,56 0,67 1,02

2) 1SO 5725:1986, Fidélité des méthodes d'essai — Détermination de la répétabi//’té et de la reproductibilité d'une méthode
d’essail  normalisée par essais interlaboratoires.
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