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Avant-propos 

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de 
normalisation (comités membres de l'ISO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée 
aux comités techniques de l'ISO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du 
comité technique créé à cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non 
gouvernementales, en liaison avec l'ISO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec 
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique. 

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux règles données dans les Directives ISO/CEI, 
Partie 2. 

La tâche principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes 
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur 
publication comme Normes internationales requiert l'approbation de 75 % au moins des comités membres 
votants. 

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire l'objet de 
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait être tenue pour responsable de ne 
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence. 

L'ISO 12966-1 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 11, 
Corps gras d'origines animale et végétale. 

Cette deuxième/troisième/... édition annule et remplace la première/deuxième/... édition (), dont [l' (les) 
article(s) / le(s) paragraphe(s) / le (les) tableau(x) / la (les) figure(s) / l' (les) annexe(s) a/ont] fait l'objet d'une 
révision technique. 

L'ISO 12966 comprend les parties suivantes, présentées sous le titre général Corps gras d'origines animale et 
végétale — Chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques d'acides gras: 

 Partie 1: Directive de chromatographie en phase gazeuse moderne des esters méthyliques d'acides gras 
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Introduction 

La présente Norme internationale est la partie 1 d'une série de quatre normes relatives à la préparation et à la 
détermination des esters méthyliques d'acides gras par chromatographie en phase gazeuse dans les corps 
gras d'origines animale et végétale, les matières grasses à tartiner et les corps gras extraits des produits 
alimentaires. Les normes ne s'appliquent pas aux matières grasses ou acides gras polymérisés et oxydés. 

La partie 1 est une directive de chromatographie en phase gazeuse moderne des esters méthyliques d'acides 
gras, alors que les parties 2 et 3 traitent de la préparation des esters méthyliques d'acides gras par différentes 
méthodes. La partie 4 de la présente Norme internationale donne les conditions d'analyse des esters 
méthyliques d'acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG). 

Cette série de normes remplace les normes suivantes : 

 l'ISO 5508:1990 est remplacée par l'ISO 12996-1 et l'ISO 12996-4 ; 

 l'ISO 15304:2002 est remplacée par l'ISO 12996-4 ; 

 l'ISO 5509:2000 est remplacée par l'ISO 12996-2 et l'ISO 12996-3. 
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Corps gras d'origines animale et végétale — Chromatographie 
en phase gazeuse des esters méthyliques d'acides gras — 
Partie 1: Directive de chromatographie en phase gazeuse 
moderne des esters méthyliques d'acides gras 

1 Domaine d'application 

La présente Norme internationale donne un aperçu de la détermination par chromatographie en phase 
gazeuse des acides gras, libres et liés, dans les corps gras d'origines animale et végétale après leur 
conversion en esters méthyliques d'acides gras (EMAG). 

La détermination qualitative et quantitative de la composition des acides gras par chromatographie en phase 
gazeuse (CPG) est une application couramment utilisée dans l'analyse des lipides. Elle est utilisée pour la 
caractérisation des corps gras ou des produits alimentaires gras après l'extraction de l'huile de la matrice. Les 
acides gras liés des triacylglycérols (TAG) et, selon la méthode d'estérification, les acides gras libres (AGL) et 
autres lipides, sont convertis en esters méthyliques d'acides gras (EMAG), qui sont déterminés par 
chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire. Selon le nombre d'acides gras différents - 
théoriquement plus de 50 acides gras différents peuvent être présents - des colonnes capillaires d'une 
longueur de 10 mètres à 100 mètres sont utilisées pour la séparation. 

La CPG des EMAG s'applique à tous les mélanges naturels et synthétiques de tri-, di- et mono-acylglycérols, 
aux esters d'acides gras, acides gras libres, savons et autres composés gras. Avec cette série de normes, les 
EMAG de C4 à C26 peuvent être déterminés, y compris les esters méthyliques d'acides gras saturés, les 
esters méthyliques d'acides gras mono-insaturés cis et trans et les esters méthyliques d'acides gras poly-
insaturés cis et trans. 

Pour la détermination des acides gras à chaîne courte, des esters isopropyliques et butyliques sont souvent 
utilisés de manière à éviter les interférences avec le pic du solvant et afin de réduire les écarts de réponse du 
détecteur. 

2 Références normatives 

Les documents suivants, en tout ou partie, sont référencés de façon normative dans le présent document et 
sont indispensables à son application. Pour les références datées, seule l'édition citée s'applique. Pour les 
références non datées, la dernière édition du document de référence s'applique (y compris les éventuels 
amendements). 

ISO 12966-2, Corps gras d'origines animale et végétale — Chromatographie en phase gazeuse des esters 
méthyliques d'acides gras — Partie 2 : Préparation des esters méthyliques d'acides gras 

ISO 12966-3, Corps gras d'origines animale et végétale — Chromatographie en phase gazeuse des esters 
méthyliques d'acides gras — Partie 3 : Préparation des esters méthyliques à l'aide d'hydroxyde de 
triméthylsulfonium (TMSH) 

ISO 12966-4, Corps gras d'origines animale et végétale — Chromatographie en phase gazeuse des esters 
méthyliques d'acides gras — Partie 4 : Détermination des acides gras saturés, mono- et poly-insaturés, cis ou 
trans, dans les corps gras d'origines végétale ou animale (non ruminant) 
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3 Principe 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est utilisée pour l'analyse qualitative et quantitative des EMAG. 
Les EMAG sont préparés conformément à l'ISO 12996, partie 2 ou 3, et les EMAG dissous sont ensuite 
injectés et vaporisés dans l'injecteur. La séparation des EMAG est obtenue sur des colonnes d'analyse de 
différentes polarités et longueurs. Pour la détection des EMAG, un détecteur à ionisation de flamme (FID) est 
utilisé. 

Dans la chromatographie en phase gazeuse des EMAG avec FID, l'hydrogène doit être utilisé comme gaz 
vecteur (phase mobile) ; pour des applications avec détecteur sélectif de masse (MSD), l'hélium doit être 
utilisé. La séparation peut être effectuée dans un délai plus court avec des pics plus fins en utilisant de 
l'hydrogène. La phase stationnaire est une couche microscopique d'un mince film liquide sur une surface 
solide inerte en acier, verre ou silice fondue. 

Les composés volatilisés analysés interagissent, pendant leur passage dans le tube capillaire, avec la phase 
stationnaire recouvrant la surface interne de la colonne. En raison de l'interaction différente des différents 
composés, ceux-ci sortent de la colonne, ou sont élués, au terme d'un délai différent, qui est appelé temps de 
rétention du composé pour un ensemble donné de paramètres d'analyse. La comparaison des temps de 
rétention est utilisée pour l'identification des différents composés. 

NOTE Lorsqu'un détecteur sélectif de masse est utilisé, des précautions particulières doivent être prises pour obtenir 

des résultats quantitatifs en raison des différences dans les profils de fragmentation des EMAG individuels. De plus, pour 
la spectrométrie de masse, des dérivés autres que les EMAG mentionnés ici sont utilisés, par exemple des esters 

picolinyliques ou des diméthyl oxazolidines et autres. 

4 Préparation des EMAG 

Les esters méthyliques d'acides gras doivent être préparés conformément à la partie 2 ou 3 de l'ISO 12966. 
Un aperçu est donné dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 — Aperçu des différentes méthodes d'estérification 

Méthode Principe Injecteur CG Note  

ISO 12966-2 

Paragraphe 
4.2 

Transméthylation rapide en 
conditions de catalyse 
alcalines avec KOH 

Les AGL ne sont pas 
convertis en EMAG 

Risque de formation de 
savon 

On-column 

Avec division/ 
Sans division 

Applicable aux 
corps gras 

contenant des 
acides gras à partir 

de l'acide 
butanoïque (C4:0) 

Transestérification 
à température 

ambiante, 
évaporation du 
solvant inutile 

De plus, pour les 
triglycérides à chaîne 
moyenne (TCM) et les 
acides gras à chaîne 

courte, formation 
d'artéfacts insignifiante. 
Étalon interne pour la 

détermination de l'acide 
butanoïque/hexanoïque. 

Les EMAG à chaîne 
courte sont facilement 

perdus pendant la 
partition entre phase 

aqueuse saline/phase 
solvant. 

ISO 12966-2 

Paragraphe 
4.3 

Transméthylation/méthylation 
générale en conditions 

alcalines et acides 
séquentielles (NaOCH3) 

Les AGL sont convertis en 
EMAG 

On-column 

Avec division/ 
Sans division 

Applicable aux 
corps gras 

Déconseillée pour 
les huiles lauriques 

Les EMAG à chaîne 
courte sont facilement 

perdus pendant le reflux 
et la partition entre phase 

aqueuse saline/phase 
solvant. 

ISO 12966-2 

Paragraphe 
4.4 

Transméthylation/méthylation 
au trifluorure de bore (BF3) 

Le réactif est très toxique. 
Utiliser uniquement dans des 

fioles fermées et des 
sorbonnes 

Formation d'artéfacts 
possible 

On-column 

Avec division/ 
Sans division 

La solution 
méthanolique de 
BF3 à 14 % doit 
être achetée et 

n'est pas préparée 
en raison de sa 

toxicité. 

La solution a une 
durée de 

conservation 
limitée 

(vieillissement). 

Applicable aux huiles de 
poisson. 

Non applicable aux 
composés ayant des 

groupes oxygène 
secondaires, aux matières 

grasses laitières et aux 
matières grasses laitières 
contenant des corps gras 

et des cires 

ISO 12966-2 

Paragraphe 
4.5 

Acide sulfurique ou acide 
chlorhydrique en solution 

méthanolique 

Formation d'artéfacts 
possible 

Évaporation nécessaire, sauf 
pour les acides gras 

époxydés 

On-column 

Avec division/ 
Sans division 

Le réactif doit être 
préparé ; 

estérification dans 
des conditions 

d'ébullition dans 
une ampoule 

scellée pendant 
3 h 

Également pour les 
échantillons ayant une 

teneur élevée en acides 
gras libres 

ISO 12966-3 

Hydroxyde de 
triméthylsulfonium (TMSH) 

Des pics perturbateurs dus à 
des sous-produits de la 

réaction apparaissent dans le 
chromatogramme à proximité 

des signaux associés aux 
EMAG à chaîne courte. 

Injection avec 
division 

uniquement 
possible 

La solution de 
TMSH est une 
solution prête à 

l'emploi disponible. 

Méthode très rapide pour 
C4 à C26 ; l'estérification 
des acides gras libres est 
d'environ 80 % ; formation 

de faibles quantités 
d'acides gras trans. 
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