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REGLEMENT D’EXECUTION (UE) 2019/1604 DE LA COMMISSION
du 27 septembre 2019

modifiant le réglement (CEE) n° 2568/91 relatif aux caractéristiques des huiles d’olive et des huiles
de grignons d’olive ainsi qu'aux méthodes d’analyse y afférentes

LA COMMISSION EUROPEENNE,
vu le traité sur le fonctionnement de I'Union européenne,

vu le reglement (UE) n° 1308/2013 du Parlement européen et du Conseil du 17 décembre 2013 portant organisation
commune des marchés des produits agricoles et abrogeant les reglements (CEE) n° 922/72, (CEE) n° 234/79, (CE)
n° 1037/2001 et (CE) n° 1234/2007 du Conseil ('), et notamment son article 91, premier alinéa, point d),

considérant ce qui suit:

(1) Le reglement (CEE) n° 2568/91 de la Commission (3) définit les caractéristiques physico-chimiques et organolep-
tiques des huiles d’olive et des huiles de grignons dolive ainsi que les méthodes d’évaluation de ces caractéris-
tiques.

(2)  Ces méthodes, ainsi que les valeurs limites relatives aux caractéristiques des huiles, sont actualisées régulierement
suivant l'avis d'experts chimistes et conformément aux travaux accomplis dans le cadre du Conseil oléicole
international (ci-apres le «COD).

(3)  Afin de garantir la mise en ceuvre, dans 'Union, des normes internationales les plus récentes établies par le COI,
il y a lieu de mettre a jour certaines méthodes d’analyse présentées dans le réglement (CEE) n° 2568/91.

(4)  La norme commerciale du COI a été modifiée en ce qui concerne I'expression de la limite de l'acidité libre,
l'indice de peroxyde, I'évaluation organoleptique (médiane du défaut et médiane de lattribut fruité) et la différence
entre ECN42 (CLHP) et ECN42 (calcul théorique), pour des raisons de cohérence avec les valeurs de précision de
la méthode d’analyse.

(5)  Conformément a larticle 2 bis, paragraphe 5, du réglement (CEE) n° 2568/91, les Etats membres sont tenus de
vérifier si un échantillon d’huile d’olive est conforme a la catégorie déclarée en controlant les caractéristiques
énumérées a l'annexe I dudit reglement, dans n'importe quel ordre ou dans lordre prévu par le schéma
décisionnel figurant a 'annexe I ter.

(6)  Etant donné les récentes évolutions, il y a lieu d'actualiser les tableaux de l'annexe I ter du réglement (CEE)
n° 256891 et de son appendice, le cas échéant. 1l apparait également que le terme «diagramme» est plus adapté
au contenu de ladite annexe que le terme «schéma décisionnel».

(7)  Le point 9.4 de l'annexe XII du réglement (CEE) n° 2568/91 définit la médiane des défauts comme la médiane du
défaut pergu avec la plus grande intensité. Dans le cadre des contre-analyses et étant donné que différents jurys
doivent évaluer la conformité de Thuile, il y a lieu de préciser que la décision relative a la conformité des caracté-
ristiques d’une huile avec la catégorie déclarée est uniquement liée a la valeur de la médiane du défaut principal,
quelle que soit sa nature.

(8) Iy alieu, dés lors, de modifier le réeglement (CEE) n° 2568/91 en conséquence.

(9)  Les mesures prévues par le présent reglement sont conformes a l'avis du comité de I'organisation commune des
marchés agricoles,

A ADOPTE LE PRESENT REGLEMENT:

Article premier

Le réglement (CEE) n° 2568/91 est modifié comme suit:
1) Tarticle 2 est modifié comme suit:
a) au paragraphe 1, le point 1) est remplacé par le texte suivant:

) pour la détermination de la composition stérolique et de la teneur en stérols et pour la détermination des
composés alcooliques, par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire, la méthode définie a
l'annexe XIX»

(') JOL 347 du20.12.2013, p. 671.
(*) Reglement (CEE) n° 256891 de la Commission du 11 juillet 1991 relatif aux caractéristiques des huiles d’olive et des huiles de grignons
d’olive ainsi quaux méthodes d’analyse y afférentes (JO L 248 du 5.9.1991, p. 1).
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2)

10)

11)

12)

13)

b) au paragraphe 2, le troisieme alinéa est remplacé par le texte suivant:

«Dans le cas ou le jury ne confirme pas la catégorie déclarée en ce qui concerne les caractéristiques organolep—
tiques, les autorités nationales ou leurs representants font procéder sans tarder, a la demande de lintéressé, a
deux contre-analyses par d'autres jurys agréés, dont au moins un est un jury agree par I'Etat membre producteur
concerné. Les caractéristiques en question sont considérées comme conformes a celles qui sont déclarées si les
deux contre-analyses confirment le classement déclaré. Si tel n'est pas le cas, quel que soit le type des irrégularités
constatées lors des contre-analyses, le classement est déclaré comme ne correspondant pas aux caractéristiques et
les frais des contre-analyses sont a la charge de l'intéressé.»;

a l'article 2 bis, paragraphe 5, le point b) est remplacé par le texte suivant:

«b) dans l'ordre prévu par le diagramme figurant a l'annexe I ter, jusqua aboutir a 'une des décisions prévues par
ledit diagramme.»;

le tableau «Sommaire des annexes» est remplacé par le tableau figurant a I'annexe I du présent reglement;
annexe I est remplacée par le texte de 'annexe II du présent reglement;
a l'annexe I bis, le point 2.1 est remplacé par le texte suivant:

«2.1. Chaque échantillon élémentaire doit étre subdivisé en échantillons de laboratoire, conformément au point 2.5
de la norme EN ISO 5555, puis soumis a des analyses dans l'ordre indiqué par le diagramme figurant a
l'annexe I ter ou dans un ordre aléatoire.»;

lannexe I ter est remplacée par le texte de 'annexe III du présent reglement;
l'annexe V est supprimée;
a l'annexe VII, le point 4.2 est remplacé par le texte suivant:

«4.2. n-hexane (pour chromatographie). L’hexane peut étre remplacé par de liso-octane (2,2,4-triméthylpentane
dans la chromatographie), a condition que des valeurs de précision comparables puissent étre obtenues.»;

lannexe XII est modifiée conformément a 'annexe IV du présent réglement;
annexe XVII est modifiée conformément a I'annexe V du présent reglement;
annexe XVIII est modifiée conformément a I'annexe VI du présent reglement;
annexe XIX est remplacée par le texte de 'annexe VII du présent reglement;
a l'annexe XX, le point 4.2 est remplacé par le texte suivant:

«4.2. n-hexane, pour chromatographie ou analyse de résidus. L'hexane peut étre remplacé par de l'iso-octane (2,2,4-
triméthylpentane dans la chromatographie), a condition que des valeurs de précision comparables puissent
étre obtenues. Les solvants dont la température d'ébullition est plus élevée que celle du n-hexane ont un temps
d’évaporation plus long. Ils sont toutefois préférables en raison de la toxicité de 'hexane. La pureté doit étre
vérifiée; par exemple, le résidu aprés I'évaporation de 100 ml de solvant peut étre controlé.

AVERTISSEMENT: risques d'inflammation des vapeurs. Tenir a I'écart des sources de chaleur, étincelles ou
flammes nues. Bien fermer les récipients et utiliser dans un local bien aéré. Eviter laccumulation de vapeurs et
éliminer toute cause possible d’incendie, telle que radiateurs et appareils électriques non inflammable. Nocif
par inhalation: peut nuire aux cellules du systeme nerveux. Eviter de respirer les vapeurs. Utiliser si nécessaire
un appareil respiratoire adéquat. Eviter tout contact avec les yeux et la peau.

L'iso-octane est un liquide inflammable qui présente un risque d'incendie. Les limites d’explosivité dans lair
sont 1,1 % et 6 % (fraction volumique). Il est toxique en cas d’ingestion et d'inhalation. Utiliser une hotte de
ventilation en bon état de fonctionnement pour travailler avec ce solvant.»
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Article 2

Le présent réglement entre en vigueur le vingtiéme jour suivant celui de sa publication au Journal officiel de I'Union
européenne.

Le présent reglement est obligatoire dans tous ses éléments et directement applicable dans tout
Etat membre.

Fait & Bruxelles, le 27 septembre 2019.

Par la Commission
Le président
Jean-Claude JUNCKER
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ANNEXE I
«ANNEXES
SOMMAIRE

Annexe | Caractéristiques des huiles d’olive

Annexe [ bis Echantillonnage des huiles d’olive ou des huiles de grignons d'olive livrées en conditionne-
ment primaire

Annexe [ ter Diagramme des procédures de vérification de la conformité d’'un échantillon d’huile d’olive
avec la catégorie déclarée

Annexe II Détermination des acides gras libres, méthode a froid

Annexe Il Détermination de I'indice de peroxyde

Annexe IV Détermination de la teneur en cires par chromatographie en phase gazeuse sur colonne ca-
pillaire

Annexe VII Détermination du pourcentage de 2-glycéryl monopalmitate

Annexe IX Analyse spectrophotométrique dans l'ultraviolet

Annexe X Détermination des esters méthyliques d’acides gras par chromatographie en phase gazeuse

Annexe XI Détermination de la teneur en solvants halogénés volatils de 'huile d’olive

Annexe XII Méthode du conseil oléicole international pour I'évaluation organoleptique des huiles d’olive
vierges

Annexe XV Teneur en huile des grignons d’olive

Annexe XVI Détermination de I'indice d'iode

Annexe XVII Méthode de détermination des stigmastadienes dans les huiles végétales

Annexe XVIII Détermination de I'écart entre la teneur réelle et la teneur théorique en triglycérides a ECN
42

Annexe XIX Détermination de la composition stérolique, et de la teneur en stérols et de la teneur en

composés alcooliques par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire

Annexe XX Méthode de détermination de la teneur en cires, en esters méthyliques d’acides gras et en es-
ters éthyliques d’acides gras par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire

Annexe XXI Résultats des controles de conformité réalisés sur les huiles d'olive visés a l'article 8, para-

graphe 2»
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CARACTERISTIQUES DES HUILES D’OLIVE

Caractéristiques de qualité

Evaluation organoleptique
Acidité Indice de per- Esters éthyliques
Catégorie %) (* oxyde K,;, K,s 0u K59 Delta-K dracides gras
(e) () (mEq O,/kg) Médiane du dé- Médiane du (mg/kg)
faut (Md) (*) fruité (Mf)
1. Huile d'olive vierge extra < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md =0,0 Mf > 0,0 <35
2. Huile d’olive vierge <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Huile d’olive lampante >2,0 — — — — Md> 3,5 () — —
4. Huile d'olive raffinée < 0,30 <50 — < 1,25 < 0,16 — —
5. Huile d'olive composée dhuiles d'olive < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
raffinées et d’huiles d’olive vierges
6. Huile de grignons d’olive brute — — — — — — —
7. Huile de grignons d’olive raffinée < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Huile de grignons d’olive < 1,00 <150 — < 1,70 <0,18 — —

La médiane du défaut peut étre inférieure ou égale a 3,5 lorsque la médiane du fruité est égale a 0,0.
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Caractéristiques de pureté

Composition en acides gras (1) Somme des Ecart:
Somme des | isoméres ECCIe\lJr42
Myristique | Linolénique | Arachidi- | Eicosénoi- | Béhénique | Lignocéri- | isomeres | translinoléi- | Stigmasta- (CLHP) et 9-olveésil Imitat
Catégorie (%) (%) que que (%) que transoléi- ques + diénes ECN‘I; -ghyeert H(lé/);lOpa mitate
(%) (%) (%) ques translinolé- | (mg/kg) () 0
o . (calcul
%) m(cg/u)es théorique)
. Huile d'olive vierge extra < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | = 0,9 si acide palmitique
total en % < 14,00 %
< 1,0 si acide palmitique
total en % > 14,00 %
. Huile d’olive vierge < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | = 0,9 si acide palmitique
total en % < 14,00 %
< 1,0 si acide palmitique
total en % > 14,00 %

. Huile d’olive lampante < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 <0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30] | = 0,9 si acide palmitique

total en % < 14,00 %
< 1,1 si acide palmitique
total en % > 14,00 %

. Huile d'olive raffinée < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | < 0,9 si acide palmitique

total en % < 14,00 %
< 1,1 si acide palmitique
total en % > 14,00 %

. Huile dolive composée < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | = 0,9 si acide palmitique
d’huiles d’olive raffinées et total en % < 14,00 %
d’huiles d’olive vierges

< 1,0 si acide palmitique
total en % > 14,00 %

. Huile de grignons d'olive < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60| <14
brute

. Huile de grignons d'olive < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <14
raffinée

. Huile de grignons d’olive < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <1,2

Teneur en autres acides gras (%): palmitique: 7,50-20,00; palmitoléique: 0,30-3,50; heptadécanoique: < 0,40; heptadécénoique < 0,60; stéarique: 0,50-5,00; oléique: 55,00-83,00; linoléique: 2,50-21,00.
Sommes des isomeéres qui pourraient (ou ne pourraient pas) étre séparés par colonne capillaire.
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Composition en stérols

Stérols totaux

Erythrodiol et

Cires mg/kg

Catégorie Cholestérol Brassicastérol | Campestérol (1) | Stigmastérol | f-sitostérol ap- | Delta-7-stig- k uvaol ok
%) %) %) %) parent (2 masténol () (mgfkg) %) () ™)
(%) (%)
. Huile d'olive vierge extra <05 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
. Huile d'olive vierge <0,5 <01 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 > 1 000 <45 C,y+ Cpy + Cy < 150
. Huile d'olive lampante <05 <0,1 <40 - > 93,0 <05 >1 000 <45(0) | Cut+C,H+C,ytC, s
300 ()
. Huile d’olive raffinée <0,5 <0,1 <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45 CptC,tC+Cys
. Huile dolive composée <0,5 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Chys
d'huiles d'olive raffinées et 350
d’huiles d’olive vierges
. Huile de grignons dolive <05 <0,2 < 4,0 - > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
brute 350 (%
. Huile de grignons dolive <05 <0,2 <40 < Camyp. > 93,0 <05 > 1 800 > 45 Cpy+ Cpy+ Cpy+ Cyp >
raffinée
. Huile de grignons d’olive <0,5 <0,2 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

—

—

—

Voir 'appendice de la présente annexe.
p-sitostérol app.: delta-5,2 3-stigmastadiénol+clérostérol+béta-sitostérol +sitostanol+delta-5-avenastérol+delta-5,2 4-stigmastadiénol.
Les huiles ayant une teneur en cires comprise entre 300 mg/kg et 350 mg/kg sont considérées comme des huiles d’olive lampantes si leur teneur totale en alcools aliphatiques est inférieure ou égale a 350
mg/kg, ou si leur teneur en érythrodiol et en uvaol est inférieure ou égale a 3,5 %.
Les huiles ayant une teneur en cires comprise entre 300 mg/kg et 350 mg/kg sont considérées comme des huiles de grignons d'olive brutes si leur teneur totale en alcools aliphatiques est supérieure a 350
mg/kg et si leur teneur en érythrodiol et en uvaol est supérieure a 3,5 %.
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Remarques:

a) Les résultats des analyses doivent étre exprimés en indiquant le méme nombre de décimales que ceux prévus pour
chaque caractéristique. Le dernier chiffre doit étre augmenté d’'une unité si le chiffre suivant dépasse 4.

b) 1l suffit qu'une seule caractéristique ne corresponde pas aux valeurs indiquées pour que T'huile change de catégorie ou
soit déclarée non conforme aux fins du présent réglement.

¢) Pour l'huile d’olive lampante, les deux caractéristiques de qualité marquées d’'un astérisque (*) peuvent différer simulta-
nément des limites définies pour cette catégorie.

d) Les caractéristiques marquées de deux astérisques (**) indiquent, pour lhuile de grignons d'olive brute, quil est
possible que les deux limites applicables différent simultanément des valeurs indiquées. Pour lhuile de grignons
d'olive et 'huile de grignons d'olive raffinée, I'une des limites applicables peut différer des valeurs indiquées.

Appendice

Schémas décisionnels

Schéma décisionnel relatif au campestérol pour les huiles d'olive vierges et les huiles d’olive vierges extra:

[ 4,0 % < Campesterol < 4,5 % ]
l
i 1
[ Stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Les autres parametres sont conformes aux limites définies dans le présent reglement.
Schéma décisionnel relatif au delta-7-stigmasténol pour:

— les huiles d’olive vierges et les huiles d’olive vierges extra

[ 0,5 % < A-7-stigmastcnol < 0,8 % }
I {
Campesterol < 3,3 % J [ App. B-sitosterol J { Stigmasterol < 1,4 % l { AECN425]0,10|

(campest + A7stig) 2 25

Les autres parameétres sont conformes aux limites définies dans le présent réglement.

— les huiles de grignons d'olive (brutes et raffinées)

{0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 %]

AECN42 < (0,40| Stigmasterol < 1,4 % Rest of paraneters
inside limits

Les autres parametres sont conformes aux limites définies dans le présent reéglement.»
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Tableau général

ANNEXE III

«ANNEXE I ter

D’OLIVE AVEC LA CATEGORIE DECLAREE

DIAGRAMME DES PROCEDURES DE VERIFICATION DE LA CONFORMITE D’UN ECHANTILLON D’HUILE

Huile déclarée comme:
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Tableau 1 — Huile d’olive vierge extra — Critéres de qualité

Thule non conforme 4 la catégorie declarée

Veir HOV
{tzblean 2)

Vo HOL
(tablean 4)

Vourr HOV
(tablaan 2}

Vor HOL
(tablean 4)

Vour HOV
(tablaam 2}

Vor HOL
(tablean 4)

Veir HOV
(tablean 2)

pour les critarss de
pureté

1 Acidité % =0.80 =080 I
¥
2 Indice de peroxyde =200 =20,0 ool
(mEq O:'ks)
3 | Spectrophotométrie =022 =022 L o
v
(K 270258)
4 | Spectrophotoméirie =0,01 =001 p---- |
v
(AK)
w
§ | Spectrophotométrie <250 =250  f---- »
v
(K 2ar)
Y
6 Evaluation Mediane du fruite > 0,0 | Médiams du fruie =00 [---- >
lepth Bt
organoleptique P
<00 . .
Mediane du fruite = 0,0
et
Madiane dos défats [T *
=00
T Esters ethyliques <35 =15 b____ »
d’acides gras (mgz/lz)
¥
Tyvpe d'lmle déclaré
an ragard daz critéres
da qualitd.
Paszer zu tablean 3

Veir HOV
(tableam 2)
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Tableau 2 — Huile d’olive vierge — Critéres de qualité

Huile non confomze a la catégorie déclarée

Vour HOL
(talblaau 4)

Pazzer au tablean 3
powr les eritares de
purets

1 Acidité % =20 =20 p---- >
¥
Indice de peroxyde -
- =7 20
z (mEq Ox/kg) =200 =200  |____ »
L 4
Spectrophotométrie
3 o =023 =035 [---- »
(K z70265)
¥
Spectrophotométrie
4 o =001 =001 [T »
(AK)
Spech*aphn;om,éhie
5 w =2.60 =260 - "
)
L 4
Mediane do fruite =00 [~~~ = L
- : Medizme du fruite = 0.0 i
6 Evaluation . Médiane du fruité > 0,0
organoleptique | pgigime ges défrute 2 3.5 - >
- Mediane des defauts
¥
Trvpe d'hule daclare
au ragard das critéres
de qualits.
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Tableau 3 — Huile d’olive vierge extra et huile d’olive vierge — Critéres de pureté

guforme a la catégorie declares

1 Stigmastadienes <005 > 0,03
mglsy | = 7Y e -
+
. - tC18:1 =005 om
5 | Isoméres rans des o LI S [ S —
. S —
acides gras (%) HE1E2 + C15:3) = 0,05 i 13;_'( £133)
w
3 Compasition en Coeforme 2 Conforme 2
acides gras ['2mmege 1 LT b
4 AECN42 < |020) > |020] o
L 4
Composition PO - et - ;
5 | stérolique et temeur “IP;IEFHLEF 'q'lf‘. -inr.:fazrzjle S N
en sferels totsu e e
L 4
§ Emhmdtqu wraol 4 45
e 9 - 1  bFe-=e- £
- Cires (mg/lg <130 =130
C42+ C44+ Cd6 === 1 77 e g.
Conforms & 1"aneaxs I:
- = 0,9 % = acide . .
3 glycéryl palmitioun = 14,00 % Hon conforme 2
monopalmitate {4} - 'znpege ]
=l%Wsiwide | 0202020200000 |peme=m—-—-— L
palmatique =- 14,00 %

.
i T

Huzille niar

Indication de la
prazencs d'huile

Indication de la
prezence d'mules
EiTamzeTe:

Indicarien de la
prezence d'ulez
BlTAZaTe:

Indication de la
prezence d'hule:
EfTamzaTa:

Indication de Ia
presence d hoile da
srignens d'alive
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Tableau 4 — Huile d’olive lampante — Critéres de pureté

>14%

Stigmazraditnez o -
1 (k) =050 =050 L ____ >
7 Dzomsbres frens des i o HO18:1 =0, 10 ot I
acides graz (¥) f “_;n‘l]; =] g+ ciEm 0,10
) Composition Conforma 2 " .
k] . . Can pnere] - - -
acides eras F—— -onforme a1 amnexs I -
4 AECN42 2030 = |030] I—
Composition
= sterolique et Conforms 2 Won corformed [T ®
- fenenr en sterols Iammeze I ["ammeme
totanx
|
¥
Ervthrodiel + wvaol Y s -
§ (24) 2 743 r---
Cires . - . - -
T < 3N 300 = Cires 235 =350 Lo
T B B o >
E+U 3.5 %
a o aloools oui | aon
aliphatiques i I
<350 malks
Conforme a I'amnege I Mon
2-ghveényl < 0,0 21 acide palmitique < 14% | |
H copforme
9 monopalmitate oa "
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raffines (olive ou

ElinEy
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Tableau 5 — Huile d’olive raffinée — Critéres de qualité

=

Huile non conforme a la catégorie déclarée

1 Acidité (%) =030 >0,30
L 4
Indice de peroxyde - .
2 (mEq Oy/kg) =50 >35,0
Spectrophotométrie
3 v =125 >125
C 2701268)
¥
Spectrophotométrie
4 v =016 >0,16
(AK)
v

Type d’huile déclaré au regard des critéres de
qualité.
Passer au tableau 7 pour les critéres de pureté

Tableau 6 — Huile d’olive (constituée d’huiles d’olive raffinées et d’huiles d’olive vierges) — critéres de qualité

1 Acidité (%) <1,00 =100 e >
Indice de peroxyde - :
G = =150 = |p-------
2 (mEq Oy/kg) =15.0 15,0 »
I
Spectrophotométrie
3 v <115 #1185 »
(K 2701268)
Spectrophotométrie
4 uv <015 =015 |- »
(AK)

Type d’huile déclaré au regard des critéres de
qualite.
Passer au tableau 7 pour les critéres de pureté

[=

Huile non conforme a la catégorie déclarée
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Tableau 7 - Huile d’olive raffinée et huile d’olive constituée d’huiles d’olive raffinées et d’huiles d’olive vierges
— critéres de pureté

tC18:1 =020 tC18:1= 0,20
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E Indication de la
présence d’hnle de
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(pour HOR) ou < 1,0 % (pour HO) si palmitique
acide palmitique = 14 %

L’huile est conforme i la catégorie
déclareée




30.9.2019 Journal officiel de 'Union européenne L 250/29

Tableau 8 — Huile de grignons d’olive brute — Critéres de pureté

Isoméres frans 1181 > 0,20 o lﬂﬂliaenﬂ}ftm
1 | des acides gras ol ,PI". ie (olive o1
L 010 121 + T =0 10 R e
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ECRRL R teneur alevas er acids
palmitigue

L'hnile est conforme a la catégorie
declaree
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Tableau 9 — Huile de grignons d’olive raffinée — Critéres de qualité

1 Acidité (%4) <030 ~ 030 I
F
Indice de peroxyde - . )
2 3 <31 =30 ——— —
(mEq 0,/kg) =
L J
Spectrophotométrie
3 o =200 >2,00 I
(K rranex)
L 3
Spectrophotométrie
4 v <020 = 0,20 I
(AK)

L 4

qualite

Tvpe d'huile déclaré au regard des criteres de

Paszer zu tablazu 11 pour les critere: de pureta

Tableau 10 - Huile de grignons d’olive - Critéres de qualité

1 Acidita [¥4) =100 = 1,00 I
] %:
Indice de peroxyde . . 3
z {miq D:zxt_g:l = 1"|: = ]._,E' - — — — E
, Spectrophotométrie - . R
! UV (K 17eces) =Lt =170 - -E
8
: ¥ a
Spectrophotometrie ,E

4 ) <0,18 =018 .

(K]

1

qualita.

Type d'huile declaré au regard des criteres de

Pazzer au: tablean 11 pour les critéres de purste
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Tableau 11 — Huile de grignons d’olive raffinée et huile de grignons d’olive — Critéres de pureté

ormee 3 la catézone déclarée

Huile non o

Indication de la
prézence d'hmles
grangéres

Critéres de gualite . I
1| (Tableanx9 et 10) Ous -en
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ANNEXE IV

L'annexe XII est modifiée comme suit:

1) le point 3.3 est remplacé par le texte suivant:

«3.3. Terminologie facultative aux fins de I'étiquetage

Sur demande, le chef de jury peut certifier que les huiles qui ont été évaluées répondent aux définitions et aux
palettes de sensation correspondant uniquement aux adjectifs ci-apres, en fonction de lintensité et de la perception

des attributs:

Attributs positifs (fruité, amer et piquant): en fonction de l'intensité de la perception:

— intense, lorsque la médiane de lattribut est supérieure a 6,0,

— moyen, lorsque la médiane de lattribut est supérieure a 3,0 et inférieure ou égale a 6,0,

— léger, lorsque la médiane de l'attribut est inférieure ou égale a 3,0.

Fruité
Fruité vert
Fruité miir

Equilibré

Huile douce

Ensemble des sensations olfactives caractéristiques de l'huile, dépendant de la variété des olives et pro-
venant de fruits sains et frais, verts ou mdirs, percues par voie directe et/ou rétronasale.

Ensemble des sensations olfactives caractéristiques de I'huile rappelant les fruits verts, dépendant de la
variété des olives, provenant de fruits verts, sains et frais, et percues par voie directe et/ou rétronasale.

Ensemble des sensations olfactives caractéristiques de Ihuile rappelant les fruits mirs, dépendant de
la variété des olives, provenant de fruits sains et frais, et percues par voie directe et/ou rétronasale.

Huile qui n’est pas déséquilibrée. On entend par «déséquilibre» la sensation olfactogustative et tactile
de Thuile dans laquelle la médiane de l'attribut amer ou la médiane de lattribut piquant est supérieure
de 2,0 points a la médiane du fruité.

Huile pour laquelle la médiane des attributs amer et piquant est inférieure ou égale a 2,0.

Liste des termes décrivant l'intensité de la perception:

Termes subordonnés a la présentation
d'un certificat d’essai organoleptique

Médiane de l'attribut

Fruité

Fruité mar

Fruité vert

Fruité léger <30
Fruité moyen 3,0 <Me < 6,0
Fruité intense >6,0
Fruité mar léger <30
Fruité mar moyen 3,0<Me < 6,0
Fruité mdr intense >6,0
Fruité vert 1éger <30
Fruité vert moyen 3,0<Me< 6,0

Fruité vert intense > 6,0
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Termes subordonnés a la présentation
d’un certificat d’essai organoleptique

Médiane de l'attribut

Amer léger <30
Amer moyen 3,0 <Me<6,0
Amer intense > 6,0
Piquant léger <30
Piquant moyen 3,0<Me<6,0
Piquant intense > 6,0

La médiane de l'attribut amer et la médiane de l'attribut piquant ne dépas-
sent pas de plus de 2,0 points la médiane du fruité.

Huile équilibrée

Huile douce La médiane de l'attribut amer et la médiane de l'attribut piquant sont infé-

rieures ou égales a 2,0.»

le point 9.4. est remplacé par le texte suivant:
«9.4. Classement de I'huile

L'huile est classée dans les catégories ci-apres, en fonction de la médiane des défauts et de la médiane de lattribut
fruité. La médiane des défauts est définie comme la médiane du défaut perqu avec la plus grande intensité. La
médiane des défauts et la médiane de l'attribut fruité sont exprimées avec une seule décimale.

Le classement de T'huile est effectué par comparaison de la valeur de la médiane des défauts et de la médiane du fruité
avec les plages de référence indiquées ci-aprés. Les limites de ces plages ayant été établies en tenant compte de l'erreur
de la méthode, elles sont considérées comme absolues. Les logiciels informatiques permettent de visualiser le
classement sous la forme d'un tableau de données statistiques ou d'un graphique.

a) Huile d’olive vierge extra: la médiane des défauts est égale a 0,0 et la médiane du fruité est supérieure a 0,0;

b) Huile d’olive vierge: la médiane des défauts est supérieure a 0,0 mais ne dépasse pas 3,5, et la médiane du fruité
est supérieure a 0,0;

¢) Huile d’olive vierge lampante: la médiane des défauts est supérieure a 3,5, ou la médiane des défauts est inférieure
ou égale a 3,5 et la médiane du fruité est égale a 0,0.

Remarque 1: lorsque la médiane de l'attribut amer et/ou piquant est supérieure a 5,0, le chef de jury le précise sur le
certificat d’analyse.

Dans le cas des analyses effectuées dans le cadre de controles de conformité, un essai est réalisé. Dans le cas
d’analyses contradictoires, 'analyse doit étre effectuée en double au cours de séances distinctes. Les résultats de la
contre-analyse doivent étre statistiquement homogenes. (Voir point 9.5.) Si tel n'est pas le cas, 'échantillon doit a
nouveau étre analysé deux fois. La valeur finale de la médiane des attributs de classement est calculée sur la base de
la moyenne des deux médianes.»
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ANNEXE V

L'annexe XVII est modifiée comme suit:
1) le point 5.1. est remplacé par le texte suivant:

«5.1. Hexane ou mélange d’alcanes dont les températures d’ébullition sont comprises entre 65 et 70 °C, distillés a
l'aide d’une colonne de fractionnement. L’hexane peut étre remplacé par de l'iso-octane (2,2,4-triméthylpentane
dans la chromatographie), a condition que des valeurs de précision comparables puissent étre obtenues. Le
résidu aprés I'évaporation de 100 ml de solvant peut étre controlé. Les solvants dont le point d'ébullition est
supérieur a celui du n-hexane ont un temps d’évaporation plus long. Ils sont toutefois préférables en raison de
la toxicité de I'hexane.»;

2) au point 6.3.3, le texte suivant est ajouté:
«Remarque 10. Lorsque les concentrations en stigmastadiénes sont supérieures a 4 mg/kg et quelles doivent étre

quantifiées, la méthode du Conseil oléicole international pour la détermination des stérénes dans les huiles raffinées
est obligatoirement appliquée.»
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ANNEXE VI

L’annexe XVIII est modifiée comme suit:
1) le point 4.2.1 est remplacé par le point suivant:

«4.2.1. Ether de pétrole 40-60 °C pour chromatographie ou hexane. L'hexane peut étre remplacé par de l'iso-octane
(2,2,4-triméthylpentane dans la chromatographie), a condition que des valeurs de précision comparables
puissent étre obtenues. Les solvants dont le point d'ébullition est supérieur a celui du n-hexane ont un temps
d’évaporation plus long. Ills sont toutefois préférables en raison de la toxicité de I'hexane.»;

2) il est ajouté un point 4.2.12 libellé comme suit:

«4.2.12. Heptane pour chromatographie. L'heptane peut étre remplacé par de liso-octane (2,2,4-triméthylpentane
dans la chromatographie).»
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ANNEXE VII
«ANNEXE XIX

DETERMINATION DE LA COMPOSITION STEROLIQUE, DE LA TENEUR EN STEROLS ET DE LA TENEUR
EN COMPOSES ALCOOLIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE SUR COLONNE
CAPILLAIRE

1. CHAMP D’APPLICATION

La méthode décrit le procédé de détermination de la teneur en chaque composé alcoolique et en composés
alcooliques totaux des huiles d’olive et des huiles de grignons d’olive ainsi que des mélanges de ces deux huiles.

Les composés alcooliques présents dans les huiles d’olive et huiles de grignons d’olive comprennent des alcools
aliphatiques, des stérols et des diols triterpéniques.

2. PRINCIPE

Saponification des huiles, additionnées d’a-cholestanol et de 1-eicosanol comme étalons internes, avec de
I'hydroxyde de potassium en solution dans de I'éthanol, puis extraction de l'insaponifiable au moyen d’éther
éthylique.

Les différentes fractions des composés alcooliques sont séparées de l'insaponifiable soit par chromatographie en
couche mince sur plaque de gel de silice basique (méthode de référence), soit par CLHP sur colonne de gel de
silice. La fraction issue de la séparation sur gel de silice est transformée en triméthyl-silyl-éthers, qui sont ensuite
analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire.

PARTIE 1
PREPARATION DE L’INSAPONIFIABLE

1. CHAMP D’APPLICATION

La présente partie décrit la préparation et lextraction de linsaponifiable. Elle comprend la préparation et
l'extraction de l'insaponifiable des huiles d'olive et huiles de grignons d’olive.

2. PRINCIPE

Une prise d'essai est saponifiée par ébullition sous reflux avec une solution éthanolique d’hydroxyde de
potassium. L'insaponifiable est extrait avec de I'éther diéthylique.

3. APPAREILLAGE

Le matériel courant de laboratoire, et notamment les éléments suivants:
3.1.  ballon de 250 ml équipé d'un réfrigérant a reflux a embouts rodés,
3.2.  ampoule a décanter de 500 ml,
3.3. flacons de 250 ml,
3.4.  microseringues de 100 pl et 500 pl,

3.5. ampoule cylindrique filtrante a filtre poreux G 3 (porosité 15 a 40 pm) d’environ 2 cm de diametre et 5 cm de
hauteur, appropriée pour la filtration sous vide, avec embout rodé mile,

3.6. fiole conique de 50 ml avec embout rodé femelle adaptable a 'ampoule filtrante (3.5),
3.7.  tube a fond conique de 10 ml, avec bouchon hermétique en verre,

3.8. dessiccateur au dichlorure de calcium.
4. REACTIFS

4.1. Hydroxyde de potassium (titre minimum 85 %).
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4.2.  Hydroxyde de potassium en solution éthanolique a environ 2 M.

Dissoudre, tout en refroidissant, 130 g d’hydroxyde de potassium (4.1) dans 200 ml deau distillée, puis
compléter jusqua un litre avec de I'éthanol (4.7). Conserver cette solution dans des bouteilles en verre sombre
bien fermées pendant 2 jours au maximum.

4.3, Ether éthylique pour analyses.

4.4.  Sulfate de sodium anhydre pour analyses.
4.5.  Acétone pour chromatographie.

4.6.  Ether éthylique pour chromatographie.
4.7.  Ethanol pour analyses.

4.8.  Acétate d’éthyle pour analyses.

4.9. FEtalon interne, a-cholestanol, de pureté supérieure 3 99 % (la pureté doit étre vérifiée par analyse chromatogra-
phique en phase gazeuse).

4.10. Solution étalon interne d’a-cholestanol a 0,2 % (m/V) dans de l'acétate d’éthyle (4.8).
4.11. Solution de phénolphtaléine, 10 g/l dans de I'éthanol (4.7).

4.12. Solution de 1-eicosanol a 0,1 % (m/V) dans de l'acétate d’éthyle (étalon interne).

5. MODE OPERATOIRE

A Tlaide d’'une microseringue de 500 pl (3.4), introduire dans le ballon de 250 ml (point 3.1) un volume de la
solution étalon interne d’a-cholestanol (4.10) et un volume de la solution de 1-eicosanol (4.12) contenant une
quantité de cholestanol et d’eicosanol correspondant approximativement & 10 % de la teneur en stérols et en
alcools de I'échantillon. Par exemple, pour 5 g d’échantillon d’huile d'olive, ajouter 500 pl de la solution d'a-
cholestanol (4.10) et 250 pl de la solution de 1-eicosanol (4.12). Pour les huiles de grignons d’olive, ajouter
1 500 pl de solution d’a-cholestanol (4.10) et de 1-eicosanol (4.12). Laisser évaporer complétement sous un léger
courant d’azote dans un bain d’eau tiede. Aprés refroidissement du ballon, peser 5,00 + 0,01 g d’échantillon filtré
et sec dans le méme ballon.

Remarque 1: les huiles et les graisses animales ou végétales contenant de grandes quantités de cholestérol peuvent
présenter un pic dont le temps de rétention est identique a celui du cholestanol. En pareil cas, la
fraction stérolique devra étre analysée deux fois, avec et sans étalon interne.

Ajouter 50 ml de solution éthanolique 2M d’hydroxyde de potassium (4.2) et un peu de poudre de ponce; mettre
en place le réfrigérant a reflux et porter a ébullition jusqua la saponification (la solution devient limpide).
Continuer a chauffer pendant 20 minutes, puis verser 50 ml d’eau distillée du haut du réfrigérant. Débrancher le
réfrigérant et laisser refroidir le ballon jusqu'a environ 30 °C.

Transvaser le contenu du ballon quantitativement dans une ampoule a décanter de 500 ml (3.2) en pratiquant
plusieurs lavages a l'eau distillée (50 ml). Ajouter environ 80 ml d'éther éthylique (4.6) et agiter énergiquement
durant environ 60 secondes. Décompresser réguliérement en retournant le décanteur et en ouvrant le robinet.
Laisser reposer jusqu'a séparation compléte des deux phases (Remarque 2). Transvaser ensuite le plus
complétement possible la solution savonneuse dans un deuxiéme décanteur. Pratiquer encore deux extractions sur
la phase hydro-alcoolique, selon les mémes modalités, en utilisant 60 a 70 ml d’éther éthylique (4.6).

Remarque 2: les émulsions peuvent étre éliminées par l'ajout de petites quantités d’éthanol (4.7).

Verser les trois extraits d’éther dans une ampoule & décanter contenant 50 ml d’eau. Laver a I'eau (50 ml) jusqua
ce que l'eau de lavage ne prenne plus de teinte rosée a I'ajout d’'une goutte de solution de phénolphtaléine (4.11).
Apres élimination de l'eau de lavage, filtrer sur du sulfate de sodium anhydre (4.4) dans un flacon de 250 ml
préalablement pesé, en lavant I'ampoule et le filtre avec de petites quantités d'éther éthylique (4.6).

Evaporer le solvant par distillation dans un évaporateur rotatif, a 30 °C et sous vide. Ajouter 5 ml d’acétone (4
et éliminer completement le solvant volatil sous un léger courant d’azote. Sécher le résidu a I'étuve a 103 £ 2
pendant 15 min. Faire refroidir dans un dessiccateur et peser a 0,1 mg prés.

5)
°C
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PARTIE 2
SEPARATION DES FRACTIONS DES COMPOSES ALCOOLIQUES

1.  OBJET

Fractionnement de linsaponifiable, préparé dans la partie 1, en ses différents composés alcooliques, alcools
aliphatiques, stérols et dioles triterpéniques (érythrodiol et uvaol).

2. PRINCIPE

Fractionnement de l'insaponifiable par chromatographie en couche mince (méthode de référence), révélation des
plaques et raclage et extraction des bandes correspondantes. Une autre méthode de séparation consiste a procéder
par CLHP sur colonne de gel de silice avec détecteur UV, en collectant les différentes fractions. Les alcools
aliphatiques et les alcools triterpéniques, d’un coté, ainsi que les stérols et les dioles triterpéniques, de l'autre, sont
isolés conjointement.

3. APPAREILLAGE

Le matériel courant de laboratoire, et notamment les éléments suivants:
3.1.  équipement complet pour chromatographie en couche mince, avec plaques de verre de 20 x 20 cm,
3.2. lampe a lumiére ultraviolette d’'une longueur d’'onde de 366 ou 254 nm,
3.3.  microseringues de 100 pl et 500 pl,

3.4.  ampoule cylindrique filtrante a filtre poreux G 3 (porosité 15 a 40 um) d’environ 2 cm de diameétre et 5 cm de
hauteur, appropriée pour la filtration sous vide, avec embout rodé male,

3.5. fiole conique de 50 ml avec embout rodé femelle adaptable a 'ampoule filtrante (3.4),
3.6. tube a essai a fond conique de 10 ml, avec bouchon hermétique en verre,

3.7.  dessiccateur au dichlorure de calcium.

3.8.  Systeme CLHP constitué des éléments suivants:

3.8.1. pompe binaire,

3.8.2. injecteur manuel ou automatique muni d’une boucle d’injection de 200 yl,

3.8.3. dégazeur en ligne,

3.8.4. détecteur UV-VIS ou IR,

3.9.  colonne CLHP (25 cm x 4 mm de diamétre interne) avec gel de silice 60 (granulométrie 5 pm),
3.10. filtre a seringues, 0,45 pm.

3.11. Fiole conique de 25 ml.

4. REACTIFS

4.1.  Hydroxyde de potassium (titre minimum 85 %).
4.2.  Hydroxyde de potassium en solution éthanolique a environ 2 M.

Dissoudre, tout en refroidissant, 130 g d’hydroxyde de potassium (4.1) dans 200 ml deau distillée, puis
compléter jusqua un litre avec de I'éthanol (4.9). Conserver cette solution dans des bouteilles en verre sombre
bien fermées pendant 2 jours au maximum.

4.3, FEther éthylique pour analyses.
4.4.  Hydroxyde de potassium en solution éthanolique a environ 0,2 M.

Dissoudre 13 g d’hydroxyde de potassium (4.1) dans 20 ml d'eau distillée, puis compléter jusqu'a un litre avec de
I'éthanol (4.9).

4.5.  Plaques de verre (20 cm x 20 cm) recouvertes de gel de silice sans indicateur de fluorescence, de 0,25 mm
d’épaisseur (disponibles dans le commerce déja prétes a I'emploi).

4.6.  Acétone, de qualité chromatographique.
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4.7.  n-Hexane pour chromatographie.

4.8.  Fther éthylique pour chromatographie.
4.9.  Ethanol pour analyses.

4.10. Acétate d’éthyle pour analyses.

4.11. Solution de référence pour la chromatographie en couche mince: solution a 5 % de cholestérol, phytostérols,
alcools et érythrodiol dans de l'acétate d’éthyle (4.10).

4.12. Solution éthanolique a 0,2 % de dichloro-2',7" fluorescéine. Ajouter quelques gouttes d'une solution alcoolique
2M d’hydroxyde de potassium (4.2) pour la rendre légerement basique.

4.13. Meélange 65:35 (v[v) de n-Hexane (4.7) et éther éthylique (4.8).
4.14. Phase mobile pour CLHP: mélange 1:1 (v/v) de n-Hexane (4.7) et éther éthylique (4.8).

5. METHODE DE REFERENCE: SEPARATION DES COMPOSES ALCOOLIQUES PAR CHROMATOGRAPHIE EN COUCHE MINCE
(cCMm)

Préparation des plaques basiques de chromatographie en couche mince. Enfoncer les plaques de gel de silice (4.5)
dans environ 4 cm de solution éthanolique d’hydroxyde de potassium 0,2 M (4.4) pendant 10 secondes, puis les
laisser sécher dans une hotte pendant deux heures avant de les placer dans une étuve a 100 °C pendant une
heure.

Sortir les plaques de I'étuve et les conserver dans un dessiccateur au chlorure de calcium (3.7) jusqu’au moment
de I'emploi (les plaques ainsi traitées doivent étre employées dans les quinze jours).

Introduire le mélange hexane/éther éthylique (4.13) (Remarque 3) dans la cuve de développement, a une
profondeur d’environ 1 cm. Fermer la cuve a l'aide du couvercle approprié et laisser ainsi pendant au moins une
demi-heure, dans un endroit frais, de fagon que I'équilibre liquide/vapeur s’établisse. Il est possible de placer sur
les surfaces internes de la cuve des bandes de papier filtre qui plongent dans I'éluant: cette précaution permet de
réduire d’un tiers environ les temps de migration du front du liquide et d’obtenir une élution plus uniforme des
composants.

Remarque 3: Afin d’avoir des conditions d'élution parfaitement reproductibles, le mélange doit étre renouvelé a
chaque essai. Un solvant n-hexane/éther éthylique 50:50 (V[V) peut également étre utilisé.

Préparer une solution a 5 % environ d’insaponifiable préparé dans la partie 1 dans l'acétate d’éthyle (4.10) et, a
laide de la microseringue de 100 pl (3.3), déposer 0,3 ml de cette solution en une ligne continue fine et
uniforme a lextrémité inférieure (2 cm) de la plaque chromatographique (4.5). A la hauteur de cette ligne,
déposer 2 a 3 pl de la solution de référence (4.11) afin de pouvoir repérer les bandes des stérols, des diols triter-
péniques et des alcools aprés migration.

Placer la plaque dans la cuve de développement (3.1). La température ambiante doit étre maintenue entre 15 et
20 °C (Remarque 4). Fermer aussitot la cuve avec le couvercle et laisser éluer jusqu'a ce que le front de solvant
arrive a environ 1 cm du bord supérieur de la plaque. Sortir ensuite la plaque de la cuve de développement et
faire évaporer le solvant dans un courant d’air chaud ou bien en laissant la plaque sous hotte pendant un petit
moment.

Remarque 4: des températures plus élevées pourraient étre moins favorables a la séparation.

Vaporiser la plaque légérement et uniformément avec la solution de dichloro-2’ -7’ fluorescéine (point 4.12),
puis laisser sécher. Sur la plaque observée sous une lampe a rayonnement ultra-violet (3.2), les bandes des stérols,
diols triterpéniques et alcools peuvent étre identifiées par alignement avec les taches obtenues a l'aide de la
solution de référence (4.11). Délimiter les bandes avec un crayon noir en suivant les bords de la fluorescence
(voir plaque chromatographique, figure 1).

A laide d'une spatule métallique, racler le gel de silice présent dans la zone délimitée. Le matériau retiré, finement
broyé, est introduit dans l'ampoule filtrante (3.4); Ajouter 10 ml d'acétate d’éthyle chaud (4.10), mélanger
soigneusement avec la spatule métallique et filtrer (sous vide, si nécessaire). Recueillir le filtrat dans la fiole
conique (3.5) reliée a 'ampoule filtrante.

Laver le résidu dans 'ampoule par trois fois a I'éther éthylique (4.3) (environ 10 ml a chaque fois) et recueillir le
filtrat dans la méme fiole adaptée a l'ampoule filtrante. Evaporer le filtrat jusqua un volume de 4 a 5 ml,
transférer la solution résiduelle dans le tube de 10 ml (3.6) pesé au préalable, laisser évaporer complétement en
chauffant légérement sous léger courant d’azote, reprendre avec quelques gouttes d’acétone (point 4.6) et laisser
de nouveau évaporer complétement. Le résidu contenu dans le tube est constitué de la fraction des stérols et diols
triterpéniques ou de la fraction des alcools et alcools triterpéniques.
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6. SEPARATION DE LA FRACTION ALCOOLIQUE PAR CLHP

Dissoudre dans 3 ml de phase mobile (4.14) l'insaponifiable obtenu comme indiqué dans la partie 1, filtrer la
solution avec un filtre a seringues (3.10) et réserver.

Injecter dans I'équipement de CLHP (3.8) 200 pl de solution insaponifiable filtrée.

Procéder a la séparation par CLHP a un débit de 0,8 ml/mn, éliminer I'éluat des 5 premieéres minutes, recueillir
I'éluat dans des fioles coniques de 25 ml (3.11) entre les 5 et 10 premieres minutes pour les alcools aliphatiques
et triterpéniques et entre les 11 et 25 premicres minutes pour les stérols ainsi que pour l'érythrodiol et I'uvaol
(Remarque 5).

La séparation peut étre controlée au moyen d’un détecteur UV a une longueur d’'ondes de 210 nm ou d'un
détecteur a indice de réfraction (voir figure 6).

Les fractions sont évaporées jusqu'a dessiccation puis préparées pour l'analyse chromatographique.

Remarque 5: Etant donné que I'éther éthylique peut augmenter la pression, il est nécessaire de surveiller attenti-
vement la pression de la pompe de I'équipement CLHP et dadapter le débit pour maintenir la
pression sous controle.

PARTIE 3

ANALYSE CHROMATOGRAPHIQUE EN PHASE GAZEUSE DES FRACTIONS DES COMPOSES
ALCOOLIQUES

1.  OBJET

La présente partie donne des directives générales pour la détermination par chromatographie en phase gazeuse
par colonne capillaire de la composition qualitative et quantitative des composés alcooliques isolés selon la
procédure indiquée dans la partie 2 de la présente méthode.

2. PRINCIPE

Les fractions obtenues a partir de l'insaponifiable par chromatographie en couche mince ou par CLHP sont
transformées en triméthylsilyléthers, qui sont ensuite analysés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne
capillaire avec dispositif d'injection a débit divisé et détecteur a ionisation de flamme.

3. APPAREILLAGE

Le matériel courant de laboratoire, et notamment les éléments suivants:
3.1. tube a essai a fond conique de 10 ml, avec bouchon hermétique en verre;

3.2. appareil de chromatographie en phase gazeuse pouvant étre utilisé sur une colonne capillaire avec dispositif
d'injection a débit divisé, composé des éléments suivants:

3.2.1. un four thermostaté pour les colonnes, pouvant maintenir la température souhaitée avec une précision de = 1 °C;
3.2.2. un ensemble d'injection thermoréglable avec élément vaporisateur en verre persilylaté et systéme a débit divisé;
3.2.3. un détecteur a ionisation de flamme;

3.2.4. un systeme d’acquisition des données pouvant étre utilisé avec I'analyseur FID (3.10.3.), avec possibilité d'inté-
gration manuelle.

3.3.  Colonne capillaire en silice fondue d’'une longueur de 20 a 30 m, d’'un diameétre interne compris entre 0,25 et
0,32 mm, recouverte de 5 % diphényle - 95 % diméthylpolysiloxane (phase stationnaire SE-52 ou SE-54 ou
équivalent) jusqu'a obtention d'une épaisseur uniforme comprise entre 0,10 et 0,30 pm.

3.4.  Microseringue d’une capacité de 10 pl, pour chromatographie en phase gazeuse, avec aiguille soudée, convenant
pour l'injection a débit divisé.
4. REACTIFS

4.1.  Pyridine anhydre pour chromatographie.
4.2. Disilazane d’hexaméthyle pour analyses.

4.3, Triméthylchlorosilane pour analyses.
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4.4, Solutions échantillons des triméthylsilyléthers des stérols. A préparer au moment de I'emploi a partir des stérols
et de I'érythrodiol tirés des huiles qui les contenaient.

4.5.  Solution étalon de triméthylsilyléthers des alcools aliphatiques de C20 a C28. A préparer au moment de I'emploi
a partir de mélanges d’alcools purs.

4.6.  Gaz vecteur: hydrogéne ou hélium pur, pour chromatographie en phase gazeuse.
4.7.  Gaz auxiliaires: hydrogeéne, hélium, azote et air, pour chromatographie en phase gazeuse.

4.8. Réactif de silylation, constitué d'un mélange 9: 3: 1 (V/V|V) de pyridine/hexaméthyldisilazane/triméthylchloro-
silane.

4.9. n-Hexane, de qualité chromatographique.

5. PREPARATION DES TRIMETHYL-SILYL-ETHERS

Ajouter le réactif de silylation (4.8) (Remarque 6), a raison de 50 pl par milligramme de composé alcoolique,
dans le tube (3.1) contenant la fraction de composé alcoolique, en évitant toute absorption d’humidité (Remarque
7).

Remarque 6: des solutions prétes a 'emploi sont disponibles dans le commerce. D’autres réactifs silylants sont
également disponibles, tels que, par exemple, le bistriméthylsilyltrifluoracétamide + 1 % de
triméthylchlorosilane a diluer par un méme volume de pyridine anhydre. La pyridine peut étre
remplacée par la méme quantité d’acétonitrile.

Remarque 7: la formation éventuelle d’'une légere opalescence est normale et n’est la cause d’aucune anomalie. La
formation d'une floculation blanche ou lapparition d’une coloration rose sont lindice de la
présence d’humidité ou d’altération du réactif. En pareil cas, I'essai doit étre répété (uniquement en
cas d'utilisation d’hexaméthyldisilazane ou de triméthylchlorosilane).

Boucher le tube (3.1), agiter soigneusement (sans retourner) jusqu’a solubilisation compléte des composés. Laisser
reposer pendant au moins 15 minutes a température ambiante, puis centrifuger pendant quelques minutes. La
solution limpide est préte pour l'analyse par chromatographie en phase gazeuse.

6. ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
6.1.  Opérations préliminaires, conditionnement de la colonne capillaire

Installer la colonne (3.3) dans le chromatographe, en reliant I'extrémité d’entrée a linjecteur a débit divisé et
I'extrémité de sortie au détecteur.

Effectuer les controles habituels du systéme de chromatographie en phase gazeuse (étanchéité du circuit des gaz,
efficacité du détecteur, efficacité du systéme diviseur et du systeme d’enregistrement, etc.).

Si la colonne est utilisée pour la premiere fois, il est conseillé de procéder a son conditionnement: faire passer un
léger flux de gaz a travers cette colonne, puis mettre le chromatographe en marche et chauffer graduellement
jusqu'a atteindre une température excédant d’au moins 20 °C la température de travail (Remarque 8). Maintenir
cette température pendant au moins deux heures, puis mettre I'ensemble du systeme de chromatographie en
mode de fonctionnement (réglage des débits gazeux et du systeme diviseur, allumage de la flamme, raccordement
avec l'enregistreur électronique, réglage de la température de la colonne, du détecteur et de l'injecteur, etc.), puis
enregistrer le signal avec une sensibilité au moins deux fois supérieure a celle prévue pour I'analyse. Le tracé de la
ligne de base obtenue doit étre linéaire, exempt de pic de quelque nature que ce soit et ne doit pas présenter de
dérive. Une dérive rectiligne négative indique une étanchéité imparfaite des connexions de la colonne, une dérive
positive indique un conditionnement insuffisant de la colonne.

Remarque 8: la température de conditionnement doit étre toujours inférieure d’au moins 20 °C a la température
maximale prévue pour la phase stationnaire utilisée.
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6.2. Conditions d'utilisation
Optimiser le programme de température et le débit du gaz vecteur de maniére a obtenir des chromatogrammes
similaires a ceux des figures 3 a 6.
Les paramétres suivants ont été testés et jugés utiles:
6.2.1. Alcools aliphatiques
Programme de température du four 180 °C (8 mn) — 260 °C (gradient de 5 °C/mn) — 260 °C (15 mn)
Température de l'injecteur 280 °C
Température du détecteur 290 °C
Vitesse linéaire du gaz vecteur Hélium (20 a 30 cm/s); Hydrogene (30 a 50 cm/s)
Rapport de division de 1/50 a 1/100
Volume injecté de 0,5 a 1 pl de solution de triméthyl-silyl-éthers.
6.2.2. Stérols et diols triterpéniques
Programme de température du four 260 = 5 °C, conditions isothermiques
Température de l'injecteur 280 - 300 °C
Température du détecteur 280 - 300 °C
Vitesse linéaire du gaz vecteur Hélium (20 a 30 cm/s); Hydrogene (30 a 50 cm)s)
Rapport de division de 1/50 a 1/100
Volume injecté de 0,5 a 1 pl de solution de triméthyl-silyl-éthers.
Ces conditions peuvent étre modifiées en fonction des caractéristiques de la colonne et de l'appareil de chromato-
graphie en phase gazeuse, de fagon a obtenir des chromatogrammes satisfaisant aux conditions suivantes:
— le temps de rétention de l'alcool en C26 doit étre de 18 + 5 minutes.
— le pic de l'alcool en C22 doit étre 80 % * 20 % fond d’échelle pour T'huile d’olive et 40 % * 20 % fond
d’échelle pour I'huile de grignons d’olive.
— le temps de rétention du §-sitostérol doit étre de 20 mn + 5 mn;
— le pic du campestérol doit étre: pour l'huile d’olive (teneur moyenne 3 %) 20 % + 5 % fond d’échelle.
— tous les stérols présents doivent étre séparés. Les pics doivent étre non seulement séparés mais aussi
completement résolus, cest-a-dire que le tracé du pic doit rejoindre la ligne de base avant la sortie du pic
suivant. Une résolution incomplete est toutefois tolérée a condition toutefois que le pic a RRT 1,02
(sitostanol) soit quantifiable en utilisant la perpendiculaire.
6.3.  Procédure d’analyse

A Tlaide de la microseringue de 10 pl (3.4), prélever 1 pl d’hexane, aspirer 0,5 pl dair, puis 0,5 a 1 pl de la
solution échantillon. Tirer & nouveau le piston de la seringue de facon que l'aiguille soit vide. Introduire l'aiguille
a travers la membrane de l'injecteur et, aprés une a deux secondes, injecter rapidement et extraire ensuite l'aiguille
lentement, au bout de cinq secondes environ. Un injecteur automatique peut également étre employé.

Procéder a I'enregistrement jusqu'a élution compléte des triméthylsilyéthers des composés alcooliques présents. La
ligne de base doit continuer de satisfaire aux conditions opératoires correspondantes (6.2.1 ou 6.2.2).
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6.4. Identification des pics

L'identification des différents pics est effectuée sur la base des temps de rétention et par comparaison avec le
mélange des alcools aliphatiques et alcools triterpéniques, d’une part, et des stérols et des diols triterpéniques,
d’autre part, analysés dans les mémes conditions. La figure 3 représente un chromatogramme des alcools
aliphatiques et triterpéniques et la figure 2 les chromatogrammes correspondants des stérols et des diols triterpé-
niques.

Les alcools aliphatiques sont élués dans l'ordre suivant: C20-ol (S.I), C22-ol, C23-ol, C24-0l, C25-0l, C26-0l,
C27-ol et C28-ol.

Les stérols et les diols triterpéniques sont élués dans l'ordre suivant: cholestérol, brassicastérol, ergostérol, 24-
méthylene-cholestérol, campestérol, campestanol, stigmastérol, A7-campestérol, A5,23-stigmastadiénol, clérosterol,
-sistostérol, sitostanol, A5-avenastérol, A5,24-stigmastadiénol, A7-stigmasténol, A7-avenastérol, érythrodiol et
uvaol.

6.5.  Evaluation quantitative

Procéder, au moyen d'un systéeme dacquisition des données, au calcul de l'aire des pics du 1-eicosanol et des
alcools aliphatiques C22, C24, C26 et C28. Le coefficient de réponse pour le 1-eicosanol doit étre considéré
comme étant égal a 1.

Procéder au calcul des aires des pics de I'a-cholestanol, des stérols et des diols triterpéniques a l'aide du systéme
d'intégration. Ne pas tenir compte des pics des composés qui ne figurent pas dans le tableau 1 (laire du pic de
Tergostérol ne doit pas étre calculée). Le coefficient de réponse pour 'a-cholestanol doit étre considéré comme
étant égal a 1.

Calculer la concentration de chaque composé alcoolique, en mg/kg de matiére grasse, comme suit:

Composé alcoolique x = % x 1000

S X m
ol:
. = aire du pic du composé alcoolique x, en unités d’intégration;
. = aire du pic du 1-eicosanol/a-cholestanol, en unités d'intégration;
m, = masse de 1-eicosanol/a-cholestanol ajoutée, en milligrammes;
m = masse de I'échantillon utilisé pour la détermination, en grammes.

7. EXPRESSION DES RESULTATS

Déclarer les concentrations de chaque alcool aliphatique et alcool triterpénique en mg/kg de matiére grasse et la
somme des différentes concentrations en tant que «teneur totale en alcools aliphatiques». La teneur totale est la
somme de C22, C24, C26 et C28.

La composition de chacun des composés alcooliques est exprimée par des nombres a une décimale.
La teneur en stérols totaux est exprimée par un nombre entier.

Calculer le pourcentage de chaque stérol a partir du rapport entre l'aire du pic correspondant et la somme des
aires des pics des stérols:

A
Stérol x = == x 100
drolx = =

ol:
A_ = aire du pic du stérol x;
YA = somme des aires des pics des stérols.

B-sitostérol apparent: A5,23-stigmastadiénol + clérostérol + B-sitostérol + sitostanol + A5-avenastérol + A5,24-
stigmastadiénol.
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Calculer le pourcentage d’érytrodiol et d’uvaol:

Erythrodiol + Uvaol = @ x 100
T
otl:
A, = aire du pic d’érythrodiol, en unités d'intégration;
Ay, = aire du pic d’uvaol, en unités d'intégration.
3, = somme des aires des pics des stérols, de I'érythrodiol et de I'uvaol, en unités d'intégration.

En plus du pourcentage relatif de chaque stérol et diol triterpénique et de la concentration totale en stérols,
calculer la concentration d’érythrodiol et d’uvaol et ainsi que la somme de ces concentrations, en mg/kg de
matiére grasse, au moyen des formules suivantes:

g X M

Erythrodiol = A x 1000
A
Uvaol = 20 1 900

ol S

A, = aire du pic d’érythrodiol, en unités d'intégration;

Ay, = aire du pic d’uvaol, en unités d'intégration.

A, = aire du pic d'a-cholestanol, en unités d’intégration;

m, = masse d’a-cholestanol ajoutée, en milligrammes;

m = masse de I'échantillon utilisé pour la détermination, en grammes.
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Appendice
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Méthyl-stérols

Diols triterpéniques

Figure 1- Chromatographie en couche mince de la fraction insaponifiable d’huile de grignons d’olive éluée deux fois au
moyen d'un mélange 65:35 d’héxane et d’éther diéthylique, révélé avec H,SO, (50 %) et chauffé. Les bandes a racler sont
celles délimitées par les rectangles: 1 désigne les bandes des alcools aliphatiques et 2 celles des stérols et des diols triter-

péniques.
Tableau I - Temps de rétention relatifs des stérols
Temps de rétention relatifs
Pic Identification
Colonne SE 54 Colonne SE 52
1 Cholestérol A-5-cholestén-38-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol 5a-cholestan-3£-ol 0,68 0,64
3 Brassicastérol [%45] -24-méthyl-A-5,22-cholestadién-3p- 0,73 0,71
0
* Ergostérol [24S]-24-méthyl-A-5,7,22-cholestatrién- 0,78 0,76
3B-ol
4 241-méthyléne—cholesté- 24-méthyleéne-A-5,24-cholestadién-3£-01 0,82 0,80
ro
5 Campestérol (24R)-24-méthyl-A-5-cholestén-3£-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-méthyl-cholestan-3£-ol 0,85 0,82
7 Stigmastérol (24S)-24-éthyl-A-5,22-cholestadién-38-o0l 0,88 0,87
8 A-7-campestérol (24R)-24-méthyl-A-7-cholestén-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadiénol (214R,S)—24-éthyl-A— 5,23-cholestadién-38- 0,95 0,95
0
10 Clérostérol (24S)-24-éthyl-A-5,2 5-cholestadién-38-ol 0,96 0,96
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Temps de rétention relatifs
Pic Identification
Colonne SE 54 Colonne SE 52
11 R-sitostérol (24R)-24-éthyl-A-5-cholestén-3£-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-¢thyl-cholestan-38-ol 1,02 1,02
13 A-5-avénastérol (24Z)-24-éthylidéne-A-cholestén-38-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadiénol | (24R,S)-24-éthyl-A-5,24-cholestadién-38- 1,08 1,08
ol

15 A-7-stigmasténol (24R,S)-24-éthyl-A-7-cholestén-35-ol 1,12 1,12
16 A-7-avénastérol (24Z)-24-éthylidene-A-7-cholestén-31-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol 5-a-oléan-12-én-3p,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52

50.0 °

2
40.0 ’
30.0
(mw)
200
| |
10.0 ‘ !
1. BRI
o | b
W, | \f F!ﬂ 5, |
e L\ e AN J Ilfl. ‘ l‘_u I W T
0ol= L L L L L 1 I ——
0.0 7.0 14.0 Time {min) 210 28.0 a5.0

Figure 2 - Profil de chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme des stérols et des
diols triterpéniques de Thuile d'olive raffinée. 1) Cholestérol, 2) a-cholestanol (LS.), 3) 24-méthylencholestérol, 4)
campestérol, 5) campestanol, 6) stigmastérol, 7) A5,23-stigmastadiénol, 8) clérostérol, 9) f-sitostérol, 10) sitostanol, 11)
A-5-avénastérol, 12) A5,24-stigmastadiénol, 13) A7-stigmasténol, 14) A7-avénastérol, 15) érythrodiol, 16) uvaol.
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Figure 3 - Profil de chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme des stérols et des
diols triterpéniques de T'huile d’olive lampante. 1) Cholestérol, 2) a-cholestanol, 3) brassicastérol, 4) 24-méthylencho-
lestérol, 5) campestérol, 6) campestanol, 7) stigmastérol, 8) A7-campestérol, 9) A5,23-stigmastadiénol, 10) clérostérol,
11) B-sitostérol, 12) sitostanol, 13) A-5-avénastérol, 14) A5,24-stigmastadiénol, 15) A7-stigmasténol, 16) A7-avénastérol,
17) érythrodiol, 18) uvaol.
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Figure 4 - Profil de chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme des alcools

aliphatiques et des alcools triterpéniques de T'huile d’olive. (L.S.) C20-ol, 1) C22-ol, 2) C24-ol, 3) C26-ol, 4) C28-0l, 5)
alcools triterpéniques.
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Figure 5 - Profil de chromatographie en phase gazeuse couplée & un détecteur a ionisation de flamme des alcools
aliphatiques et des alcools triterpéniques d'une huile d’olive raffinée et d’'une huile d'olive de deuxiéme centrifugation. (I.
S.) C20-0l, 1) C22-0l, 2) C24-0l, 3) C26-0l, 4) C28-0l, 5) alcools triterpéniques.
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Figure 6 - Profil CLHP d'une fraction insaponifiable dhuile d’olive, séparée par CLHP au moyen d'un détecteur UV. 1)
Alcools aliphatiques et alcools triterpéniques; 2) Stérols et diols triterpéniques.»
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