378 J. BUDSLA WSKI ET K. POGORZELSKI. - DOSAGE COLORIMETRIQUE

DOSAGECOIORI METR IQ.UE
DU PALMITATE D'ASCORBYIE
DANS IES MATIERES GRASSES

par
J. BUDSLA WSKI et K. POGORZELSKI

Laboratoire  de chimie dli lait et. des produits laitiers
a I'école supérieure  d'agriculture, Olsztyn, (Pologne)

1. - Introduction

Le palmitate d'ascorbyle (PA), produit liposoluble d'este-
.rification de l'acide L-ascorbique avec de l'acide palmitique [1],
qui garde ses propriétés réductrices de'l'acide L-ascorbique, est
souvent employé en qualité d'antioxygéne pour les huiles et
produits gras [2, 3]. Sa formule de constitution est la suivante:
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1 mg de palmitate d'ascorbyle correspond a 0,425 mg d'acide
Lvascorbique en' valeur biologique .

Jusqu'a présent, a notre connaissance, il n'y avait pas de
méthode appropriée au dosage du PA; mais il est possible de
I'identifier par voie chromatographique- [4]. La méthode colo-
rimétrique de dosage de l'acide Lvasoorbique, décrite par SCHMALL
et collaborateurs ,[5], nous a donné l'idée de"chercher a l'adapter
au dosage du PA. Cette méthode repose sur une réaction qui
a lieu entre Il'acide L-ascorbique et 4-méthoxy-2-nitroaniline
diazée en milieu acide, donnant ensuite naissance a un composé
coloré en milieu alcalin, ayant un maximum d'absorption a 570 mlIL
de longueur d'onde. La marche de cette réaction selon SCHMALL
et al. [6] est la suivante: .
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Etant donné-que lePA. garde ses liaisonsdiénoliques  intactes, \
il est possible qu'il soit apte a entrer en réaction avec le réactif
diazé, ce que nous avions essayé. a,vec succes en utilisant la, tech-
nique c:e S?THMA.,L[5].

Il. - ~éscription de la technique

a) -Réa~tif8.
1. Réactif amme: 500 mg de 4-méthoxy-2-nitroaniline  frai-
chement récristallisée  (p.f.1250 Ch dans I'éthanol; on dissout

dans 125 ml d'acide acétique glacial et lI'on dilue a-250 mlrivee
de l'acide sulfuriqgue (dilué a 10 p." 100). Le réactif est stable a
la température du laboratoire pendant un mois.

2. Solution aqueuse de NaNO, a 2 [). 100.

3. Ethanol (on peut utiliser aussi l'alcool isopropylique ou
n-britylique). -

4. Solution aqueuse de NaOH a 10 p. 100~

5. Solution aqueuse d'a}cide oxalique a 0,5 p. 100.

6. Iét\her éthylique libre de peroxydes.

7. Solution standard de palmitate d'ascorbyle :50 ml de solutio'n
éthanolique contenant 50 mg de PA ; on'la prépare avant I'uti-
lisation. 1l est recommandé de préparer la solution standard avec

de l'alcool contenant 0,5 p. 100 d'acide oxalique, ce qui prolonge
sa stabilité.

b) Mode opératoire.

(Dans  un bécher de 100 ml de capacitté on mélange 1 ml de
réactif aminé (réactif 1) avec Iml de solution de nitrite de sodium
(réactif 2) jusqu'a disparition de la coloration, puis on ajoute
30 ml dalcool (réactif 3), ,on mélange et on ajoute de nouveau
3,ml d'acide oxalique (réactif 5) et une quantité appropriée d'échan-
tillon de graisse contenant le PA a doser (la quantité de PA dans
I'e~han'tillon ne doit pas dépasser 2,5 mg). Aprés dissolutio't
compléte de I'échantillon, on transvase le contenu du' bécher
sans perte dans une ampoule a brome de 300 ml de capacité et
on l'alcalinise avec 10 ml dhydroxyde de sodium (réactif '4).
1
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Aprés le mélange du contenu on ajoute 60 ml d'éther (réactif 6),
on secoue et on laisse l'ampoule a brome au repos. Ensuite on
soutire la couche inférieure .du: li9uid~ dans un ballon jaugé de
.,100 ml de capacité et on lave .la conche éthérée a trois reprises
avec de Jhydroxyde de sodium en utiUsant pour cela chaque fois
2 ml de lessive. A chaque reprise, aprés le repos, on soutire la
couche inférieure du liquide et I'on réunit au liquide dans le ballon;
ensuite on remplit le ballon 'avec de l'eau distillée jusqu'au trait
de jauge; on mélange et on mesure la densité optique du liquide
'‘a'’570 mflLde longueur d'onde dans un spectrophotomeétre. En méme
temps on procéde a un essai a blanc et on détermine la densité
optique de deux échaniillons standard A et B que l'on- prépare
avec de la graisse pure additionnée d'tine quantité connue de
PA a partir de solution standard (réactif 7), en s'arrangeant, de
maniere que I'échantillon A contienne moins de PA que I'échan-.
tillon B,et tous les deux moins que l'échantillon étudié. On traite
'les échantillons standard de la méme maniere que I'échantillon
de la. m~tiére grasse étudiée.

Les quantités de ~éactifs aminé et azoteux ne doivent pas
dépasser l'un lautre 2 ml, de plusgr~ndes guantités  pouvant
causer un abaissement de l'intensité de la coloration du liquide [5].
Un exces d'acide oxalique peut troubler la solution ..

c) Calcul des résultats.

Pour calculer 'les résultats, on peut soit tracer une courbe
standard de densité optique en fonction de la concentration du
PA dans un échantillon, soit en utilisant la formule que voici:

A+ B- A (E- ©O

X D-c '
ou
X =7 la quantitt de PA en mg dans I'échantillon
A standard A',
B = . standard B',
C = densité optique du standard A ;
D\= B;
E = .- de I'échantillon dosé,

Ill. - Résultats ét discussion

a) Précision de la méthode.

On a Vérifié la précision de la 'méthode avec des échantillons
de beurre .et d'huile de' lin additionnés du PA ;on a soumis les
résultats a l'analyse statistique.

\
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Préparation de I'échantillon: & un échantillon pesé de la matiére
grasse on additionnait une quantité connue de PA (1) et ensuite
on, le dissolvait dans un mélange d'éther-et d'éthanol (1 :1), on
en prélevait des échantillons contenant une uantité déterminée
de PA (0,5 a 2,5 mg) et I'on procédait a un osage selon la tech-
nique décrite plus haut.'

TABLEAU |

DETERMINATION DU PALMITATE D'ASCORBYLE LE BEURRE ET
L'HUILE DE LIN (en mg)

Palmitate d'ascorb
, Echan- -
' tillone addi- trouvé addi- trouvé addi- rouvé addi- trouvé
tionné ,tionné tionné 1 tionné
1 iiunns 1,06 1,02 1,17 1,17 1,29 1,30 1,84 1,81
2 ennen 1,04 1,17 1,30 1,83
3 ., 1,04 1,18 1,30 1,84
4 ... 1,06 1,16 1,29 1,82
5 ... e 1,05 1,16 1,28 1,81
&
Q
X ... 1,042 1,168 1,294 1,818
R .. 0,04 0,02 0,02 0,02
S . 0,015 0,0084 0,0089 0,0034
Sx% ... 1,46 0,72. 0,69 0,46
P (0,95) + 0,0204 +0,0102 -| +0,0102 + 0,0102
1 cununs 0,73 0,72 1,24 1,26 1,36 1,36 1,62 1,61
2 eanes 0,74 1,27 .,1,36 1,62
f I 0,73 1,26 1,36 1,61
4 ... 0,76 1,25 1,37 1,62
5 ... E 0,77 1,27 1,38 1,63
6 . e 0,75 1,26
X ... < 0,745 1,261 1,366 1,618
R 0,05 L 0,02 0,02 i 0,02
S .. 0,0187 0,0078 ! 0,0089 .0,0084
Sx(%) 2,51 0,60 0,65 0,51
P (0,95) 1 + 0,0255 +0,0102 +0,0102 + 0,0102

(1) Gracieusement fourni par la Société Hoffmann-La Roche, Bale, que nous
remercions  vivement. .
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TABLEAU 11
DETERMINATION DU PALMITATE D'ASCORBYLE DANS L'HUILE DE COLZA
(en mg%)

Echantillons
1 1
Additionné & l'huile de colza 100 100
Déterminé. dans le sédiment sur filtre . 55 60
Déterminé dans I'huile de colza filtrée 25 20
La perte du palmitate d'ascorbyle 20 20
Déterminé dans I'huile de colza aprés 24 h 16 12
» 48 h'. 9 6
1» 72 h . traces traces
N 0y 96 h . 0 0

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 1, d'ou iJ ressort
qgue la. précision de la méthode est tres satisfaisante. Les plus
petites quantités que l'on pouvait' déterminer dans un échan-
tillon étaient de l'ordre de 0,15 a 0,20 mg de PA; on obtient les
meilleurs résultats avec 1,2'a 2,0 mg de PA par échantillon (prise
d'essai).

b) Dosage du palmitate d'ascorbyZe dans' une matiére grasse soumise

a 'Z'autox'ydiJ.tion.

Pour étudier la".possibilité de la détermination du PA dans
une matiere grasse en voie d'oxydation, on a procédé a une irra-
diation des échantillons d'huile' de colza contenant des quantités
connues de PA.

Préparation de I'échantillon: & un échantillon d'huile de colza
on ajoutait 0,1 p. 100 de palmitate d'ascorbyle et on le chauffait
a 45° C en secouant énergiquement. Au bout de 5mn on filtrait
I'huile et on déterminait le PA dans I'huile filt:réeet dans le sédiment
restant sur le filtre (en solution alcoolique). Puis on laissait I'huile
filtrée dans un cristallisoir a l'action de la lumiére diffuse a la
température de laboratoire et 'on en déterminait. le PA tous les
24 heures. Les résultats sont montrés dans le tableau [l, d'ou
on voit que le PA se décompose progressivement, comme l'acide
ascorbique dans, une matiére grasse [3]. Il semble que les produite
de\décomposition du PA se trouvant dans le milieu, tels que le



1
DU PALMITATEpP'ASCORBYLE DANSLES MATIERES GRASSES 383

composé «déhydro » et- le composé « dicéto», comme cela a lieu
avec l'acide L-ascorbique [5], n'ont aucune influence sur le~ résul-
tats de dosage du palmitate d'ascorbyle. i

? .

1 Summary

There was presented 'a method of colorimetric determination
of ascorbylepalmitate in fatty inaterials based on a reaction with
diazoti~ed 4-methoxy-2;nitroaniline in acid medium, folloved by
developIUent of a blue colour in alcaline solution. This colour,
with a maximum absorbancy at 570,m[L,is compared with standard
solutions in photoelectric colorirneter. The sensibility of the pro-
cedur~ permits to determine very minute quantdties of ascorby]e
palmitate. The -accuracy of the method was checked bymeans of
statistical analysis.
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