
 
 
 
 

Note explicative 
 

Pour la mise à jour 2008 du Recueil des méthodes internationales des vins et des moûts 
 
  
 
Lors de la 5ème Assemblée générale de l’Organisation Internationale de la Vigne et du Vin 
(OIV), plusieurs méthodes d’analyses des vins et des moûts ont été adoptées. 
Ces méthodes figurent dans la mise à jour 2008 ci- incluse. Cette mise à jour concerne 2 types 
de méthodes : 
 
1/ des nouvelles méthodes qui viennent s’ajouter au Recueil des méthodes internationales des 
vins et des moûts, il s’agit des méthodes : 

− AS313-21-METTAR 
− AS315-14-LYSOZY 
− AS315-15-GLYCYC 
−  

2/ des compléments aux méthodes figurant déjà au Recueil des méthodes internationales des 
vins et des moûts, il s’agit des méthodes : 

− AS315-11-ANCYAN qui complète la méthode AS315-11-ANCYAN 
 
Par ailleurs, la liste des Limites maximales acceptables de divers éléments dans le vin (C1-01-
LIMMAX) doit également être remplacée. 
 
Vous trouverez également ci-joint 
Les couvertures de l’édition 2008 
La table des matières de l’édition 2008 
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Titre 
DETERMINATION DE LA PRESENCE D’ACIDE 

METATARTRIQUE 
Type de 
méthode 

IV  

Résolution Oeno 10/2007  

 
 
 
1. Introduction 

 
L'acide métatartrique ajouté au vin pour éviter les précipitations 

tartriques est traditionnellement dosé par différence entre l'acide 
tartrique total après hydrolyse à chaud de l'acide métatartrique et 
l'acide tartrique naturel avant hydrolyse. Toutefois, compte tenu de la 
précision du dosage de l'acide tartrique, des traces d'acide métatartrique 
ne sont pas décelables par cette méthode, il faut donc caractériser cet 
additif non accepté dans certains pays par une méthode plus spécifique. 

 
 

2. Domaine d'application 
 

Vins susceptibles de contenir de l'acide métatartrique à l'état de 
trace. 

 
 

3. Principe 
 

L'acide métatartrique forme avec l'acétate de cadmium en milieu 
moyennement acide, un précipité insoluble ; il est le seul de tous les 
éléments présents dans le moût et le vin à donner un tel précipité. 

 
Remarque : L'acide tartrique est aussi précipité avec l'acétate de 

cadmium, mais seulement en présence d'une teneur en alcool 
supérieure à 25 % vol. Le précipité se re-dissous dans l'eau, 
contrairement au précipité obtenu avec l'acide métatartrique. 

 
Le précipité cadmique d'acide métatartrique est décomposé par 

chauffage avec de l'hydroxyde de sodium et libère l'acide tartrique. Ce 
dernier forme avec le métavanadate d'ammonium une coloration 
orangée spécifique. 
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4. Réactifs 
 

4.1 Solution d'acétate de cadmium à 5 p.100 
4.1.1 Acétate de cadmium dihydraté à 98 % 
4.1.2 Acide acétique pur 
4.1.3 Eau distillée ou déminéralisée 
4.1.4 Solution d'acétate de cadmium : dissoudre 5 g d'acétate de 
cadmium (4.1.1) dans 99 mL d'eau (4.1.3) ajouter 1 mL d'acide 
acétique pur (4.1.2) 

4.2 Hydroxyde de sodium 1M 
4.3 Acide sulfurique 1M 
4.4 Solution de métavanadate d'ammonium à 2 p. 100 en poids 

4.4.1 Métavanadate d'ammonium 
4.4.2 Acétate de sodium trihydraté à 99 % 
4.4.3 Solution d'acétate de sodium à 27 p. 100 : dissoudre 478 g 
d'acétate de sodium (4.4.2) dans 1 litre d'eau (4.1.3) 
4.4.4 Solution de métavanadate d'ammonium : dissoudre 10 g de 
métavanadate d'ammonium (4.4.1) dans 150 mL d'hydroxyde de 
sodium 1 M (4.2) ajouter 200 mL de la solution d'acétate de 
sodium à 27 p. 100 (4.4.3) et compléter à 500 mL avec de l'eau 
(4.1.3) 

4.5 Ethanol à 96 % vol. 
 

5. Appareillage 
 

5.1 Centrifugeuse avec un rotor pouvant recevoir des flacons de 50 
mL de capacité 
5.2 Spectromètre pouvant fonctionner dans le visible et recevoir des 
cuves de 1 cm de trajet optique. 

 
6. Mode opératoire 

 
6.1 Centrifuger 50 mL de vin pendant 10 minutes à 11000 rpm 
6.2 Prélever 40 mL de vin limpide à l'éprouvette et les placer de 
nouveau dans un flacon pour centrifugeuse 
6.3 Ajouter 5 mL d'éthanol à 96 % vol (4.5) 
6.4 Ajouter 5 mL de la solution d'acétate de cadmium (4.1.4) 
6.5 Mélanger et laisser reposer 10 minutes 
6.6 Centrifuger pendant 10 minutes à 11000 rpm 
6.7 Décanter par retournement total du flacon (une fois) et jeter le 
surnageant. 
 
En présence d'acide métatartrique, il se forme un précipité lamellaire 

au fond du tube. 
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En l'absence de précipité, l'échantillon sera considéré comme exempt 

d'acide métatartrique. Dans le cas contraire ou si l'on veut établir avec 
certitude la présence d'un léger précipité, procéder comme suit : 

 
6.8 Laver une fois le précipité avec 10 mL d'eau (4.1.3) sous la forme 
d'un jet énergique vers le fond du tube ce qui à pour but de détacher 
le précipité du fond 
6.9 Ajouter 2 mL de solution d'acétate de cadmium (4.1.4) 
6.10 Centrifuger à 11000 rpm pendant 10 minutes puis jeter le 
surnageant par retournement complet du tube (une fois) 
6.11 Après addition d'un mL d'hydroxyde de sodium 1 M (4.2), 
plonger le tube à centrifuger pendant 5 minutes dans un bain d'eau à 
100° C 
6.12 Après refroidissement, ajouter 1 mL d'acide sulfurique 1M (4.3) 
et 1 mL de solution de métavanadate d'ammonium (4.4.4) 
6.13 Attendre 15 minutes 
6.14 Centrifuger durant 10 minutes à 11000 rpm 
 
6.15 Verser le surnageant dans une cuve de spectrophotomètre et 
mesurer l'absorbance à 530 nm, après avoir fait le zéro avec de l'eau 
(4.1.3) 

 
Soit AbsE 

 
Témoin. On réalise en parallèle un témoin constitué du même vin que 

celui analysé mais chauffé préalablement 2 minutes 30 à l'aide d'un 
générateur de micro-ondes réglé sur la puissance maximum ou encore 
au bain d'eau à 100° C durant 5 minutes 

 
Soit AbsT  

 
 

7. Résultat 
 

La présence d'acide métatartrique dans le vin est établie lorsque, à 
530 nm : 

 
AbsE - AbsT  >0,050 
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Titre 
DETERMINATION PAR CLHP DE NEUF ANTHOCYANES 

PRINCIPALES DANS LE VIN 
ROUGE ET ROSE 

Type de 
méthode 

II  

Résolution 
Oeno 8/2007 modifiée 

par Oeno 12/2007 
 

 
 
 
 
1. CHAMPS D’APPLICATION 
 
La méthode analytique concerne la détermination de la composition 
relative des anthocyanes des vins rouges et rosés. La séparation est 
réalisée par CLHP à l’aide d’une colonne en phase inverse et une 
détection UV-VIS.  
 
De nombreux auteurs (3, 6-17) ont publié des données concernant la 
composition en anthocyanes des vins rouges utilisant des méthodes 
analytiques voisines. Par exemple,  Wulf et al. [18] ont détecté et 
identifié 21 anthocyanes et Heier et al [13] près de 40 par 
chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse. 
La composition en anthocyanes peut être très complexe or il est 
nécessaire de disposer d’une procédure simple, en conséquence, cette 
méthode se limite à déterminer les composés principaux de la fraction 
totale des anthocyanes. 
 
Les Etats-membres sont encouragés à poursuivre les recherches dans ce 
domaine afin d’éviter toute évaluation non scientifique des résultats. 
 
 
2. PRINCIPE 
 

Séparation des cinq anthocyanes non acylées les plus importantes 
(voir Figure 1, pics 1-5) et des quatre anthocyanes  acylées 
principales (voir Figure 1 pics 6-9).  
Analyse du vin rouge et rosé par  séparation directe en CLHP en 
utilisant une colonne de phase inverse et une élution avec un gradient 
eau/acide formique/acetonitrile avec une détection à 518 nm [1.2] 
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3. REACTIFS ET MATERIEL 

 
Acide formique (p.a. 98%) (CAS 64-18-6) 
Eau, pureté CLHP 
Acétonitrile, pureté CLHP (CAS 75-08-8) 
Solvants CLHP 
Solvant A : Eau/acide formique/acétonitrile 87:10:3 (v/v/v) 
Solvant B : Eau/acide formique/acetonitrile 40:10:50 (v/v/v) 

 
Filtre à membrane pour dégazer les solvants CLHP et pour la 
préparation des échantillons à analyser  
 
Produits de référence pour l’identification des pics. 
Le dosage CLHP des anthocyanes du vin est difficilement réalisable en 
raison de l’absence de produits purs disponibles dans le commerce. De 
plus, les anthocyanes sont extrêmement instables en solution.  
Les pigments anthocyaniques suivants sont disponibles à la vente : 
Cyanidol-3-glucoside (également Couromanin chloride);  
M=484,84 g/mol 
Peonidol-3-glucoside ; M=498,84 g/mol 
Malvidol-3-glucoside (également Oeninchloride); M = 528,84 g/mol  
Malvidol-3,5-diglucoside (également malvinchloride);  
M = 691,04 g/mol. 
 
 

4. Appareils 
 
Un système de CLHP avec : 
 
- une pompe binaire à gradient, un système d’injection pour des 
volumes  d’échantillon de 10 à 200 µl  
- Un détecteur à barrettes de diodes ou un détecteur UV avec une 
gamme visible,  
- Un intégrateur ou un ordinateur avec logiciel d’acquisition de 
données 
- Un four permettant le chauffage des colonnes à 40 °C 
- Un système de dégazage de solvant 
- Une colonne analytique, par exemple :  
LiChrospher 100 RP 18 (5 µm) en LiChroCart 250-4  
Une colonne de garde: par exemple  RP18 (30-40 mm) en cartouche 
de 2 mm de diamètre x 20 mm de long  
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5. PROCEDURE 
 
5.1 Préparation des échantillons 
 
Les vins limpides sont placés directement sans préparation dans les 
flacons du passeur automatique d’échantillons. Les échantillons 
troubles sont filtrés à l’aide d’un filtre à membrane de 0,45 µm pour la 
préparation d’échantillon CLHP. La première partie du filtrat doit être 
rejetée.  
La gamme de linéarité de l’absorption en fonction de la concentration 
des anthocyanes étant étendue, il est possible de moduler les volumes 
d’injection entre 10 et 200 µl en fonction de l’intensité de la couleur du 
vin.  
Aucune différence significative entre les résultats obtenus pour des 
volumes d’injection différents n’a été observée.  
 
  
5.2 Analyse 
 
Conditions CLHP 
L’analyse CLHP se déroule dans les conditions suivantes: 
 
Volume d’injection : 50 µl (vin rouge)  

jusqu’à 200 µl (vin rosé) 
Débit:     0,8 ml/minute 
Température :    40°C 
Temps de passage :   45 minutes 
Temps de retour aux 
conditions initiales :    5 minutes 
Détection :    518 nm 
 
 
Gradient  d’élution: 
 
Temps  Solvant A  Solvant B 
(min)  % (v/v)  % (v/v) 
 

0 94 6 
15 70 30 
30 50 50 
35 40 60 
41 94 6 
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Pour vérifier l’efficacité de la colonne, le nombre de plateaux 
théoriques (N) calculé par rapport à la malvidol-3-glucoside ne devrait 
pas être inférieur à 20000, la résolution (R) entre la peonidol-3-
coumaryl glucoside et la malvidol-3-coumaryl glucoside ne devrait pas 
être inférieure à 1,5. En-dessous de ces valeurs, il est recommandé 
d’utiliser une nouvelle colonne. 

 
 

La figure 1 montre un chromatogramme typique où les anthocyananes 
sont séparés : 

 
  Pic-N° 
Groupe 1:  
“anthocyanes-3-glucosides 
non acylées”: 

Delphinidol-3-glucoside 
Cyanidol-3-glucoside 
Petunidol-3-glucoside 
Peonidol-3-glucoside 
Malvidol-3-glucoside 

1 
2 
3 
4 
5 

   
Groupe 2:  
“anthocyanes-3-glucosides 
acétylées”: 

Peonidol-3-acetylglucoside 
malvidol-3-acetylglucoside 

6 
7 

   
Groupe 3:  
“anthocyanes-3-glucosides 
coumarylées”: 

Peonidol-3-
coumarylglucoside 
malvidol-3-
coumarylglucoside 

8 
9 

 
 
 

6. EXPRESSION DES RESULTATS 
 
Noter que les valeurs sont exprimées en quantités relatives par rapport 
à la totalité des neuf anthocyanes définies dans cette méthode. 
 
 
7. LIMITE DE DETECTION ET LIMITE DE QUANTIFICATION 
 
La limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ) sont 
fixées conformément aux instructions de la résolution de l'O.I.V. OENO 
7-2000 (Estimation de la limite de détection et de quantification d’une 
méthode d’analyse). Conformément au schéma décisionnel (No 3) il 
conviendra d'appliquer le procédé graphique visé au numéro 4.2.2. 
 
Pour ce faire, un extrait du chromatogramme sera agrandi et analysé 
sur un domaine qui correspond à 10 fois la largeur à mi-hauteur (w½) 
d'un pic d'anthocyane dans le domaine d’intérêt. A cet effet, on trace 
2 droites parallèles de manière à englober les déviations maximales du 
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bruit thermique. La distance entre les deux droites équivaut à hmax, 
exprimée en mAU (milliunités d'absorption). 
 
La limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ) 
dépendent des conditions individuelles à chaque appareil et doivent 
être établies par l'utilisateur. Un exemple est mentionné en annexe, 
avec le résultat suivant : 

 
hmax = 0,208 [mAU]; LD = 3 x 0,208 [mAU] = 0,62 [mAU]. 

LQ = 10 x 0, 208 [mAu] = 2,08 [mAU]. 
 
 
Recommandation : 
 
En ce qui concerne les valeurs calculées, somme des anthocyanes 
acylés et rapport entre les anthocyanes acétylés et coumarylés, il est 
recommandé de ne pas calculer ces grandeurs dans le cas où la valeur 
d'un anthocyane isolé est inférieure au seuil de détermination.  
 
Il est à remarquer que les valeurs inférieures à la limite de 
quantification (LQ) ne sont pas dépourvues de contenu informatif [1]. 
 
Référence : 
[1] Thompson, M.; Ellison, S.L.R. ; Wood, R., Harmonized Guidelines for 
Single-Laboratory Validation of Methods of Analysis, Pure Appl. Chem. 
(2002) 74: 835- 855  
 
 
8. PARAMETRES DE LA FIDELITE 
 
Les valeurs de la répétabilité (r) et la reproductivité (R) pour les neuf 
anthocyanes sont indiquées dans le Tableau 2 et dépendent de la 
surface relative du pic. La mesure de l’incertitude d’une surface d’un 
pic spécifique est déterminée par la valeur de r et R qui correspond à 
la valeur la plus proche indiquée dans le Tableau 2. 
 
Les valeurs des données de validations peuvent être calculées en 
suivant les règles statistiques appropriées. Pour calculer l’erreur totale 
(sr) d’une somme, par exemple des anthocyanes acétylées, il faut 
totaliser les variances (Sr

2) des surfaces spécifiques de chaque pic 
correspondant aux anthocyanes acétylées. L’erreur totale des 
rapports, par exemple, le rapport des anthocyanes 
acétylées/coumarylées, est le résultat de la somme des carrés des 
erreurs relatives (sr/ai ,  ai = surface de pic). En utilisant ces règles, 
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toutes les valeurs de fidélité peuvent être calculées en utilisant les 
données présentées dans le Tableau 2. 
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ANNEXE 
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Annexe B 
 

Résultats statistiques 
 
 
 
ETUDE ET EVALUATION DE LA PERFORMANCE DE LA METHODE 
 
17 laboratoires et 5 états européens ont participé à l’étude de validation 
de la méthode sous la coordination du laboratoire d’état officiel allemand 
pour la chimie alimentaire de Trier. Les participants figurent dans le 
Tableau 3. Un exemple de chromatogramme est présenté à la figure 1 et 
les résultats détaillés figurent  dans le  
Tableau 2. 
L’évaluation statistique a été effectuée selon la Résolution Oeno 6/99, et 
la Norme ISO 5725-1994 (4,5). 
 
Les chromatogrammes renvoyés avec les feuilles de résultats ont satisfait 
toutes les exigences par rapport à la performance de la colonne 
analytique. Aucun laboratoire n’a dû être complètement éliminé, par 
exemple, à cause d’une fausse identification de pic. 
 
Les valeurs aberrantes ont été recherchées à l’aide des tests de Dixon et 
de Grubbs selon la procédure du « Protocole harmonisé – IUPAC 1994 » et 
de la Résolution OIV OENO 19/2002. Les valeurs des sr, sR, r et R ont été 
calculées pour 9 anthocyanes principales et à 5 niveaux de teneurs. Pour 
les résultats analytiques il faut utiliser les valeurs des niveaux les plus 
proches. 
 
Afin d’avoir une vision globale de la performance de la méthode, toutes 
les valeurs RSDr- et RSDR- rassemblées sont regroupées par gammes de 
surface dans le tableau suivant : 
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Tableau 1 : Résumé des résultats des performances 

de la méthode 
 
 
GAMME DE LA SURFACE DU PIC 

RELATIVE* Gamme de RSDr Gamme de RSDR 

[%] [%] [%] 

>0,4 – 1,0 6,8 - 22,4 20,6 - 50,9  

>1,1 – 1,5 4,2 - 18,1 11,8 - 28,1  

>1,5 – 3,5 2,1 - 7,7 10,6 - 15,6  

>3,5 – 5,5 2,7 - 5,7 18,7 – 7,5 

>5,5 – 7,5 2,4 - 3,9  6,5 - 10,0  

>10 – 14 1,1 - 2,9  3,7 - 9,2  

>14 – 17 1,0 - 3,9  3,2 - 5,4 

>50 – 76 0,3 - 1,0  2,1 - 3,1  

* indépendant de 
l’anthocyane 

  

   
 

 

Cela conduit à conclure que les répétabilités et les reproductibilités 
dépendent des sommes des surfaces relatives des pics. Plus ces sommes 
sont élevées, meilleurs sont les RSDr et RSDR. Pour les teneurs en 
anthocyanes proches de la limite de détection (ex. Cyanidine-3-
glucoside) avec des surfaces relatives petites (inférieure à 1%) les 
valeurs des RSDr et RSDR peuvent augmenter d’une façon assez 
significative. Pour les anthocyanes dont les surfaces relatives dépassent 
1 %, les valeurs  RSDr et RSDR sont raisonnables. 
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Figure 1 
 
Séparation de 9 anthocyanes dans un vin rouge 
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Tableau 2 : Résultats de l’étude de la performance de la méthode 
 

Anthocyanes 
échantillon 

1 
échantillon 

2 
échantillon 

3 
échantillon 

4 
échantillon 

5 
Delphinidol-3-glucoside      

N 14 14 16 15 16 
moyenne 6,75 14,14 3,45 16,68 3,54 

s r 0,163 0,145 0,142 0,142 0,108 
RSDr(%) 2,4 1,0 4,1 0,8 3,1 

r 0,46 0,41 0,40 0,40 0,30 
sR 0,544 0,462 0,526 0,704 0,490 

RSDR(%) 8,1 3,3 15,2 4,2 13,8 
R 1,52 1,29 1,47 1,97 1,37 

Cyanidol-3-glucoside      
n 16 17 16 15 14 

moyenne 2,18 1,23 0,61 1,46 0,34 
s r 0,086 0,053 0,043 0,110 0,031 

RSDr(%) 4,0 4,3 7,1 7,5 9,2 
r 0,24 0,15 0,12 0,31 0,09 
sR 0,460 0,211 0,213 0,180 0,158 

RSDR(%) 21,2 17,2 34,9 12,3 46,7 
R 1,29 0,59 0,60 0,50 0,44 

Petunidol-3-glucoside      
n 15 17 16 14 15 

moyenne 10,24 14,29 5,75 12,21 6,19 
s r 0,233 0,596 0,157 0,097 0,196 

RSDr(%) 2,3 4,2 2,7 0,8 3,2 
r 0,65 1,67 0,44 0,27 0,55 
sR 0,431 0,996 0,495 0,469 0,404 

RSDR(%) 4,2 7,0 8,6 3,8 6,5 
R 1,21 2,79 1,39 1,31 1,13 

Peonidol-3-glucoside      
n 16 15 17 17 16 

moyenne 11,88 6,23 13,75 7,44 4,12 
s r 0,241 0,166 0,144 0,232 0,174 

RSDr(%) 2,0 2,7 1,0 3,1 4,2 
r 0,68 0,47 0,40 0,65 0,49 
sR 0,981 0,560 1,227 0,602 0,532 

RSDR(%) 8,3 9,0 8,9 8,1 12,9 
R 2,75 1,57 3,44 1,69 1,49 

Malvidol-3-glucoside      
n 16 15 17 16 16 

moyenne 55,90 55,04 76,11 52,60 61,04 
s r 0,545 0,272 0,251 0,298 0,377 

RSDr(%) 1,0 0,5 0,3 0,6 0,6 
r 1,53 0,76 0,70 0,83 1,06 
sR 2,026 2,649 2,291 1,606 1,986 

RSDR(%) 3,6 4,8 3,0 3,1 3,3 
R 5,67 7,42 6,41 4,50 5,56 

n = Nombre de laboratoires retenu après l’élimination des valeurs 
aberrantes 

s r = écart-type de répétabilité  
RSDr(%) = écart-type de répétabilité relatif 
r = répétabilité  
sR = écart-type de reproductibilité  
RSDR(%) = écart-type de reproductibilité relatif 
R = reproductibilité  

 



RECUEIL INTERNATIONAL DES METHODES D’ANALYSES – OIV 
Anthocyanes 

 

MA-F-AS315-11-ANCYAN 14 

Tableau 2 : Résultats de l’étude de la performance de la méthode 
 

Anthocyannes échantillon 
1 

échantillon 
2 

échantillon 
3 

échantillon 
4 

échantillon 
5 

Peonidol-3-
acetylglucoside 

     

n 14 16  14 16 
Moyenne 1,16 1,44  0,59 3,74 

sr 0,064 0,062  0,059 0,215 
RSDr(%) 5,5 4,3  10,1 5,8 

 0,18 0,17  0,17 0,60 
sR 0,511 0,392  0,272 0,374 

RSDR(%) 43,9 27,2  46,4 10,0 
R 1,43 1,10  0,76 1,05 

Malvidol-3-
acetylglucoside 

     

n 16 17  17 16 
Moyenne 5,51 4,84  3,11 15,07 

sr 0,176 0,167  0,088 0,213 
RSDr(%) 3,2 3,4  2,8 1,4 

r 0,49 0,47  0,25 0,60 
sR 0,395 0,366  0,496 0,617 

RSDR(%) 7,2 7,6  16,0 4,1 
R 1,11 1,02  1,39 1,73 

Peonidol-3-
coumarylglucoside 

     

n 16 14  17 16 
Moyenne 1,26 0,90  0,89 1,32 

sr 0,130 0,046  0,060 0,058 
RSDr(%) 10,3 5,1  6,8 4,4 

r 0,36 0,13  0,17 0,16 
sR 0,309 0,109  0,204 0,156 

RSDR(%) 24,5 12,2  23,0 11,8 
R 0,86 0,31  0,57 0,44 

Malvidol-3-
coumarylglucoside 

     

n 17 17  17 16 
moyenne 4,62 2,66  4,54 4,45 

sr 0,159 0,055  0,124 0,048 
RSDr(%) 3,4 2,1  2,7 1,1 

r 0,45 0,15  0,35 0,13 
sR 0,865 0,392  0,574 0,364 

RSDR(%) 18,7 14,7  12,6 8,2 
R 2,42 1,10  1,61 1,02 

n = Nombre de laboratoires retenus après l’élimination des valeurs 
aberrantes 

sr = écart-type de répétabilité 
RSDr(%) = écart-type de répétabilité relatif 

r = répétabilité 
sR = écart-type de reproductibilité 

RSDR(%) = écart-type de reproductibilité relatif 
R = reproductibilité 
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Tableau 3: Liste des participants 
 

ABC Labor Dahmen, Mülheim/Mosel D 

Chemisches Landes- und Staatliches 
Veterinäruntersuchungsamt Münster 

D 

Institut für Lebensmittelchemie Koblenz D 

Institut für Lebensmittelchemie Speyer D 

Institut für Lebensmittelchemie Trier D 

Institut für Lebensmittelchemie und Arzneimittelprüfung Mainz D 

Labor Dr. Haase-Aschoff, Bad Kreuznach D 

Labor Dr. Klaus Millies, Hofheim-Wildsachsen D 

Labor Heidger, Kesten D 

Landesveterinär- und Lebensmitteluntersuchungsamt Halle D 

Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt für Landwirtschaft, 
Weinbau und Gartenbau, Neustadt/Weinstraße 

D 

Staatliches Institut für Gesundheit und Umwelt, Saarbrücken D 

Staatliches Medizinal-, Lebensmittel- und 
Veterinäruntersuchungsamt Wiesbaden 

D 

Laboratoire Interrégional de la D.G.C.C.R.F de Bordeaux, 
Talence/France 

F 

Unidad de Nutricion y Bromotologia, Facultad de Farmacia, 
Universidad de Salamanca, Salamanca/Espana 

E 

University of Glasgow, Div. of Biochem. and Molek. Biology UK 

Höhere Bundeslehranstalt und Bundesamt für Wein- und 
Obstbau Klosterneuburg 

A 

 
 
17 Laboratoires D (13); A (1); F (1); E (1); UK (1) 
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Titre DOSAGE DU LYSOZYME DANS LE VIN PAR HPLC 

Type de 
méthode 

IV  

Résolution Oeno 8/2007  

 
 
 
1. Introduction 

Il est préférable d’utiliser pour le lysozyme une méthode analytique 
non basée sur l’activité enzymatique. 
 

2. Champ d’application 
Cette méthode permet la quantification du lysozyme (mg de 
protéine/L) présent dans les vins blancs et rouges indépendamment 
de l’activité enzymatique (qui pourrait être compromise par une 
dénaturation partielle ou par des phénomènes de complexation et de 
coprécipitations) de la matrice. 
 

3. Définition 
La chromatographie liquide à haute performance (CLHP) offre une 
approche analytique basée sur l’interaction de type stérique, polaire 
ou d’adsorption entre la phase stationnaire et l’analyte et, par 
conséquent, non liée à l’activité enzymatique réelle de la protéine. 
 

4. Principe 
L’analyse s’effectue par chromatographie liquide à haute 
performance (CLHP) en associant un détecteur spectrophotométrique 
et un détecteur spectrofluorimétrique. Le contenu inconnu de 
l’échantillon de vin est calculé en fonction de la surface du pic 
chromatographique en utilisant la méthodologie de l'étalonnage 
externe. 
 

5. Réactifs 

5.1.  Solvants et solutions  
Acétonitrile (CH3CN) pour analyse CLHP 
Acide trifluoroacétique (TFA) pur 
Eau désionisée pour analyse CLHP  
Solution standard : acide tartrique 1g/L, Alcool éthylique 10% 
v/v ajusté à pH 3,2 avec du tartrate de potassium neutre 
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5.2.  Éluants 

A : CH3CN 1%, TFA 0,2 %, H2O= 98,8% 
B : CH3CN 70%, TFA 0,2 %, H2O= 29,8% 
 

5.3.   Solutions de référence 
De 1 à 250 mg/L de lysozyme standard dissous dans la solution 
modèle par agitation continue durant un minimum de 12 heures. 
 
 

6. Matériel 
6.1.  Appareil HPLC avec système de pompage prévu pour 

effectuer un gradient d'élution  
6.2.  Logement pour colonne thermostatée (four) 
6.3.  Détecteur spectrophotométrique associé à un détecteur 

spectrofluorimétrique 
6.4.  Boucle d'injection , 20 µL 
6.5.  Colonne polymère à phase inverse avec des groupes 

fonctionnels phényl (diamètre des pores = 1 000 Å, limite 
d’exclusion = 1 000 000 Da), Tosoh Bioscience TSK-gel 
Phényl 5PW RP 7,5 cm x 4,6 mm ID, à titre d’exemple  

6.6.  Précolonne dans le même matériau que la colonne, Tosoh 
Bioscience TSK-gel Phényl 5PW RP Guardgel 1,5 cm x 3,2mm 
ID, à titre d’exemple 

 
 

7. Préparation de l’échantillon 
Les échantillons de vin sont acidifiés avec du HCl (10 M) dilué au 
1/10ème et filtrés avec un filtre en polyamide dont les pores ont un 
diamètre de  0,22 µm, 5 minutes après l’ajout. L’analyse 
chromatographique est effectuée immédiatement après la filtration. 
 
 

8. Conditions opératoires 
8.1.  Débit d’éluant : 1mL/min 
8.2.  Température de la colonne : 30°C 
8.3.  Détection spectrophotométrique : 280 nm 
8.4.  Détection spectrofluorimétrique : λ ex = 276 nm ; λ em = 

345 nm ; Gain = 10 
8.5.  Programme du gradient d’élution 
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8.6.Temps de rétention moyen du lysozyme : 25,50 minutes 
 
 

9. Calcul 
Les solutions de référence contenant les concentrations suivantes de 
lysozyme sont analysées en triple : 1 ; 5 ; 10 ; 50 ; 100 ; 200 ; 250 
mg/L. Sur chaque chromatogramme, les aires du pic correspondant 
au lysozyme sont reportées sur un diagramme en fonction de  leurs 
concentrations respectives afin d’obtenir les droites de régression 
linéaire exprimées par la formule Y= ax+b. Le coefficient de 
détermination r2 devra être > 0,999. 
 
 

10.Caractéristiques de la  méthode 
 

Dans l’objectif d’évaluer l’aptitude de la méthode pour l’objectif 
formulé, une étude de validation a été réalisée en tenant compte de 
la linéarité, des limites de détection et de quantification, et de la 
précision de la méthode. Ce dernier paramètre a été déterminé en 
définissant le niveau de précision  et d’exactitude  de la méthode. 

Temps 
(min) 

Sol A% Sol B% gradient 

0 100 0  
   isocratique 

3 100 0  
   linéaire 

10 65 35  
   isocratique 
15 65 35  
   linéaire 
27 40.5 59.5  
   linéaire 
29 0 100  
   isocratique 
34 0 100  
   linéaire 
36 100 0  
   isocratique 
40 100 0  
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Répétabilité (n=5) 
RSD% 

Reproductibilité 
(n=5) RSD% 

 Plage 
de 

linéarité 
(mg/L) 

Pente 
de la 
droite  

Coefficient de 
détermination 

(r2) 

LD 
(mg/L) 

LQ 
(mg/L) 

Std1 V.R.2 V.B.3 Std1 

UV 5-250 3 786 0,9993 1,86 6,20 4,67 5,54 0,62 1,93 

FLD 1-250 52 037 0,9990 0,18 0,59 2,61 2,37 0,68 2,30 

 
Tableau 1 : Données relatives aux caractéristiques de la méthode : 1 
solution standard ; 2 vin rouge ; 3 vin blanc 

 
 
10.1.  Linéarité de la méthode 

Sur la base des résultats obtenus grâce à l’analyse de 
régression linéaire, la méthode s’est révélée linéaire pour les 
plages indiquées dans le tableau 1. 
 

10.2.  Limite de détection et de quantification 
La limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ) 
ont été calculées comme le signal équivalant à respectivement 
3 fois et 10 fois le bruit de fond chromatographique en 
conditions de travail sur matrice réelle (tableau 1). 
 

10.3.   Précision de la méthode 
Les paramètres pris en considération sont la répétabilité et la 
reproductibilité. Le tableau 1 indique les valeurs de ces 
paramètres (exprimées comme % d’écart standard de mesures 
répétées avec différentes concentrations) relevées sur la 
solution standard, sur vin blanc et sur vin rouge. 

 
10.4.  Exactitude de la méthode 

Le pourcentage de récupération a été calculé sur les solutions 
standard contenant 5 et 50 mg/L de lysozyme, additionnées 
d’une quantité donnée de lysozyme, comme indiqué dans le 
tableau suivant.  
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 [C] 

initial 
nominal 
(mg/L) 

Ajout 
(mg/L) 

[C] 
théorique 
(mg/L) 

[C] 
trouvée 
(mg/L) 

Écart 
standard 

Récupération 
% 

UV 280 
nm 50 13,1 63,1 62,3 3,86 99 

FD 50 13,1 63,1 64,5 5,36 102 

UV 280 
nm 

5 14,4 19,4 17,9 1,49 92,1 

FD 5 14,4 19,4 19,0 1,61 97,7 

 
 

 
Fig.1 Chromatogramme de vin rouge contenant du Lysozyme pur (une solution 
standard contenant 1 000 mg/L de Lysozyme a été ajouté au vin pour obtenir 
une concentration finale de 125 mg/L de Lysozyme). A: détecteur UV à 280 nm; 
B: détecteur UV à 225 nm; C: détecteur FLD (? ex 276 nm; ? em 345 nm). 
 
 
11. Bibliographie 
 
Claudio Riponi; Nadia Natali; Fabio Chinnici. Quantitation of hen’s egg 
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TITRE 

DETERMINATION DU 3-METHOXYPROPANE-1,2-
DIOL ET DES DIGLYCEROLS CYCLIQUES (DERIVES 

DE GLYCEROL TECHNIQUE) DANS LE VIN PAR CG-SM 
– DESCRIPTION DE LA METHODE ET DE L’ETUDE  

COLLABORATIVE – 
Type de 
méthode 

II  

Résolution Oeno 11/2007  

 
 
 
1. Introduction 
C’est une méthode validée à l’échelon international pour la 
détermination du 3-méthoxypropane-1,2-diol (3-MPD) et des diglycérols 
cycliques (DC) – ces deux produits étant reconnus comme des 
impuretés du glycérol technique – dans différents types de vin. Il est 
avéré que le glycérol produit par la transestérification de triglycérides 
végétaux et animaux avec du méthanol contient une quantité 
importantee de 3-MPD. La synthèse de glycérol à partir de produits 
pétrochimiques génère des impuretés de DC. L’une des méthodes 
publiées [1, 2, 3i] a été adoptée, modifiée et testée dans le cadre d’une 
étude collaborative.  Cette méthode optimisée a fait l’objet d’une étude 
collaborative [2] dont la conception et l’évaluation  sont inspirées de la 
Résolution 8/2000 O.I.V. « Protocole de validation de méthodes 
analytiques ».  

2. Champ d’application  

La méthode décrite convient à la détermination de 3-MPD et de 6 
diglycérols cycliques (cis-, trans-2,6-bis(hydroxyméthyl)-1,4-dioxane ; 
cis-, trans-2,5-bis(hydroxyméthyl)-1,4-dioxane ; cis-, trans-2-
hydroxyméthyl-6-hydroxy-1,4-dioxépane) dans des vins blancs, rouges, 
doux et secs. L’étude décrite couvre des plages de concentration 
respectives de 0,1 à 0,8 mg/L pour le 3-MPD et de 0,5 à 1,5 mg/L pour 
les DC. 

3. Définitions 

3-MPD 3-méthoxypropane-1,2-diol 
ANVA Analyse de variance 
C Concentration 
DC Diglycérols cycliques 
CG-SM Chromatographie en phase gazeuse – 
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Spectrométrie de masse 
H2 Hydrogène 
EI Étalon interne 
m/z Rapport masse/charge  
NM Niveau de calibrage matriciel 
S0 Dilution standard 1 000 ng/µL 
S1 Dilution standard 100 ng/µL 
S2 Dilution standard 10 ng/µL 

4. Principe 

Les analytes et l’étalon interne sont relargués par ajout de K2CO3, puis 
extraits à l’aide d’éther diéthylique. Les extraits sont analysés 
directement par CG-SM sur une colonne polaire. La détection est ensuite 
effectuée en mode fragmentométrique. 

5. Réactifs et appareillages 

5.1 Produits chimiques 

5.1.1 K2CO3 p.A.       
5.1.2 Éther diéthylique Uvasol pour spectroscopie    
5.1.3 Tamis moléculaire (diam. : 2 mm, dim. pore : 0,5 nm)   
5.1.4 Ethanol (absolu)      
 

5.2 Produits 

5.2.1 Mélange diglycérol cyclique (6 composants) - Solvay Alkali GmbH 
1, 89,3 % cis-, trans-2,6-bis(hydroxyméthyl) 1,4-dioxane ; cis-, trans-
2,5-bis(hydroxyméthyl) 1,4-dioxane ; cis-, trans-2,-hydroxyméthyl-6-
hydroxy-1,4-dioxépane 
5.2.2 3-méthoxypropane-1,2-diol (3-MPD) 98 % (CAS 623-39-2) 
5.2.3 butane-1,4-diol-1,1,2,2,3,3,4,4-(2H)8 98 % (CAS 74829-49-5) 
 

5.3 Préparation des solutions standard 

5.3.1 Solutions mères S0  
Peser précisément 10,0 mg ± 0,05 mg de chaque substance standard 
(11,2 mg pour les DC, correspondant à une pureté de 89,3 %) et 
transvaser chaque volume dans une fiole jaugée de 10 mL (une pour 

                                                 
1 Solvay Alkali GmbH ne commercialise plus de mélanges standard ; des solutions de ce 
mélange peuvent être obtenues auprès de BfR. Federal Institute for Risk Assessment, 
Thielallee 88-92, D-14195 Berlin. www.bfr.bund.de. poststelle@bfr.bund.de 
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chaque substance). Ajouter exactement 10 mL d’éthanol et mélanger 
vigoureusement. La concentration de cette solution est de 1 000 ng/µL. 
 
5.3.2 Solutions préparées S1  
Transvaser volumétriquement 1 000 µL de la solution mère S0 (5.3.1) 
dans une fiole jaugée de 10 mL, diluer avec de l’éthanol, boucher 
hermétiquement la fiole et la renverser pour mélanger. La concentration 
de cette solution est de 100 ng/µL.  
 
5.3.3 Solutions préparées S2  
Transvaser volumétriquement 100 µL de la solution mère S0 (5.3.1) 
dans une fiole jaugée de 10 mL, diluer avec de l’éthanol, boucher 
hermétiquement la fiole et la renverser pour mélanger. La concentration 
de cette solution est de 10 ng/µL.  
 
Présentation des solutions standard requises : 
Mélange CD (6 composants) 
 

Solution Concentration  

S0 1 000 ng/µL 
S1 100 ng/µL 

 
3-méthoxypropane-1,2-diol (3-MPD) 
 

Solution Concentration  

S0 1 000 ng/µL 
S1 100 ng/µL 
S2 10 ng/µL 

 
butane-1,4-diol-(2H)8 (étalon interne EI) 
 

Solution Concentration  

S0 1 000 ng/µL 
S1 100 ng/µL 

 

5.4 Préparation de la courbe de calibrage matriciel 

Des solutions de calibrage sont préparées, par rapport à la matrice, 
dans un vin non contaminé. Il faut d’abord analyser ce vin afin de 
s’assurer qu’il n’est pas contaminé par du 3-MPD ou des DC. Si les 
concentrations d’analytes dans l’échantillon sont hors du champ de la 
courbe de calibrage, des doses supplémentaires doivent être préparées. 
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Un blanc doit en outre être inséré de manière à vérifier que l’étalon 
interne n’interfère pas avec l’un ou l’autre des composants du vin.  
 

Tableau 1. Plan de pipetage pour le calibrage matriciel 
 
 

Niveau de 
calibrage 
matriciel 

   Volume 
de vin 

C vin C vin 

  Ajout µl  ml µg/L mg/L 

Blanc EI -  10 0 0 

 3-MPD -     

 DC -     

NM0 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD -      

 DC -     

NM1 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD 100 S2  100 0,10 

 DC 50 S1  500 0,50 

NM2 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD 25 S1  250 0,25 

 DC 100 S1  1 000 1,00 

NM3 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD 50 S1  500 0,50 

 DC 20 S0  2 000 2,00 

NM4 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD 100 S1  1 000 1,00 

 DC 30 S0  3 000 3,00 

NM5 EI 100 S1 10 1 000 1,00 

 3-MPD 200 S1  2 000 2,00 

 DC 40 S0  4 000 4,00 

 

6. Appareillage 

6.1 Balance d’analyses. Précision ±0,0001 g. 
6.2 Centrifugeuse de laboratoire (minimum 4 000 tr/mn). 
6.3 Chromatographe en phase gazeuse. Avec détecteur à 

spectrométrie de masse, injecteur split-splitless.  
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6.4 Diverses pipettes de précision et fioles jaugées. 
6.5 Pipettes Pasteur. 
6.6 Flacons de centrifugation 40 mL. 
6.7 Flacons CG (1,5 –2,0 mL). 
6.8 Thermostat. 
6.9 Agitateur secoueur. 

7. Échantillonnage 

Prévoir des échantillons de vin de taille suffisante pour l’analyse. Le 
volume requis pour un échantillon d’essai est de 10 mL. Le vin employé 
pour la préparation du calibrage matriciel (5.4) doit être exempt 
d’analytes. 

8. Procédure 

8.1 Extraction 

Ajouter 100 µL de solution standard S1 (5.3.2) à 10 mL de vin dans un 
flacon de centrifugation adapté – ex. : 40 mL (cela correspond à une 
concentration de 1 mg/L de butane-1,4-diol-(2H)8). Ajouter 
précautionneusement 10 g de K2CO3 et mélanger. Il convient d’observer 
une grande prudence durant cet ajout, car le dégagement du CO2 
produit de la chaleur. Refroidir la solution dans un bain-marie à environ 
20 °C, puis ajouter 1 mL d’éther diéthylique. Homogénéiser le mélange 
pendant 5 minutes au moyen d’un agitateur secoueur vertical. 
Centrifuger les flacons à 4 000 tr/mn pendant 5 minutes. Pour une 
élimination optimale de la phase organique, l’extrait peut être 
partiellement transvasé dans un flacon de diamètre plus petit. À l’aide 
d’une pipette Pasteur, transvaser la phase organique supérieure, 
composée d’éther diéthylique et d’éthanol, dans un flacon CG. Ajouter 
environ 120 mg de tamis moléculaire dans le flacon. Boucher le flacon, 
laisser reposer pendant environ 2 heures et secouer énergiquement de 
temps en temps. Le surnageant incolore est transvasé dans un second 
flacon CG pour l’analyse CG-SM. 

8.2 Analyse CG-SM 

Les paramètres spécifiques de l’analyse CG-SM sont donnés ci-dessous. 
D’autres systèmes peuvent toutefois être employés dans la mesure où 
ils sont en mesure de produire une performance chromatographique 
analogue et une sensibilité adéquate. Le système chromatographique 
doit être capable de séparer l’étalon interne du phényléthanol, 
susceptible de provoquer des interférences. 
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Conditions CG typiques 

Chromatographe en phase gazeuse : HP 5890 ou équivalent. 
Colonne  DBwax (J&W) 60 m, diamètre interne 0,32 mm, épaisseur de 
film 0,25 µm, précolonne  de rétention capillaire 2 m – dimensions 
identiques ou équivalentes. 
Gaz vecteur : H2. 
Flux – Pression de 60 kPa en tête de colonne 
Programme de température :  
90° C, 2 mn, rampe à 10°C/mn jusqu’à 165° C, maintien pendant 6 mn, 
rampe à 4° C/mn jusqu’à 250°C, maintien pendant 5 mn. 
 
Température d’injection : 250° C ; volume injecté  ; 2 µl,  mode splitless 
durant 90 s.  
 

Conditions SM spécifiques 

Spectromètre de masse : Finnigan SSQ 710 ou équivalent. 
Ligne de transfert : 280° C. 
Source : 150° C. 
Détection SM : 
 
fenêtre 1 :  0-25 mn :  
14,3 mn 3-MPD :  m/z 75, m/z 61 
16,7 mn EI :  m/z 78, m/z 61 
Le temps d’acquisition pour chaque masse est de 250 µs (temps de 
maintien). 
Vérifier pour m/z 91 la séparation du pic de l’étalon interne (EI) de celui 
du phényléthanol, qui produit aussi un fragment m/z 78. 
 
fenêtre 2 :  25-40 mn : 
32-34,5 mn DC :   m/z 57, m/z 117 
Le temps d’acquisition pour chaque masse est de 250 µs (temps de 
maintien). 
 
Il a été observé que l’analyte pouvait dégrader la colonne 
chromatographique. En particulier, l’injection du mélange de DC à haut 
point d’ébullition est suspecté de provoquer des dommages 
irréversibles. Il convient d’éviter les injections de solutions standard de 
référence ; l’analyse doit être limitée aux solutions relarguées, avec de 
faibles concentrations d’analytes. De plus, il est recommandé de prévoir 
une précolonne de 1-2 m afin de protéger la colonne d’analyse. Quoi 
qu’il en soit, la colonne d’analyse doit être considérée comme un 
consommable et, de ce fait, remplacée régulièrement.  
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9. Évaluation 

9.1. Identification 

Noter le temps de rétention relatif de chaque analyte par rapport à l’EI. 
Calculer le temps de rétention relatif moyen des analytes dans les 
solutions standard de calibrage. Le temps de rétention relatif de 
l’analyte doit être identique à celui de l’étalon, avec une marge de ± 0,5 
%. Comme critère de confirmation, un rapport ionique peut être calculé 
pour chaque analyte en mode fragmentométrique. Ce rapport est de 
117/57 pour les DC, de 75/61 pour 3-MPD et de 78/61 pour l’EI. Le 
rapport doit se situer à ± 20 % de celui observé pour l’échantillon 
enrichi. Il est également possible d’obtenir confirmation de l’identité des 
substances en effectuant le balayage complet des ions.(scan).  

9.2. Quantification 

La quantification se fait au moyen de la courbe de calibrage matriciel 
dûment préparée selon la section appropriée. Les surfaces analyte/EI 
sont corrélées par régression linéaire par rapport à la concentration de 
l’analyte. La quantification des DC se fait en additionnant les surfaces 
des 6 pics et en calculant la teneur totale, de manière à autoriser des 
distributions des six CD caractéristiques autres que dans la solution 
standard. Les valeurs m/z suivantes sont utilisées pour la 
quantification : 
 

3-MPD :  m/z 75 
EI :  m/z 78 
DC :   m/z 117 

9.3. Expression des résultats 

Les résultats doivent être exprimés en mg/L pour 3-MPD et DC, avec 
deux décimales (ex. : 0,85 mg/L). 
 
9.4. Limite de détection et limite de quantification 
La limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ) dépendent 
des conditions de mesure individuelles des analyses chimiques qui sont 
à déterminer par les utilisateurs de la méthode.  
 
La limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ) ont été 
évaluées à l’aide des instruments et des conditions mentionnés ci dessus 
(§. 8) en suivant les instructions mentionnées dans la résolution OENO 
7-2000 (AS1-10-LIMDET) “Estimation de la Limite de Détection et de la 
limite de Quantification d’une Méthode d’Analyse“. A partir du modèle de 
“Schéma logique pour la prise de décisions“ numéro 3, l’approche 
graphique doit être appliquée en suivant les conditions stipulées au 



RECUEIL DES METHODES INTERNATIONALES D'ANALYSES – OIV 
3-Methoxypropane-1,2-diols et des glycérols cycliques 

 

MA-F-AS315-15-GLYCYC  8 

paragraphe 4.2.2. Pour ceci, on choisit une partie du chromatogramme 
encadrant le pic et correspondant à 10 fois la largeur du pic à mi-
hauteur (w½). Deux lignes parallèles sont tracées encadrant l’amplitude 
maximale de la fenêtre du signal (bruit de fond). La distance entre ces 
deux lignes (hmax), multipliée par 3 pour la LD, et par 10 pour la LQ et 
finalement  convertie en unités de concentration en utilisant le facteur 
de réponse de la substance donne les valeurs recherchées (LD et LQ). 
 
3-MPD: 

LD: 0,02 mg/l 
LQ: 0,06 mg/l 

 
DC (sum):  

LD: 0,08 mg/l 
 LQ: 0,25 mg/l 
 
(Note: Etant donné que DC correspond à un mélange de 6 composés 
isolés avec le même facteur réponse  - du fait de leur similitude 
chimique – et avec un hmax constant dans la partie correspondante du 
chromatogramme, la LD et la LQ pour chaque composé isolé 
représentent un sixième des valeurs citées ci-dessus.)  
 
 

10. Fidélité (validation interlaboratoire) 

Onze laboratoires  ont participé à l’étude collaborative. Ces laboratoires 
participants possèdent tous une expérience avérée dans l’analyse des 
dérivés. Ils ont tous pris part à l’essai préparatoire. 
Il est apparu que la répétabilité (r) et la reproductibilité (R), ainsi que 
les écarts-types respectifs (Sr et SR), étaient fortement corrélés, sur le 
plan statistique, avec la concentration des analytes (ANNEXE : Schémas 
1 et 2), r avec une probabilité supérieure à 95 % et R avec une 
probabilité supérieure à 99 % pour chacun des analytes en utilisant le 
modèle de régression linéaire.  
Les paramètres de performance peuvent se calculer ainsi : 
 
3-MPD 
          Sr = 0,060 x                         x = concentration de 3-MPD [mg/L] 

SR = 0,257 x 
 

r = 0,169 x   
R = 0,720 x 
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DC 

          Sr = 0,082 x              x = concentration de DC [mg/L] 
SR = 0,092 x + 0,070 

 

          r = 0,230 x                             
R = 0,257 x + 0,197 
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11. ANNEXE (Étude interlaboratoire) 

11.1. Participants 

Onze laboratoires internationaux ont participé à l’étude collaborative (5). 
Ces laboratoires participants possèdent tous une expérience avérée dans 
l’analyse des dérivés. Ils ont tous pris part à l’essai préparatoire : 

CSL, York, Royaume-Uni 

Unione Italiana Vini, Vérone, Italie   

BfR, Berlin, Allemagne 

BLGL, Würzburg, Allemagne  

Istituto Sperimentale per l'enologia, Asti, Italie 

LUA, Speyer, Allemagne  

Labor Dr. Haase-Aschoff, Bad Kreuznach, Allemagne  

CLUA, Münster, Germany 

Kantonales Laboratorium, Füllinsdorf, Suisse 

LUA, Coblence, Allemagne 

ISMAA, S. Michele all Adige, Italie 

 

11.2. Échantillons 

En novembre 2002, les laboratoires participants se sont vu remettre 
onze échantillons de vin, consistant en cinq jeux d’échantillons en 
double aveugle et en un autre matériau d’essai. Des vins blancs secs, 
des vins rouges secs et un vin rouge doux faisaient fonction de matériau 
d’essai. Les échantillons ont préalablement été soumis à des essais 
d’homogénéité (ii).  

11.3. Analyse des données 

Une analyse statistique a été conduite conformément au « Protocole de 
conception, de conduite et d’interprétation des études de performance-
méthode » (iii) sur un modèle en double aveugle. 
 
1. La détermination des valeurs aberrantes a été effectuée à l’aide des 

tests de  Cochran, Grubbs unilatéral  et  Grubbs bilatéral. 
2. L’analyse statistique a été conduite afin d’obtenir des données de 

répétabilité et de reproductibilité. 
3. Les valeurs de Horrat ont été calculées. 
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Tableau 2. Résultats pour 3-MPD 

 ÉCHAN 
TILLON 

A 
Vin blanc 

ÉCHAN 
TILLON  

B 
Vin rougea 

ÉCHAN 
TILLON 

C 
Vin blanc 

ÉCHAN 
TILLON 

F 
Vin rouge 

doux 

ÉCHAN 
TILLON 

G 
Vin blanc 

Moyenne mg/L 0,30 0,145 0,25 0,48 0,73 

mg/L enrichi 0,30 0,12 - - 0,80 

Récupération % 100 121 - - 91 

n 10 10a 10 10 10 

nc 1 1a 1 1 1 

Résultats 
aberrants  

2 0 0 1 1 

n1 7 9 a 9 8 8 

r 0,03 - 0,05 0,08 0,13 

sr 0,01 - 0,02 0,03 0,05 

RSDr % 3,20 - 7,20 5,80 6,57 

Hor 0,30 - 0,60 0,50 0,59 

R 0,13 0,13 0,15 0,31 0,59 

sR 0,05 0,05 0,05 0,11 0,21 

RSDr % 15,50 32,67 21,20 22,70 28,91 

HoR 0,80 1,53 1,10 1,30 1,72 
 

a Échantillon d’essai simple  ; n, nc et n1 sont des résultats simples. 
moyenne moyenne arithmétique des données employées dans l’analyse 
statistique  
n nombre total de groupes de données soumis 
nc nombre de résultats (laboratoires) exclus pour non conformité 
r. aberrants nombre de résultats (laboratoires) exclus après avoir été déterminés 
aberrants en vertu des essais  Cochran ou Grubbs 
n1 nombre de résultats (laboratoires) retenus dans l’analyse statistique 
Sr écart-type de la répétabilité 
RSDr écart-type relatif de la répétabilité (Sr x 100/moyenne) 
r répétabilité  (2,8 x Sr) 
Hor la valeur Horrat de répétabilité est la valeur RSDr observée, divisée par la 
valeur RSDr estimée par l’équation Horwitz sur l’hypothèse r = 0,66R 
R reproductibilité (entre l’écart laboratoire) (2,8 x SR) 
SR écart-type de la reproductibilité 
RSDR écart-type relatif de la reproductibilité (SR x 100/moyenne) 
HoR la valeur Horrat de reproductibilité est la valeur RSDR observée, divisée 
par la valeur RSDR calculée par l’équation Horwitz 
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Schéma 1. Corrélation entre la concentration de 3-MPD et r et R. 
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Tableau 3. Résultats pour les diglycérols cycliques 

 
 ÉCHANT 

ILLON 
A 

Vin blanc 

ÉCHAN 
TILLON 

B 
Vin rougea 

ÉCHAN 
TILLON 

D 
Vin rouge 

ÉCHAN 
TILLON 

F 
Vin rouge 

doux 

ÉCHAN 
TILLON 

G 
Vin blanc 

Moyenne mg/L 1,55 0,593 0,80 0,96 0,56 

mg/L enrichi 1,50 0,53   0,50 

Récupération % 103 113   112 

n 11 11a 11 11 11 

nc 0 0 0 0 0 

Résultats 
aberrants  

2 0 1 2 1 

n1 9 11a 10 9 10 

r 0,37 - 0,19 0,18 0,15 

sr 0,13 - 0,07 0,07 0,05 

RSDr % 8,50 - 8,60 6,70 9,30 

Hor 0,90 - 0,80 0,60 0,80 

R 0,61 0,379 0,39 0,41 0,34 

sR 0,22 0,135 0,13 0,15 0,12 

RSDR % 14,00 22,827 17,30 15,20 21,50 

HoR 0,90 1,319 1,00 0,90 1,20 

 
 a Échantillon d’essai simple ; n et nc sont des résultats simples. 
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Schéma 2. Corrélation entre la concentration de DC et r et R. 
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Limites maximales acceptables de divers éléments dans le 
vin 

(édition 2008) 
 
 

 
Acide citrique :  1 g/l 

 

Acidité volatile : 20 milliéquivalents/l 

L'acidité volatile de certains vins vieux d'élaboration 
particulière (vins soumis à une législation particulière 
et contrôlés par le gouvernement) peut dépasser 
cette limite. 

 

Arsenic : 0,2 mg/l 

 

Bore :  80 mg/l (exprimé en acide borique). 

 

Brome : 1 mg/l (limite dépassée exceptionnellement dans des 
vins provenant de certains vignobles à sous-sol 
saumâtre). 

 

Cadmium : 0,01 mg/l 

 

Cuivre :  1 mg/l 

 

Diéthylène glycol :  ≤ 10 mg/l, à la limite de quantification 

 

Diglucoside de malvidol : 15 mg/l (déterminé par la méthode quantitative 
décrite dans le Recueil). 
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Dioxyde de soufre total au moment de la vente au consommateur: (oeno 9/98) 

 - 0,150 g/l pour les vins rouges contenant au plus 
4 g/l de matières réductrices, 

- 0,200 g/l pour les vins blancs et rosés contenant au 
plus 4 g/l de matières réductrices, 

- 0,300 g/l pour les vins rouges, blancs et rosés 
contenant plus de 4 g/l de matières réductrices, 

- 0,400 g/l pour certains vins blancs doux spéciaux. 

  

Etanediol/Ethylène glycol 
 

≤ 10 mg/l 

  

Fluor (oeno 8/91) 1 mg/l sauf pour les vins issus de vignobles traités à 
la cryolithe, conformément à la loi nationale ; dans ce 
cas, la teneur en fluor ne doit pas être supérieure à 3 
mg/l 

 

Méthanol (Oeno 19/2004): 400 mg/l pour les vins rouges 

250 mg/l pour les vins blancs et rosés 

 

Ochratoxine A  
(CST 1/2002): 

2 µg/l      (pour les vins obtenus à compter de la récolte 2005) 

 

Plomb (oeno 13/06): 0,15 mg/l     pour les vins produits à partir de la  
                       campagne 2007, 

  

Propane-1,2- diol / 
Propylène glycol  
(oeno 20/2003) 

Vins tranquilles: = 150 mg/l. 
Vins mousseux: = 300 mg/l. 

 

Sodium excédentaire : 
(Oeno 12/2007) 

80 mg/l  
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Sulfates : 
(exprimés en sulfate de 
potassium) 

1 g/l  
 
Toutefois cette limite est portée : 
 
- pour les vins ayant fait l'objet d'une 

période de vieillissement en fûts de 2 
ans au moins 

- pour les vins édulcorés 
- pour les vins obtenus par adjonction 

à des moûts ou à des vins d'alcool ou 
d'eau de vie  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

à 1,5 g/l 

 
- pour les vins additionnés de moûts 

concentrés 
- pour les vins naturellement doux 

 

 
  
  
 

 

à 2 g/l 

 

- pour les vins obtenus “sous voile” } à 2,5 g/l 

 

Zinc : 5 mg/l 
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