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RESOLUTION OENO 22/2003

DETERMINATION PAR CLHP DE NEUF ANTHOCYANES PRINCIPALES
DANS LE VIN ROUGE ET ROSE

L’ASSEMBLEE GENERALE,

VU l'article 5, alinéa 4 de la Convention internationale d'unification des méthodes
d'analyse et d'appréciation des vins du 13 octobre 1954,

SUR PROPOSITION de la Sous-Commission des méthodes d'analyse et d'appréciation
des vins,

DECIDE: d’'introduire dans ’Annexe A du Recueil des méthodes internationales
d’analyse des vins et des motts comme méthodes de Type II la méthode suivante :

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 a 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] pres
de 40 par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse. La
composition en anthocyanes peut étre tres complexe or il est nécessaire de disposer
d'une procédure simple, en conséquence, cette méthode se limite a déterminer les
composés principaux de la fraction totale des anthocyanes.

Les Etats-membres sont encouragés a 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 elution avec un gradient eau/acide formique/acetonitrile
avec une détection a 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 a membrane pour dégazer les solvants CLHP et pour la préparation des
échantillons a analyser

Produits de référence pour l'identification des pics.

Le dosage CLHP des anthocyanes du vin est difficilement réalisable en raison de
I'absence de produits purs disponibles dans le commerce. De plus, les anthocyanes
sont extrémement instables en solution.

Les pigments anthocyaniques suivants sont disponibles a 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 systeme de CLHP avec :
e Une pompe binaire a gradient, un systeme d’injection pour des volumes
d’échantillon de 10 a 200 ]l
e Un détecteur a barrettes de diodes ou un détecteur UV avec une gamme visible,
e Un intégrateur ou un ordinateur avec logiciel d’acquisition de données
e Un four permettant le chauffage des colonnes a 40 °C
e Un systéme de dégazage de solvant

e Une colonne analytique, par exemple :

LiChrospher 100 RP 18 (5 om) en LiChroCart 250-4
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Une colonne de garde: par exemple RP18 (30-40 mm) en cartouche de 2 mm de
diametre x 20 mm de long

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 a 'aide d’'un
filtre a membrane de 0,45 om pour la préparation d’échantillon CLHP. La premiére
partie du filtrat doit étre rejetée.

La gamme de linéarité de I'absorption en fonction de la concentration des
anthocyanes étant étendue, il est possible de moduler les volumes d’'injection entre 10
et 200 pl 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 ol (vin rouge) jusqu’a 200 ol (vin rosé)
Debit: 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 (min) Solvant A %(v/v) Solvant B %(v/v)
0 94 6
15 70 30
30 50 50
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35 40 60

41 94 6

Pour vérifier l'efficacité de la colonne, le nombre de plateaux théoriques (N) calculé
par rapport a la malvidol-3-glucoside ne devrait pas étre inférieur a 20000, la
résolution (R) entre la peonidol-3-coumaryl glucoside et la malvidol-3-coumaryl
glucoside ne devrait pas étre inférieure a 1,5. En-dessous de ces valeurs, il est
recommandé d'utiliser une nouvelle colonne.

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

Pic-N°
Groupe 1: “anthocyanes-3-glucosides non | Delphinidol-3-glucoside 1
acylées” Cyanidol-3-glucoside 2
Petunidol-3-glucoside 3
Peonidol-3-glucoside 4
Malvidol-3-glucoside 5
Groupe 2: “anthocyanes-3-glucosides Peonidol-3-acetylglucoside 6
acétylées™ malvidol-3-acetylglucoside 7
Groupe 3: “anthocyanes-3-glucosides Peonidol-3-coumarylglucoside | 8
coumarylées”: malvidol-3-coumarylglucoside | 9

6. EXPRESSION DES RESULTATS

Noter que les valeurs sont exprimées en quantités relatives par rapport a la totalité
des neuf anthocyanes définies dans cette méthode.

1. PARAMETRES DE LA FIDELITE

Les valeurs de la répétabilite (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
Iincertitude d’'une surface d'un pic spécifique est déterminée par la valeur de r et R qui
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correspond a la valeur la plus proche indiquée dans le Tableau 2.

Les valeurs des données de validations peuvent étre calculées en suivant les regles
statistiques appropriées. Pour calculer l'erreur totale (s,) dune somme, par exemple

des anthocyanes acétylées, il faut totaliser les variances (S,°) des surfaces spécifiques

de chaque pic correspondant aux anthocyanes aceétylées. L'erreur totale des rapports,
par exemple, le rapport des anthocyanes acétylées/coumarylées, est le résultat de la
somme des carrés des erreurs relatives (s,/a;, a,= surface de pic). En utilisant ces

regles, toutes les valeurs de fidélité peuvent étre calculées en utilisant les données
présentées dans le Tableau 2.
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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 a I'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 a 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 a la performance de la colonne analytique. Aucun laboratoire n’a
da étre completement éliminé, par exemple, a cause d’'une fausse identification de pic.

Les valeurs aberrantes ont été recherchées a l'aide des tests de Dixon et de Grubbs
selon la procédure du « Protocole harmonisé - [UPAC 1994 » et de la Résolution OIV
OENO 19/2002. Les valeurs des s,, sy, I et R ont été calculées pour 9 anthocyanes

principales et a 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
RSD.o et RSD;o rassemblées sont regroupées par gammes de surface dans le tableau

suivant :
Tableau 1: Résumé des résultats des performances de la méthode

gamme de la surface du pic Gamme de RSDr Gamme de RSDR
relative*
[%] [%] [%]
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>0,4-1,0 6,8 -224 20,6 - 50,9
>1,1-1,5 42-18]1 11,8 - 28,1
>1,5-3,5 21-1777 10,6 - 15,6
>3,5-5,5 2,7-5,7 18,7-7,5
>5,5-7,5 24-39 6,5-10,0
>10-14 11-29 3,7-9,2
>14 - 17 1,0-3,9 3,2-54
>50 - 76 0,3-10 2,1-31

* indépendant de I'anthocyane

Cela conduit a conclure que les répétabilités et les reproductibilités dépendent des
sommes des surfaces relatives des pics. Plus ces sommes sont élevées, meilleurs sont
les RSD, et RSD;. Pour les teneurs en anthocyanes proches de la limite de détection

(ex. Cyanidine-3-glucoside) avec des surfaces relatives petites (inférieure a 1%) les
valeurs des RSD, et RSD; peuvent augmenter d'une facon assez significative. Pour les

anthocyanes dont les surfaces relatives dépassent 1 %, les valeurs RSD, et RSD; sont
raisonnables.

Figure 1

Séparation de 9 anthocyanes dans un vin rouge
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550 ANTHO13 #25 [modified by gyn] 4-98 4039 UV_VIS_1 WVL:518 nm
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Tableau 2 : Résultats de 'étude de la performance de la méthode Feuille 1 sur 2
Anthocyanes échantillon| échantillon| échantillon| échantillon| échantillon
1 2 3 4 5
Delphinidol-3-glucoside
N 14 14 16 15 16
moyenne 6,75 14,14 3,45 16,68 3,54
S, 0,163 0,145 0,142 0,142 0,108
RSD (%) 24 1,0 41 0,8 3,1
r 0,46 0,41 0,40 0,40 0,30
S 0,544 0,462 0,526 0,704 0,490
RSDy(%) 8,1 3,3 15,2 42 13,8
R 1,52 1,29 1,47 1,97 1,37
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Cyanidol-3-glucoside
n 16 17 16 15 14
moyenne 2,18 1,23 0,61 1,46 0,34
S, 0,086 0,053 0,043 0,110 0,031
RSD,(%) 4,0 4,3 7,1 7,5 9,2
r 0,24 0,15 0,12 0,31 0,09
Sk 0,460 0,211 0,213 0,180 0,158
RSD(%) 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, 0,233 0,596 0,157 0,097 0,196
RSD,(%) 2,3 4,2 2,7 0,8 3,2
r 0,65 1,67 0,44 0,27 0,55
Sg 0,431 0,996 0,495 0,469 0,404
RSD(%) 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, 0,241 0,166 0,144 0,232 0,174
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RSD,(%) 2,0 2,7 1,0 3.1 42

r 0,68 0,47 0,40 0,65 0,49
Sy 0,981 0,560 1,227 0,602 0,532
RSD,(%) 83 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, 0,545 0,272 0,251 0,298 0,377
RSD (%) 1,0 0,5 0,3 0,6 0,6

r 1,53 0,76 0,70 0,83 1,06
Sg 2,026 2,649 2,291 1,606 1,986
RSD(%) 3,6 48 3,0 3,1 33

R 5,67 7,42 6,41 4,50 5,56
n = Nombre de laboratoires retenu aprés I'élimination des valeurs aberrantes

S, = écart-type de répétabilité

RSD(%) = écart-type de répétabilité relatif
r = répétabilité
Sk = écart-type de reproductibilité

RSD((%) = écart-type de reproductibilité relatif

R = reproductibilité

Tableau 2 : Résultats de 'étude de la performance de la méthode
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Feuille 2 sur 2

Anthocyannes échantillon| échantillon| échantillon| échantillon| échantillon
1 2 3 4 5

Peonidol-3-acetylglucoside

n 14 16 14 16
Moyenne 1,16 1,44 0,59 3,74
S, 0,064 0,062 0,059 0,215
RSD (%) 5,5 43 10,1 5,8
0,18 0,17 0,17 0,60
Sy 0,511 0,392 0,272 0,374
RSD(%) 43,9 27,2 46,4 10,0
R 1,43 1,10 0,76 1,05

Malvidol-3-acetyiglucoside

n 16 17 17 16
Moyenne 5,51 4,84 3,1 15,07
S, 0,176 0,167 0,088 0,213
RSD,(%) 3,2 3,4 2,8 14

r 0,49 0,47 0,25 0,60
Sy 0,395 0,366 0,496 0,617
RSD,(%) 7.2 7.6 16,0 41

R 11 1,02 1,39 1,73

Peonidol-3-coumarylglucoside

n 16 14 17 16
Moyenne 1,26 0,90 0,89 1,32
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s, 0,130 0,046 0,060 0,058
RSD (%) 10,3 5,1 6,8 44

r 0,36 0,13 0,17 0,16
S 0,309 0,109 0,204 0,156
RSD,(%) 24,5 12,2 23,0 1,8

R 0,86 0,31 0,57 0,44

Malvidol-3-coumaryliglucoside

n 17 17 17 16
moyenne 4,62 2,66 454 445
S, 0,159 0,055 0,124 0,048
RSD,(%) 34 2,1 2,7 1,1

r 0,45 0,15 0,35 0,13
Sg 0,865 0,392 0,574 0,364
RSD(%) 18,7 14,7 12,6 8,2

R 2,42 1,10 1,61 1,02
n = Nombre de laboratoires retenus apres I'élimination des valeurs aberrantes

S, = écart-type de répétabilité

RSD(%) = écart-type de répétabilité relatif

r = répétabilité

Sk = écart-type de reproductibilité
RSD(%) = écart-type de reproductibilité relatif

R = reproductibilité

Tableau 3: Liste des participants
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ABC Labor Dahmen, Milheim /Mosel D
Chemisches Landes- und Staatliches Veterinaruntersuchungsamt Miinster D
Institut fir Lebensmittelchemie Koblenz D
Institut fir Lebensmittelchemie Speyer D
Institut fir Lebensmittelchemie Trier D
Institut fur Lebensmittelchemie und Arzneimittelpriifung Mainz D
Labor Dr. Haase-Aschoff, Bad Kreuznach D
Labor Dr. Klaus Millies, Hofheim-Wildsachsen D
Labor Heidger, Kesten D
Landesveterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamt Halle D
Staatliche Lehr- und Forschungsanstalt fiir Landwirtschaft, Weinbau und D
Gartenbau, Neustadt /Weinstrafse
Staatliches Institut fiir Gesundheit und Umwelt, Saarbriicken D
Staatliches Medizinal-, Lebensmittel- und Veterinaruntersuchungsamt D
Wiesbaden
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 E
Salamanca, Salamanca/Espana
University of Glasgow, Div. of Biochem. and Molek. Biology UK
Hohere Bundeslehranstalt und Bundesamt fiir Wein- und Obstbau A
Klosterneuburg
17 Laboratoires D (13); A (1); F (1); E (1); UK (1)
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