
Vitis 37 ( 1 ), 43-53 (1998) 

Evaluation d'une methode CLHP adaptee au dosage des acides amines du vin 
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R e s u m e : Afin de rechercher I' origine des amines biogenes, nous avons dose !es acides amines d 'un grand nombre d' echantillons 
de vin. Une methode de CLHP utilisant Ia detection par fluorimetrie des derives o-phtaldialdehyde (OPA) a ete adaptee pour separer 
specifiquement !es acides amines, precurseurs des amines biogenes. La Separation a ete effectuee a I, aide de deux colonnes en serie de type 
phaseinverse CIS Lichrospher 100 RPI8. Cette methode permet l' analyse de 16 echantillons par 24 h a l' aide d'un passeur/preparateur 
automatique. Son evaluation montre qu'elle presente une linearite satisfaisante et que sa repetabilite est excellente (CV=2,29 a 7,25 %). 
La variabilite intralaboratoire montre qu'il existe peu d'ecart parmi !es analyses effectuees dans !es differents jours. 

Evaluation of an HPLC method adapted for the determination of amino acids in wine 

S u m m a r y : To investigate the origin ofbiogenic amines, we have determined the amino acid content of a !arge number ofwine 
samples. An HPLC method with fluorescence detection of OPA derivatives was adapted to separate specifically the amino acids which 
are the precursors ofbiogenic amines. Theseparation was effected by means oftwo columns ofLichrosphere 100 RPI8 . This method 
allows the analysis of 16 samples per 24 h, by means of an autosampler, and shows a satisfactory linearity and an excellent repeatability 
(CV= 2.29 to 7.25 %). The intralaboratory variability was judged tobe satisfactory; the deviation between the results, obtained on 
different days ofthe analysis ofthe same sample, was small. 

K e y w o r d s : amino acids, biogenic amines, HPLC, fluorescence, wine, method evaluation. 

Introduction 

Les amines biogenes du vin presentent un interet 
scientifique, a cause de leur toxicite potentielle. Elles peuvent 
etre responsables d'effets physiologiques indesirables chez 
I 'homme, specialement en presence de I' alcool et de I' ethanal 
(MA YNARD et ScHENKER 1962; LEHTONEN et al. 1992; BAUZA 
et a/. 1995; SOUFLEROS et a/. 1995). 

De faibles teneurs existent deja naturellement dans Je 
mout(LAFON-LAFOURCADE 1975; 0UGHetDAUDT 1981; BUTEAU 
et al. 1984). Des quantites supplementaires peuvent se former 
dans !es vins par decarboxylation enzymatique des acides 
amines correspondants. Cette activite peut venir de 
l'intervention de certaines souches de bacteries lactiques 
(PUPUTI and SUOMALAfNEN 1969; MA YER et PAUSE 1973, 1978; 
RADLER 1975; BAUZA et al. 1995) ou/et de certaines souches 
de levures (LAFON-LAFOURCADE 1975; BurEAU et al. 1984; 
POGORZELSKI 1992). 

Les conditions edaphoclimatologiques auxquelles Ia 
vigne est soumise ainsi que !es mecanismes biochimiques 
pendant et apres !es fermentations du mout influencent 1eur 
concentration finale dans les vins (ETIEVANT et a/. 1988; 
HUANG et 0 UGH )989). 

Les acides amines constituent 30 a 40% de l'azote total 
du vin (R1zzoN 1985) et ils presentent un interet important 
puisque !es levures !es utilisent et ils sont indispensables 
pour leur besoin en azote. D'autre part, certains acides 

amines tels que Ia pbenylalanine, Ia tyrosine et Je thrypto
phane, pourraient intervenir sur Ia qualite des vins en raison 
des alcools dont ils sont, au moins en partie, !es precurseurs. 

Les acides amines libres peuvent etre doses de maniere 
simple apres transformation avant l'analyse chromato
graphique (derives precolonne). Les reactifs utilises dans 
ce but sont Je pbenylisothiocyanate (PITC) pour obtenir 
des "PITC-acides amines" ou l'o-phtaldialdehyde (OPA) 
pour obtenir des "OPA-acides amines" (MARCE et a/. 1989; 
CALULL et a/. 1991 ). Afin de doser !es acides amines 
secondaires, hydroxyproline et proline, qui ne reagissent 
pas avec !'OPA, il est necessaire d'utiliser simultanement 
avec !'OPA un autre reactif, Je 9-fluorenylmethylchloro
formate (FMOC) (SANDERS et OuoH 1985). Cependant, 
YoKorsuKA et al. ( 1989) proposent Je dosage de Ia proline et 
de I 'hydroxyproline en meme temps que I es autres acides 
amines a l'aide de !'OPA, apres une oxydation de l'echantillon 
du vin avec H20 2. D'autre part, VASCONCELOS et CHAVES DAS 
NEvEs (1990) utilisent Ia chromatographie en phase gazeuse 
afin de doser !es acides amines libres apres leur transformation 
en esters d'isopropyl N-heptafluorobutyryl, tandis que 
DRDAK et al. (1992) dosent ces acides a I' aide de Ia 
Chromatographie sur colonne d'echange d'ions. 

Nous avons dose !es acides amines du vin a l'aide d'une 
methode CLHP utilisant Ia technique de derivation pre
colonne a !'OPA. Pour rendre cette technique plus efficace, 
nous avons procede a l'automatisation et a l'etude de di-
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vers facteurs afin d'augmenter Ia dun~e de vie de Ia colonne 
chromatographique. Nous avons egalement etudie d'autres 
parametres du mode operatoire de fa9on a rendre meilleure 
Ia sensibilite et Ia repetabilite du procede (longueur de Ia 
colonne, degazage de solvant a l'helium, debitdes eluants 
etc.). 

La Validation d'une methode d'analyse basee sur 
plusieurs normes (ANONYME 1986, 1987 et 1993 a), directives 
communautaires et publications scientifiques doit com
prendre I es trois points suivants (PEREIRA MoNTEIRO et BERT
RAND 1994): Ia description de Ia methode, l'evaluation "in
terne" (intralaboratoire) et I' evaluation "externe" (interlabora
toires), qui conduit a Ia determination de Ia reproductibilite 
et de Ia repetabilite de Ia methode. Nous avons etudie les 
deux premiers points qui concernent 1' evaluation intra
laboratoire. 

Description de Ia methode 

Objet domaine d'application et principe 
d e 1 a m e t h o d e : Cette methode de dosage a pour but 
Ia meilleure separation des acides amines, precurseurs des 
certaines amines biogenes et Ia determination automatisee 
d'un grand nombre d'acides aminesdes vins. Nous avons 

pu en doser 21. 
En milieu alcalin (pH 1 0,4), des derives fluorescents sont 

formes a partir de l'o-phtaldialdehyde (OPA), du 2-mer
captoethanol et du groupe amine primaire de l' acide amine. 
Les derives sont separes par CLHP et detectes par 
spectrofluorimetrie. 

R e a c t i f s : Acetonitrile lichrosolv et methanol 
lichrosolv (Merck), l'OPA, 2-mercaptoethanol (Fluka), acide 
borique, hydroxyde de potasse, acetate de sodium trihydrate 
et acide o-phosphorique (Prolabo ), triethylamine (TEA) et 
tetrahydrofurane (THF) (Fiuka), acide acetique (Prolabo ). 

Reactif de derivation (solution de 
1' 0 PA) : 50 mg de cristaux d'OPA et 2,5 ml de 2-mer
captoethanol (ME) sont introduits dans une fiole jaugee de 
50 ml, completee ensuite avec du methanol. On conserve a 
4 oc SOUS N2, a l'abri de Ia lumiere. On laisse reposer 24 h 
avant l'emploi. Dans les conditions normales d'utilisation, 
on a verifie que Ia Solution est stable pendant 7 d. 

S o I u t i o n t a m p o n : Le tampon borate est fait 
d'un melange de 6,194 g d' acide borique (H3B03) et de 6,524 g 
de KOH, ajuste a pH 10,4 avec de l'acide o-phosphorique et 
amene a 200 ml avec de 1' eau milli-Q ( distillee et microfiltree 
de 18,2 MQ de resistivite). Dans les conditions normales 
d ' utilisation, Ia Solution conservee a 4 oc est stable pendant 
plusieurs mois. 

E I u a n t A : Il est fait d'un melange de 1,36 g 
d'acetate de sodium trihydrate, 500ml d'eaumilli-Q, 90 ,.U de 
TEA, I ,5 ml de THF. Le pH est ajuste a 7,2 avant 1' addition 
de Ia THF, a l'aide de l'acide acetique 1-2 %. I.?eluant est 
filtre sur membrane de 0,45 J..Lm. 

E I u a n t B : Il est fait d'un melange de 1,36 g d' acetate 
de sodium trihydrate, 100 ml d ' eau milli-Q, 200 ml 
d'acetonitrile et 200 ml du methanol. Le pH est ajuste a 7,2 
apres l'addition de l'eau milli-Q. Veluant est filtre sur 
membrane de porosite de 0,45 J..Lm. 

S o I u t i o n d e r e f e r e n c e : Elle est constituee 
de 21 acides amines a des concentrations voisines de celles 
trouvees dans Je vin. La dilution a ete faite avec de l'eau 
milli-Q, legerement acidifiee avec l'HCI (2-3 gouttes). La 
concentration des acides amines additionnes figure au Tab. 1. 

S o 1 u t i o n s d' e t a I o n n a g e : Deux series de 
solutions d'etalonnage sont preparees par dilution de Ia 
SOlution mere en Solution hydro-alcooJique a 10 % voJ. 
Chaque serie contenait 6 concentrations. Nous avons ainsi 
obtenu, a titre d ' exemple, des concentrations en histidine de 
3,8a 121,4mg·I-1 danslapremiereserieetde 1,52a6l,Omg·l-1 

dans Ia deuxieme. 
Pr e p a rat i o n d e s e c h anti 11 o n s : Les vins sont 

repartis dans des flacons en verre du passeur (vials), 

hermetiquement fermes. 
A p p a r e i II a g e : Nous avons utilise un appareil de 

CLHP Hewlett-Packard, modele HP 1050, muni d'un systeme 
de prelevement automatique de 21 echantillons et d'un 
systeme de pompes HP 1050. Laseparation des acides amines 
a ete effectuee a l'aide de deux colonnes en serie, de type 
lichrocart 125-4 cartridge contenant une colonne Lichrospher 
100 RP18. La longueur de chacune de ces colonnes est de 
10 cm et Je diametre des particules est de 5 J..Lm. Une 
precolonne de meme type a ete placee au debut de chaque 
colonne. Les derives "precolonne" a 1 'OPA de ces 
substances ont ete detectes a l'aide d'un spectrofluorimetre 
Jasco, modele 821-FP. Un systeme d'acquisition de donnees 
(logiciel) HP chemstation et une imprimante completent 

l'appareillage utilise. 
M o d e e t c o n d i t i o n s o p er a t o i r e s : Le reactif 

de derivation, Ia solution tampon, I' eau milli-Q pour Je rin9age, 
les echantillons et les solutions de r6ference sont introduits 
dans des flacons en verre de 2 ml. Ces flacons sont a Ia suite 
places dans le carrousel du passeur/preparateur d'echan

tillons. Velution se fait suivant Je gradient ci-apres. 

Temps EluantA EluantB Debit 
(min) (%) (%) (rnl·min-1) 

0 90 10 0,6 
45 60 40 0,6 
70 35 65 0,6 
75 10 90 0,6 
80 10 90 0,6 
83 90 10 0,6 
85 90 10 0,6 

La gamme d'etalonnage est realisee a partir d ~un 

minimum de 7 solutions d'etalonnage analysees en double. 
. Pourchaque serie d' analyses (carrousel) Ia verification de Ia 
pente des courbes d'etalonnage doit etre realisee. 

Programme d'injection: 2,.Udevinreagitavec 
4 !11 de Ia Solution d'OPA a temperature ambiante et a pH I 0,4 
(2 ,.U tampon borate decrite ci-dessus). Apres 2 agitations 
successives, suivies chaque fois d ' une attente de 2,5 min, Je 
melange de 8 ,.U est injecte automatiquement. Pour Ia detection 
des pics, l'excitation a ete faite a Ia longueur d 'onde de 
340 nm et l'emission a450 nm. 
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Tableau 1 

Composition de Ia solution de reference des acides amines 

Amino acid composition of the standard solution 

Acides amines mg·I· 1 Acides amines mg·I·1 

Aeide Aspartique 76 Tyrosine 52 
Aeide Glutamique 75 Valine 35 
Asparagine 81 Ethanolamine 57 
Serine 71 Methionine 36 
Glutamine 50 Tryptophane 56 
Histidine 61 Phenylalanine 57 
Glyeine 51 Isoleueine 70 
Threonine 60 Leueine 80 
Arginine 57 Omithine 75 
Alanine 307 Lysine 97 
y-amino-butyrique 35 

Positionnement des eehantillons dans le earrousel 
passeur/preparateur d, eehantillons : 1: reaetif de derivation. 
2: eau de rin~age; 3: tampon; 4 et plus: eehantillons e~ 
solutions de ealibration. 

Caleul des eoneentrations: Les 
ehromatogrammes (Fig. 1 a et b) sont enregistres par 
ordinateur et les surfaees des pies sont ealeulees 
automatiquement a partir de solutions de referenees de 
teneurs eonnues. Les eoneentrations sont exprimees en 
mg·I-1 . . 

D i s e u s s i o n : La methode permet de doser 
16 eehantillons en 24 h. Gräee a l' automatisation la proeedure 
analytique est parfaitement stable ee qui diminue les 
problemes souvent reneontres pour l'identifieation des 
eertains pies dus au ehangement des temps de retention au 
eours des analyses. Le faible volume d'injeetion lie a Ia 
eomposition des reaetifs ainsi que Je proeessus de rin~age 
apres ehaque serie d'analyse ont permis d'augmenter, de 
fa~;on nette, Ia duree de vie des eolonnes ehromato
graphiques. 

Caracterisation de Ia methode 

Pr a t i e ab i 1 i t e: II s ' agit d'une earaeteristique non 
typique d'une methode d'ana1yse. Les reaetifs, 1es so1vants 
et 1e materiet neeessaires sont disponibles sur 1e marehe, ils 
sont d'un eout modere, i1 n'est pas neeessaire de faire appel 
a des produits ou des produeteurs speeifiques, 1a methode 
est done pratieable (ANONYME 1989). 

S p e e i f i e i t e : C 'est Ia eapaeite pour une methode de 
diseemer l'analyte a mesurer des autres substanees (AN
ONYME 1989). Nous avons eva1ue Ia possibilite d'interferenee 
d'autres eomposes suseeptib1es d'etre derives par 1'0PA, 
notamment les amines biogenes. Dans 1es eonditions de 
separation preserites, ees eomposes sortent surtout apres 
1a Iysine sans eauser aueun probleme. On pense done 
pouvoir affirmer que Ia methode est speeifique. 

Cour b es d' e t a 1 o n nage ( 1 in e a rite): Six 
solutions preparees par nous memes ont ete analysees en 
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Fig. I: Chromatogrammes des acides amines d'une solution de 
reference (a) et d'un vinrouge (b). Identifications des pics: 1. Acide 
Aspartique 2. Acide Glutamique 3. Asparagine 4. Serine 5. Glut
amine 6. Histidine 7. Glycine 8. Threonine 9. Arginine 10. Alanine 
II. Acide y-aminobutyrique 12. Tyrosine 13. Valine 14. Etha
nolamine+ Methionine 15. Tryptophane 16. Phenylalanine 17. Iso-

leucine 18. Leueine 19. Omithine 20. Lysine. 

Chromatograms of amino acids of a standard solution ( a) and a red 
wine(b). 

double et respeetant les eonditions de repetabilite (ANONY
ME 1993 a). Unesolution de base ne eontenant pas d'aeides 
amines "blane biologique" a egalement ete analysee en 
double. En tout nous disposions done de 14 points 
respeetivement pour etablir les equations des eourbes 
d'etalonnage. Les donnees et les resultats eorrespondants 
sont presentes dans I es Tab. 2-4. Nous presentons egalement 
quelques eourbes d 'etalonnage a titre d'exemple, ainsi que 
les eoeffieients (Rval) de linearite des eourbes (Fig. 2). 

L e e a I e u 1 d u m o d e1 e m a t h e m a t i q u e et 
les valeurs des parametres eompris dans un intervalle de 
eonfianee de 95 p.l 00 (Tab. 2 et 3) a ete effeetue selon Ja 
methode deerite par PEREIRA MoNTEIRO et BERTRAND ( 1994 ). 

E=(Y/yi) = a + bxi ou Yi = a + bxi +ei 

I xi _ I yi 
x=--· 

N' 
y=--

N 
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ß = r (xi- x)(yi- y) 

r (xi- x)
2 

a = y-ßx: 

r (xi - x)(yi - y) 
P=J=====~~==~ 

~L (xi- x) 
2 ~L (yi- y) 2 

"" ( ' -) 2 ßA 2 "" ( o -) 2 ~ YJ,-y - ~ Xl-X 

N-2 

2 
1 x 

Lla. = (t o,975; u = N-2) * fj - + 2 
N L (xi- x) 

a 
Llß = (t 0•975 ; u = N-2) * I 2 vr (xi- x) 

(xi, yi) = point de Ia gamme d'etalonnage 
N = nombre de points de Ia gamme d'etalonnage 

ß = valeur estimee de Ia pente de Ia droite d' etalonnage 

a = valeur estimee de 1 'ordonnee a 1' origine 

p = coefficient de correlation 

a = erreur du modele 

D i s c u s s i o n : Cesresultats montrent que Je coefficient 
de correlation (p) est superieur (a deux exceptions pres) a 
0,99 (allant de 0,994 a 0,9998) (Tab. 3). De plus, 1 'intervalle de 

tolerance a 95 p. 100 de t$ contient I' origine. I.? intervalle 

d'amplitude 2Llß est negligeable lorsqu'il est compare a 
I' amplitude de Ja gamme de travail choisie (le coefficient de 
variation Llß/ß, qui doit etre inferieur a 5 %, varie de I ,29 a 
7 %, a deux exceptions pres, pour tous I es acides amines) 
(Tab. 3). On peut donc affirmerque les courbes d'etalonnage 

sont satisfaisantes. 
Mais le coefficient de correlation ne suffit pas a Jui seul 

pour verifier Ia linearite de Ia courbe; il faut realiser l' analyse 
de variance des donnees (ANOVA) pour montrer Ia 
proportionnalite des surfaces de pics aux concentration en 
acides amines. 

Analyse de variance des donnees 
(AN 0 VA) (Tab. 4): 
Variation totale: L (yi - y) 2 

Nombre de degres de liberte: u = N-1 (ici 13). 
Variationautourdu modele: 
""( o Ao)2 ""( o -)2 ßA2""( o -)2 
~YJ.-Yl =~YJ.-Y- ~Xl-X 

Nombre de degres de liberte: u = N-2 (ici 12). 

Variation due a l'erreur pure: 

r (yil- yi2) 2 

2 

Les indices i 1 et i2 correspondent a une repetition de Ia 
meme teneur (p=2). 

Nombre de degres de 1iberte: u = Nombre de points de 
Ia gamme·(p repetitions-1) (ici 7). 

Variation due a J'erreur de J'ajustement =Variation 
autourdumodele- Variation due a l'erreur pure. Nombre 
de degres de liberte: u = Nombre de degres de liberte autour 
du modele - Erreur pure (ici 5). 

Variation expliquee par le modele= Variation totale - Va
riation autour du modele. Nombre de degres de liberte: u = 
N-1- (N-2) (ici 1 ). Variance =Variation! Nombre de degres de 
liberte. 

Source de variation Variation u Variance F Snedecor 

Autour du modele xxxxxx 
Erreur pure xxxxxx 
Erreurde 
I' ajustement 
Expliquee par 
lemodele 

XXXXXX 

12 
7 

5 

v1 

v2 

Total xxxxxxxx 13 v l+v2 

v2/v1 

Ainsi Ia variation residuelle ( autour du modele) est 
decomposee en deux parties: l'une concerne les erreurs de 
mesures instrumentales ( erreur pure) et I' autre mesure Ia 
proximite entre Je modele reel et le modele lineaire ( erreur de 
1'ajustement). Le Tab. 4 montre cette etude pour Jes acides 
amines. Etant donne que le F calcule est superieur au F de 
Snedecor a 99,5 p. 100 de probabilire (22, 2 et 3 7 respectivement 
pour l; 12 et 1; 7 degres de liberte ), 1e modele ( droite) est 
acceptable. La decomposition de Ja variation autour du 
modele en "erreur pure" et en "erreur de I' ajustement", 
montre que ces deux erreurs ne sont pas du meme ordre mais 
eil es ont une valeur relativement faible. I.? adoption de Ia 
droite comme modele est alors justifiee. 

Zone d e t r a v a i 1 d e l a c o ur b e d' et a l o n
n a g e : Elle est fixee par les solutions d'etalonnage. Le 
modele mathematique "droite" qui decrit Ja courbe est valable 
tout au long de celle-ci, dans notre cas, pour I' acide amine le 
plus abondantde 7,7 a 184,2 mg·J· 1. 

Variabilite des parametres de Ia courbe 
d' e t a Ionnage a u c o ur s du t e m p s: Nous avons 
realise deux courbes d'etalonnage a 4 jours d'intervalle. La 
pente des droites reste presque inchangee (Fig. 3). 

D e t er m in a t i o n des s e u il s o u I im i t es an a-
1 y t i q u e s : Suivant AFNOR (Association Fran9aise de 
Normalisation; ANONYME 1993 a), norme V03-l10 et J.O.C.E. 
(ANONYME 1989) il faut determiner le seuil de detection, Je 
seuil de determination et le seuil de quantification. Suivant 
TussEAU ( 1995), il est preferable de parler de "Iimite" et non 
pas de "seuil", de plus, Je seuil de determination serait sans 
interet. Nous determinons donc Ia Iimite de detection et Ia 
Iimite de quantification. 

Le seuil ou Ia Iimite de detection est egal a Ia moyenne 
de Ia teneur mesuree d'echantillons ternoins representatifs 

(blanc~ biologiques) (n ~ 20) augmentee de trois fois J'ecart
type de Ia moyenne (X0 + 3 S0 ) (ANONYME 1989). Suivant Ia 



Tableau 2 

Concentrations (X) en mg·J·1 des diverses dilutions de Ia solution mere injectees deux fois et surfaces (Y) des pics correspondants 

Concentrations (X) (mg·J·1) of different dilutions ofthe initial standard solution injected two times and corresponding peak areas (Y) 

Diverses dilutions injectees deux fois 

Acides amines XI x2 XJ x4 xs x6 x7 yl y2 YJ y4 y5 y6 y7 ys y9 y!O yll yl2 YIJ yl4 

Aeide Aspartique 0,0 9,5 18,9 37;J 43,3 50,5 60,6 0 30 54 98 107 121 135 0 28 52 91 106 119 137 
tri 
< 
"" Aeide Glutamique 0,0 9,4 18,8 37,6 43,0 50,2 60,2 0 46 86 158 173 195 221 0 44 83 150 172 192 223 Z" 
"" Asparagine 0,0 10,1 20,2 40,4 46,1 53,8 64,6 0 51 % 177 195 218 248 0 48 93 169 195 218 252 o. 
0 

Serine 0,0 8,8 17,6 35,3 40,3 47,0 56,4 0 83 160 304 333 381 441 0 82 159 292 334 376 444 ::l 

0:: 
Glutamine 0,0 6,3 12,6 25,1 28,7 33,5 40,2 0 48 93 172 191 215 247 0 47 88 161 184 207 240 c 

::l 
Histidine 0,0 7,6 15,2 30,4 34,7 40,5 48,6 0 17 33 62 70 78 91 0 17 32 59 (f) 76 90 (1) 

s 
Glyeine 0,0 6,3 12,7 25,4 29,0 33,8 40,6 0 94 204 408 465 558 668 0 97 209 407 469 546 660 (1)-

g. 
Threonine 0,0 7,5 15,0 30,0 34,3 40,0 48,0 0 45 77 149 160 172 208 0 46 79 148 161 169 205 0 

0.. 
Arginine 0,0 7,1 14,1 28,3 32,3 37,7 45,2 0 74 151 280 308 325 388 0 78 149 277 304 335 398 (1) 

(1 
Alanine 0,0 7,1 14,1 28,3 32,3 37,7 45,2 0 26 51 103 118 155 156 0 23 47 85 107 119 145 t""' ::r: 
y-amino-butyrique 0,0 4,4 8,8 17,5 20,0 23,3 28,0 0 50 104 212 238 281 338 0 52 106 209 237 270 332 '"0 

Tyrosine 0,0 6,4 12,9 25,8 29,4 34,3 41,2 0 31 56 106 118 131 149 0 29 56 100 114 127 148 
Valine 0,0 4,4 8,8 17,5 20,0 23,3 28,0 0 66 128 244 254 289 330 0 64 127 243 245 285 334 
Ethanolamine 0,0 8,2 16,4 32,8 37,4 43,7 52,4 0 121 257 541 595 709 866 0 125 267 534 593 678 843 
Tryptophane 0,0 6,9 13,9 27,8 31,7 37,0 44,4 0 21 40 76 85 95 109 0 20 39 71 81 89 103 
Phenylalanine 0,0 7,1 14,3 28,5 32,6 38,0 45,6 0 29 54 101 112 123 138 0 28 52 95 107 119 138 
Isoleueine 0,0 8,8 17,5 35,0 40,0 46,7 56,0 0 51 94 172 191 214 244 0 48 90 164 189 210 244 
Leueine 0,0 10,0 20,0 40,0 45,7 53,3 64,0 0 61 115 214 236 268 306 0 60 113 206 234 261 305 
Ornithine 0,0 9,4 18,8 37,5 42;J 50,0 60,0 0 24 41 67 91 98 108 0 29 66 82 88 93 103 
Lysine 0,0 12,1 24,1 48,3 55,1 64,3 77,2 0 27 55 105 118 139 162 0 28 55 103 117 132 158 
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Tableau 3 

Parametres des courbes d'etalonnage 

Parameters of calibration curves 

Acides amines ß a fi c1 fia Ciß Ciß/ ß 
Aeide Aspartique 2,24 6,32 0,99558 4,75 5,03 0,13 0,0594 
Aeide Glutamique 3,69 8,97 0,99648 6,92 7,33 0,20 0,0530 
Asparagine 3,88 9,46 0,99663 7,65 8,10 0,20 0,0518 
Serine 7,83 12,26 0,99831 9,51 10,07 0,29 0,0366 
Glutamine 6,06 8,40 0,99677 7,27 7,70 0,31 0,0507 
Histidine 1,86 2,54 0,99792 2,16 2,29 0,08 0,0406 
Glycine 16,37 -4,00 0,99979 5,04 5,34 0,21 0,0129 
Threonine 4,21 10,47 0,99377 8,40 8,89 0,30 0,0706 
Arginine 8,65 15,79 0,99512 14,36 15,20 0,54 0,0624 
Alanine 3,43 0,37 0,98607 9,69 10,26 0,36 0,1062 

y-amino-butyrique 11,92 -0,16 0,99968 3,12 3,30 0,19 0,0159 
Tyrosine 3,61 5,86 0,99625 4,78 5,06 0,20 0,0547 
Valine 11,84 13,84 0,99443 13,02 13,78 0,79 0,0667 
Ethanolamine 16,22 -4,34 0,99929 11,85 12,54 0,38 0,0237 
Tryptophane 2,40 3,72 0,99537 3,82 4,04 0,15 0,0608 
Phenylalanine 3,04 6,08 0,99488 5,22 5,53 0,19 0,0639 
Isoleueine 4,36 9,59 0,99669 7,37 7,80 0,22 0,0513 
Leueine 4,77 11,09 0,99720 8,49 8,98 0,23 0,0472 
Omithine 1,72 9,89 0,96987 9,60 10,16 0,27 0,1581 
Lysine 2,07 2,55 0,99907 2,56 2,71 0,06 0,0272 

ß =Valeur estimee de Ia pente de Ia droite d'etalonnage a =Valeur estimee de l'ordonnee a l'origine 

r = Coefficient de correlation; G = Erreur du modele fia et Ciß: voir page 46 Ciß/ ß = Coefficient de variation 

h~gislation fran.yaise (norme V03-110, AFNOR, ANONYME 
1993 a) on estime que Je seuil de deteetion est egal 
uniquement a trois fois l'ecart-type (3So). 

Il s'agit du niveau Je plus faible auquel Ia "reponse" 
due a la substanee a doser se distingue eneore des "reponses" 
dues au "bruit de fond" de l'appareillage ou au blane 
(TussEAU 1995; Codex CCMAS, ANONYME 1991 a, b). 
Autrement dit, Ia Iimite de detection est la teneur minimale 
mesuree a partir de laquelle il est possible de deduire Ia 
presence de I' analyte avec une eertitude statistique 
raisonnable (au moins 95 p. 100 pour !es substances non 
autorisees) (ANONYME 1989 et 1993), mais non 
necessairement quantifiee eomme valeur exaete (norme 
V03-11 0, AFNOR, ANONYME 1993 a). 

Les acides amines ont leur origine dans !es raisins. Nous 
ne pouvons, done, pas disposer d'un "blanc biologique" 
e'est-a-dire d'un vin exempt d'aeides amines. Pour eette 
raison nous avons utilise un "blanc synthetique" contenant 
10 % vol d'alcool, 5 g·I-1 de glyeerol et3 g·l-1 d'acidetartrique. 
Son pH est ajuste a 3,5. Les resultats issus de 20 analyses de 
ee meme "blane biologique" sont presentes au Tab. 5. 

Le seuil ou Ia Iimite de quantification correspond a Ia 
plus petite coneentration mesuree au dessus de (X0 + 1 OS0 ) 

(n""' 20), pour laquelle une determination de l'analyte est 
possible avee le degre d' exactitude et de repetabilite ( en 
laboratoire) detinis ci-dessous (ANONYME 1989). Suivant la 
Iegislation fran.yaise (norme V03-110, AFNOR, ANONYME 
1993 a) on estime que Je seuil de quantifieation est egal unique-

menta dix fois l'eeart-type (l OSo ). Par ailleurs, trois dilutions 
de la solution de reference des acides amines (1/100, 1/50 
et 1125 ayant respectivement les concentrations theoriques 
37,4-83,4 ; 74,8-166,8 et 149,6-333,6 J.!g ·l-1) ont ete 
analysees quatre fois ehaeune. Ces resultats, malgre les 
coneentrations extremement petites que nous avons eu a 
traiter, montrent qu' ils sont dans la plupart de eas pro
portionnels (Tab. 6). 

Toutefois, on peut remarquer que !es coneentrations de 
certaines substances ne sont pas proportionnelles d'une 
dilution a I' autre, elles sont pratiquement identiques, noyees 
dans Je "bruit de fond". Cela veut dire que leur seuil de 
quantifieation est plus e!eve que !es teneurs eontenues dans 
les dilutions analysees. 

F i d e I i t e d e 1 a m e t h o d e d' e s s a i : L a r e
p e t ab i 1 i t e a ete evaluee a partir de 10 dosages d'une 
solution de reference dans des eonditions d 'operation 
constantes. Les resultats obtenus sont presentes dans le 
Tab. 7. Les valeurs trouvees pour Je eoefficient de variation 
(CV) de Ia moyenne sont eomprises entre 2,29 et 7,25 %. 
Elles sont done bien en dessous de la Iimite reeommandee 
(CV = 0,15 ou 15 %) pour des eehantillons de eoncentrations 
superieures a 10 j..Lg·kg-1 (ANONYME 1989) pour tous les 

acides amines analyses. 

Fig. 2: Linearite de Ia methode pour Je dosage des acides amines. 

Linearity ofthe amino acid determination method. 



Acides amines 

Aeide Aspartique 
Aeide Glutamique 
Asparagine 
Serine 
Glutamine 
Histidine 
Glyeine 
Threonine 
Arginine 
Alanine 

y-amino-butyrique 
Tyrosine 
Valine 
Ethanolamine 
Tryptophane 
Phenylalanine 
Isoleueine 
Leueine 
Omithine 
Lysine 

Evaluation d'une methode CLHP 

Tableau 4 

Analyse de variance pour ehereher !es sources d'erreurs lors du dosage des acides amines 

Variance analysis to find the sources of error of the amino acid determination 

2 3 4 5 6 7 8 
Variation Variation Variation Variation Variation Variance Variance Variance 

Total autour du duea duea expliquee autour du expliquee Total 
(*) modele l'erreur l'erreurde par Je modele par Je 

(droite) pure l'ajustement modele modele 

30664 271 33 238 30393 23 30393 30416 
81770 575 46 530 81194 48 81194 81242 

104366 703 49 654 103663 59 103663 103721 
322393 1086 91 996 321307 91 321307 321397 
984703 634 155 480 97836 53 97836 97889 

13515 56 8 48 13459 5 13459 13464 
727700 305 130 176 727395 25 727395 727421 
68145 847 13 835 67298 71 67298 67369 

253877 2473 123 2351 251404 206 251404 251610 
40753 1128 944 184 3%25 94 3%25 39719 

183592 117 88 29 183475 10 183475 183485 
36680 275 37 238 36406 23 36406 36429 

183087 2034 (j) 1974 181054 170 181054 181223 
1190896 1684 830 854 1189213 140 1189213 1189353 

18912 175 58 117 18738 15 18738 18752 
32041 327 41 286,0 31714 27 31714 31741 
98640 651 55 597 97988 54 97988 98043 

154345 864 62 803 153481 72 153481 153553 
18639 1106 467 639 17533 92 17533 17625 
42077 79 36 43 41999 7 41999 42005 

(*) Voir explications page 46 Colonnes: 1=3+4+5; 2=3+4; 4=2-3; 5=1-2; 8=6+7 
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Acidcs aminCI Rval 

Acide Aspartiquc 
Acidc Glutamique 
Asparagine 
Serine 
GI-..: 
Histidine 
Glycinc 
ThrColline 
Aiginine 
Alanine 
y-amino-butyrique 
'JYrosine 
\liline 
Ethanolamine 
Tryptophane 
Phenylalanine 
Isoleueine 
Leueine 
Omithine 
Lysine 

0,9989 
0,9989 
0,9960 
0,9987 
0,9967 
0,9960 
0,9911) 
0,9984 
0,9989 
0,9996 
0,99S6 
0,9989 
0,9988 
0,9916 
0,9990 
0,9991 
0,9990 
0,9992 
0,9933 
0,9972 
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1348 
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3549 
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2880 

28609 
953 

1220 
422 

18867 
1591 
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8475 
1286 
1164 
1806 
2131 
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6420 
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f(x)=8,72E+O*x+l,S7E+l R"2=9,92E-l (3 man '94) 
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Hlatldlne concentratlon (mg/1) 

f(x)=l,88E+O*x+2,62E+O R"2=9,9SE-l (28 Fev '94) 
f(x)=l,84E+O*x+2,3SE+O R"2=9,97E-l (J man '94) 

•• ---.. 
• • t• " •• ... " 

Arginine ooncentration (mgM 

f(x)=2,21E+O*x+7, 71E+O R"2=9,89E-l (28 Fev '94) 
f(x)=2,23E+O*x+S,88E+() R"2=9,94E-l (3 mars '94) 

Tyro.tine conce ntration (mg m 

f(x)=3,73E+O*x+S,77E+O R"2=9,9SE-l (28 Fev '94) 
f(x)=3,63E+O*x+S,l8E+O RI\2=9,%E-l (3 mars '94) 

Tableau 5 

Seuils ou limites analytiques detennines a partir d'un «blanc 
biologique» (mg·l·1) 

Analyticallimits ofreference sample (blank) (mg·l·1) 

Ecart- Limitede Limiterle 
Acides amines Moyenne type detection quantification 

(X) (S) X+3S X+lOS 

Ac. Aspartique 0,2363 0,0293 0,3243 0,5297 
Ac. Glutamique 0,0682 0,0240 0,1402 0,3082 
Asparagine 0,0690 0,0313 0,1629 0,3820 
Serine 0,3204 0,1243 0,6934 1,5638 
Glutamine 0,0415 0,0137 0,0827 0,1789 
Histidine 0,4229 0,2382 1,1374 2,8045 
G1ycine 0,1145 0,0592 0,2920 0,7063 
Threonine 0,1362 0,0509 0,2889 0,6453 
Arginine 0,0710 0,0300 0,1609 0,3706 
Alanine 0,0781 0,0300 0,1681 0,3782 
y-aminobutyrique 0,0709 0,0304 0,1621 0,3749 
Tyrosine 0,1573 0,0705 0,3688 0,8624 
Valine 0,0415 0,0132 0,0811 0,1737 
Methionine 0,0156 0,0062 0,0342 0,0777 
Ethanol-amine 0,0437 0,0212 0,1074 0,2560 
Tryptophane 0,0521 0,0275 0,1345 0,3267 
Phenylalanine 0,0551 0,0368 0,1656 0,4235 
Isoleueine 0,0161 0,0097 0,0450 0,1126 
Leueine 0,0436 0,0189 0,1003 0,2324 
Omithine 0,2335 0,1747 0,7577 1,9809 
.Lysine 0,0425 0,0188 0,0988 0,2302 

I.: e s t i m a t i o n d e 1 a v a r i ab i I i t e i n t r a 1 a
b 0 r a t 0 i r e a ete effectuee a partir de trois ana1yses en 
double d'un vin (B58) realisees sur 3 jours, avec un intervalle 
de 15 joursentre 1e premier et le dernier. Les determinations 
ont ete effectuees par le meme analyste. Les resultats obtenus 
pour l'ensemble des acides amines figurent dans Je Tab. 8. 

Les valeurs du coefficient de variation montrent qu'il 
existe peu d'ecart entre !es valeurs de surfaces trouvees 
dans les differents jours, tout au moins pour Ia plupart des 
acides amines. 

Conclusions 

Le dosage des acides amines !ihres a ete effectue apres 
1a derivation proclamee a I' aide de 1 'OPA et de 1a detection 
par fluorimetrie . Cette methode nous a permis une bonne 
separation et Je dosage de certains acides amines precur
seurs des amines biogenes et certains autres acides amines 
precurseurs des alcools qui influencent 1a qualite du vin. 

La methode proposee est automatisee et pratique. Les 
resultats obtenus montrent qu' eile est specifique, precise, 
avec une bonne 1inearite et une bonne repetabi1ite. La 
variabi1ite intra1aboratoire est ega1ement satisfaisante. 

Fig. 3: Evolution des courbes d'etalonnage au cours du temps, 
pour certains acides amines. 

Changes of calibration curves of amino acids during 4 d. 



Tableau 6 

Seuils ou limites analytiques deterrnines a partir des dilutions diverses d'une solution de reference (mg·l-1) 

Analytic Iimits of different dilutions ofthe initial standard solution (mg·l-1) 

Dilutions : 1:100 1:50 1:25 

Acides arnines Moy Ecart-type X+3S X+IOS Moy Ecart-type X+3S X +OS Moy Ecart-type X+3S X+IOS 
(S) (S) (S) 

Ac. Aspartique 0,122 0,023 0,190 0,348 0;207 0,011 0;239 0,314 0;290 0,068 0,493 0,968 tTl 
< 

Ac. Glutamique 0,087 0,021 0,148 0;292 0,172 0,017 0;224 0,346 0,342 0,023 0,412 0,576 e. 
~ 

Asparagine 0,151 0,035 0;256 0,499 0,191 0,036 0;299 0,551 0;295 0,036 0,402 0,651 ~ 
ö' 

Serine 0;254 0,037 0,364 0,622 0,341 0,094 0,623 1;283 0,393 0,074 0,614 1,131 ::I 
p. 

Glutamine 0,085 0,016 0,133 0;247 0,140 0,021 0;203 0,352 0;207 0,017 0;257 0,375 ~-

Histidine 0,529 0,160 1,009 2,130 0,529 0,089 0,795 1,418 0,692 0,089 0,959 1,582 
::I 
(1) 

G1ycine 0,107 0,037 0;219 0,481 0;223 0,037 0,333 0,591 0,390 0,023 0,460 0,622 8 
(1). 

Threonine 0;227 0,067 0,427 0,895 0,102 0,065 0;298 0,757 0,144 0,031 0;239 0,459 So 
0 

Arginine 0,100 0,026 0,178 0,358 0,117 0,011 0,149 0;223 0,187 0,021 0;251 0,400 
p. 
(1) 

Alanine 0,079 0,023 0,149 0,313 0,094 0,009 0,121 0,185 0,181 0,003 0,190 0;212 
(') 
l' 

y-amino-butyrique 0,099 0,010 0,128 0,196 0,115 0,033 0;213 0,442 0,161 0,023 0;232 0,396 ::t 
'"d 

Tyrosine 0,147 0,039 0;264 0,537 0;216 0,071 0,430 0,929 0,192 0,026 0;271 0,454 
Valine 0,087 0,041 0;211 0,500 0,147 0,033 0;247 0,479 0;243 0,014 0;286 0,387 
Methionine 0,009 0,003 0,018 0,038 0,009 0,003 0,018 0,038 0,011 0,005 0,026 0,059 
Ethanol-amine 0,030 0,006 0,049 0,094 0,028 0,007 0,048 0,095 0,019 0,006 0,039 0,084 
Tryptophane 0,041 0,011 0,073 0,147 0,053 0,023 0,122 0;281 0,101 0,044 0;234 0,545 
Phenylalanine 0,044 0,009 0,070 0,131 0,039 0,005 0,054 0,089 0,080 0,028 0,165 0,362 
Isoleueine 0,031 0,016 0,078 0,187 0,038 0,012 0,074 0,158 0,080 0,012 0,115 0,198 
Leueine 0,059 0,026 0,138 0,323 0,066 0,010 0,095 0,164 0,125 0,008 0,148 0;203 
Ornithine 0,134 0,024 0;206 0,372 0,412 0,115 0,757 1,563 0;294 0,040 0,414 0,694 
Lysine 0,031 0,006 0,049 0,093 0,050 0,018 0,104 0;229 0,023 0,008 0,048 0,106 

X+3S : Seuil ou Iimite de detection X+ I OS : Seuil ou Iimite de quantification 

Vl 
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Tableau 7 

Repetabilite intralaboratoire pour Je dosage de chaque acide amine. Les valeurs representent !es surfaces des pics correspondants 

Intralaboratory repeatability of the determination of each amino acid. The values represent the areas of the corresponding peaks 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 Moy Ecart-type CV% 

Aeide Aspartique 45 45 44 43 42 42 42 41 41 38 42,3 2,11 4,99 
Aeide Glutamique Tl 79 Tl 74 71 71 71 70 (f) 64 72,3 4,50 6,22 
Asparagine 86 87 85 82 79 79 79 78 78 73 80,6 4,35 5,40 
Serine 173 177 172 167 164 163 162 159 158 148 164,3 8,46 5,15 
Glutamine 105 107 103 99 96 95 95 92 91 84 96,7 7,01 7,25 
Histidine 35 36 36 34 34 35 35 33 33 31 34,2 1,55 4,53 
Glyeine fiJ7 615 610 597 591 598 585 574 573 546 589,6 20,90 3,55 
Arginine 117 120 117 112 111 112 110 106 107 100 111,2 5,94 5,34 
Alanine 105 108 105 101 99 100 98 96 96 90 99,8 5,29 5,30 
y-amino-butyrique 239 243 239 235 232 229 228 223 225 213 230,6 8,97 3,89 
Tyrosine 56 56 54 52 50 50 50 49 49 46 51,2 3,26 6,37 
Ethanolamine 1059 1041 1052 1045 1050 1015 1031 1014 1022 981 1031 23,59 2,29 
Tryptophane 41 43 42 41 40 38 39 38 38 36 39,6 2,17 5,48 
Phenylalanine 50 52 50 49 48 47 47 46 46 43 47,8 2,57 5,38 
Isoleueine 89 91 88 85 84 83 82 79 80 75 83,6 4,90 5,87 
Leueine 126 128 124 120 118 116 116 113 114 106 118,1 6,64 5,62 
Omithine 38 38 38 37 34 35 36 36 35 32 35,9 1,97 5,49 
Lysine ff) 64 65 62 61 59 61 59 59 53 60,3 3,30 5,48 

CV : Coefficient de variation 

Tableau 8 

Variabilite intralaboratoire pour Je dosage des acides amines sur une periode de 2 semaines. Les valeurs representent 
!es surfaces des pics correspondants 

Intralaboratory variability of the determination of amino acids in a 2-week period. The values represent 
the areas of the corresponding peaks 

VinB58 VinB58 VinB58 Moy Ecart-type CV% 
11-2-94 14-2-94 25-2-94 (S) 

Aeide Aspartique 15 14 18 15,67 2,08 8,86 
Aeide Glutamique 93 84 90 89,00 4,58 3,43 
Asparagine 43 40 33 38,67 5,13 8,85 
Serine 48 45 40 44,33 4,04 6,08 
Glutamine 0,7 0,5 0,4 0,53 0,15 19,09 
Histidine 18 16 12 15,33 3,06 13,28 
Glyeine+ Threonine 296 291 270 285,67 13,80 3,22 
Arginine 309 313 287 303,00 14,00 3,08 
Alanine 18 17 23 19,33 3,21 11,08 

y-amino-butyrique 268 261 255 261,33 6,51 1,66 
Tyrosine 14 13 16 14,33 1,53 7,10 
Valine 31 28 29 29,33 1,53 3,47 
Ethanolamine+Methionine 423 429 418 423,33 5,51 0,87 
Tryptophane 1 1 0,5 0,83 0,29 23,09 
Phenylalanine 24 22 18 21,33 3,06 9,55 
Isoleueine 14 12 10 12,00 2,00 11,11 
Leueine 43 40 55 46,00 7,94 11,50 
Omithine 31 30 35 32,00 2,65 5,51 
Lysine 30 30 34 31,33 2,31 4,91 

CV : Coefficient de variation 
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