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SUMMARY 

IdentQkation of organic acids and determination of their individzcal amoawts in gra$e- 
j&es and wines by chromatografihy alzd ~laotodensitometry 

Tartaric, malic, lactic, succinic, citric and citromalic ,acids are identified by 
separation with one-dimensional thin-layer chromatography on cellulose. The 
individual amounts are determined by photodensitometry of the spots. 

The method is applicable to the free acids and their salts present in wines, 
grape-juices or vegetable extracts. 

INTROI)UCTION 

Parmi les nombreuses m&thodes de shparation des acides organiques sur papier 
ou sur couche mince, certaines permettent la sbparation d’un nombre important 
d’acides grace & l’emploi de deux solvants migrant selon deux dimensions du support 
(CARLES et aZ.l). D’autres, n’utilisent qu’une seule migration: RASMUSSEN~, BRUN ET 
GRAU~, BACHUR~, KUNKEE~; selon cette dernihre technique certains auteurs tels clue 
COOK@, LINDNER ETJURICS',~~~ chercht5la possibilit6 d'dvaluation quantitative par 
photodensitom&trie. Dans cette voie nous avons obtenu une methode convenant aux 
acides contenus dansles jus de raisin,les vins etles extraitsv&g&aux. 

l Stagiairc de I’I~colc Supkicurc d’&riculturc dc l?urpan-Toulouse & In Station Ccntrale 
dc Tcchnologic dcs Procluits VdpBtaus. 

J, Clwomalog., 50 (1970) 8391 
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Stil’ARATION CHROMATOGRAPHIQUE 

Mode o$eratoire 
PrtZ$aration des cozcches. Les plaques (20 x 20 cm) sont p&pa&es avec de la 

poudre de cellulose (Macherey, Nagel et Co. MN 300) et stock&es dans une enceinte 
exempte de vapeur d’acide. 

D&p& des sol&ions. Les solutions Q analyser sont d6pos6es en bandes fines de 
zo,mm de longueur dispo&es & 2 cm du bord inf6rieur de la plaque. 

Les vins rouges sont d6barrasA prbalablement des anthocyanes qui se super- 
posent avec le spot de l’acide tartrique. 11s sont trait& avec du charbon v&g&al A. 
raison de 250 m&o ml ou avec une r&sine kchangeuse de cations (type Dowex 50). 

Humidajkation et dt!veZo~~ement. L’enceinte devant servir au d6veloppement 
est saturge de vapeur d’eau au moyen de deux b&hers de 25 ml dans lesquels on verse 
une vingtaine de millilitres d’eau B 70~. Dix minutes apr&s, on introduit deux plaques 
dans la cuve, la couche cellulosique tournde vers les b&hers (vers l’intdrieur). On 
referme et apr&s deux heures d’humidification, on verse le solvant de d6veloppement 
constituC par la phase supkieure du melange butanol-acide formique-eau (4 :z :5), 
p&par& depuis un mois. 

RtWZation. La r&&lation a fait l’objet de nombreux essais. Le mdlange glucide- 
aniline a &b pr6f&6 aux autres rk&lateurs (bleu de bromoph6no1, pyridine, 2’,7’- 
dichlorofluoresceine) ; parmi les glucides, le d-arabinose donne les meilleurs rkultats : 

fond uniforme et tr&s clair, taches t&s contrast&es. La pulvkrisation du rk.Glateur 
apr& dhveloppement s’est montree supkieure aux autres types d’application (me- 
lange & la suspension de cellulose avant htalement, m&mge au solvant de developpe- 
ment, imbibition par les vapeurs). 

On utilise le mBlange suivant : 
20 ml d’une solution aqueuse de d-arabinose (2 g dans 20 ml); 22 ml d’une 

solution alcoolique d’aniline (2 ml d’aniline rkemment distill&e dans 20 ml d’ethanol) ; 

58 ml de N-butanol d6barrassB de ses impuretk acides par agitation 2 h sur la soude 
(30 g de soude par litre de butanol) puis distillation. 

Fig, I. T = Acidc tartriquc; C = Acidc citrique; M = Aciclc tnaliquc; C.M, = Aciclc citramali- 
que; L = Acide lactique; S = Acidc succinique. 
scide par litrc) ; II 

I = Solution-t6moin (IO mdquiv. de chaquc 
= Solution-tdmoin (50 mequiv. clc chaque acidc par litrc) ; III = Vin rouge 

dc carignan 1947; IV = Jus de raisin rouge 1965. 

J. Chromalog., 50 (1979) 83-91 
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Ce melange doit etre conserve a basse temperature et ~5. l’abri de la lumi&re. 11 
est pulverisd sur les plaques posees horizontalement a raison de 10-12 ml sur chacune. 
Les plaques sont mises dans une Btuve a go0 bien ventilee et obscure, pendant 6 min 
puis elles sont placees dans une enceinte, ?I. l’abri des vapeurs d’acide. 

Le lendemain, la revdlation est d’une nettete suffisante. 

Re’sdtats 
La Fig. I reproduit un chromatogramme de quatre echantillons. On notera 

l’efficacite de la sbparation et la nettete du contour des taches, On observe les Bchan- 
tillons suivants : 

Ikhantillon No. I : 20~1 d’unesolution aqueuse d’acides organiques a IO mequiv./l 
chacun; &Aantillon No. 2: 20 ,ul d’une solution aqueuse d’acides organiques a 50 
mequiv. /1 chacun ; &hantillon No. 3: 20 ,ul d’un vin rouge de carignan. Maceration 
de sept jours (chromatographie apres dkoloration) ; echantillon No. 4: 20 ,ul d’un jus 
de raisin rouge sulfite? puis desulfite. (Chromatographie apres dilution dans 3 volumes 
d'eau) . 

Les Rp des differents acides sont recueillis dans la Tableau I. 

TABLEAU I 

VALEURS DES RIO- DES PRINCIPAUX ACIDES CONTENUS DANS LES VINS, LES JUS DE RAISIN RT LBS 

EXTRAITS V$GtiTAUX 
----_. 

A tide Rp 

Tartriquc 
Citriquc 
Maliquc 
Citrarnaliquc 
Lactiq UC 
Succinique 

0.13 
0.23 
0.34 
0955 
0.Gg 

o-7’., 

Disctission 
L’etalement important des differents Rp assure une bonne efficacite a la s&pa- 

ration. Celle-ci est encore amelioree par le fait que l’acide tartrique, generalement le 
plus important, est celui qui migre le moins. On peut souligner d’autre part la nettete 
des taches de RJ* &eve (acides citramalique, lactique et succinique) difficile a obtenir 
avec d’autres methodes. 

Un acide organique donnd et ses diffdrents sels sont isoles au sein d’une mkne 
tache chromatographique. Nous reviendrons sur cette interessante particularit clans 
la partie quantitative. 

Sur les chromstogrammes ritalises a partir d’une solution’d’acide lactique, celui-ci 
donne naissance a deux taches, une principale de RI,- = 0.69 due a l’acide lui-m&me 
et une plus reduite de Xp = 0.86 due vraisemblablement h un lactide (resultat de 
l’esterification reciproque des fonctions alcool et acide de deux molecules). Pour 
eviter cet inconvenient on peut procdder & partir d’une solution de lactate de sodium. 

Par ailleurs, il y a une tendance inexplicluee de l’acide tartrique a donner deus 
taches contigties, lorsque les doses de depart sont &levees (I microequivalent). 

Nous avons envisage le devenir de quelques acides exogenes (antiseptiques 

J. Cltrowrato~., 50 (1970) 03-91 
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Fig. 2. I = Solution-tdmoin (IO mciquiv. de chaque acidc par litre) ; II = Solution tBmoin (50 
mdquiv, de chaque acidc par litre) ; III = Vin rouge de carignan 1967; IV = Jus de raisin rouge 
1968. Le chiffre en dessous de chaque pit correspond au nombrc de “tops”. 

m, S nombre de ‘tops” 

4 (pequiv.) 

Fig. 3. Relation entre la surface d’un pit et la quantitd d’acide ddpos8e. (I) = acidc tartriquc; (2) 

r= acide maIique; (3) = acide citriquc: (4) = a&de lnctique; (5) = acidc succiniquc. 

J. CiJYfJWJUt0g., 50 (1970) 83-91 
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TABLEAU I I 

VALEURS DES h?p DE QUELQUES ACIDIZS GflNI?RALEMENT PRIhENTS h L’dTAT DE TRACES 

Acide RF A cida 

Bcnzo’iquc 0.03 
Cyanhyclriquc 0.04 
Salicyliquc 0.00 
Sorbiquc 0.00 
Sulfurcux 0.03 
a-Cdoglutarique 0.55 
Chlorhyclrique 0.05 
IXmethyl&yccriquc 0.64 

Galacturoniquc 0.02 

Gluconique o-44 
Glutamiquc 0.04 
Glucuroniquc o-*3 
Maloniquc 0.61 
Oxaliquc 0.06 
I’hosphoriquc 0.00 
Shiltimique 0.20 

Sulfurique 0.00 

- --- 

R La- 

-_-____ 

autorishs ou frauduleux) ou naturels qui, &n&ralement prkents A l’dtat de traces, 
peuvent prendre exceptionnellement une certaine importance. Les RF de ces acides 
sont recueillis dans le Tableau II. 

La plupart de ces acides ne migrent pas ou migrent t&s peu et de ce fait ne 
peuvent interfher. Ceux qui m&rent sont ghkalement prksents dans les vins A l’htat 
de traces non r&&lables. I1 convient toutefois d’Ctre prudent avec les vins issus de 
vendanges botrjrtisees ou eud6misees car la teneur en acide glucuronique peut ne 
plus Btre ndgligeable et.la tache brune correspondante chevauche alors celle de l’acide 
tartrique, 

WALUATION PHOTODENSITOMETRIQUE 

Les mesures sont effectuees A. l’aide du Photometre integrateur enregistreur 
Vernon* type T.R.D. 5, (un photodensitometre Joyce-Loebl, type Chromoscan’* a 
egalement 6th utilise). Ces appareils sont employ& en transparence. La longueur du 
faisceau lumineux est superieure de quelques fractions de millimhtres A celle des 
taches. 

Afin d’augmenter le contraste, un filtre Wratten (47 B) est place entre la plaque 
chromatographique et la cellule photodlectrique. . . 

La surface de chaque pit est integree en unit& arbitraires, au moyen de “tops” 
successifs inscrits au bas de la feuille d’enregibtrement (Fig. 2). 

La Fig. 3 montre que la surface d’un pit (integrale de la densite optique des 
differents points de la tache correspondante), est proportionnelle a la quantite d’acide 
dCpo&e jusqu’a un microequivalent; au de& de cette dose, la relation n’est plus 
lineaire. 

Pour un meme depot c’est le compose obtenu par la revelation de l’acide tartrique 
qui a le coefficient d’extinction moleculaire le plus important, celui obtenu par la 
revelation de l’acide succinique &ant le plus faible. 

Sur une m6me plaque de 20 x 20 cm, on depose cinq taches selon une bande 
de deux centimetres de longueur : 

l FabriquG par les l?tablissemcnts Vernon, 5, rut Ed. Tcxnblay 94, Vitry sur Seine. 
l * Joyce Locbl, Tirancc, S4, TUC dc Vcrclun, 75, Surcsncs. 

J. C/rvo~r~aiog., 50 (rg70) 83-91 
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Solution &talon: 0.2 microequivalent de chaque acide; solution &talon: 1.0 

microequivalent de chaque acide; trois echantillons A. analyser. 
Les doses de o,z et 1.0 microequivalent sont A. l.‘int&ieur des limites oh l’eva- 

luation photodensitometrique reste lineaire. Le recours a deux melanges synthetiques 
de concentrations voisines des extr6mes est rendu obligatoire par la variabilite de la 
r&Aation. 

R&.&ats et disczcssion 
Prkcision des rhdtats. Les causes d’erreurs en photodensitometrie ont et& 

envisagees dans une etude g&kale de SHELLARD~. 

Les &valuations rCali&es & partir de chromatographie sur papier ou sur couche 
mince peuvent &re entachees d’une erreur dont la principale est due & l’impossibilite 
du transfert sur le support de la totalite du volume choisi. 

Les recherches de FAIRBAIRN ET RELPH~ montrent que l’ascension du liquide 
sur la paroi extdrieure de la pipette, et la capillarite A. l’interieur, conduisent a des 
erreurs sur le volume depose. Ces erreurs sont estimkes plus importantes que celles 
dues a toutes les autres operations reunies. Les auteurs concluent a la rkcessite d’effec- 
tuer les dBp8ts au moyen d’un “dispositif 21. ejection for&e de gouttes”. Dans le present 
travail, cette technique n’a pas et6 employee. 

Parmi les autres causes d’erreurs, le mode d’application et la variation du volume 
de r&Clateur utilis6 ne paraissent pas intervenir, le volume choisi 6tant en large 
exc&s. Par contre, le chauffage fait parfois apparaitre une het&og&Gitd du fond prbs 
des bords lateraux. En consequence, il est preferable de ne pas effectuer de depot a 
moins de 3 cm de ceux-ci. 

TABLEAU III 

DRlbXSION DES RfiSULTATS DES DltTERMINATIONS DES TENEURS INDIVIDUELLES EN ACIDE TARTRI- 

QUIZ ET MALIQUE D’UN JUS DE RAISIN (m&quiv./l) 

Dosages A &de A &de 
tarlrique ntaliqwe 

I 

2 

3 

s 
6 

;: 
9 

IO 
II 

I2 

69.6 
67.8 
65.7 
66.3 
65.4 
67.8 
69.3 
67.5 
65.1 

69.0 
67.5 
64.5 

23.6 
22.5 
21.8 

22.2 

22.7 
22.1 

23.4 
22.6 

22.8 

22.5 
23.2 
21.4 

Moyenne arithmdtique 
&.xwt type d’une mcsurc 

67.65 22.5G 
I.442 0.642 

Erreur d’une mesure (P = 0.05) 3.17 1.41 
Erreur relative d’unc mcsurc 
&art type de la moyennc (crreur-type) f c:~ 

& 6.26% 
. o. 185 

Errcur de la moyennc (P = 0.05) o-915 0.407 
Errcur relative de la moyennc zk 1.35% & 1.80% 

J. Cirromatog., 50 (1970) 83-91 
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TABLEAU IV 

DltTERMINATION PHOTODENSITOMfiTRIQUE APRi3S ADDITION D’UNE QUANTITfi CONNUE D’ACIDES 

TARTRIQUE ET SUCCINIQUE _k UN VIN BLANC 

A tide Avant addSon AfivBs addition 
de IO wzhpciv.~l 

---_-.-_.~ .------_-I-----~--.-- 

Tartriquc 31 41 
Succiniquc g 18 

-_~-_---...- ..-..- ----__-- 

A partir d’un mGme echantillon nous avons fait douze ddterminations compl&es 
des teneurs en acide tartrique et malique. Les resultats obtenus et l’etude de leur 
variabilite figurent dans le Tableau III. 

Une etude analogue sur un vin montre clue les resultats concernant les teneurs 
en acide succinique et lactique peuvent Ctre evaluees avec une precision de l’ordre de 
celle qui est obtenue pour l’acide malique. 

L’addition d’une quantite connue (IO mequiv./l) d’acides tartrique et succinique 
a un vin blanc se retrouve lors de la d&termination photodensitom@trique ainsi clue 
le confirme le Tableau IV. 

,??volzction des da&es en fonction dzc tern@. Comme cela a 6th signal@ dans la 
premiere partie, apr&s pulverisation et chauffage, il.convient d’attendre le lendemain 
pour proceder aux determinations photodensitometriques. En effet, aussitbt apr&s 
le chauffage, les taches sont de tr&s faible intensite et rougehtres. Apres quinze a vingt 
heures d’attente, l’intensite a fortement augment6 et la teinte a vire au brun rougeatre. 
Ce delai nous parait &re suffisant. 

En fait, m&me apres une vingtaine d’heures d’attente 11 y a encore une evolution 
de la teinte vers le brun et egalement une leg&e augmentation du contraste. 

L’evolution des taches temoins &ant la m&me que celle des taches correspondant 
aux vins et aux jus de raisins, les resultats sont sensiblement les memes si on fait la 
determination photometrique le surlendemain au lieu du lendemain. 

Ce fait confirm6 par les resultats mentionnes dans le Tableau V, accroit la 
commodite d’utilisation de la methode, 

TARLlxU v 

Rfk5ULTATS DES DfiTERMINATIONS P~lO~~Ol~~NSITOM$1’RIQUT~S EI’I’ECTUIhLS 24 11 OU 40 11 APRlk LA 

RIkVfiLATION (lndqtliV./I) 
___ --_-.-- __.._-_-__-_-__-__- _--.-.___--_- ---.-_ 

Ddtcvmi- A&de tavtviqw A tide znaliqztc Acide Inctiqw Ac,ida succirtiqz~c 
nation - --- 

24 I8 40 h 24 It 40 I1 24 II 40 It 24 IL 40 I1 
--._.-- __._ __ __..____ __.__._.___._._.____._...___-_._. .- _..._ _ __ ____._... -_ ..--.-.._ _._..___._ -.__.------_.-.. 

T/in de carig~tan voargc 
No. I 24.0 25.0 22.0 22.0 20 21.0 

No. 2 2 2 21.6 22.0 21.7 19.5 19.2 

No. 5 23.6 21.0 2 I .o 23.5 21.5 21#4 

No. 7 25.0 24.0 23-o 22.5 23.0 22.7 

Jus de raisin rouge 
No. I 44.0 115.2 44.0 46.0 

No. 5 50.0 dS.0 .+S.O -0.4 

,I. Chrorrialo~., 50 (1970) 83-91 
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TABLEAU VI 

suxw~c~ DES mcs (NoMBRE DE “TOPS”) OBTENUS h PARTIR DE DfiPdTS DE 0.8 /h+.liV. D’ACIDE 

TARTRIQUE LIBRE ET DE TARTRATES ACIDE ET NEUTRE DE POTASSIUM) 

A &de 
tartvique 

Tartrate Tuvtrate 
acide de nezclre de 
potassiwm. ~otassizcm 

46 46 44 

Jrtflzcence Gventzcelle cEe la saZi/%catioti. Les manipulations prkedentes ont et& 
realisees avec des acides libres. La methode &ant destinee aux mofits et aux vins, il 
etait important de savoir si ceux-ci devaient Qtre prealablement decationises ou non. 

Nous avons pu observer que la chromatographie d’un acide libre et de un ou 
plusieurs de ses sels, donne une tache unique. De plus l’addition d’acide sulfurique 21. 
un Bchantillon ne modifie pas les rksultats quantitatifs obtenus. Enfin, le Tableau VI 
montre que la surface des pits est la m&me pour un m$me nombre d’equivalents, que 
l’acide soit libre, partiellement ou totalement salifie. 

CONCLUSION 

La mdthode d’isolement et de revblation etablie, conduit a une bonne separation 
des acides organiques libres et salifies, des jus de raisin et des vins. Les acides tartrique, 
citrique, malique, citramalique, lactique et succinique et leurs sels donnent des taches 
nettes, bien isolees. 11 en est de m&me pour d’autres acides moins importants en 
oenologie, tel que les acides gluconique, dim&hylglyc&ique, shikimique. 

Sur la base de ces Asultats, il apparait que la methode photodensitometrique 
permet de determiner rapidement les teneurs individuelles en acides organiques libres 
ou salifies des jus de raisin et des vins. La precision des resultats est suffisante pour 
convenir non seulement aux laboratoires d’analyses courantes mais aussi aux labora- 
toires de recherches. On peut envisager d’etendre le champ d’application de cette 
methode a d’autres domaines clue l’oenologie, en biochimie v6g&ale notamment. 

RkSUMI? 

Les acides tartrique, malique, lactique, succinique, citrique et citramalique 
sont identifies apres separation par chromatographie monodimensionnelle sur couche 
mince de cellulose. Les teneurs individuelles sont evaluees par photodensitom&trie 
‘des taches. 

La methode est applicable aux acides libres ou salif& contenus dans les vins, 
les jus de raisins ou les extraits vegetaux. 
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