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RESOLUTION 0IV/OENO 353/2009

METHODE DE DETERMINATION DU RAPPORT ISOTOPIQUE "0/"°0 DE
L’EAU DANS LE VIN ET LE MOUT

L’ASSEMBLEE GENERALE,

CONSIDERANT l'alinéa iv du paragraphe 2 de I'Article 2 de I'accord daté du 3 avril 2001
portant création de 'Organisation internationale de la vigne et du vin,

CONSIDERANT la résolution OENO 2 /96 concernant la méthode de détermination du
rapport isotopique *O/'°O de l'eau dans le vin et I’étude inter-laboratoire
collaborative,

SUR PROPOSITION de la Sous-commission « Méthodes d’analyse »,

DECIDE de remplacer l'actuelle méthode de type II de détermination du rapport

isotopique *0/°O de I'eau dans le vin visée a I'’Annexe A du Recueil de Méthodes
internationales d’analyse des vins et des motts en y insérant la méthode suivante :

o Type de la
Intitulé méthode
Méthode de détermination du rapport isotopique “0/*°0 I
de I'eau dans le vin et le mofit

1.  CHAMP D’APPLICATION

La méthode permet la détermination du rapport isotopique *O /O de I'eau dans le vin
et le moGt apres équilibrage avec du CO,, par spectrométrie de masse isotopique

(SMRI).

2.  NORMES DE REfErence

ISO 5725:1994 : Exactitude (justesse et fidélité) des résultats et méthodes de mesure :
meéthode de base pour la détermination de la répétabilité et de la reproductibilité
d'une méthode de mesure normalisée.

V-SMOW : Vienna-Standard Mean Ocean Water (*0 /"0 = Ry_gyow = 0,0020052).
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GISP Greenland Ice Sheet Precipitation
SLAP Standard Light Antarctic Precipitation

3.  DEFINITIONS

0 /"0 : Rapport isotopique entre 'oxygéne 18 et 'oxygéne 16 pour un échantillon
donné

0*Oy_gvow : Echelle relative pour 'expression du rapport isotopique entre I'oxygéne 18

et l'oxygeéne 16 pour un échantillon donné. n®0_g.y Se calcule par I'équation suivante :

[ J [ Jstan dard
o O 1 o O
[ l J

s tan dard

Avec V-SMOW comme étalon et point de référence pour I'échelle relative o.

x1000 [%o]

18 _
0 OV—SMOW =

e BCR : Bureau communautaire de référence
o AIEA : Agence internationale de I'Energie atomique (Vienne, Autriche)

e IRMM : Institut des matériaux et mesures de référence

SMRI : Spectrométrie de masse isotopique

m/z : Rapport masse sur charge

NIST: National Institute of Standards & Technology

MR : matériau de référence

4. Principe

La technique décrite ci-apres est fondée sur I'équilibrage isotopique de 'eau dans des
échantillons de vin ou de moft avec un gaz-type CO, selon la réaction d’échange

isotopique suivante :
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Apres équilibrage, le dioxyde de carbone dans la phase gazeuse est utilisé pour analyse

par spectrométrie de masse isotopique (SMRI), ou le rapport isotopique 0 /*°O est
déterminé sur le CO, résultant de 'équilibrage.

5.  REACTIFS ET MATERIAUX

Les matériaux et consommables sont fonction de la méthode employée (voir la section
6). Les systemes généralement utilisés sont fondés sur I'équilibrage de I'eau dans du
vin ou du moft avec du CO,.

Les matériaux de référence, étalons de travail et consommables suivants peuvent étre
utilisés :

5.1. Matériaux de référence

Nom Editeur /Auteur 00 versus V-SMOW
V-SMOW, MR 8535 AIEA / NIST 0 %o

BCR-659 IRMM - 7,18 %o

GISP, MR 8536 AIEA / NIST - 24,78 %o

SLAP, MR 8537 AIEA / NIST ~ 55,5 %o

5.2. Etalons de travail

5.2.1. Dioxyde de carbone employé pour 'équilibrage et comme gaz de référence
secondaire pour la mesure (CAS 00124-38-9).

5.2.2. Le dioxyde de carbone utilisé pour 'équilibrage (selon l'instrumentation, le le gaz
pourrait étre identique a celui en 5.2.1 ou dans le cas d'un systeme de cylindres a flux
continu, ,un mélange gazeux d’hélium- et de dioxyde carbone peut aussi étre utilisé.

5.2.3. Etalons de travail avec des valeurs 0Oy calibrés par rapport a des matériaux
de référence internationaux.
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5.3. Consommabhles
Hélium pour analyse (CAS 07440-59-7).

6. APPAREILLAGE

6.1.  Spectrométrie de masse isotopique (SMRI)
Le spectrometre de masse isotopique (SMRI) permet la détermination des teneurs

relatives en °C de gaz CO, en abondance naturelle avec une précision interne de
0,05 %o. La preécision interne se définit ici comme la différence entre deux mesures du
méme échantillon de CO.,.

Le spectrometre de masse utilisé pour déterminer la composition isotopique du gaz
CO, est généralement équipé d'un collecteur triple afin de mesurer simultanément les

courants ioniques suivants :

» m/z = 44 (*C'°0'°0)
° m/Z = 45 (13cl60160 et 12cl70160)

° m/z = 4:6 (12C16018O 12cl7017o et l3cl70160)

En mesurant les intensités correspondantes, le rapport isotopique 0 /O est
déterminé a partir du rapport des intensités de m/z = 46 et m/z = 44 apres

corrections pour les espéces isobariques (“C"0"0 et *C"0"°0) dont les contributions
peuvent étre calculées a partir de l'intensité effective observée pour m/z = 45 et des
abondances isotopiques habituelles de *C et "O dans la nature.

Le spectrometre de masse isotopique doit étre équipé d'un des systémes suivants :

» Systeme a double introduction (double entrée) pour mesurer en alternance
I’échantillon inconnu et 1’étalon de référence.

¢ Ou systeme a flux continu qui transfere quantitativement dans le spectrometre de
masse le CO, depuis les fioles d’échantillon apres équilibrage, mais aussi le CO,

gaz de référence,
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6.2. Equipement et matériel

Tout le materiel doit satisfaire aux exigences de la méthode ou de I'appareillage utilisé
(spécifiées par le fabricant). Cependant, les matériels pourront étre remplacés par des
éléments aux performances analogues.

6.2.1. Fioles avec des septums adaptés au systeme employé.
6.2.2. Pipettes volumeétriques avec des cones adaptés.

6.2.3. Systeme thermiquement régulé pour effectuer 1'équilibrage a température
constante, généralement a +1 °C.

6.2.4. Pompe a vide (si le systeme employé I'exige).

6.2.5. Passeur d’échantillons (si le systeme employé l'exige).

6.2.6. Seringues pour 'échantillonnage (si le systeme employé l'exige).

6.2.7. Colonne CG pour séparer le CO, d’autres gaz élémentaires (si le systeme
employe l'exige).

6.2.8. Dispositif d’élimination d'eau (ex. : cryopiege, membranes perméables
sélectives).

7. ECHANTILLONNAGE

Les échantillons de vin et de moft, ainsi que les matériaux de référence, sont utilisés
pour l'analyse sans prétraitement. En cas d'une possible fermentation de I'échantillon,
il faudrait ajouter de l'acide benzoique (ou un autre antiferment) ou filtrer avec un
filtre de diametre de pore de 0,22 pm.

Les matériaux de référence utilisés pour le calibrage et la correction des dérives
doivent, de préférence, étre placés au début et a la fin de la séquence et étre insérés a
des intervalles de dix échantillons.

8. Procédure
Les descriptions ci-apres renvoient aux procédures généralement appliquées pour la

détermination des rapports isotopiques 0 /*°O par équilibrage de I'eau avec un étalon
de travail de CO, et mesure par SMRI. Ces procédures peuvent étre adaptées en
fonction des modifications apportées aux matériels et instruments par les fabricants
ainsi différents appareils d’équilibre sont disponibles, exigeant différentes conditions
de fonctionnement. Deux principales procédures techniques peuvent étre utilisées
pour introduire le CO, dans I' IRMS soit par un systeme de double orifice soit par
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I'utilisation du systeme en flux continu. La description de ces systémes techniques
ainsi que les conditions de 'opération correspondantes n’est pas possible.

Remarque : toutes les valeurs mentionnées pour les volumes, les températures, les
pressions et les délais sont fournies a titre purement indicatif. Les valeurs exactes
doivent étre spécifiées sur la base des caractéristiques techniques des fabricants
et/ou déterminées de maniere expérimentale.

8.1. Equilibrage manuel

Un volume défini de I'échantillon /étalon est transféré dans un flacon au moyen d’'une
pipette. Le flacon est ensuite solidement fixé au collecteur.

Chaque collecteur est refroidi a une température inférieure a - 80 °C de maniere a
congeler les échantillons. (un collecteur muni d'une tube capillaire ne nécessite pas
cette étape de congélation) Par la suite, le vide est fait dans tout le systeme.

Une fois qu'un vide stable est établi, le CO, gazeux servant d’étalon de travail est
introduit dans les différents flacons. Pour le processus d’équilibrage, chaque
collecteur est placé dans un bain d'eau thermiquement régulé a 25 °C (1 °C) pendant
12 heures (jusqu’au lendemain). Il est crucial que la température du bain d'eau soit
maintenue constante et homogene.

Une fois le processus d’équilibrage achevé, le CO, obtenu est transféré depuis les

flacons vers le coté échantillon sous le systeme d’introduction double,. Les mesures
sont prises en comparant plusieurs fois les rapports du CO, contenus coté échantillon

et coté étalon (gaz étalon de référence : CO,) du systeme d’introduction double. Cette
approche est répétée jusqu'a ce que le dernier échantillon de la séquence soit mesuré.

8.2.  Utilisation d’un appareil d’équilibrage automatique

Un volume défini de I'échantillon /étalon est transféré dans une fiole au moyen d'une
pipette. Les fioles d’échantillon sont fixées au systéme d’équilibrage et refroidies a une
température inférieure a - 80 °C de maniere a congeler les échantillons. (un collecteur
muni d'une tube capillaire ne nécessite pas cette étape de congélation) Par la suite, le
vide est fait dans tout le systeme.

Une fois qu'un vide stable est établi, le CO, gazeux servant d’étalon de travail est

introduit dans les fioles. L'équilibre est généralement atteint a une température de 22
+ 0,5 °C a lissue d’'un délai minimal de 5 heures, avec une agitation modérée (le cas
échéant). Comme la durée de I'équilibrage est fonction de divers parametres (ex. : la
géomeétrie de la fiole, la température, I'agitation, etc.), la durée minimale d’équilibre
doit étre déterminée de maniere expérimentale.
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Une fois le processus d’équilibrage acheve, le CO, obtenu est transféré depuis les

fioles vers le coté échantillon du systeme d’introduction double,. Les mesures sont
prises en comparant plusieurs fois les rapports du CO, contenus coté échantillon et

cote étalon (gaz étalon de référence : CO,) du systeme d'introduction double. Cette
approche est répétée jusqu’a ce que le dernier échantillon de la séquence soit mesuré.

8.3. Préparation manuelle et d’équilibrage automatique et analyse d’'une
systeme de double orifice couplé a un systeme a flux continu IRMS

Un volume défini de I'échantillon/étalon (200 ul par exemple) est transféré dans une
fiole au moyen d'une pipette. Les fioles ouvertes sont placées dans une chambre
fermée remplie de CO, utilisée pour 'équilibrage (5.2.2). Apres plusieurs purges pour
éliminer toute trace d’air, les fioles sont fermées et placées sur un plateau
thermiquement régulé du passeur d’échantillons. L'équilibrage est atteint apres au
moins 8 heures a 40°C. Une fois le processus d'équilibrage terminé, le CO, obtenu est

séché et transféré du coté échantillon du systéme de double orifice. Les
déterminations sont effectuées a plusieurs reprises par la comparaison des
pourcentages de CO, contenus du coté échantillon et du coteé étalon (le CO, référence

du gaz étalon) du double orifice. Cette approche est répété jusqu’a la détermination du
dernier échantillon de la séquence.

8.4. Utilisation d’un appareil d’équilibrage automatique couplé a un systeme a
flux continu

Un volume défini de I'échantillon/étalon est transféré dans une fiole au moyen d'une
pipette. Les fioles d’échantillon sont placées sur un plateau thermiquement régulé.
ATaide d’une seringue a gaz, les fioles sont rincées avec un mélange de He et de CO,.
Le CO, demeure dans I'espace de téte des fioles pour I'équilibrage.

L’équilibre est généralement atteint a une température de 30 + 1 °C a l'issue d'un délai
minimal de 18 heures.

Une fois le processus d’équilibrage achevé, le CO, obtenu est transféré par le systeme

a flux continu vers la source ionique du spectrometre de masse. Du gaz de référence
CO, est également introduit dans le SMRI par le systeme a flux continu. La mesure est

prise en fonction du protocole spécifique du matériel employé.
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9. Calculs

Les intensités pour m/z = 44, 45, 46 sont consignées pour chaque échantillon et pour
les matériaux de référence analysés dans un lot de mesures. Les rapports isotopiques

*0 /"0 sont ensuite calculés par 'ordinateur et le logiciel du SMRI suivant les

principes énoncés au paragraphe 6.1. Dans la pratique, les rapports isotopiques *0 /O
sont mesurés par rapport a un étalon de travail préalablement calibré par rapport au
V-SMOW. De légeres variations peuvent se produire pendant la mesure en ligne du

fait des modifications dues aux conditions instrumentales. Dans ce cas, le o0 *O des

échantillons doit étre corrigé en fonction de la différence entre la valeur o *O de
I'étalon de travail et sa valeur assignée, préalablement calibrée par rapport au V-
SMOW. Entre deux mesures de I'étalon de travail, la variation est la correction
appliquée aux résultats de I'échantillon, qui sont supposées linéaires. En effet, 'étalon
de travail doit étre mesuré au début et a la fin de toutes les séries d’échantillons. De ce
fait, une correction peut étre calculée pour chaque échantillon au moyen d'une
interpolation linéaire entre deux valeurs (la différence entre la valeur assignée de
I'étalon de travail et les mesures des valeurs obtenues).

Les résultats finaux sont présentés comme des valeurs relatives 0°Oy._gyow €Xprimées

en %o.

Les valeurs 0°Oy._gyow S€ calculent par 'équation suivante :

( ISOJ ( 18 0]
16 |16
0 sample 0 V-SMOwW

V-SMOW — [18 OJ
16
0 V—SMOW

La valeur 0O normalisée versus I'échelle V-SMOW /SLAP se calcule par I'équation
suivante :

5°0

x1000 [%o]

18 18
5 Osample -3 OV—SMOW

18 18
d OV—SMOW -9 OSLAP

x55.5 [%o]

18 _
0" Oy _smow /stap =
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La valeur 0Oy _g0w admise pour SLAP est de -55,5 %o (voir aussi 5.2).

10. Précision

La répétabilité (r) est égale a 0,24 %o.

La reproductibilité (R) est égale a 0,50 %o.
Résumé des résultats statistiques

Moy Ecart type Repetabilité Ecart type de Reproducibilité
générale de (%o0) reproductibilité (%0) R
(%o0) répétabilité (%0) sy
(%o) S,
Eau
Echantillon | -8,20 0,068 0,19 0,171 0,48
1
Echantillon | -8,22 0,096 0,27 0,136 0,38
2
Vin N° 1
Echantillon | 6,87 0,098 0,27 0,220 0,62
5
Echantillon | 6,02 0,074 0,21 0,167 0,47
8
Echantillon | 5,19 0,094 0,26 0,194 0,54
9
Echantillon | 3,59 0,106 0,30 0,205 0,57
4
Vin N° 2
Echantillon | -1,54 0,065 0,18 0,165 0,46
3
Echantillon | -1,79 0,078 0,22 0,141 0,40
6
Echantillon | -2,04 0,089 0,25 0,173 0,49
7
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Echantillon | -2,61 0,103 0,29 0,200 0,56
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