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Recherches sur les composés du bois de chêne modulant la saveur des vins et des eaux-

de-vie 

 L'élevage en barriques est une étape clé de l'élaboration des vins et des eaux-de-vie, 

modifiant leur expression aromatique et influençant leur saveur. Si les principaux composés 

volatils libérés par le bois de chêne ont été identifiés, les déterminants moléculaires amers et 

sucrés demeurent, dans une large mesure, inconnus. Le premier axe de ce travail a consisté à 

apporter de nouvelles connaissances sur des familles de molécules déjà identifiées dans le bois 

de chêne : les lignanes et les coumarines. Une influence significative du (±)-lyonirésinol sur 

l’amertume des spiritueux a d’abord été démontrée. Puis, des analyses sensorielles ont mis en 

évidence la contribution de six coumarines à l'amertume des vins et des spiritueux via des effets 

de synergie. La fraxétine a été identifiée pour la première fois dans les trois matrices de l’étude. 

Dans un second axe, la sensation de sucrosité conférée au vin par la chauffe des douelles lors 

de la fabrication des barriques a été étudiée, ce qui a permis de confirmer et d’interpréter des 

observations empiriques. Ce travail a en effet visé à isoler de nouvelles molécules sapides, selon 

deux méthodologies différentes. La première a consisté à mettre en place un protocole de 

fractionnement d’extraits de bois de chêne, par des techniques séparatives couplées à la 

gustatométrie, et a permis la purification de onze molécules sapides. Leur identification a été 

réalisée par HRMS et RMN. Dans un second temps, une approche ciblée a été adoptée à la suite 

d’un criblage métabolomique par HRMS sur plusieurs eaux-de-vie de Cognac. Deux nouveaux 

composés ont pu être purifiés. Ces marqueurs ont été quantifiés dans des extraits de bois de 

chêne, des vins et des spiritueux. L'incidence de plusieurs paramètres de tonnellerie sur leur 

teneur a ainsi été étudiée.  

Mots clés : saveur sucrée, amertume, goût, bois de chêne, œnologie, chimie analytique. 

Research on taste-active compounds of oak wood responsible for wines and spirits taste 

balance 

 During barrel aging, wines and spirits undergo organoleptic changes caused by the 

release of aroma and taste molecules. While the key aromatic compounds released from oak 

wood have been identified, the bitter and sweet molecular determinants remain largely 

unknown. The first objective of this work was to bring new insights on the families of molecules 

already identified in oak wood: lignans and coumarins. First, a significant impact of (±)-

lyoniresinol on spirits bitterness has been demonstrated. Then, sensory analysis showed the 

contribution of six coumarins to bitter taste of wines and spirits by synergistic effect. Fraxetin 

was identified for the first time in all three matrices of the study. In the second part of this work, 

the contribution of oak wood toasting to wine sweet taste has been studied, which allowed to 

confirm and to interpret empirical observations. Indeed, the aim of this study was to isolate new 

taste-active compounds, according to two different methods. For the first one, a fractionation 

protocol of oak wood extracts has been established. Separation techniques coupled with 

gustatometry allowed the purification of eleven taste-active compounds. Their identification 

has been carried out by HRMS and NMR. For the second method, a targeted approach has been 

used following a metabolomic screening by HRMS on several eaux-de-vie of Cognac. Two new 

taste-active molecules have been purified. These new markers have been quantified in several 

oak wood extracts, wines and spirits. The influence of oenological parameters on its content 

has been studied. 

Keywords: sweetness, bitterness, taste, oak wood, oenology, analytical chemistry. 

Institut des Sciences de la Vigne et du Vin – Unité de recherche œnologie EA 4577 

210 Chemin de Leysotte CS 50008 – 33882 Villenave d’Ornon Cedex  
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ABRÉVIATIONS 

Abréviations générales 
 

1H    Proton 
13C    Carbone 13 

[α]D    Pouvoir rotatoire spécifique (en degré Celcius) 

δ    Déplacements chimiques (en ppm) 

eV    Electron-volt 

EDV    Eau-de-vie 

μg, mg, g   Microgramme, milligramme, gramme   

μL, mL, L   Microlitre, millilitre, litre 

ANOVA    Analyse de variance  

CV    Coefficient de Variation 

Da     Dalton 

LOD    Limite de Détection 

LOQ    Limite de Quantification 

m/z    Rapport masse/charge 

ppm    Partie par million 

rpm    Rotation par minute 

Sd    Seui de détection 

TAV     Titre Alcoométrique Volumique 

Th    Thomson 

 

Solvants et molécules 

 

ACN    Acétonitrile 

AcOEt    Acétate d’éthyle 

BuOH    n-Butanol 

BuOHsat   n-Butanol saturé en eau 

EtOH    Ethanol 

H2O    Eau 

Hept    Heptane 

HCOOH   Acide formique 

iPrOH    Iso-propanol 

MeOH    Méthanol 

MtBE    Méthyl tert-butyl Ether 

Alc-diHDDC   Alcool dihydrodéhydrodiconiféryle  

P-WL    Précurseur de la whisky-lactone 

QTT    Quercotriterpénoside 

WL    Whisky-lactone 

 

Techniques analytiques 

 

C18    Silice à polarité de phase inversée (greffée C18) 

COSY    COrrelated SpectroscopY 

CPC    Chromatographie de Partage Centrifuge 
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GC-MS   Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie 

    de Masse 

ELL    Extraction Liquide-Liquide 

ESI     Ionisation par éléctro-nébulisation 

ELSD    Détecteur évaporatif à diffusion de lumière 

HCD    Dissociation induite par collision 

HMBC    Heteronuclear Multiple Bond Coherence 

HSQC     Heteronuclear Single Quantum Coherence 

HRMS    Spectrométrie de masse à haute résolution 

HPLC     Chromatographie liquide à haute performance 

Kd    Coefficient de partage 

LC-préparative  Chromatographie Liquide préparative 

RMN 1D et 2D   Résonance Magnétique Nucléaire mono- et bi-dimensionelle 

ROESY    Rotating-frame nuclear Overhauser Effect correlation  

    SpectroscopY  

TIC    Chromatogramme des ions totaux en LC-HRMS 

UV    Ultraviolet 

VCD     Dichroïsme circulaire vibrationnel 

XIC     Chromatogramme des ions extraits en LC-HRMS 

 

Nomenclature des fractions obtenues 

B_S_F1_1 B : Type de bois utilisé (Bois Chauffe Forte, Bois Chauffe 

Normale, Bois Non Chauffé) 

    S : Solvant d’extraction 

    F1 : Fraction 1 obtenue à l’issue d’un 1er fractionnement en CPC

    1 : Fraction 1 obtenue à l’issue d’un 2ème fractionnement en CPC 
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Introduction générale 

1 

 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Dans le langage courant, les mots tels que « saveur », « odeur », « arôme » ou « flaveur », 

sont appliqués, de façon indifférenciée et parfois inappropriée, pour décrire le goût. Pour le 

physiologiste, le goût désigne un système de détection chimique permettant d’évaluer le 

contenu nutritif des aliments et de se protéger contre d’éventuelles intoxications. Le gastronome 

ou l’œnophile y voient davantage un ensemble de perceptions sensorielles intimement liées à 

leur plaisir lors de la dégustation d’un mets ou d’un vin. Selon Brillat-Savarin, « la sensation 

du goût est une opération chimique qui se fait par voie humide, c'est-à-dire qu'il faut que les 

molécules sapides soient dissoutes dans un fluide quelconque, pour pouvoir ensuite être 

absorbées par les houppes nerveuses, papilles ou suçoirs, qui tapissent l'intérieur de l'appareil 

dégustateur » (Brillat-Savarin 1825). Les connaissances, relatives à la physiologie du goût, 

acquises depuis le XIXème siècle ont permis de préciser les propos de Brillat-Savarin. De nos 

jours, les mécanismes perceptifs associés à la gustation ont été largement établis (Lindemann 

2001 ; Chandrashekar et al. 2006). La chimie des substances du goût suscite également un vif 

intérêt, tant dans le domaine académique qu’industriel. De nouveaux composés sapides, 

principalement sucrés, mais aussi amers, ont été identifiés dans diverses plantes (Kinghorn 

1987). Ces molécules appartiennent à différentes familles chimiques et leurs propriétés 

sensorielles sont fortement affectées par de légères modifications structurales. Par conséquent, 

la recherche de nouveaux composés sapides dans une matrice donnée apparaît souvent comme 

un défi majeur pour les chimistes. Ces études sont particulièrement pertinentes en œnologie, 

car elles permettent de mieux comprendre l’origine du goût du vin et des eaux-de-vie. 

Depuis plusieurs années, la recherche œnologique a permis la caractérisation 

moléculaire des arômes intervenant dans la qualité, mais également dans les défauts des vins et 

des eaux-de-vie (Ribéreau-Gayon et al. 2017). Les composés non-volatils, déterminant la 

perception des sensations tactiles ainsi que des saveurs, ont également fait l’objet de plusieurs 

études. En effet, la qualité du vin dépend non seulement de sa typicité aromatique, mais 

également de son équilibre gustatif. Selon le célèbre œnologue Emile Peynaud, ces équilibres 

s’articulent autour des saveurs moelleuses et acides dans les vins blancs, et entre les saveurs 

moelleuses, acides et amères dans les vins rouges (Peynaud 1980). Les composés clés de 

l’acidité sont bien connus, il s’agit des acides organiques, en particulier l’acide tartrique, mais 

aussi les acides malique, lactique ou citrique (Ribéreau-Gayon et al. 2017). Les vins moelleux, 

dont le goût sucré est dû au glucose et au fructose du raisin, non transformés par les levures, se 
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distinguent des vins secs. Ces derniers présentent un caractère moelleux qui ne peut être attribué 

aux oses, dont les teneurs sont inférieures à leur seuil de détection. Le terme de « sucrosité » 

sans sucre est alors employé. Les déterminants moléculaires associés à ce goût n’ont été que 

partiellement élucidés. Cette perception sucrée est notamment liée à la présence de plusieurs 

composés appartenant à diverses familles chimiques et libérés, au cours de l’élaboration du vin, 

par les raisins (Cretin et al. 2019), les levures (Marchal, Marullo, et al. 2011) ou encore le bois 

de chêne (Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011 ; Marchal et al. 2013 ; Gammacurta et al. 2019). 

La perception de l’amertume dans les vins et les eaux-de-vie est classiquement reliée à la 

présence de composés phénoliques. Toutefois, il existe peu de données reliant structure 

moléculaire, seuil de détection et concentrations dans ces matrices. Parmi celles-ci, les 

propriétés amères du lyonirésinol, un lignane extrait du bois, ont été récemment caractérisées 

(Arramon 2001 ; Marchal, Cretin, et al. 2015).  

Malgré ces acquisitions significatives, de nombreuses perceptions gustatives demeurent 

inexpliquées d’un point de vue moléculaire. Une meilleure compréhension de l’effet de 

l’élevage en fûts sur le goût des vins et des spiritueux constitue un enjeu majeur pour les 

professionnels de la filière. Elle requiert une plus grande connaissance des molécules non-

volatiles, sucrées ou amères, apportées par l’élevage.  

La première partie de cette thèse s’inscrira dans la continuité des travaux réalisés 

antérieurement au laboratoire sur l’influence gustative du bois de chêne. En particulier, le rôle 

des lignanes et des coumarines du chêne dans le goût des vins et des eaux-de-vie a été étudié. 

Une approche de criblage d’un extrait de bois par LC-HRMS a permis de rechercher des dérivés 

du lyonirésinol et de la coumarine. La mise en évidence des propriétés amères de certains de 

ces composés a justifié un développement analytique permettant de les quantifier.  

Le second axe du travail sera consacré à l’isolement de déterminants moléculaires 

provenant du bois de chêne et contribuant à l’amertume et à la sucrosité des vins et des eaux-de-

vie. Dans un premier temps, une approche inductive guidée par la dégustation sera utilisée. 

L’élucidation structurale et la caractérisation sensorielle des composés purifiés seront 

détaillées. Dans un second temps, des approches complémentaires à la sélection des fractions 

par gustatométrie seront développées. Une stratégie de détection de ces fractions par mesure de 

l’activation des récepteurs à l’amertume sera notamment proposée. Cette approche originale a 

été mise en œuvre en collaboration avec l’équipe du Dr Loïc Briand, au CSGA de Dijon. 

Parallèlement, une approche par analyse différentielle non-ciblée d’extraits de bois de chêne 

sera discutée pour la recherche de nouveaux composés sapides.  



Introduction générale 

3 

 

La troisième partie présentera le développement d’un protocole de purification 

consécutif à une analyse non-ciblée par HRMS, réalisée sur plusieurs millésimes d’eaux-de-vie 

boisées de Cognac issues de la même distillerie. Si les deux derniers axes de cette thèse traitent 

de matrices et de composés différents, les techniques séparatives (extraction liquide-liquide, 

chromatographie de partage centrifuge, HPLC semi-préparative) et spectroscopiques (HRMS, 

RMN, polarimétrie) nécessaires à leur réalisation sont similaires. Le principe général et la 

description des équipements utilisés sont détaillés dans une partie expérimentale générale. En 

revanche, la présentation de la démarche employée ainsi que les méthodes développées 

spécifiquement pour chaque expérience sont décrites dans les chapitres qui leur sont dédiés. 

La dernière partie de ce travail exposera le développement d’une méthode de dosage par 

LC-HRMS des composés purifiés. Leur quantification dans les vins et les eaux-de-vie sera 

détaillée. La contribution sensorielle de certains composés sera également discutée. Des 

applications pratiques seront envisagées par l’établissement de l’effet de la chauffe du bois sur 

les teneurs des composés sapides. 
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BIBLIOGRAPHIE GÉNÉRALE 

I. État des connaissances sur l’apport des composés du bois de chêne à la qualité 

organoleptique des vins et des eaux-de-vie 

 Généralités 

 Le chêne est le nom vernaculaire donné à plusieurs espèces appartenant à la famille des 

Fagacées et plus précisément au genre Quercus. Ce genre compte plus de 250 espèces situées 

principalement dans les zones tempérées de l’hémisphère nord (Amérique du Nord, Europe et 

Asie) (Keller 1987). Aujourd’hui, les tonneliers utilisent principalement trois types de chêne 

appartenant à la section Lepidobalanus : le chêne pédonculé (Quercus robur L., 1753), le chêne 

sessile ou rouvre (Quercus petraea (Matt.) Liebl., 1784), tous deux d’origine européenne, et le 

chêne blanc d’Amérique (Quercus alba L., 1753). En œnologie, on parle habituellement de 

chêne « français » pour désigner les arbres provenant d’une forêt française et appartenant au 

genre sessile ou pédonculé (Feuillat et al. 1999). Le bois de ces chênes a des propriétés 

physiques compatibles avec la confection de tonneaux, qui sont utilisés depuis l’Antiquité pour 

le transport puis la maturation de certains vins et spiritueux. Plus particulièrement, c’est le bois 

de cœur appelé duramen, qui est utilisé pour la fabrication des barriques. Il est constitué 

majoritairement de trois composés macromoléculaires : la cellulose, l’hémicellulose et la 

lignine (avec des teneurs en pourcentage massique variables selon l’espèce mais de l’ordre de 

40-45, 20-35 et 15-35 % respectivement). Les autres molécules présentes dans le bois sont des 

composés dits extractibles et représentent jusqu’à 10 % de la masse sèche.  

 Après la sélection du bois, les merrains de chêne subissent en premier lieu une étape de 

maturation à l’air libre, généralement pendant 18 à 36 mois. A l’issue de cette phase, ils sont 

fendus (pour le chêne « français ») ou sciés (pour le chêne américain), afin d’être transformés 

en douelles. Puis, la fabrication des fûts débute par le montage des douelles, ou « mise en rose ». 

La barrique ainsi assemblée est prête pour la chauffe. Il s’agit d’une étape fondamentale 

puisqu’elle permet de faire évoluer la composition chimique des fûts. Elle se décompose en 

deux étapes. D’abord, la chauffe de cintrage facilite la courbure des douelles à l’origine de la 

forme particulière de la barrique. La deuxième étape, appelée la chauffe de brûlage ou « 

bousinage », permet, d’une part, de fixer la forme définitive du fût, et d’autre part d’entraîner 

des modifications de la structure et de la composition du bois (Chatonnet 1995). La fabrication 

se termine par l’ajustement des deux fonds de la barrique. Ainsi sont obtenus des fûts à la fois 

solides, étanches et aptes à transférer des arômes et des saveurs particuliers aux vins et aux 
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spiritueux. Leur forme et leur volume varient en fonction des régions et des traditions. A titre 

d’exemple, à Bordeaux, leur contenance est habituellement de 225 L, contre 228 L en 

Bourgogne ou 350 L à Cognac. 

Longtemps utilisés pour le transport, les tonneaux de chêne sont aujourd’hui 

essentiellement réservés à l’élaboration des vins et des spiritueux, en raison des changements 

organoleptiques qu’ils provoquent. Les déterminants moléculaires associés à certaines réactions 

physico-chimiques telles qu’une modification de la couleur, des arômes, des sensations tactiles 

et du goût, lors de l’élevage des vins et des spiritueux ont été étudiés durant les dernières 

décennies (Figure 1).  

 Influence de l’élevage en barriques sur les propriétés sensorielles du vin 

1. Contribution à la couleur des vins  

Les composés phénoliques jouent un rôle indispensable en œnologie puisqu’ils sont 

notamment responsables de la couleur des vins rouges (Ribéreau-Gayon 1973). Parmi ces 

composés, les anthocyanes sont des pigments largement présents dans les fleurs et les fruits, 

comme le raisin noir. Leur pigmentation varie du rouge au bleu en fonction de divers facteurs, 

tels que le pH, la complexation avec des ions métalliques ou bien encore des phénomènes de 

copigmentation avec d’autres flavonoïdes (Goto et Kondo 1991 ; Harborne 2013). Les 

anthocyanes, situés principalement dans la pellicule du raisin (Souquet et al. 1996), sont extraits 

durant la fermentation alcoolique et la macération post-fermentaire. Cependant, ces composés 

disparaissent progressivement au cours de la vinification, surtout pendant le vieillissement en 

fûts de chêne, et sont remplacés par des pigments plus stables, spécifiques au vin (Somers 

1971). D’autres composés présents dans le vin sont impliqués dans des réactions chimiques, 

comme les flavanols, et forment des composés présentant des teintes plus bleues ou plus 

orangées (Fulcrand, dos Santos, et al. 1996 ; Liao, Cai, et Haslam 1992). Des études se sont 

portées sur l’influence de l’élevage en fûts de chêne sur la modulation de la couleur du vin. 

Notamment, il a été établi que la microporosité du bois permettait de maintenir une interface 

vin/air favorisant l’oxygénation. En contact avec l’éthanol, des ions métalliques et des 

composés phénoliques, l’oxygène mène à la formation d’acétaldéhyde (Wildenradt et Singleton 

1974), ce qui provoque des réactions de copolymérisation entre anthocyanes et tannins. Il en 

découle une augmentation et une stabilisation de la couleur des vins (Ribéreau‐Gayon, 

Pontallier, et Glories 1983). Cependant, l’oxygénation n’est pas le seul phénomène à intervenir 

pendant l’élevage en barriques.  



Bibliographie générale 

6 

 

Parmi les différentes substances libérées par le bois de chêne dans le vin, les 

ellagitannins C-glycosidiques, c’est-à-dire dont la chaîne aliphatique dérivée du glucose forme 

une liaison carbone-carbone avec un des noyaux aromatiques, participent à des réactions avec 

les anthocyanes, affectant ainsi les propriétés du vin (Vivas et Glories 1996). En effet, ces 

composés, comme la vescalagine, réagissent avec les flavanols ou les anthocyanes pour former 

des adduits tels que des flavano-ellagitannins ou des anthocyano-ellagitannins (Chassaing et al. 

2010 ; Quideau et al. 2005 ; 2003). Les pigments résultant de ces réactions présentent des teintes 

pourpres, avec une longueur d’onde qui diffère de celle de l’anthocyane de départ (notamment 

l’oenine 8). Cette réaction contribue à expliquer la modification de la couleur, du rouge au 

violet, lors de l’élevage en barriques et à mettre en évidence le rôle des ellagitannins dans la 

stabilisation de la couleur des vins.  

2. Contribution à l’arôme des vins 

De nombreux travaux ont porté sur l’identification et le dosage des substances 

aromatiques conférées au vin par l’élevage en barriques. Un certain nombre de molécules 

volatiles contribuant de manière plus ou moins significative au caractère boisé des vins est 

aujourd’hui connu (Ribéreau-Gayon et al. 2017). Parmi elles, on peut définir quelques 

composés clés comme la vanilline (1, note de vanille), la trans- et la cis-β-méthyl-γ-octalactone 

(2, nommées whisky-lactone) qui apportent une odeur de noix de coco et des phénols volatils 

comme l’eugénol (3, note de clou de girofle) ou le gaïacol (4, arôme fumé) (Chatonnet 1995). 

L’influence des paramètres de tonnellerie, tels que les origines botaniques et géographiques du 

chêne, les conditions de maturation du bois et le type de chauffe utilisé, sur la teneur de ces 

molécules clés a été établie (Chatonnet 1991 ; Chatonnet et Dubourdieu 1988 ; Feuillat et Moio 

1997 ; Guchu et al. 2006).  

Les arômes torréfiés, souvent en relation avec l’élevage en fûts de chêne neufs et la 

chauffe des douelles, ont été expliqués plus tardivement. Dans les vins, le composé qui en est 

responsable est un thiol volatil extrêmement odorant, le 2-furaneméthanethiol (5), formé à partir 

du furfural libéré par le bois (Tominaga et al. 2000). 

3. Contribution à l’astringence des vins 

L’essentiel des travaux sur les non-volatils a jusqu’ici été consacré aux ellagitannins du 

bois (Chira et al. 2015 ; Jourdes et al. 2011 ; Saucier et al. 2006). En outre, il a été démontré 

que ces polyphénols peuvent participer à l’astringence des vins (Quinn et Singleton 1985), qui 

a été reconnue en 1993 comme étant une sensation buccale et non un goût (Breslin et al. 1993). 

Le mécanisme associé à cette sensation provient en partie des interactions tannins-protéines 
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(Bajec et Pickering 2008 ; Haslam 1974 ; Lu et Bennick 1998). Les ellagitannins majoritaires 

du bois de chêne purifiés et identifiés dans le bois de chêne sont la vescalagine (6), la castalagine 

(7), les roburines A à E, la grandinine et la 33-déoxy-33-carboxyvescalagine (Herve Du Penhoat 

et al. 1991). La détermination de leur seuil de détection gustative combinée à leur quantification 

dans des vins rouges a permis d’établir leur contribution à l’astringence (Glabasnia et Hofmann 

2006 ; Stark et al. 2010). Une corrélation entre les teneurs en ellagitannins et la sensation 

d’astringence ressentie dans des vins élevés en fûts de chêne a par ailleurs été mise en évidence 

récemment (Chira et Teissedre 2013 ; Michel et al. 2016). Néanmoins, d’autres études tendent 

à montrer que l’influence directe de ces ellagitannins reste limitée (Chira et al. 2015 ; Masson, 

Moutounet, et Puech 1995 ; Puech, Feuillat, et Mosedale 1999). 
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Figure 1 : Structure chimique de composés volatils et non volatils impliqués dans l'élevage en 

barriques. 
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4. Contribution à la saveur sucrée et amère des vins 

 Contrairement aux substances aromatiques, les déterminants moléculaires des saveurs 

amère et sucrée provenant du bois de chêne ont fait l’objet de peu d’études jusqu’à présent. 

Certains composés non-volatils, dont la nature chimique est encore largement inconnue 

(Ribéreau-Gayon et al. 2017), peuvent être libérés pendant l’élevage en barriques et ainsi 

modifier le goût du vin. 

a. Effet sur l’amertume 

L’élevage en barriques peut modifier la perception de l’amertume des vins et conduire 

à une dépréciation gustative du produit. Ce phénomène est généralement attribué aux 

ellagitannins, dont les caractéristiques amères ont été suggérées. Néanmoins, Glabasnia et 

Hofmann ont montré que les seuils de détection gustative des principaux tannins hydrolysables 

étaient beaucoup plus élevés que ceux de l’astringence, et significativement supérieurs à leur 

concentration dans les vins. Ces résultats suggèrent que ces composés ont une faible influence 

sur l'amertume des vins (Glabasnia et Hofmann 2006). Ainsi, aucune corrélation significative 

n’a été établie entre l'amertume perçue et les ellagitannins du bois de chêne jusqu’à présent.  

 Plus récemment, les propriétés amères du lyonirésinol (9), un lignane extrait du bois, 

ont été démontrées (Arramon 2001 ; Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011). Il a été découvert 

dans les vins à des concentrations supérieures à son seuil de détection gustative, ce qui démontre 

sa participation significative à l’amertume du vin (Marchal, Cretin, et al. 2015). Si d’autres 

lignanes ont également été isolés des extraits de duramen de Quercus petraea, le lyonirésinol 

apparait à la fois comme le plus amer et le plus abondant dans les vins. Par ailleurs, la 

purification et la caractérisation de la configuration absolue de ses énantiomères ont mis en 

évidence que seul le (8R, 8’R, 7’S)-(+)-lyonirésinol possède une forte amertume, alors que la 

forme lévogyre est insipide (Cretin et al. 2015). 

 Des coumarines ont également été identifiées dans le bois de chêne, comme la 

scopolétine (10) et l’esculétine (11). Leur goût amer a également été évoqué (Vivas 1997) mais 

leur influence sur le goût des vins boisés reste discutée, au vue de leur faible concentration dans 

cette matrice (Chatonnet 1995 ; Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987).  

b. Effet sur la sucrosité 

Empiriquement, des observations des vinificateurs ont suggéré une augmentation de la 

sucrosité des vins lors de l’élevage en barriques. Récemment, des expérimentations ont permis 
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de démontrer que ce gain de saveur n’était pas lié à des composés volatils, suggérant l’existence 

de molécules non-volatiles sucrées dans le bois de chêne (Marchal et al. 2013). En outre, 

l’extraction des sucres n’est pas à l’origine de ce phénomène puisque le bois de chêne n’en 

libère que de faibles teneurs. Cette observation a pu être interprétée au niveau moléculaire ; elle 

est due à la libération de triterpénoïdes glucosylés et galloylés, nommés Quercotriterpénosides 

(QTT), dont la saveur douce atténue l’amertume des autres constituants du bois. Cette famille 

chimique, jusqu’ici méconnue dans le bois de chêne, a été découverte par Marchal et al. en 

2010 et a fait l’objet de plusieurs études par la suite (Gammacurta et al. 2019 ; Marchal 2010 ; 

Marchal, Génin, et al. 2015 ; Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011). Le développement d’une 

méthode de quantification a permis d’établir leur contribution sensorielle dans les vins. En 

outre, la valeur obtenue pour le seuil de détection gustative du composé le plus sucré de cette 

famille, le QTT I (12), est très faible pour une molécule non-volatile. En effet, à 590 µg/L, ce 

composé modifie le goût des vins.  

Les propriétés sensorielles des QTT ont permis d’envisager des applications en 

tonnellerie. Ainsi, des teneurs plus élevées en triterpènes sucrés ont été mesurées dans le bois 

de chêne sessile que dans le chêne pédonculé. Cette observation peut être reliée à l’utilisation 

traditionnellement privilégiée du chêne sessile pour la fabrication des barriques destinées à 

l’élevage des vins (Marchal, Prida, et Dubourdieu 2016). 

 Influence du bois de chêne sur l’élevage des spiritueux 

 L’eau-de-vie de vin est le fruit d’un processus complexe de distillation suivi d’une 

longue étape de vieillissement. Le vin destiné à la production du cognac est issu de raisins 

blancs pauvres en caractères aromatiques provenant principalement de la variété Ugni-blanc 

(Vitis vinifera Trebbiano). Une première distillation, à l’aide d’alambic en cuivre, est réalisée 

sur le vin non filtré pour obtenir un premier distillat que l’on nomme le « brouillis » et dont le 

taux d’alcool se situe aux alentours de 30 %. Ce dernier est par la suite mis en chaudière pour 

une seconde distillation, dans le même alambic ; c’est ce qu’on appelle l’étape de la « bonne 

chauffe ». A la sortie de l’alambic en cuivre, l’eau-de-vie de vin, nommée eau-de-vie blanche, 

est transparente et a une forte concentration en éthanol (72 % au maximum). A ce stade, l’eau-

de-vie est riche en composés volatils mais est dépourvue de composés organiques non-volatils. 

La suite de son élaboration nécessite une période de maturation en fûts de bois de chêne, 

pendant deux ans au minimum. C’est lors de cette étape que l’eau-de-vie se transforme en un 

produit singulier, gagnant en flaveur et révélant sa couleur. L’élevage en fûts de chêne joue 

ainsi un rôle clé dans la perception sensorielle de l’eau-de-vie (Cantagrel et al. 1992). 
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 Pendant cette étape, plusieurs phénomènes peuvent être à l’origine des modifications 

physico-chimiques et sensorielles (Baldwin et al. 1967 ; Piggott 1983 ; Piggott et al. 1992 ; 

Puech 1984 ; Singleton 1995). En particulier, il se produit une libération des extractibles du 

bois, et une dégradation de composés macromoléculaires insolubles comme la lignine suivie de 

la libération des produits de dégradation. Par ailleurs, les eaux-de-vie sont le siège de 

nombreuses réactions chimiques pouvant impliquer ces derniers ainsi que les extractibles pour 

aboutir à la formation de nouvelles espèces chimiques. Enfin, l’évaporation de l’alcool et de 

l’eau ayant lieu durant l’élevage conduit à un phénomène de concentration des molécules du 

bois de chêne. Plus spécifiquement, des travaux réalisés depuis plusieurs décennies ont montré 

le rôle crucial joué par des composés phénoliques de faible poids moléculaire et des tannins 

dans la qualité des eaux-de-vie boisées (J. -L Puech, Jouret, et Goffinet 1985). Tous les 

composés identifiés jusqu’à présent sont uniquement des non-flavonoïdes, ce qui distingue les 

spiritueux des vins, dans lesquels des flavonoïdes et des non-flavonoïdes coexistent (Buglass 

2015).  

1. Contribution à la couleur des eaux-de-vie 

D’un point de vue sensoriel, des études ont mis en évidence une évolution de la couleur 

des spiritueux au cours du vieillissement en barriques, définie par une diminution de la 

luminosité et une augmentation de la saturation des teintes rouge et jaune (Canas, Belchior, et 

al. 2000 ; Schwarz et al. 2011). Il a été démontré que les caractéristiques chromatiques des 

eaux-de-vie boisées sont étroitement liées aux essences de bois utilisées pour l’élevage. En 

effet, les spiritueux élevés dans du bois de châtaignier (Castanea sativa) ont révélé des teintes 

plus évoluées. Des résultats similaires ont été obtenus pour le chêne pédonculé contrairement 

au chêne sessile qui a des propriétés colorantes plus faibles (Canas, Belchior, et al. 2000). Cette 

observation peut être reliée à l’utilisation traditionnellement privilégiée du chêne pédonculé 

pour la fabrication des barriques destinées à l’élevage des spiritueux. 

En outre, des corrélations positives ont été observées entre la composition phénolique 

et la couleur des eaux-de-vie boisées (Canas et al. 2019 ; Canas, Belchior, et al. 2000 ; 

Rodríguez-Solana et al. 2014 ; Schwarz et al. 2011). Notamment, des teneurs plus élevées en 

ces composés ont été obtenues pour des spiritueux élevés dans Quercus robur, ce qui confirme 

l’observation précédente et peut être mis en relation avec la plus grande richesse de cette espèce 

en ellagitannins (Prida et al. 2006). 
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 D’autre part, des réactions d’oxydation peuvent également être à l’origine de la 

différence de couleur des spiritueux au cours de l’élevage, par une diffusion lente et continue 

de l’oxygène (Cantagrel et al. 1992 ; Litchev 1989 ; Mosedale et Puech 1998).  

2. Contribution à l’arôme et au goût des spiritueux 

 Durant l’élevage en barriques, la teneur en éthanol diminue par évaporation. La perte de 

volume qui en résulte est appelée « la part des anges » et représente 2 à 4 % par an (Lafon, 

Couillud, et Gaybellile 1973). En revanche, les concentrations en composés moins volatils que 

l’éthanol, tels que les alcools supérieurs, augmentent (Cantagrel et al. 1992 ; J. -L Puech et al. 

1984). Ainsi, les équilibres chimiques régulés par l’éthanol sont modifiés et la puissance 

aromatique des spiritueux augmente (Lurton, Ferrari, et Snakkers 2012). 

 De nouveaux composés, comme pour le vin, sont extraits du bois de chêne vers les 

spiritueux (Lee et al. 2001 ; Piggott 1983). Ils apportent des notes boisées, vanillées, épicées et 

empyreumatiques (1, 2, 3, 4, 5 - Figure 1). Ces descripteurs olfactifs, combinés à des notes 

fruitées et florales, sont caractéristiques des eaux-de-vie boisées de Cognac et sont connus sous 

l’expression « rancio charentais » (Marche et Joseph 1975). L’influence des paramètres de 

tonnellerie sur la teneur des molécules clés associées à ces notes a également été établie (Prida 

and Puech, 2006 ; Snakkers et al., 2003).  

 Des molécules non-volatiles susceptibles de contribuer aux sensations buccales ou aux 

goûts des eaux-de-vie boisées ont fait l’objet de peu d’études jusqu’à présent. Les tannins 

ellagiques, tels que la vescalagine (6) et la castalagine (7), ont été identifiés dans les spiritueux 

(Puech et al. 1990). Les seuils gustatifs de détection des principaux ellagitannins ont été 

calculés par Glabasnia et Hofmann (Glabasnia et Hofmann 2006). Par comparaison avec les 

concentrations obtenues dans divers spiritueux, aucune corrélation claire n’a pu être établie 

entre ces composés et l’astringence ou l’amertume parfois perçues dans ces eaux-de-vie boisées 

(Canas, Casanova, et Pedro Belchior 2008 ; Glabasnia et Hofmann 2006 ; Viriot et al. 1993).  

 Le lyonirésinol (9) a également été identifié et quantifié dans des eaux-de-vie (Arramon 

2001 ; Cretin, Dubourdieu, et Marchal 2016 ; Koga et al. 2007 ; Marchal 2010 ; Nabeta, 

Yonekubo, et Miyake 1987). Le seuil de détection gustatif de cette molécule a été déterminé 

dans le vin, comme décrit précédemment au paragraphe I.B.4.a. Bien que les concentrations 

obtenues pour ce composé dans les spiritueux soient supérieures au seuil de détection calculé 

dans les vins, la détermination de son seuil dans les eaux-de-vie permettrait de clarifier son 

impact gustatif dans cette matrice.  
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 En ce qui concerne l’autre versant de l’équilibre gustatif, la saveur douce, les QTT ont 

également été identifiés dans des eaux-de-vie (Marchal 2010). La quantification de ces 

composés dans divers spiritueux a permis de mesurer des teneurs plus importantes dans cette 

matrice que dans des vins boisés. Il semblerait que les concentrations augmentent au cours du 

vieillissement, au même titre que la perception de la sucrosité. Ainsi, ces molécules pourraient 

avoir un impact dans les eaux-de-vie boisées.  

 Ces recherches ont conduit à des acquisitions significatives. Néanmoins, de nombreuses 

perceptions gustatives demeurent inexpliquées d’un point de vue moléculaire. Une meilleure 

compréhension de l’effet de l’élevage en fûts sur le goût des vins et des spiritueux requiert une 

plus grande connaissance des molécules non-volatiles, sucrées ou amères, qui les composent. 

II. État des connaissances sur la diversité structurale des molécules sapides et leurs 

récepteurs 

 Le sens du goût est un système de détection chimique permettant d’évaluer le contenu 

nutritif des aliments et de se protéger contre d’éventuelles intoxications. On considère 

classiquement que l’Homme est capable de distinguer cinq saveurs fondamentales : salé, acide, 

amer, sucré et umami (Lindemann 2001). Récemment, une autre saveur, le goût du gras, a été 

proposée (Besnard, Passilly-Degrace, et Khan 2016 ; Laugerette 2005). Les molécules sapides 

sont des molécules au moins partiellement hydrophiles, puisque leur perception implique une 

dissolution dans la salive. Elles activent le système gustatif et sont détectées par des récepteurs 

situés dans la membrane plasmique des cellules gustatives (Abe 2008 ; Adler et al. 2000). Ces 

dernières sont regroupées en amas sphériques appelés bourgeons du goût et sont réparties dans 

la cavité orale, principalement sur la langue mais aussi sur le voile du palais, le pharynx ou 

l’épiglotte. Les bourgeons du goût peuvent être localisés dans trois des quatre types de papilles : 

les fongiformes, les caliciformes et les foliées (Maitrepierre, Sigoillot, et Briand 2001 ; Roper 

et Chaudhari 2017 ; Scott 2005). L’activation de ces récepteurs va engendrer une cascade de 

transduction responsable de la perception gustative finale dans le cerveau. La détection des 

molécules sucrées et des acides aminés a permis d’identifier et de choisir des aliments riches 

en nutriments et aux saveurs agréables (Schlienger et Monnier 2014). A l’inverse, la détection 

de l’amertume est associée à des saveurs désagréables et permet d’éviter des composés toxiques 

ou dangereux pour l’organisme (Mueller et al. 2005 ; Zhang et al. 2003).  

 L’étude des interactions entre les composés sapides et les récepteurs, la connaissance de 

la diversité moléculaire associée à ces composés ainsi que des différences de perception liées à 
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la génétique de l’Homme, permettent de rendre compte de la complexité du codage de 

l’information chimiosensorielle gustative.  

 Les récepteurs du goût 

 Chaque saveur possède des récepteurs et un mécanisme de transduction propre 

(Tableau 1). Les molécules sapides sont perçues par deux groupes de détecteurs connus. On 

distingue la détection des ions de la détection des molécules organiques. Les cations Na+ et H+, 

qui suscitent des goûts respectivement salé et acide, traversent la membrane cellulaire par des 

canaux ioniques spécifiques (Chandrashekar et al. 2010 ; Huang et al. 2006). Ils provoquent 

une dépolarisation de la membrane de la cellule, suivie d’une entrée d'ions Ca2+ puis d’une 

libération de neurotransmetteur dans la synapse sous-jacente.  

 Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) signalent des molécules organiques 

sucrées, amères ou umami. L’existence de domaines transmembranaires hydrophobes et un 

mécanisme d’activation impliquant une protéine G sont des caractéristiques communes à ces 

récepteurs. La perception est induite par l'activation d'un récepteur de type Tas1R (sucré et 

umami) ou Tas2R (amer) couplé à des protéines G, par les composés sapides (Chandrashekar 

et al. 2006 ; 2000 ; Lindemann 2001 ; Nelson et al. 2001). L’activation des récepteurs Tas1R 

et Tas2R entraîne des cascades de transduction similaires (Chandrashekar et al. 2006) mais se 

déroulant dans des cellules gustatives distinctes (Scott 2005). En effet, certaines d’entre elles 

expriment des Tas2R et sont sensibles à l'amertume, et d'autres expriment des Tas1R et sont 

sensibles au sucré ou à l'umami. Pour autant, il n’existe pas de cartographie universelle de la 

langue, contrairement à certaines fausses idées, et la sensibilité aux saveurs des différentes 

parties de la bouche dépend des individus (Collings 1974 ; Faurion 2000).  

Tableau 1 : Types de récepteurs associés à chaque goût. 

Goût Nature des récepteurs Nombre de récepteurs Type de récepteurs 

Acide 
Canaux ioniques 

1 Canal ionique (Na+) 

Salé 1 Canal ionique (H+) 

Sucré 
Récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG) 

1 Dimère Tas1R2/Tas1R3 

Umami 1 Dimère Tas1R1/Tas1R3 

Amer 25 Famille des Tas2R 
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 La saveur amère et ses récepteurs 

1. Diversité structurale des molécules amères 

Des centaines de composés amers, définis par un caractère amer et/ou l'activation d’au 

moins un récepteur Tas2R humain, ont été rapportés (Figure 2) (Drewnowski et Gomez-

Carneros 2000 ; Meyerhof et al. 2010). La plupart sont résumés dans une base de données, 

nommée « BitterDB » (Dagan-Wiener et al. 2019). Ces molécules appartiennent à des classes 

chimiques très différentes. En particulier, on retrouve des ions métalliques (Wang et al. 2019 ; 

Yang et Lawless 2005), des acides aminés (13) et des peptides (Desportes et al. 2001 ; 

Nishimura et Kato 1988), des alcaloïdes (14-15) (Brockhoff et al. 2007 ; Ong et al. 2018 ; 

Scharbert et Hofmann 2005), des phénols et des polyphénols (16) (Laaksonen, Sandell, et Kallio 

2010 ; Marchal, Cretin, et al. 2015 ; Soares et al. 2013) dont des flavonoïdes (17-18) (Dea et 

al. 2013 ; Gaffield et al. 1975 ; Rouseff, Martin, et Youtsey 1987), des lactones et des terpènes 

(19-20) (Valenta et al. 1962 ; Van Beek et al. 1990). Ces composés amers (Figure 2) sont en 

grande majorité des substances naturelles qui ont été identifiées dans des fruits et des légumes, 

notamment dans les agrumes (Dagulo et al. 2010 ; Rouseff, Martin, et Youtsey 1987 ; Tatum 

et Robert 1977), la roquette (Bell et al. 2018 ; Pasini et al. 2011), le chou (Bhandari, Jo, et Lee 

2015 ; Cartea et Velasco 2008), le concombre (Horie et al. 2007) et la laitue (Horie 2009 ; Mai 

et Glomb 2016), et dans des aliments, comme le chocolat (Matissek 1997), la poudre de cacao 

(Serra Bonvehí et Ventura Coll 2000), le fromage (Mojarro-Guerra et al. 1991) et l’huile d’olive 

(Gutiérrez et al. 1989 ; Gutiérrez-Rosales, Ríos, et Gómez-Rey 2003). Les composés 

responsables de l’amertume ressentie dans les boissons ont également été étudiés, c’est le cas 

du café (Frank et al. 2007 ; Ong et al. 2018), du thé (Narukawa et al. 2011 ; Scharbert et 

Hofmann 2005), de la bière (Haseleu, Intelmann, et Hofmann 2009 ; Sakamoto et Konings 

2003), du vin (Hufnagel et Hofmann 2008 ; Marchal, Cretin, et al. 2015 ; Noble 1994 ; Soares 

et al. 2013) et du cidre (Alonso-Salces et al. 2004 ; Riekstina-Dolge, Kruma, et Karklina 2012). 

D’autres composés ont pu être identifiés suite à des réactions de Maillard entre des glucides et 

des acides aminés lors de la cuisson d’un aliment, le quinizolate (21) en est un exemple (Frank 

et Hofmann 2002). Certaines molécules de synthèse sont également connues pour leur goût 

amer ; à titre d’exemple le benzoate de dénatonium (22), découvert en 1958, a un seuil gustatif 

de détection très faible (de l’ordre du 10-8 mol/L) (Schiffman et al. 1994).  

Le seuil de détection gustative varie fortement d’une molécule à une autre en fonction 

de leur nature chimique (Schiffman et al. 1994). L’influence de la stéréochimie sur les 

propriétés gustatives d’un composé a notamment été étudiée (Cretin et al. 2015 ; Gaffield et al. 



Bibliographie générale 

16 

 

1975). En outre, la perception du goût diffère énormément d’une personne à une autre. Des 

études génétiques ont pu mettre en évidence des pertes de sensibilité gustative pour certains 

composés pouvant résulter d’un polymorphisme génétique d’un récepteur gustatif. Par 

exemple, de grandes différences de perception au 6-n-propylthiouracil (PROP) et au 

phénylthiocarbamide (PTC) entre les individus ont été démontrées (Bartoshuk, Duffy, et Miller 

1994 ; Harris et Kalmus 1949). L’origine de l’agueusie à ces molécules viendrait d’un gène 

codant pour un des récepteurs de l’amertume (Duffy et al. 2004). Ce polymorphisme est souvent 

héréditaire et peut varier en fonction des populations (Reed, Tanaka, et McDaniel 2006). Il est 

spécifique à chaque composé et peut avoir un impact sur nos préférences et notre régime 

alimentaire (Bartoshuk 2000). 
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Figure 2 : Structure chimique de quelques composés amers. 

2. Les récepteurs à l’amertume 

 La perception de l’amertume est assurée par une famille multigène de récepteurs, les 

Tas2R (Adler et al. 2000 ; Chandrashekar et al. 2000). Leur nombre diffère significativement 

en fonction de l’espèce de vertébrés, de 3 chez la Poule à 51 chez la Grenouille par exemple (Li 

et Zhang 2014). Chez l’Homme, on en dénombre 25 (Montmayeur et Matsunami 2002 ; Singh 

et al. 2011). La grande diversité des composés amers peut s’expliquer par cette multiplicité de 

récepteurs (Tableau 1). 
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 Les Tas2R sont des GPCR à sept hélices transmembranaires longues de 290 à 333 acides 

aminés, avec une courte extrémité N-terminale extracellulaire et une extrémité C-terminale 

intracellulaire (Adler et al. 2000 ; Scott 2005 ; Singh et al. 2011). La grande multitude de 

récepteurs amers est liée aux grandes disparités sur les portions extracellulaires, alors que les 

boucles intracellulaires sont très similaires (Singh et al. 2011). En outre, il y a deux types de 

récepteurs, ceux à spectre large, c’est-à-dire qu’ils vont pouvoir détecter plusieurs composés 

amers, et ceux plus spécialisés, qui vont détecter un seul composé amer (Behrens et al. 2018 ; 

Di Pizio et Niv 2015 ; Meyerhof et al. 2010).  

 La saveur sucrée et son récepteur 

1. Diversité structurale des molécules sucrées 

 Pour le goût sucré, il existe également une grande diversité chimique des molécules 

(Figure 3). De nos jours, la molécule de référence pour ce goût est le saccharose (23), extrait 

de la canne à sucre (Saccharum officinarum) et de la betterave sucrière (Beta vulgaris L) 

(Kinghorn 1987). Les glucides (23-25) restent les composés organiques les plus connus pour 

ce goût. Les autres composés non-volatils à saveur sucrée sont qualifiés d’édulcorants. Des 

acides aminés (26) (Sáenz-Navajas, Fernández-Zurbano, et Ferreira 2012 ; Schiffman et 

Sennewald 1981), des polyols (27) (Schiffman et Gatlin 1993), des dipeptides (28-29) 

(Chattopadhyay, Raychaudhuri, et Chakraborty 2014), des glycosides de diterpènes (30) 

(Mogra et Dashora 2009), des composés phénoliques, dont des proanthocyanidines (31) (Baek 

et al. 1993) et des flavonoïdes (32-33) (Kinghorn et al. 2010 ; Zehnter et Gerlach 1995), et 

quelques rares protéines végétales (Gibbs, Alli, et Mulligan 1996) ont également été identifiés 

avec un goût sucré. D’autres composés formés par des réactions de Maillard ont pu être 

identifiés ; c’est le cas du (+)-alapyridaine (34) (Ottinger, Soldo, et Hofmann 2003). 

 Certains composés sont des substances naturelles, comme les stéviosides (30) présents 

dans Stevia rebaudiana, tandis que d’autres résultent exclusivement d’une synthèse chimique, 

comme l’aspartame (28) par exemple. Le premier édulcorant de synthèse a été découvert en 

1879, il s’agit de la saccharine qui est 400 fois plus sucrée que le saccharose. Le dernier 

édulcorant trouvé par hasard par les organiciens est le sucralose en 1976, qui est 600 fois plus 

sucré que le saccharose, 3 fois plus que l’aspartame et 1,5 fois plus que la saccharine 

(Chattopadhyay, Raychaudhuri, et Chakraborty 2014).  
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Figure 3 : Structure chimique de quelques composés sucrés. 

 En fonction de leur nature chimique, les seuils de détection gustative varient fortement 

d’une molécule sucrée à une autre, bien que certaines études montrent un lien structure/goût 

des molécules (Shin et al. 1995). En effet, une faible modification de la structure chimique d’un 

composé peut engendrer des propriétés sensorielles distinctes. C’est notamment le cas de la 
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néohespéridine dihydrochalcone (32), édulcorant avec un pouvoir sucrant puissant (Winnig et 

al. 2007), obtenu par hémisynthèse à partir de la néohespéridine (18), composé amer (Rouseff, 

Martin, et Youtsey 1987). Par ailleurs, la stéréochimie peut également influencer de manière 

considérable le goût d’une molécule (Bassoli et al. 2000 ; Ottinger, Soldo, et Hofmann 2003). 

Par exemple, une étude a mis en évidence que l’énantiomère dextrogyre de la phylloducine est 

sucré alors que sa forme lévogyre est insipide (Zehnter et Gerlach 1995). 

 La perception de la saveur sucrée peut varier d’un individu à un autre mais également 

d’une population à une autre (Simmen et Hladik 1993). Des seuils gustatifs de détection du 

saccharose varient d’un facteur 10 dans l’ensemble de la population française, par exemple. Ces 

observations sont en partie dues à des mutations génétiques qui touchent les récepteurs gustatifs 

et réduisent leur capacité à détecter des molécules sucrées (Raliou et al. 2009). En cas 

d’agueusie, une invalidation du récepteur gustatif peut être impliquée. Par exemple, les Félidés, 

comme le Chat, sont insensibles au goût sucré. Une étude génétique a expliqué ce phénomène 

; le gène codant la sous-unité Tas1R2, principalement impliqué dans la détection de molécule 

sucrée, est devenu un pseudogène, c’est-à-dire qu’il n’aboutit pas à une protéine fonctionnelle 

(Li et al. 2005).  

 En outre, certaines molécules ne développent pas qu’une seule saveur. En effet, selon 

leur concentration, certains édulcorants peuvent paraître soit amer soit sucré (Schiffman et al. 

1995). C’est le cas par exemple du stévioside ; la dégustation, réalisée par un panel entraîné, de 

solutions croissantes de ce composé a été corrélée à une augmentation de la saveur amère 

(Schiffman et al. 1995). D’autres études sur la relation structure-activité de molécules amères 

et sucrées ont montré que certains composés pouvaient activer les deux types de récepteurs 

(Froloff, Faurion, et Mac Leod 1996), ce qui peut expliquer pourquoi une molécule peut être 

perçue à la fois amère et sucrée (Kuhn et al. 2004). C’est notamment le cas de l’éthanol (Scinska 

et al. 2000). 

2. Les récepteurs au goût sucré 

La structure des récepteurs au goût sucré, Tas1R, est aujourd’hui bien connue (Tableau 

1). Il s’agit d’un hétérodimère constitué de deux sous-unités : Tas1R2 et Tas1R3. Ce sont 

également des GPCR à sept hélices transmembranaires, appartenant à la classe C, avec un 

domaine N-terminal extracellulaire, de grande taille et composé de deux lobes, impliqué dans 

la reconnaissance et la liaison du ligand (Chandrashekar et al. 2006). Il comporte plusieurs sites 

de fixation et différents modes d’interaction avec les principaux édulcorants (Figure 4) 

(Behrens et al. 2018 ; 2011). 
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Figure 4 : Représentation schématique du récepteur Tas1R au goût sucré et des sites de fixation 

des principaux composés sucrants (d'après Behrens et al. 2018). 

Plusieurs mécanismes de transduction ont été décrits, soit par l’intermédiaire de la 

dégradation de la phosphatidylinositol-tri-phosphate en inositol-triphosphate par la 

phospholipase C β2 (Chandrashekar et al. 2006), soit par l’activation de l’enzyme adénylate 

cyclase, qui entrainerait la hausse d’AMPc dans la cellule (Gilbertson, Damak, et Margolskee 

2000). Ces deux mécanismes conduisent à une dépolarisation et à la libération de 

neurotransmetteur. Bien qu’il n’existe qu’un récepteur unique pour le goût sucré, la multitude 

de sites de liaison sur leur partie extracellulaire permet de détecter un grand nombre de 

molécules appartenant à diverses familles chimiques (Zhao et al. 2003). En corollaire, la 

sensibilité d’un individu n’est donc pas générale au goût sucré mais elle varie d’un composé à 

un autre (Faurion, Saito, et Leod 1980). 

Des découvertes récentes suggèrent que le récepteur au goût sucré Tas1R2/Tas1R3, qui 

est exprimé dans de nombreux tissus extra-oraux, tels que l'intestin et le pancréas, joue un rôle 

important dans la détection des nutriments et la régulation des processus métaboliques 

impliquant la sécrétion d'insuline (Kyriazis, Soundarapandian, et Tyrberg 2012 ; Laffitte, 

Neiers, et Briand 2014). 
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Cet état de l’art a permis de mettre en évidence la diversité moléculaire des substances 

actives, la multiplicité des récepteurs du goût ainsi que des mécanismes de transduction. Ces 

éléments permettent d’expliquer en partie la complexité de la recherche des molécules sapides. 

Pour ces raisons, il demeure difficile de prévoir à coup sûr le goût d’une molécule à partir de 

sa structure. Pour tenter de pallier ce problème, des chercheurs ont mis au point des modèles de 

prédiction in silico pour rechercher de nouveaux composés sucrés (Chéron, Casciuc, et al. 

2017). En œnologie, il serait intéressant de préciser les modes de fixation des composés sapides 

du vin et des eaux-de-vie. Ainsi, ce modèle pourrait permettre de mieux comprendre les 

mécanismes d’interaction entre les composés et les récepteurs du goût (Chéron, Golebiowski, 

et al. 2017 ; G. Sanz et al. 2008).   



Partie expérimentale générale 

23 

 

PARTIE EXPÉRIMENTALE GÉNÉRALE 

La recherche de molécules sapides a consisté à mettre au point des méthodes 

d’extraction puis à développer un protocole de fractionnement et de purification. De ce fait, de 

nombreuses techniques analytiques ont été utilisées. En parallèle, diverses techniques d’analyse 

sensorielle ont permis l’évaluation organoleptique de ces échantillons (extraits, molécules, vin 

et eau-de-vie). Cette partie expérimentale vise tout d’abord à expliquer les principes et les 

équipements des techniques employées au sein de l’unité de recherche œnologie. Puis, les 

techniques d’analyses sensorielles et les traitements statistiques permettant leur interprétation 

sont décrits. Seules les méthodologies générales sont traitées dans cette section. Les détails 

expérimentaux spécifiques à chaque partie seront précisés au sein de celles-ci, pour plus de 

cohérence dans la présentation de la démarche.  

I. Produits chimiques utilisés 

L’acétate d’éthyle, l’acétonitrile, l’éthanol, le butan-1-ol, l’heptane, le méthanol et le 

propan-2-ol ont été fournis par VWR International (Pessac, France) et possèdent une pureté 

supérieure à 99 %. Le méthyl tert-butyl éther a été fourni par Scharlab S.L (Barcelone, 

Espagne). L’eau ultrapure a été obtenue grâce à un système de purification Milli-Q® (Merck 

Millipore, France) et possède une résistivité de 18,2 MΩ.com. L’acide formique de qualité 

HPLC utilisé pour L’HPLC semi-préparative possède une pureté supérieure à 99 % (VWR 

International, Pessac, France). L’acétonitrile, utilisé pour la séparation chromatographique, 

ainsi que l’acide formique, utilisé pour l’acidification des solvants, sont de qualité LC-MS avec 

une pureté supérieure ou égale à 99 % (Fisher Chemicals, Illkirch, France). 

Les produits chimiques mentionnés ci-après ont été utilisés dans la Partie I – Chapitre 

II. L’esculétine (≥ 98 %), la scopolétine (≥ 99 %), la coumarine (≥ 99 %) et la 4-

méthylombelliférone ont été fournies par la société Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 

France). L’ombelliférone (≥ 98 %) a été fournie par Fluka (Seelze, Allemagne) et la fraxétine 

(≥ 99 %) a été fournie par Extrasynthèse (Genay, France). 

Les produits chimiques indiqués ci-après ont été utilisés dans la Partie II – Chapitre 

IV. Le dichlorométhane a été fourni par Fisher Scientific (Illkirch, France) et possède une 

pureté supérieure à 99 %. L’acétate de sodium trihydraté a été fourni par la société Acros 

Organic (New Jersey, Etats-Unis) et le sulfate de sodium anhydre par la société Sigma-Aldrich 

(Saint-Quentin Fallavier, France). La Rapidase® AR 2000 a été fournie par DSM Food 
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Specialties (Delft, Pays-Bas). L’octan-3-ol a été fourni par Sigma-Aldrich (Saint-Quentin 

Fallavier, France). 

II. Techniques analytiques utilisées 

 Méthodes de fractionnement et de purification 

1. Extraction solide-liquide 

L’extraction solide-liquide permet de solubiliser les composants extractibles de matières 

solides à l’aide d’un solvant. Dans le cadre de cette thèse, la phase solide est constituée par du 

bois de chêne. Le solvant utilisé pour cette extraction est une solution hydro-éthanolique afin 

de mimer les conditions œnologiques. Ainsi, les molécules extraites, présentes dans cette 

solution, sont les mêmes que celles libérées dans un vin ou une eau-de-vie élevés en fûts de 

chêne.  

L’objectif de la chimie extractive est d’obtenir une extraction aussi rapide et complète 

que possible. La méthode nécessite de grandes surfaces d’échange entre le solvant et la phase 

solide. A cette fin, le bois de chêne a été broyé pour le réduire en sciure. 

2. Extraction liquide-liquide 

L’extraction liquide-liquide est une technique de fractionnement basée sur la différence 

d’affinité d’un soluté entre deux phases liquides non miscibles, généralement aqueuse et 

organique. Un bon solvant d’extraction doit remplir deux conditions ; il ne doit pas être miscible 

avec le solvant contenant le soluté d’intérêt et il doit avoir une meilleure affinité avec le soluté 

d’intérêt que le solvant de départ. Lorsque le soluté X est mis en contact avec ces deux phases, 

il s’établit un équilibre de partage, notée KDX, caractérisé par le rapport des concentrations du 

soluté dans chacune d’entre elles. Cette constante se calcule de la façon suivante :  

𝐾𝐷𝑋 =
[𝑋]𝑖𝑛𝑓

[𝑋]𝑠𝑢𝑝
 

où [X]inf et [X]sup désignent les concentrations de X, respectivement dans les phases inférieure 

et supérieure. Cet équilibre est constant à variables d’état égales. 

3. Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) 

a. Principe 

La CPC est une technique de chromatographie liquide-liquide sans support solide, mise 

au point par Nunigaki (Murayama et al. 1982). Elle est fondée sur la différence de partage de 

divers solutés entre deux phases liquides non miscibles préparées par mélange de deux solvants 
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ou plus. L’appareil est constitué d’une colonne (rotor), formée par la superposition de disques 

contenant de nombreuses cellules interconnectées. L’une des deux phases liquides de ce 

système est utilisée comme phase stationnaire et est maintenue dans le rotor (colonne) grâce à 

la force centrifuge. Les cellules sont d’abord remplies avec cette première phase. Puis, la 

deuxième phase du système est utilisée comme phase mobile, qui est alors pompée au travers 

de la phase stationnaire jusqu’à atteindre un équilibre stable entre les volumes de ces deux 

phases (Figure 5). Les volumes totaux de phase stationnaire Vstat et de phase mobile Vmob 

restent constants dans la colonne au cours de l’expérience de CPC. Les solutés du mélange à 

fractionner sont distribués dans les deux phases en fonction de leur affinité pour chacune d’entre 

elles. La différence de partage entre les divers composés est à l’origine de leur séparation 

(Foucault et Chevolot 1998). 

Le champ centrifuge permet d’utiliser le rotor de la CPC dans deux modes différents 

dans lesquels la phase stationnaire est soit la phase la plus dense, le mode est dit ascendant, soit 

la phase la plus légère, le mode est dit descendant. Ainsi, en mode ascendant, la phase mobile 

est introduite dans chaque cellule en sens inverse de la force centrifuge, à l’inverse du mode 

descendant (Figure 6). L’appareil de CPC est équipé d’une vanne de commutation qui permet 

de modifier le sens d’introduction des solvants dans le rotor. Au cours de l’expérimentation, la 

constitution des phases peut être inversée par cette vanne à tout instant.  

 

 

Figure 5 : Description de l'appareil de Chromatographie de Partage Centrifuge et 

schématisation de son fonctionnement (d’après Kromaton, Annonay, France et Armen 

Instrument, Saint Avé, France). 
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Figure 6 : Schématisation des deux modes d’introduction des solvants dans la colonne (d’après 

Toribio, 2007). 

L’échantillon à fractionner est dissous dans un mélange des deux phases liquides non 

miscibles puis injecté dans le système. Les solutés se répartissent dans les deux phases et se 

séparent en fonction de leur affinité pour chacune d’entre elles. Chaque soluté X du mélange 

possède sa propre constante de partage, notée KDX, et se calcule selon la formule suivante :  

𝐾𝐷𝑋 =
[𝑋]𝑠𝑡𝑎𝑡

[𝑋]𝑚𝑜𝑏
 

où [X]stat et [X]mob désignent les concentrations de X respectivement dans les phases 

stationnaire et mobile.  

Le meilleur système pour le fractionnement d’un extrait complexe est celui pour lequel 

les solutés se répartissent entre les deux phases avec un coefficient de partage proche de 1. En 

effet, des KDX très faibles correspondent à une élution très rapide tandis que des KDX très élevés 

se traduisent par une très grande rétention. Ces deux situations sont peu propices au 

fractionnement de l’extrait. Par ailleurs, il est intéressant d’avoir des différences de KDX entre 

composés, afin de pouvoir les séparer.  

La qualité de la séparation en CPC dépend notamment du choix du système de solvants. 

En effet, le système choisi doit être stable, solubiliser correctement l’échantillon à injecter et ne 

doit pas former d’émulsion au contact de ce dernier. Ces paramètres permettent d’éviter une 

déstabilisation du système nuisible à la séparation. La plupart des systèmes biphasiques utilisés 

sont des mélanges de 3 à 5 solvants différents, ce qui permet de moduler la polarité des phases 

mobile et stationnaire pour l’expérimentation en CPC. La construction de diagrammes ternaires 

permet de prévoir le comportement des systèmes et de définir ceux qui peuvent être utilisés en 
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CPC (Renault et al. 2002). Cependant, l’étude des mélanges de solvants ainsi que leur 

caractérisation ne constituent pas l’objet de ce travail.  

Des gammes de systèmes biphasiques prédéfinis et décrites dans la littérature ont été 

testées et utilisées. Les gammes nommées « Arizona » ou « HEMWat » permettent notamment 

de balayer une large gamme de polarité et sont constituées majoritairement d’un mélange 

d’heptane, d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’eau (Foucault 1995 ; Maciuk 2005 ; Oka, Oka, 

et Ito 1991 ; Renault et al. 2002). D’autres systèmes dérivés de la gamme Arizona (Bisson 

2012), consistant à remplacer, de façon équimolaire, le méthanol ou l’acétate d’éthyle 

respectivement par de l’acétonitrile ou du méthyl tert-butyl éther, ont également été testés.  

Une autre grande catégorie de systèmes a été testée au cours de ce travail. Il s’agit des 

systèmes dits « ponts », qui sont formés de deux solvants non miscibles et d’un troisième 

solvant miscible avec les deux autres ; il se répartit dans les deux phases et assure le transfert 

des molécules de l’une vers l’autre. A titre d’exemple, le système AcOEt/iPrOH/H2O fait partie 

de cette catégorie.  

Les deux phases peuvent être préparées dans une ampoule à décanter avant le 

fractionnement ; le mélange des solvants conduit à un état d’équilibre thermodynamique, 

chaque phase étant saturée l’une en l’autre.  

b. Avantages et limites de la méthode 

La CPC présente de nombreux avantages par rapport aux autres techniques 

chromatographiques préparatives, et notamment l’HPLC. La quantité d’échantillons dépend du 

volume de la colonne et de la solubilité dans le système de solvants. Par exemple pour le rotor 

d’1 L, la capacité de charge est élevée, jusqu’à 10 g d’échantillon pouvant être injectés. En 

outre, l’absence de support solide permet de s’affranchir des phénomènes d’adsorption 

irréversibles ou de dégradation des analytes. Cela constitue donc un atout qui permet d’obtenir 

de meilleurs rendements (~ 90 %) qu’avec certaines techniques. Par ailleurs, par rapport à la 

chromatographie liquide à basse pression, la CPC permet une bonne résolution 

chromatographique. Le temps de manipulation est également assez réduit ; une séparation en 

CPC dure en général entre 1 à 3 heures. La quantité de solvant ramenée à la masse d’échantillon 

injectée est ainsi 5 à 10 fois plus faible qu’en HPLC (Maciuk 2005), ce qui répond à des enjeux 

économiques et environnementaux non négligeables. Par rapport à l’HPLC, la CPC dispose 

d’une grande variabilité de phase stationnaire, causée notamment par la multitude de systèmes 

de solvants. Bien que reposant sur des phénomènes d’interactions moléculaires, le principe de 
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la CPC est différent de l’HPLC et conduit à une séparation différente des solutés. Il s’agit d’une 

technique complémentaire à l’HPLC et les deux peuvent donc être utilisées successivement 

dans un protocole de fractionnement et de purification. 

En revanche, l’expérience en CPC nécessite en amont une optimisation importante. 

Notamment, le choix des solvants est une étape cruciale afin d’obtenir une séparation maximale 

des solutés. Par rapport à l’HPLC, la résolution chromatographique est généralement plus basse. 

L’utilisation de la CPC est ainsi à privilégier au début du protocole de purification. Par ailleurs, 

cette technique repose sur une utilisation exclusive de liquides ; il est nécessaire que la colonne 

soit parfaitement étanche. 

Malgré ces inconvénients, cette technique est un outil particulièrement intéressant dans 

le cadre d’un protocole de fractionnement, en raison notamment de ses performances à l’échelle 

préparative et de ses capacités de séparation orthogonale à celles de l’HPLC. Son utilisation a 

conduit à la purification et à l’isolement de nombreuses molécules naturelles (Degenhardt et al. 

2001 ; Hubert et al. 2015 ; Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011 ; Renault et al. 1997 ; Toribio et 

al. 2007 ; Toribio, Nuzillard, et Renault 2007).  

c. Appareillage 

Les expériences sont réalisées grâce à un système Spot prep II LC équipé d’un SCPC-

100+1000 (Armen Instrument, Saint-Avé, France). Un rotor de 100 mL (11 disques, 90 cellules 

« twin cells » de 0,101 mL par disque) a été utilisé pour fractionner des échantillons de masses 

inférieures à 1 g et un rotor de 1 L (21 disques, 72 cellules « twin cells » de 0,555 mL) a été 

utilisé pour des échantillons de masses comprises entre 1 et 10 g. Une pompe quaternaire à 

haute pression permet de gérer le flux de solvants. L’injection est manuelle, les échantillons 

sont introduits dans la colonne par l’intermédiaire d’une valve automatique haute pression. 

Toutes les expérimentations sont conduites à température ambiante, avec une détection UV à 2 

longueurs d’onde (254 et 280 nm). La sortie du détecteur est connectée au collecteur de 

fractions du Spot prep II LC. Le système est entièrement contrôlé par le logiciel Glider Prep 

V5.1 (Armen Instrument, Saint-Avé, France). 
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4. Chromatographie Liquide Haute Performance à l’échelle semi-Préparative 

(HPLC-Prep) 

a. Principe 

L’HPLC à l’échelle semi-préparative est une chromatographie liquide sur phase solide, 

qui est généralement utilisée en dernière étape de purification d’échantillons. Elle permet 

notamment la purification totale de molécules.  

 Cette technique présente un nombre élevé de plateaux théoriques, ce qui lui confère un 

grand pouvoir de séparation et une meilleure résolution que la CPC. Elle nécessite la mise au 

point de gradients de phase mobile adaptés pour obtenir une séparation satisfaisante des 

composés en un temps minimum. Plusieurs colonnes sont disponibles au laboratoire (Tableau 

2), ce qui a permis de tester différents types de phases stationnaires et de choisir celle qui est la 

plus adaptée à la séparation considérée. La phase mobile liquide est quant à elle composée d’un 

mélange d’eau Milli-Q (phase A) et d’ACN (phase B), selon des gradients optimisés en fonction 

des échantillons à traiter. Les phases A et B ont pu être acidifiées avec de l’acide formique afin 

d’améliorer la résolution chromatographique et la forme des pics. Des variations du 

pourcentage d’acétonitrile ont été réalisées en fonction de l’impact observé sur le profil 

chromatographique de l’échantillon d’intérêt. En effet, si le pourcentage d’acétonitrile 

augmente, les composés auront tendance à présenter des temps de rétention plus faibles. 

Ensuite, suivant l’allure du chromatogramme obtenu, la pente du gradient peut être augmentée 

ou diminuée pour optimiser la séparation des solutés. Les gradients d’élution ont été 

préalablement choisis à l’aide de la LC-HRMS grâce à l’utilisation de colonnes analytiques de 

même phase stationnaire que les colonnes préparatives (technique du « scale-up ») (Tableau 

2). 
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Tableau 2 : Liste des colonnes analytiques et préparatives de même phase stationnaire 

disponibles au laboratoire. 

Fournisseur Colonne analytique Colonne préparative 

Thermo Fisher 

Scientific 

Hypersil Gold C18 

2,1 x 100 mm, 1,9 µm 

Hypersil Gold Prep C18 

21,2 x 250 mm, 5 µm 

Waters 
Sunfire C18 OBD 

2,1 x 100 mm, 3,5 µm 

Sunfire Prep C18 OBD 

19 x 250 mm, 5 µm 

Waters 
Acquity UPLC HSS T3 

2,1 x 100 mm, 1,8 µm 

Atlantis T3 OBD Prep 

19 x 250 mm, 5 µm 

Waters 
Acquity UPLC BEH C18 

2,1 x 100 mm, 1,7 µm 

Xbridge C18 OBD Prep 

19 x 250 mm, 5 µm 

Phenomenex 
Kinetex UPLC XB-C18 

2,1 x 100 mm, 1,7 µm 

Kinetex Prep XB C18 

21,2 x 250 mm, 5 µm 

 

b. Appareillage 

Le laboratoire est équipé d’un appareil Waters Prep 150 LC associé à une pompe 

quaternaire 2545, un détecteur UV/Visible 2489 (Waters, Guyancourt, France) et un détecteur 

évaporatif à diffusion de lumière (ELSD) 2424 (Waters, Guyancourt, France). Le système est 

contrôlé par le logiciel Chromscope (Waters, Guyancourt, France). 

 

Le détecteur UV, non destructeur, est utilisé par défaut. Lorsque l’absorbance des 

molécules est nulle ou insuffisante aux longueurs d’onde choisies, le détecteur évaporatif à 

diffusion de lumière peut être ajouté à la chaîne, avec une déviation du flux chromatographique 

dans un ratio 1/10. Les principaux avantages de ce détecteur résident dans son caractère 

universel et dans la quasi-linéarité de sa réponse. En revanche, il est destructeur, nécessite des 

phases mobiles facilement évaporables et ne procure aucune information sur la nature chimique 

des composés. 

 

 Élucidation structurale 

1. Chromatographie Liquide à Ultra Haute Performance couplée à la 

Spectrométrie de Masse à Transformée de Fourier-Orbitrap (LC-HRMS) 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des 

masses moléculaires des composés analysés ainsi que leur identification et leur quantification. 

Un spectromètre de masse est généralement composé de trois parties : une source d’ionisation, 
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un analyseur, qui sépare les ions en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) et un 

détecteur, qui mesure les ions sortant de l’analyseur. Différents types d’analyseurs de masse 

sont disponibles sur le marché et leur champ d’utilisation varie avec leurs spécificités. Ils se 

différencient par leur gamme de masse, leur vitesse de balayage, leur pouvoir de résolution mais 

également leur précision de mesure de masse.  

Le laboratoire est équipé d’une chaîne de chromatographie liquide couplée à la 

Spectrométrie de Masse à Haute Résolution (LC-HRMS), dont l’analyseur de masse est un 

Orbitrap. 

a. Principe de l’Orbitrap 

L’analyseur Orbitrap a été inventé par Makarov (Hardman et Makarov 2003 ; Makarov 

2000 ; 1999) sur la base de la théorie développée par Kingdon en 1923 décrivant un piégeage 

électronique induit uniquement par un champ électrostatique (Kingdon 1923). Il s’agit de 

l’analyseur de masse le plus récent équipant des instruments commerciaux. En effet, sa 

première version commerciale a été présentée seulement en 2005 par la société Thermo Fischer. 

L’analyseur Orbitrap se compose d’une électrode creuse, en forme de tonneau, à l’intérieur de 

laquelle est placée coaxialement une électrode en forme de fuseau. La forme particulière de ces 

deux électrodes permet l’imposition d’un champ électrostatique quadripolaire suivant l’axe z 

des électrodes (Figure 7). Le mouvement des ions dans l’Orbitrap adopte un mouvement 

harmonique oscillatoire auto-entretenu, résultant de la composition d’un mouvement circulaire 

et d’un mouvement d’oscillation le long de l’axe z. 

 

Figure 7 : Coupe schématique d'un analyseur Orbitrap décrivant le mouvement des ions autour 

de l'électrode centrale (Hu et al. 2005). r et z sont des coordonnées cylindriques. 

Un paquet d’ions de même rapport m/z constitue un anneau se déplaçant le long de 

l’électrode centrale. Les fréquences de rotation des ions dépendent de l’énergie interne, des 
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angles de l’injection, et de la diffusion spatiale, ils ne peuvent donc pas être utilisés pour la 

détermination du rapport m/z. En revanche, la fréquence d’oscillation axiale ωz ne dépend que 

du rapport m/z des ions (k étant une constante instrumentale). Elle est définie par : 

ω
z

= √
k

𝑚/𝑧
 

La mesure du courant induit par les oscillations permet, après application d’une 

opération de transformée de Fourier (Makarov 2000), d’obtenir les rapports m/z caractéristiques 

des différents ions. L’indépendance des oscillations axiales caractéristiques de chaque ion 

constitue l’élément clé de l’analyseur Orbitrap. C’est cette spécificité qui permet une mesure 

très précise des fréquences, à l’origine de la haute résolution (supérieure à 100 000 pour un 

rapport m/z = 400 Th ; ce pouvoir résolutif est proportionnel au temps de mesure des fréquences 

dans l’analyseur), et de la grande précision de mesure masse (< 3 ppm). Ainsi, cet analyseur 

permet une détermination précise des formules brutes des ions observés et permet notamment 

le criblage d’extraits complexes.  

 

Par ailleurs, l’Orbitrap se distingue par la conservation de la précision de mesure de 

masse sur une vaste gamme dynamique intrascan (supérieure à 3 décades) et pour une large 

gamme de rapports m/z (50 à 6000 Th). Ce mode de balayage est utilisé pour l’analyse d’un 

mélange complexe ; des spectres complets sont enregistrés (par comptage d’ions) dans une 

fenêtre de masse choisie, à fréquence répétée pendant toute la durée de l’analyse. Un traitement 

a posteriori des résultats permet de construire des chromatogrammes d’ions extraits (XIC) dans 

des fenêtres plus réduites, autour d’un rapport m/z donné par exemple. En raison de ces 

spécificités, l’analyseur Orbitrap peut notamment être utilisé pour le dosage de molécules 

d’intérêt dans une matrice complexe. 

 

Cette technique peut donc être employée autant pour des applications qualitatives que 

quantitatives. 

 

b. Système ExactiveTM 

Le laboratoire est équipé d’un système ExactiveTM (Thermo Fischer Scientific, Les Ulis, 

France). Il se compose d’une source d’ionisation à pression atmosphérique, d’une optique de 

transfert d’ions, d’un analyseur Orbitrap et d’une cellule de collision HCD (Higher Energy 

Collision Induced Dissociation) (Figure 8). 



Partie expérimentale générale 

33 

 

 

Figure 8 : Présentation schématique de la géométrie du spectromètre de masse ExactiveTM 

(d'après Wieghaus et al. 2006). 

La source d’ionisation à pression atmosphérique permet l’ionisation négative ou 

positive des molécules en les transférant d’une phase liquide vers une phase gazeuse. C’est une 

étape indispensable pour l’analyse en spectrométrie de masse. Cette ionisation peut se faire par 

électro-nébulisation (Electrospray, ESI) ou par ionisation chimique à pression atmosphérique 

(APCI). L’ESI est basée sur la formation d’un spray qui permet d’envoyer l’échantillon dans le 

spectromètre de masse sans le polluer. Cette source d’ionisation permet une très bonne 

sensibilité ; elle permet d’étudier des substances peu polaires à très polaires avec une large 

gamme de masses (formation d’ions multichargées). Les ions sont ensuite transmis vers la C-

trap par une optique de transfert, constituée de lentilles et guides quadrupolaires, au cours de 

laquelle un vide croissant, permettant le libre parcours des ions, est exercé par une pompe 

primaire. Les ions sont piégés dans la C-trap par un champ radio-fréquence et une pressurisation 

à l’azote (10-5 mbar) qui, en raison de sa forme, permet la focalisation et le transfert des ions 

vers l’Orbitrap. La quantité d’ions piégés dans l’Orbitrap doit rester constante. Le système de 

contrôle de gain automatique (AGC) permet la régulation du nombre d’ions pour atteindre une 

quantité fixe, prédéterminée par l’utilisateur (5.105, 106 ou 3.106). L’Orbitrap est maintenu à un 

niveau de vide poussé de l’ordre de 10-10 mbar afin d’éviter les collisions pouvant perturber le 

système.  
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Enfin, la cellule HCD permet d’effectuer, de façon facultative, une fragmentation des 

ions provenant de la C-trap. Ces ions sont fragmentés via un processus de dissociation induite 

par collision (CID) sur des atomes d’azote présents dans la cellule. Puis, les ions sont à nouveau 

piégés dans la C-trap et analysés dans l’Orbitrap. Ce processus est nommé fragmentation des 

ions totaux. En effet, l’ion précurseur n’a pas été sélectionné au préalable comme c’est le cas 

dans une expérience en MS/MS. L’analyse de molécules pures (ou bien séparées 

chromatographiquement) permet toutefois de résoudre en partie ce problème. Différentes 

énergies de fragmentation peuvent être appliquées et les fragments obtenus apportent des 

informations sur la nature, le nombre et éventuellement la position des groupements 

fonctionnels. 

Après la détection dans l’Orbitrap, un système informatique effectue le traitement des 

données et génère un spectre de masse qui reflète la variation du courant ionique observé en 

fonction du rapport m/z et permet de déterminer la masse moléculaire des espèces ionisées. 

c. Appareillage 

Le laboratoire dispose pour l’analyse d’un système Accela U-HPLC composé de 

pompes quaternaires et d’un passeur d’échantillons automatique HTC PAL (CTC Analytics 

AG, Zwingen, Suisse). Il est relié au spectromètre de masse ExactiveTM (Thermo Fisher 

Scientific, Les Ulis, France) et équipé d’une source d’ionisation par électronébulisation 

chauffée « HESI-II » (Heated ElectroSpray Ionisation) connectée à un analyseur ExactiveTM 

Orbitrap. La détection peut également être réalisée avec un détecteur UV à barrette de diodes 

Accela PDA 1 cm LightPipe Flow Cell. Les données obtenues ont été traitées à l’aide des 

applications Qualbrowser et Quanbrowser du logiciel Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher Scientific). 

La calibration de l’appareil est effectuée toutes les semaines avec deux solutions de 

calibration, une pour le mode d’ionisation négatif « Pierce® ESI Negative Ion Calibration » 

(Thermo Fisher Scientific) ainsi qu’une solution pour le mode d’ionisation positif « Pierce® 

ESI Positive Ion Calibration » (Thermo Fisher Scientific).  

 La seringue et la boucle d’injection sont lavées trois fois avec une solution hydro-

méthanolique (50/50, v/v) acidifiée à 1 % d’acide formique puis trois fois avec une solution 

d’acétonitrile, avant et après chaque injection. 
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2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 

a. Principe 

La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique 

analytique qui permet la caractérisation structurale de molécules purifiées. Elle est fondée sur 

la mesure de l'absorption de la radiation de radiofréquence (RF) par un noyau atomique dans 

un champ magnétique fort. L'absorption de la radiation pousse le spin nucléaire à se réaligner 

ou à retourner dans la direction de la plus haute énergie. Après avoir absorbé l'énergie, les 

noyaux atomiques réémettront une radiation RF et retourneront à leur état initial de moindre 

niveau d'énergie. Seuls les éléments dont le noyau possède un moment magnétique de spin non 

nul peuvent être aimantés et donc visibles en RMN. Par exemple, le proton 1H et le carbone 13C 

sont des noyaux sensibles au champ magnétique ; ils possèdent un spin nucléaire I égal à ½ et 

ont une circulation de charge sphérique. Soumis à un champ magnétique B0, un noyau de spin 

I non nul peut prendre 2I+1 orientations par rapport à la direction de ce champ. A titre 

d’exemple, le proton 1H qui possède un spin nucléaire I = ½ prend 2 orientations, celles-ci 

correspondent au nombre quantique m : +½ lorsque le spin nucléaire est dans la même direction 

que le champ appliqué ou –½ lorsqu’il y a une orientation antiparallèle au champ. L’apparition 

de ce mouvement de rotation des spins est appelée mouvement de précession. L’application 

d’un champ magnétique B1 perpendiculaire à B0 tournant à la fréquence de précession des spins 

appelée fréquence de Larmor va entraîner le basculement des spins. L’aimantation générée va 

revenir à l’équilibre par un phénomène dit de « relaxation ». Une bobine réceptrice enregistre 

la variation de cette aimantation par induction électromagnétique. 

Cela se traduit par la création d’un courant électrique induit dans la bobine, dont la 

mesure représente le signal RMN en fonction du temps. Ce signal est appelé signal de 

décroissance libre ou plus communément signal de précession libre ou FID (Free Induction 

Decay). L’application d’une transformée de Fourrier permet de passer du signal temporel au 

signal fréquentiel et d’obtenir ainsi les spectres RMN. 

Les spectres obtenus en RMN permettent de déterminer la structure de la molécule 

analysée. Le spectre unidimensionnel du proton (1H) indique le nombre de protons de la 

molécule en solution. La nature des signaux met en évidence leur environnement chimique. Le 

déplacement chimique qui se traduit par l’intensité du blindage apporte des informations sur la 

nature chimique du groupement sur lequel chaque proton est fixé.  

Les expériences bidimensionnelles (1H-1H) comme les spectres COSY (COrrelatedd 

SpectroscopY) et ROESY (Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY) permettent 
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l’étude des corrélations homonucléaires. Ainsi, ils peuvent déterminer la proximité, de liaison 

ou spatiale, des protons entre eux et obtenir des informations sur la stéréochimie d’une 

molécule. Les expériences HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) et HMBC 

(Heteronuclear Multiple Bond Coherence) sont basées sur l’étude des corrélations 

hétéronucléaires entre 1H et 13C. Les spectres HSQC permettent d’associer un proton à l’atome 

de carbone auquel il est directement lié (couplage 1J). Les spectres HMBC permettent quant à 

eux de déterminer les carbones voisins du carbone portant le proton considéré (couplages 2J et 

3J). À partir des spectres RMN, la structure semi-développée et la configuration relative des 

composés étudiés peuvent être déterminées avec certitude.  

b. Appareillage 

Les expériences de RMN ont été réalisées en collaboration avec les chercheurs de l’axe 

Molécules d’Intérêt Biologique (MIB) de l’unité de recherche œnologie EA 4577 et en 

particulier avec le Pr. Pierre Waffo-Téguo.  

Les analyses RMN ont été réalisées sur un spectromètre Bruker UltraShieldTM System 

Avance 600 NMR, opérant à 600 MHz pour le 1H, équipé d’une sonde TXI (Triple détection 

Inverse noyaux X) de 5 mm. Les spectres ont été réalisés, sauf indication contraire, à 300 K 

dans du méthanol-d4. Au laboratoire, seuls les spectres bidimensionnels 1H-1H COSY, 1H-1H 

ROESY, 1H-13C HSQC et 1H-13C HMBC ainsi que le spectre unidimensionnel 1H sont réalisés. 

Le traitement des données est réalisé sur le logiciel NMRnotebook (NMRTEC, Illkirch-

Graffenstaden, France).  

Les spectres 13C des molécules purifiées ne sont pas disponibles puisqu’ils n’ont pas été 

réalisés par les opérateurs de RMN à qui les produits étaient confiés.  

3. Polarimétrie 

a. Principe 

La polarimétrie est une technique basée sur la mesure de la déviation du plan de 

polarisation d'une lumière polarisée traversant une solution composée d'une ou de plusieurs 

molécules chirales. Celles-ci sont optiquement actives, ce qui cause la rotation du plan de 

polarisation de la lumière quand cette dernière traverse l’échantillon. Pour une substance 

optiquement active en solution liquide dans un solvant inactif, le pouvoir rotatoire pour une 

radiation donnée est proportionnel à la concentration C de la solution, à la longueur l traversée 

et au pouvoir rotatoire spécifique α(λ) de la substance active dissoute. Ce pouvoir rotatoire, 
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défini comme l’angle de rotation (en degrés) du plan de polarisation de la lumière incidente, est 

donné par la loi de Biot : 

𝛼 = [𝛼]𝑇
𝜆  . 𝑙 . 𝐶 

La grandeur [𝛼]𝑇
𝜆  est le pouvoir rotatoire spécifique, exprimé en deg.mL.g-1.dm-1, 

définie à une température T et mesurée pour une longueur d’onde λ.  

Si, α = 0, alors l’échantillon est optiquement inactif (c’est le cas des mélanges 

racémiques par exemple) 

α < 0, alors l’échantillon contient plus de formes lévogyres (-) 

α > 0, alors l’échantillon contient plus de formes dextrogyres (+) 

 

b. Appareillage 

 La mesure du pouvoir rotatoire spécifique est réalisée sur un polarimètre P2000 (Jasco, 

Easton, États-Unis). La mesure précise de la concentration est requise pour le calcul du pouvoir 

rotatoire. Les expériences ont été effectuées dans le méthanol et ont été menées à 25 °C. Les 

données sont traitées sur le logiciel Spectra Manager II (Jasco). 

III. Analyse sensorielle 

 La recherche de molécules naturelles sapides nécessite le recours à l’analyse sensorielle. 

Lors de ce travail, deux types de dégustations ont été mis en place : des dégustations dites 

exploratoires, avec un petit nombre de dégustateurs, et des dégustations de validation avec un 

panel plus large.  

 Dégustation « exploratoire » 

1. Principe 

Dans la Partie II de cette thèse, la recherche de composés sapides a été basée sur une 

stratégie inductive, faite de fractionnements successifs en utilisant des techniques de séparation 

complémentaires. Le recours à l’analyse sensorielle a permis de guider la purification ; à l’issue 

de chaque étape, les différentes fractions obtenues ont été dégustées et les plus intéressantes ont 

été conservées pour la suite du projet. Les composés purs mentionnés dans les autres parties de 

cette thèse ont également pu être caractérisés. Leurs propriétés organoleptiques ont été établies 

par analyse sensorielle, ouvrant la voie à l’étude de leur impact dans les vins et les eaux-de-vie. 

En revanche, les quantités disponibles pour ces fractions et pour les molécules pures 

étaient faibles. L’analyse sensorielle étant une technique destructive, un panel de cinq experts, 
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entraîné à la perception des saveurs du vin, a été choisi pour ces dégustations « exploratoires ». 

Ils ont été informés au préalable de la nature et des risques de l’étude. Des travaux antérieurs 

ont démontré l’absence de solvants détectables dans les fractions après évaporation à sec et 

lyophilisation. 

Pour chaque fraction et chaque molécule, l’intensité de l’amertume, de la douceur et de 

l’acidité ont été notées sur une échelle de 0 (non détecté) à 5 (fortement détecté) par ce panel. 

2. Conditions de la dégustation 

 Les dégustations se sont déroulées au laboratoire, climatisé à 20 °C. Les fractions et les 

molécules obtenues ont été dégustées dans des verres standardisés AFNOR (ISO 3591:1977 

1977). Les fractions ont été dégustées dans une solution hydro-alcoolique titrant 12 % v/v 

d’alcool réalisée en diluant un distillat de vin rouge titrant 36 % v/v d’alcool avec de l’eau de 

source de Montagne Laqueuille, très faiblement minéralisée. En guise de référence, une solution 

témoin sans ajout a été présentée. Les molécules pures ont été dégustées à une concentration 

fixe dans deux matrices : de l’eau de source et dans un vin blanc non boisé.  

 Dégustation de validation 

1. Conditions de la dégustation 

Les dégustations se sont déroulées dans la salle d’analyse sensorielle de l’Institut des 

Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV), climatisée à 20 °C (ISO 8589:2010 2010) et équipée 

de postes individuels. Les solutions d’entraînement, les vins et les eaux-de-vie ont été dégustés 

dans des verres AFNOR noirs (ISO 3591:1977 1977). Sauf indication contraire, les tests ont été 

réalisés en fin de matinée, c’est-à-dire le moment le plus propice à la dégustation.  

Les panels utilisés étaient constitués de chercheurs en œnologie et d’œnologues ayant 

tous suivi une formation à la dégustation de vin. La composition exacte des panels peut varier 

d’une analyse sensorielle à une autre. Elle sera, pour la suite de ce travail, précisée dans la partie 

consacrée à chaque expérience. 

2. Tests d’analyse sensorielle et traitements statistiques utilisés pour leur 

interprétation 

a. Test triangulaire 

Selon l’organisation internationale de normalisation, le test triangulaire (ISO 4120:2007 

2007) est une épreuve discriminative ayant pour but de comparer deux modalités dont on 
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cherche à évaluer si elles présentent ou non des différences sensorielles (Martin et De Revel 

1999).  

Pour ce faire, trois échantillons, dont deux sont identiques, sont présentés simultanément 

aux juges qui doivent désigner l’échantillon différent. Six présentations sont possibles suivant 

la nature du produit répété (A ou B) et la position de l’échantillon unique : AAB, ABA, BAA, 

BBA, BAB, ABB. L’ordre de présentation des verres est équilibré sur l’ensemble des individus 

afin d’éviter le biais de l’ordre de dégustation des verres (ANNEXE 1). 

Le traitement statistique de ce test est basé sur la loi binomiale : l’hypothèse initiale est 

l’identité entre les deux produits (hypothèse nulle H0, probabilité de réponse correcte p = 1/3). 

La probabilité que l’hypothèse initiale, notée P, soit vraie est calculée comme suit :  

𝑃 = ∑ 𝐶

𝑛

𝑖=𝑟

(
𝑛

𝑘
) 𝑝𝑘𝑞𝑛−𝑘 

Avec  r : nombre de réponses correctes  

n : nombre de sujets  

q : 1 - p = 2/3  

 

Plus P est faible, c'est-à-dire proche de 0, moins l’hypothèse d’identité des modalités est 

vraisemblable. Les valeurs limites de significativité généralement adoptées sont 0,05 ; 0,01 et 

0,001. Ainsi, lorsque P est inférieure à ces valeurs, les échantillons sont considérés comme 

différents au risque de 5 %, 1 % et 0,1 % respectivement. 

 

Les tests triangulaires ont notamment été utilisés pour la détermination des seuils de 

détection gustative de molécules purifiées. Le traitement statistique de ce test est basé sur le 

calcul de la moyenne géométrique 𝐺 de tous les seuils de détection individuels, selon la formule 

suivante : 

𝐺 = √∏ 𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

𝑛

 

Pour chaque session, des concentrations croissantes de la molécule d’intérêt ont été 

présentées au panel. Chaque seuil individuel a été calculé selon la moyenne géométrique entre 

la plus basse concentration trouvée appartenant à une suite continue de bonnes réponses et la 

concentration qui lui est juste inférieure. 
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b. Profil sensoriel 

Selon l’organisation internationale de normalisation, l’établissement d’un profil 

sensoriel (ISO 13299:2016 2016) est une méthode d’analyse descriptive. Elle permet de 

caractériser les propriétés sensorielles d’un échantillon avec l’attribution d’une valeur 

d’intensité pour des descripteurs sensoriels choisis au préalable. Un profil sensoriel 

conventionnel consiste à traiter statistiquement des données provenant de plusieurs 

dégustateurs en utilisant une liste unique de descripteurs. Si un seul descripteur est utilisé, il 

s’agit alors d’une épreuve de notation simple. Ce test nécessite la sélection d’un panel entraîné. 

Celui-ci doit être en accord sur la définition sensorielle des descripteurs et être capable 

d’évaluer leur intensité de manière consensuelle. 

Le profil sensoriel consiste à présenter consécutivement les échantillons à évaluer à un 

panel de dégustateurs. Celui-ci doit alors évaluer et noter sur une échelle l’intensité de chaque 

descripteur donné pour tous les échantillons (ANNEXE 1). Les notes d’intensité attribuées par 

le panel sont alors centrées-réduites afin de s’affranchir du facteur de notation des juges puis 

les résultats sont traités par une analyse de la variance. L’ANOVA à un facteur est un traitement 

statistique permettant de comparer les moyennes d’une variable quantitative (intensité du 

descripteur) en fonction d’une variable nominale catégorielle (les échantillons). L’utilisation de 

l’ANOVA nécessite la vérification des deux hypothèses suivantes : 

- l’hypothèse d’homogénéité des variances des notes attribuées aux différentes 

modalités (qui peut être testée à l’aide d’un test de Bartlett ou de Levene) 

- l’hypothèse de normalité des résidus (qui peut être testée à l’aide d’un test de 

Shapiro-Wilks). 

 

L’ANOVA teste les hypothèses suivantes : 

𝐻0 ∶ 𝑚1 = 𝑚2 = ⋯ = 𝑚𝑘1 = 𝑚 

𝐻1 : ∃(𝑖, 𝑗)𝑡𝑒𝑙 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑖 ≠  𝑚𝑗  

 

 Si la p-value > α de se tromper en rejetant H0, alors on accepte H0. Les modalités ont 

des moyennes qui ne sont pas différentes les unes des autres. 

 Si la p-value < α de se tromper en rejetant H0, alors on rejette H0. Il existe au moins une 

modalité dont la moyenne est différente des autres moyennes. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Test_(statistique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Test_(statistique)
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Dans le cas où l'on rejette l'hypothèse nulle, l’ANOVA ne permet pas de savoir quels 

sont les échantillons qui ne suivent pas cette loi normale et se différencient des autres. Ainsi, 

pour identifier les échantillons correspondant, des tests « post-hoc » ou test de comparaisons 

multiples de moyennes telles que le test post-hoc de Tukey sont utilisés. Les probabilités 

calculées (p-value) ont été corrigées pour les tests multiples (correction de Benjamini-Hochberg 

dite FDR – False Discovery Rate) (Benjamini et Hochberg 1995). 

c. Test de classement 

Selon l’organisation internationale de normalisation (ISO 8587 : 2007), le test de 

classement est une épreuve descriptive simple qui consiste à classer des échantillons selon 

l’intensité d’une caractéristique sensorielle.  

 Le protocole du test de classement par rangs consiste à présenter simultanément des 

échantillons anonymes et codés à un panel. Lorsqu’il n’existe pas de hiérarchie supposée entre 

les différents échantillons, le test statistique à appliquer est le test de Friedman, selon la norme 

NF ISO 8587:2006.  

Les p modalités sont classées par ordre croissant par les n sujets et les sommes des rangs 

R1, R2, R3…, Rp sont déterminées. On calcule la valeur F : 

𝐹 =
12. ∑ 𝑅𝑖²𝑝

𝑖=1

𝑛. 𝑝 (𝑝 + 1)
−. 𝑛. (𝑝 + 1) 

On compare ensuite F aux valeurs critiques de la loi du χ² à (p - 1) degré de liberté : 

 Si F > χ² (5 %), les produits sont considérés comme étant significativement différents.  

 Si F ≤ χ² (5 %), les produits sont considérés comme n’étant pas différentiables. 

Dans le cas où une différence globale entre les échantillons est statistiquement prouvée, 

un test supplémentaire de comparaison multiple des sommes des rangs peut permettre de 

déterminer la différence éventuelle des échantillons deux à deux. On calcule la plus petite 

différence significative (PPDS) que l’on compare à la valeur absolue de la différence entre les 

sommes de rangs de deux produits : 

𝑃𝑃𝐷𝑆 = 1,96 √𝑛. 𝑝 (𝑝 + 1)/6 

 Si │Ri - Rj│ > PPDS, les modalités i et j sont considérées comme différentes au risque 

de 5 %. 

 Si │Ri - Rj│ < PPDS, les modalités i et j sont considérées comme non différentiables. 
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3. Entraînement du panel de dégustateurs à l’eau-de-vie 

Le panel de l’ISVV était déjà entraîné à la dégustation des vins, mais pas à celle des 

eaux-de-vie. L'objectif de cette session d’entraînement était, d'une part, d'habituer le panel aux 

perceptions sucrées et amères et, d'autre part, de familiariser tous les panélistes à une nouvelle 

matrice à forte concentration en alcool (40 %, v/v).  

a. Matériels et méthodes 

Le panel était composé de 24 dégustateurs, 7 hommes et 17 femmes, âgés de 20 à 45 

ans. Tout d'abord, deux solutions aqueuses contenant respectivement du glucose et du fructose 

à 10 g/L et du sulfate de quinine à 20 mg/L ont été présentées aux dégustateurs pour illustrer 

les goûts sucré et amer. Ces solutions ont été réalisées avec de l'eau déminéralisée (eau de 

source de Montagne, Laqueuille, France). Dans une deuxième séance, des solutions contenant 

ces composés aux mêmes concentrations, mais dans une eau-de-vie jeune (40 %, v/v), ont été 

présentées aux dégustateurs. Par la suite, il a été demandé au panel d'évaluer l'intensité des 

perceptions sucrée et amère de chaque solution sur une échelle de 0 à 10.  

b. Résultats et discussion 

Pour chaque descripteur et pour chaque séance, les hypothèses d’homogénéité des 

variances ont été confirmées à l'aide du test de Levene (p-value > 0,05). Le traitement des 

résultats a été réalisé par une analyse de variance à un facteur (ANOVA), dont le principe a été 

décrit précédemment. Le test statistique a montré des résultats significatifs pour les deux 

solutions, amères et sucrées, pour chaque séance d’entraînement. Notamment, les p-value 

associées à la deuxième session étaient de 0,003 pour la solution amère et de 0,0001 pour la 

solution sucrée. Ainsi, les séances d’entraînement ont permis de montrer la fiabilité et l’aptitude 

du panel à détecter les goûts sucré des hexoses et amer du sulfate de quinine, et ce même dans 

une matrice complexe. Ce panel a été choisi par la suite pour déterminer le seuil de détection 

de molécules sapides dans les eaux-de-vie. 
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PREMIÈRE PARTIE :  

ÉTUDE DE LA CONTRIBUTION DES LIGNANES ET DES COUMARINES DU 

BOIS DE CHÊNE AU GOÛT DU VIN ET DES EAUX-DE-VIE 

CHAPITRE I. ÉTUDE DE LA DIVERSITÉ CHIMIQUE DES LIGNANES DU BOIS DE 

CHÊNE ET DES PROPRIÉTÉS SENSORIELLES DU LYONIRESINOL 

DANS LES EAUX-DE-VIE 

 

Introduction 

La qualité sensorielle d’une eau-de-vie est fortement influencée par les différentes 

étapes de son élaboration (Cantagrel et al. 1992), détaillées dans la bibliographie générale de 

ce manuscrit. D'un point de vue chimique, les spiritueux constituent une matrice très complexe 

caractérisée par une forte concentration en éthanol, entre 36 et 55 % v/v d’alcool, et une teneur 

élevée en composés volatils et non-volatils.  

 Au cours des dernières décennies, des centaines de composés volatils ont été identifiés 

dans les spiritueux grâce au développement de techniques analytiques de plus en plus sensibles 

et résolutives, telles que la Chromatographie Gazeuse couplée à l’Olfactométrie (GC-O) et la 

Chromatographie Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse (GC-MS) (Lafon, Couillud, et 

Gaybellile 1973 ; Ledauphin et al. 2010 ; 2006 ; Piggott 1983 ; Puentes et al. 2018). Ces 

composés volatils sont principalement des esters, des alcools, des aldéhydes, des acides volatils 

et des acétals qui proviennent du raisin ou qui ont été formés pendant la fermentation (Lurton, 

Ferrari, et Snakkers 2012 ; Thibaud, Shinkaruk, et Darriet 2019).   

 Contrairement aux composés aromatiques, les molécules non-volatiles présentes dans 

l'eau-de-vie sont acquises exclusivement après la distillation. La plupart d'entre elles sont 

libérées par le bois de chêne pendant le vieillissement des eaux-de-vie. En effet, comme 

expliqué dans la bibliographie générale, l'élevage en barriques est une étape cruciale au cours 

de laquelle les propriétés organoleptiques des spiritueux sont améliorées (MacNamara et al. 

2011). Plus particulièrement, la couleur, la structure, l'arôme et le goût de l'eau-de-vie sont 

généralement modifiés (Mosedale et Puech 1998 ; Piggott et al. 1993 ; Puech 1987 ; 1984). 

Alors que les arômes clés de l’élevage en barriques ont largement été identifiés (Chatonnet 

1995 ; Tominaga et al. 2000), les modifications des propriétés gustatives durant cette étape 

n’ont été que partiellement expliquées.  
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 Toutefois, un certain nombre d'études ont examiné la composition phénolique des 

spiritueux. Des composés phénoliques non flavonoïdes ont principalement été identifiés et 

quantifiés dans des eaux-de-vie âgées, la plupart d'entre eux étant de faible poids moléculaires 

(Puech 1988 ; 1981). Parmi ceux-ci, il a été reporté que les acides phénols tels que l'acide 

gallique sont les plus abondants dans les spiritueux, suivis des aldéhydes phénols, des lignanes 

et des coumarines (Moutounet, Puech, et Rabier 1989 ; Nabeta, Yonekubo, et Miyake 1987 ; 

Puech et Moutonnet 1992 ; Ribéreau-Gayon et al. 2017 ; Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 

1987).  

 Parmi ces composés non-volatils présents dans les spiritueux, les lignanes occupent une 

place particulière puisque des études antérieures ont démontré les propriétés amères du 

lyonirésinol (Arramon 2001 ; Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011) et de divers dérivés (Marchal, 

Cretin, et al. 2015). Plusieurs travaux ont par la suite été consacrés à ces composés du bois de 

chêne, qui avaient été peu étudiés jusqu’alors. Les lignanes constituent une classe de 

métabolites secondaires et proviennent de la voie des phénylpropanoïdes via l’acide 

shikimique. Ils sont présents dans toutes les parties de la plante mais plus particulièrement dans 

les pépins, les fruits, les parties lignifiées des plantes vasculaires et les racines (Ayres et Loike 

1990). De nombreux aliments et boissons contiennent également des lignanes. Par ailleurs, une 

étude de 2005 a montré que le vin était la boisson courante la plus riche en lignanes, en 

particulier en seco-isolaricirésinol, matairésinol, laricirésinol, syringarésinol et isolaricirésinol 

(Milder et al. 2005). Ces composés proviennent essentiellement du raisin, mais depuis quelques 

années, les lignanes provenant du bois de chêne ont également été étudiés. En particulier, le 

lyonirésinol a été décrit comme le lignane le plus abondant dans le bois de chêne et son seuil 

de détection gustative a été établi à 1,5 mg/L dans le vin (Marchal, Cretin, et al. 2015). Une 

étude complémentaire a montré que seul le (+)-lyoniresinol était amer (Cretin et al. 2015), avec 

un seuil de détection de 0,5 mg/L dans les vins (Cretin, Dubourdieu et Marchal 2016). Cet 

énantiomère a été quantifié dans divers vins à des concentrations supérieures à cette valeur, 

démontrant sa contribution significative à l'amertume des vins (Cretin, Dubourdieu et Marchal 

2016). 

 Néanmoins, les propriétés sensorielles d'une molécule, et en particulier son seuil de 

détection, peuvent être fortement influencées par la nature de la matrice d'un point de vue 

olfactif ou gustatif (Chatonnet et al. 1992 ; Gammacurta et al. 2018 ; Mackey et Valassi 1956 ; 

Poisson et Schieberle 2008). La contribution sensorielle des lignanes au goût des eaux-de-vie 

ne peut donc être présumée à partir des résultats obtenus dans le vin. Une meilleure 
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connaissance de la composition du bois de chêne et des spiritueux apparaît stratégique pour 

améliorer la qualité de ces produits à fort intérêt économique. Ainsi, cette thèse vise dans un 

premier temps à préciser l’incidence gustative des lignanes du bois de chêne dans les eaux-de-

vie.   

I. Diversité chimique des lignanes du bois de chêne dans les spiritueux 

 Plusieurs lignanes ont déjà été identifiés dans le bois de chêne utilisé pour la fabrication 

des fûts destinés à l’élevage des eaux-de-vie. Ces composés étant extractibles, il est plausible 

qu’ils soient libérés au cours de la maturation des eaux-de-vie, de façon similaire à ce qui a été 

observé pour les vins. Toutefois, la nature de la matrice et les conditions de l’élevage différant 

sensiblement entre les vins et les spiritueux, il nous a semblé nécessaire d’étudier dans un 

premier temps la présence des principaux lignanes du bois de chêne dans les eaux-de-vie. 

 Matériels et méthodes 

Un extrait de bois de chêne et une eau-de-vie de Cognac ont été utilisés afin de comparer 

la présence des lignanes dans ces deux matrices. Pour le premier échantillon, une extraction 

solide-liquide de copeaux de bois de chêne sessile « non-chauffé » a été réalisée. A cette fin, 

25 g de sciure ont été macérés dans 250 mL d’une solution H2O/EtOH (50:50 ; v:v), pendant 

deux semaines, à température ambiante. L’eau-de-vie de Cognac, fournie par la maison Rémy-

Martin, a été élevée pendant 23 ans en barriques. Ces deux échantillons ont été dilués par cinq 

avec de l’eau ultra pure puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés en LC-HRMS.  

A partir des données bibliographiques et de précédentes études réalisées au laboratoire, 

une liste de onze lignanes a été établie. Les rapports m/z théoriques des ions quasi-moléculaires 

correspondant à ces composés ont été calculés à partir de leur formule brute puis recherchés à 

l’aide de l’application Qualbrowser du logiciel Xcalibur. 

Les conditions chromatographiques et les paramètres spectrométriques précédemment 

décrits (Cretin, Dubourdieu et Marchal 2016 ; Marchal, Cretin, et al. 2015), sont rappelés dans 

les Tableau 3 et Tableau 4. 
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Tableau 3 : Conditions chromatographiques pour le criblage de l’extrait de bois de chêne et 

de l'eau-de-vie de Cognac. 

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Logiciel : Xcalibur 3.0 pour Exactive 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min 

               Solvant A : H2O ultrapure  

               Solvant B : ACN LC-MS Optima 

               Gradient :  

Temps (min) : 0 0,5 1,5 2,0 4,5 4,6 6,9 7,0 8,6 

% de B : 14 14 19 19 38 98 98 14 14 
 

Injection : 5 µL 

  

Tableau 4 : Conditions spectrométriques pour le criblage de l’extrait de bois de chêne et de 

l'eau-de-vie de Cognac. 

Paramètre Mode négatif 

Débit du « sheath gas » a 75 

Débit du gaz auxiliaire a 18 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| -3 kV 

Température du capillaire 350 °C 

Tension du capillaire -60 V 

Tension du tube lens -135 V 

Tension du skimmer -26 V 

Température de la source 320 °C 

Résolution b 25 000 

AGCc 106 ions 

Gamme de masses 200 – 800 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain 
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 Résultats et Discussion 

A l'aide d'un protocole de purification guidé par LC-HRMS, onze lignanes (composés 1 

à 11, Figure 9), dérivés naturels du lyonirésinol, avaient été isolés et identifiés au laboratoire à 

partir d'un extrait de bois de chêne (Marchal, Cretin, et al. 2015 ; Sindt et al. 2016). En outre, 

la présence de ces 11 lignanes avait été établie par criblage LC-HRMS dans des vins boisés, ce 

qui confirmait leur libération au cours de l’élevage ainsi que leur stabilité dans le vin. Une semi-

quantification avait permis d’estimer leurs teneurs, exprimées en équivalent de lyonirésinol, 

selon la méthode décrite par Marchal et al. (Marchal, Cretin, et al. 2015). Les résultats ont 

montré que le lyonirésinol est le plus abondant des lignanes, tant dans le bois de chêne que dans 

les vins boisés (Cretin 2016). En outre, certains dérivés galloylés, glucosylés et xylosylés ont 

été décrits comme étant amers, mais avec une intensité inférieure à celle du lyonirésinol 

(Marchal, Cretin, et al. 2015). 

 

Figure 9 : Structure chimique des lignanes 1 à 11. Xyl, Glu et Gall correspondent, 

respectivement, au β-xylopyranose, β-glucopyranose et galloyle. 

 La présence de ces 11 lignanes a été recherchée en criblant une eau-de-vie de Cognac. 

La LC-HRMS est une technique performante pour le criblage d’extraits complexes. Elle permet 

de rechercher des ions m/z caractéristiques de composés cibles de façon spécifique, en raison 

de sa grande précision de mesure de masse (< 5 ppm). Des chromatogrammes d’ions extraits 

(XIC) correspondant aux rapports m/z des ions déprotonés ([M-H]-) du (±)-lyonirésinol et des 

lignanes 1 à 11 ont été obtenus pour un extrait de bois de chêne et pour une eau-de-vie de 

Cognac (Figure 10).  
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Figure 10 : XIC en ionisation négative correspondant aux ions [M-H]- du lyonirésinol et des 

lignanes 1 à 11 (du haut vers le bas) dans un extrait de bois de chêne (a) et dans une eau-de-vie 

de Cognac (b). 

Des signaux similaires ont été détectés pour les deux matrices. En effet, la comparaison 

des temps de rétention (< 0,02 min), des masses précises des ions [M-H]- (< 5 ppm) et des 
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produits de fragmentation non-résonante HCD ont démontré que les lignanes 1 à 11 étaient tous 

présents dans l’eau-de-vie analysée.  

La présence du lyonirésinol avait déjà été établie dans des extraits de bois de chêne 

(Arramon 2001 ; Seikel, Hostettler, et Niemann 1971) et dans des spiritueux (Arramon 2001 ; 

Koga et al. 2007 ; MacNamara et al. 2011 ; Nabeta, Yonekubo et Miyake 1987), tout comme 

les lignanes 7 et 8 (Sindt et al. 2016). En revanche, les lignanes 1-6 et 9-11 avaient déjà été 

décrits dans les vins (Marchal, Cretin, et al. 2015 ; Sindt et al. 2016), mais jamais dans les 

spiritueux. En outre, la comparaison de l'intensité du signal de tous les composés suggère que 

le lyonirésinol est le lignane le plus abondant dans les spiritueux, confirmant de précédentes 

études sur le vin (Cretin 2016 ; Marchal, Cretin, et al. 2015).  

 Le seuil de détection gustative d'un composé est la concentration au-delà de laquelle 

cette molécule est perçue par la moitié d'un panel. En fonction de la molécule, la nature de la 

matrice peut avoir un effet plus ou moins fort sur ce seuil. Par exemple, le seuil de détection de 

la caféine, un composé amer, a été calculé dans deux matrices distinctes : dans de l'eau et dans 

une boisson alimentaire à 94 et 184 mg/kg, respectivement (Mackey et Valassi 1956). Ces 

résultats soulignent l'importance de calculer, pour chaque matrice, le seuil de détection de la 

molécule ciblée. Dans le cas présent, le seuil de détection gustative du lyonirésinol doit donc 

être évalué dans les eaux-de-vie. 

II. Étude de la contribution sensorielle du lyonirésinol au goût des eaux-de-vie 

 Entraînement et validation du panel de dégustateur 

L’entraînement et la validation du panel de dégustateur pour les eaux-de-vie ont été 

décrits dans la partie expérimentale générale III. B. 3. C’est ce panel qui a été choisi pour la 

détermination du seuil de détection gustative du lyonirésinol dans les eaux-de-vie. 

 Détermination du seuil de détection du lyonirésinol dans les eaux-de-vie  

1. Matériels et méthodes 

Le seuil de détection du lyonirésinol a été déterminé dans une eau-de-vie blanche dont 

le taux d’alcool volumique a été réduit à 40 %. Afin d’éviter d’éventuels phénomènes de 

saturation ou de rémanence dus à la matrice forte en alcool, deux sessions différentes ont été 

organisées. Pour chacune d’elle, des tests triangulaires ont été présentés aux dégustateurs, selon 

la méthodologie décrite par les normes ISO 4120:2007 (ISO 4120:2007 2007). 
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Trois concentrations croissantes ont été présentées au panel lors de la première session 

: 2, 4 et 8 mg/L. Les concentrations présentées à chaque dégustateur lors de la seconde session 

dépendaient de leurs résultats lors de la première session. En effet, si le panéliste donnait des 

réponses correctes, il dégustera à nouveau la concentration la plus basse pour laquelle il a donné 

une bonne réponse, afin de confirmer son jugement, ainsi que 2 concentrations inférieures (0,5 

et 1 mg/L). En revanche, si le panéliste ne trouvait aucune bonne réponse, trois concentrations 

plus hautes lui étaient présentées (8, 16 et 32 mg/L), en suivant également la progression 

géométrique de raison 2. Les conditions de la dégustation et le traitement des résultats sont 

expliqués dans la partie expérimentale générale III. B.   

2. Résultats et discussion 

Le seuil de détection gustative du lyonirésinol a déjà été établi précédemment dans un 

vin blanc par Marchal et al. (Marchal, Cretin, et al. 2015) et a été estimé à 1,5 mg/L. Par ailleurs, 

la purification et la caractérisation de la configuration absolue de ses énantiomères ont mis en 

évidence que seul le (+)-lyonirésinol possède une forte amertume, alors que la forme lévogyre est 

insipide (Cretin, Dubourdieu, et Marchal 2016 ; Cretin et al. 2015). Le (+)-lyoniresinol n'étant pas 

disponible, en quantité suffisante dans le laboratoire, pour déterminer son seuil de détection dans 

les eaux-de-vie, les études sensorielles présentées dans ce travail ont été réalisées avec le mélange 

racémique, naturellement présent dans le bois de chêne (Nabeta, Yonekubo, et Miyake 1987). 

 Dans les eaux-de-vie, le seuil du lyonirésinol a été établi à 2,6 mg/L, avec des 

variabilités interindividuelles très importantes allant de 0,35 à 32 mg/L. La même tendance 

avait été décrite pour le vin blanc, avec des seuils de détection individuels qui s’étalaient de 

0,125 à 11,3 mg/L (Marchal, Cretin, et al. 2015). Néanmoins, les valeurs obtenues pour l’eau-

de-vie sont globalement plus élevées que celles dans le vin. Ces variations pourraient être dues 

en partie à la concentration plus élevée en éthanol dans la matrice eau-de-vie. En outre, ces 

résultats confirment une étude préliminaire réalisée sur une eau-de-vie d’Armagnac où une 

valeur proche avait été évoquée (Arramon 2001). Cependant, la méthodologie employée dans 

cette étude n’avait pas permis une analyse statistique, due au faible nombre de dégustateurs (5), 

ce qui affecte la robustesse de ce résultat. Il s’agissait davantage d’une estimation que d’un seuil 

fiable. 

 Afin de déterminer l’influence du lyonirésinol sur l’amertume des eaux-de-vie, il est 

nécessaire de réaliser un dosage de ce dernier dans divers échantillons d’eaux-de-vie et de 

comparer les concentrations obtenues à son seuil de détection.  
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III. Quantification du lyonirésinol dans diverses eaux-de-vie 

 Développement d’une méthode de dosage du lyonirésinol 

1. Méthodologie 

a. Préparation des échantillons  

Les échantillons d’eaux-de-vie destinés à l’analyse quantitative présentaient des 

pourcentages d’alcool de 71 à 38 % v/v. Afin de prévenir une éventuelle détérioration de la 

séparation chromatographique, les échantillons ont été dilués avec de l’eau ultra-pure pour 

ramener leur taux d’alcool volumique à 8 %, puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés en LC-

HRMS. Cette dilution permet également de ramener toutes les concentrations en analytes dans 

la plage de travail. Le facteur de dilution appliqué est pris en compte pour le calcul de la 

concentration finale.  

b. Préparation des solutions de calibration 

Une solution mère à 1 g/L de (±)-lyoniresinol a été préparée dans de l'éthanol. Une 

gamme d'étalonnage a été réalisée par dilutions successives de cette solution mère dans une 

solution hydro-éthanolique (8 %, v/v) pour obtenir les concentrations suivantes : 10 mg/L, 5 

mg/L, 2 mg/L, 1 mg/L, 500 µg/L, 200 µg/L, 100 µg/L, 50 µg/L, 20 µg/L, 10 µg/L, 5 µg/L, 2 

µg/L et 1 µg/L. 

c. Analyse par LC-FTMS et traitement des résultats 

Des études antérieures ont montré la pertinence de l'utilisation de la LC-HRMS pour 

quantifier le lyonirésinol dans les vins et les macérats de bois de chêne (Cretin, Dubourdieu, et 

Marchal 2016 ; Marchal, Cretin, et al. 2015).  

Les conditions chromatographiques décrites dans le Tableau 3 ont été utilisées pour la 

quantification du lyonirésinol dans les eaux-de-vie. La méthode LC-HRMS décrite dans le 

Tableau 4 avait été utilisée pour la quantification de ce lignane dans les vins ; et impliquait une 

ionisation en mode négatif (Marchal, Cretin, et al. 2015). Des tests préliminaires ont été 

effectués dans les mêmes conditions et ont montré des résultats insuffisants en ce qui concerne 

la linéarité et la précision avec des échantillons d’eaux-de-vie. Par conséquent, une méthode de 

quantification basée sur le mode d'ionisation positive a été développée pour cette matrice. La 

quantification LC-HRMS a été effectuée en mode de balayage total, la sélectivité de la détection 

étant assurée par la précision de la mesure de masse de l'analyseur Orbitrap (< 3 ppm) et la 

répétabilité du temps de rétention.  
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Le spectre HRMS du lyonirésinol (C22H28O8) présentait plusieurs ions correspondant à 

des adduits ([M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]
+) ; des pseudo-dimères ([2M+H]+, [2M+Na]+) ; et 

des fragments (C14H17O4
+, C14H19O5

+). En revanche, le signal correspondant à l'ion protoné 

(C22H29O8
+) était très faible, quels que soient les paramètres d'ionisation (Figure 11). Par 

conséquent, la quantification a été effectuée à partir de l'ion le plus intense, l'ion fragment de 

m/z 249,1121 (C14H17O4
+). Cette espèce chimique pourrait résulter d'une perte d'un groupement 

diméthoxyphénol (C8H10O3) et d’une déshydratation. De telles réactions de fragmentation sont 

bien connues pour les dérivés de la lignine (Li et al. 2016) et peuvent être causées par des 

températures élevées (Jenkins, Sutton, et Robichaud 2016). Ainsi, les paramètres 

spectrométriques ont été ajustés pour optimiser l’intensité du signal de l'ion m/z 249,1121 

(Tableau 5). Toutes les données ont été traitées automatiquement par l’application 

Quanbrowser du logiciel Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher Scientific). Les XIC ont été créés, avec 

une fenêtre de 3 ppm, autour de la masse m/z théorique de l’ion C14H17O4
+ et de son temps de 

rétention à 2,9 minutes. 

Tableau 5 : Conditions d’ionisation et paramètres spectrométriques pour la quantification du 

lyonirésinol dans diverses eaux-de-vie. 

Paramètre Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 75 

Débit du gaz auxiliaire a 20 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| 3,5 kV 

Température du capillaire 350 °C 

Tension du capillaire 35 V 

Tension du tube lens 120 V 

Tension du skimmer 18 V 

Température de la source 320 °C 

Résolution b 25 000 

AGCc 106 ions 

Gamme de masses 200 – 800 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  
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Figure 11 : Spectre HRMS du lyonirésinol en ionisation positive.
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2. Validation de la méthode de quantification 

La méthode de quantification du lyonirésinol dans les eaux-de-vie doit être validée en 

étudiant la sensibilité, la linéarité, la répétabilité, la justesse et la spécificité. Le Tableau 6 

récapitule toutes les données étudiées.  

a. Sensibilité 

Compte tenu de la grande sélectivité de mesure de masse de l’analyseur Orbitrap, la 

notion de rapport signal sur bruit, classiquement utilisée, est discutable pour cette technique. 

La limite de détection d'une molécule est définie comme la plus faible concentration de cette 

molécule pour laquelle un signal fiable et reproductible est observé. En outre, le signal doit être 

différent de celui d'un blanc réalisée dans les mêmes conditions. Pour déterminer la sensibilité, 

la méthodologie décrite par De Paepe et al. a été utilisée (De Paepe et al. 2013). Les cinq 

niveaux les plus bas de la gamme de calibration (de 2 à 50 µg/L) ont été injectés cinq fois. La 

précision (% Coefficient de Variation) et la justesse (ratio de recouvrement) ont été calculées 

pour chaque concentration.  

La limite de détection (LOD) du lyonirésinol a été définie comme la concentration la 

plus basse pour laquelle un signal fiable et répétable a été observé. En outre, le signal doit être 

différent d’un blanc réalisé dans les mêmes conditions. Cette limite de détection a été établie 

ici à 5 µg/L. La limite de quantification (LOQ) est définie comme la concentration la plus basse 

de la molécule pouvant être déterminée quantitativement par la méthode avec une variabilité 

mesurée, soit avec une précision inférieure à 10 % et une justesse supérieure à 90 %. Dans ces 

conditions, elle a été établie à 10 µg/L. La sensibilité est suffisante au regard des concentrations. 

b. Linéarité 

La linéarité a été étudiée sur une gamme de concentration comprise entre la limite de 

quantification déterminée précédemment et le standard le plus élevé (10 mg/L), de telle sorte 

que tous les échantillons analysés se situent entre ces limites. Une courbe de calibration 

quadratique, avec une pondération en 1/x, a été obtenue avec un bon coefficient de corrélation 

(R² de 0,9999) pour une gamme de concentration allant de 10 µg/L à 10 mg/L. Le rapport de 

recouvrement entre la concentration mesurée et celle attendue était supérieur à 90 %. Ces 

résultats établissent la linéarité de la méthode. 
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c. Spécificité 

La spécificité de l’Orbitrap a été évaluée par la précision de mesure des masses et la 

répétabilité des temps de rétention. Les paramètres ont été vérifiés pour chaque injection des 

solutions de calibration ainsi que pour tous les échantillons. Des faibles variations du temps de 

rétention ont été observées (< 0,04 min). Des écarts entre la masse théorique et la masse mesurée 

inférieurs à 2,2 ppm ont été enregistrés pour les différentes concentrations en lyonirésinol. La 

spécificité de la méthode est donc validée. 

d. Répétabilité et justesse 

Pour déterminer la répétabilité intra-journalière (% Coefficient de Variation), cinq 

réplicats de deux solutions de calibration (100 µg/L et 1 mg/L) ont été injectés successivement. 

Des valeurs inférieures à 3,5 % ont été obtenues pour les deux concentrations, garantissant la 

répétabilité de la méthode. 

La justesse a été déterminée en calculant le rapport de recouvrement entre la 

concentration mesurée et celle attendue pour trois échantillons d’eaux-de-vie de Cognac, dans 

lesquels un ajout dosé de 100 µg/L, 1 et 2 mg/L de lyonirésinol a été réalisé. Ces ratios de 

recouvrement variaient de 85 % à 98 %. Ces légères variations pourraient s'expliquer par la 

matrice très complexe des spiritueux. Toutefois, les résultats sont restés conformes aux 

spécifications communes (Guidance for Industry 2018) et ont permis d'établir la justesse de la 

méthode. 

La répétabilité inter-journalière a été estimée par injection des mêmes solutions étalons 

pendant 5 jours consécutifs. Comme on l'observe fréquemment pour l'analyse LC-ESI-MS, les 

valeurs des coefficients de variation étaient assez élevées. Pour résoudre ce problème, toutes 

les solutions de calibration ont été injectées pour chaque analyse quantitative d'un échantillon 

inconnu.  

Tous ces résultats permettent de valider la méthode LC-HRMS pour quantifier le 

lyonirésinol dans tous les spiritueux (Tableau 6).  
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Tableau 6 : Paramètres de validation de la méthode de quantification du lyonirésinol dans 

l’eau-de-vie. La justesse a été mesurée dans trois échantillons d’eaux-de-vie. 

Paramètres Matrice – Eau-de-vie 

Sensibilité 
LOD (µg/L) LOQ (µg/L) 

5 10 

Linéarité 
Gamme de linéarité R2 

10 µg/L – 10 mg/L 0,9999 

Spécificité 
Variation tR Exactitude de la masse 

< 0,04 min < 2,2 ppm 

Répétabilité et 

justesse 

Répétabilité intra-journalière 

100 µg/L 1 mg/L 

3,35 % 3,43 % 

Justesse 

Echantillons 100 µg/L 1 mg/L 2 mg/L 

EDV-C7 94 % 91 % 98 % 

EDV-C8 87 % 85 % 97 % 

EDV-1995 88 % 86 % 87 % 

LOD : Limite de détection ; LOQ : Limite de quantification ; EDV : eau-de-vie.  

 

 Dosage du lyonirésinol dans des eaux-de-vie commerciales 

1. Nature et origine des eaux-de-vie 

Le lyonirésinol a été quantifié dans 24 eaux-de-vie commerciales, incluant 12 cognacs 

(C), 4 eaux-de-vie de vin (B), 3 rhums (R), 4 whiskies (W) et 1 bourbon (Bo). Toutes ces eaux-

de-vie ont été élevées en fûts de chêne, avec des durées d’élevage non précisées mais variables. 

L’ANNEXE 2 résume l'ensemble des caractéristiques de ces spiritueux, qui ont été choisis au 

hasard parmi ceux disponibles dans le commerce, pour les grandes catégories de produits élevés 

sous bois de chêne, bien distribuées en France.  

2. Résultats et discussion 

Plusieurs spiritueux commerciaux ont été analysés pour évaluer les teneurs en 

lyonirésinol, selon la méthode LC-HRMS préalablement validée. Ce lignane a été détecté dans 

tous les échantillons, à des concentrations allant de 0,2 à 11,8 mg/L avec une valeur moyenne 

de 3,3 mg/L (ANNEXE 3). Les résultats sont illustrés à la Figure 12. 
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Les spiritueux, présentant des teneurs en lyonirésinol les plus élevées, étaient 

majoritairement des cognacs (C-2 et C-5 à C-11) suivi de deux eaux-de-vie de vin (B-1 et B-

2), un rhum (R-3) et un whisky (W-3). La comparaison avec les données sensorielles a montré 

que la concentration en lyonirésinol était supérieure au seuil de détection gustative (Sd) pour 

12 de ces spiritueux. Ces résultats démontrent la pertinence sensorielle du lyonirésinol puisqu’il 

est susceptible de contribuer à l'amertume des eaux-de-vie élevées en barriques.  

 

Figure 12 : Concentrations en lyonirésinol dans 24 eaux-de-vie commerciales. La ligne en 

rouge représente le seuil de détection gustative (Sd) dans l’eau-de-vie. 

Par ailleurs, toutes les eaux-de-vie analysées ont été élevées en barriques, et les écarts 

observés pourraient ainsi être liés aux conditions de vieillissement. En effet, une précédente 

étude a mis en évidence un effet du type de contenant sur la teneur en lyonirésinol dans des vins 

blancs, plus élevée si le fût est neuf (Marchal, Cretin, et al. 2015). La disparité des 

concentrations observées dans les eaux-de-vie analysées pourrait donc être reliée à la proportion 

de barriques neuves utilisées pendant leur vieillissement.  

Parmi les autres facteurs susceptibles d’affecter la composition chimique du bois de 

chêne, il est bien connu que l’espèce botanique joue un rôle important, pour certaines molécules 

(De Rosso, Cancian, et al. 2009 ; Marchal, Prida et Dubourdieu 2016 ; Prida et al. 2006). 

Cependant, Cretin et al. ont démontré que ce paramètre n’avait pas d'effet significatif sur la 

teneur en lyonirésinol (Cretin, Dubourdieu, et Marchal 2016). 
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Par ailleurs, lors de la fabrication des fûts, le bois subit une série d'étapes qui influencent 

sa qualité œnologique, comme le séchage des merrains ou la chauffe des douelles. Ces 

caractéristiques œnologiques affectent la structure et la composition chimique du bois, et par 

conséquent la matrice avec laquelle il est en contact (Canas et al. 2006 ; Chatonnet et al. 1994 

; Brígida Fernández de Simón et al. 2010 ; Mosedale, Puech et Feuillat 1999 ; Snakkers et al. 

2003). Une de ces observations a été confirmée par Cretin et al. (Cretin, Dubourdieu, et Marchal 

2016). En effet, ces auteurs ont montré que le lyonirésinol n’était dégradé qu’au-delà de 250 

°C, rejoignant en partie les conclusions d’une autre étude (Sarni et al. 1990).  

 Dosage du lyonirésinol dans plusieurs eaux-de-vie de Cognac 

1. Effet de l’âge sur la teneur en lyonirésinol  

a. Nature et origine des échantillons 

Ces eaux-de-vie de Cognac ont été fournies par la maison Rémy-Martin. Dix 

millésimes, de 1970 à 2015, ont été sélectionnés pour cette étude. Pour chaque millésime, un 

échantillon a été prélevé dans cinq barriques différentes, pour limiter les écarts liés à 

l’hétérogénéité du bois de chêne d’une barrique à une autre. En outre, ces eaux-de-vie sont 

toujours en cours d’élevage. Elles ne résultent donc pas d’un assemblage et ne sont pas 

commercialisées pour le moment. Les échantillons proviennent de la même distillerie et sont 

élevés selon les mêmes conditions.  

b. Résultats et discussion 

Pour chaque millésime, un échantillon a été prélevé sur 5 barriques différentes puis les 

eaux-de-vie ont été analysées en LC-HRMS. Les concentrations présentées à la Figure 13 

correspondent aux valeurs moyennes de ces 5 réplicats.  

Les teneurs moyennes mesurées variaient de 1,6 mg/L (millésime 2015) à 12 mg/L 

(millésime 1995). Pour chaque millésime, le coefficient de variation entre les 5 réplicats était 

relativement faible (de 5,7 % à 33,2 %), révélant une assez bonne homogénéité entre les 

barriques sélectionnées (ANNEXE 3). 
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Figure 13 : Teneurs en lyonirésinol dans des eaux-de-vie de Cognac de différents millésimes 

provenant de la même distillerie. 

De 2015 à 1995, les résultats montrent que plus l'eau-de-vie est vieillie, plus les teneurs 

en lyonirésinol sont élevées, confirmant de précédentes études (Arramon 2001 ; Cretin et al. 

2015 ; Koga et al. 2007). A l’inverse, pour les plus vieux millésimes, des concentrations plus 

faibles en lyonirésinol ont été mesurées. Cette observation pourrait suggérer une dégradation 

du lyonirésinol après un long vieillissement en fûts. D’autre part, le vieillissement en fûts usagés 

implique un potentiel d’extractibilité des composés inférieur à celui des barriques neuves, ce 

qui pourrait influencer la teneur en lyonirésinol dans ces eaux-de-vie millésimes. Toutefois, 

cette hypothèse doit être étudiée plus en détail, car ces résultats pourraient également être dus 

à des modifications des pratiques de vieillissement de la distillerie ou à des changements dans 

l'approvisionnement en barriques. 

En comparant l’analyse quantitative avec l’analyse sensorielle, les résultats ont 

démontré que le lyonirésinol contribue significativement à l’amertume des eaux-de-vie. Or, il 

est bien connu que les spiritueux se bonifient pendant l’élevage en barriques, et notamment que 

leur saveur douce augmente. L’influence d'autres composés sapides a également été mise en 

évidence. A titre d’exemple, les quercotriterpénosides (QTT) à saveur sucrée (Marchal, Waffo-

Téguo, et al. 2011), sont libérés par le bois de chêne en même temps que le lyonirésinol et 

peuvent en moduler l'effet sur l'équilibre gustatif des eaux-de-vie. Il serait intéressant par la 

suite d’étudier les interactions perceptives entre effecteurs du goût pour déterminer si de tels 

effets de masquage ou de synergie se produisent, et quelle est leur incidence sur le goût des 

spiritueux.  
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2. Influence des paramètres de tonnellerie sur une même eau-de-vie de Cognac  

La méthode de quantification développée précédemment a également été appliquée à 

des eaux-de-vie faisant l’objet d’expérimentation par la maison Rémy-Martin. Deux paramètres 

de tonnellerie, la taille des grains et l’origine du bois, ont été étudiés sur une même eau-de-vie 

de Cognac, afin d’évaluer leur influence sur les teneurs en lyonirésinol dans cette matrice et 

ainsi limiter une dépréciation de l’équilibre gustatif. 

a. Nature et origine des eaux-de-vie analysées 

Deux séries d’eaux-de-vie ont été fournies par la maison Rémy-Martin, provenant de 

deux essais différents. La première étude s’est portée sur la sélection de barriques à gros grain 

ou à grain fin pour l’élevage des spiritueux. Pour chaque modalité, un échantillon a été prélevé 

dans dix barriques différentes, pour limiter les écarts liés à l’hétérogénéité du bois de chêne 

d’une barrique à une autre. Ces 20 eaux-de-vie de Cognac ont subi un élevage en barriques 

pendant 36 mois.  

Pour la deuxième étude, cinq types de fûts différents ont été étudiés. Les modalités 

correspondent à deux essences différentes, le chêne et le châtaignier, ainsi qu’à quatre origines 

géographiques distinctes pour le bois de chêne (France, Europe, Caucase, Etats-Unis). Pour 

chaque modalité, un échantillon a été prélevé dans trois barriques différentes. Ces mêmes eaux-

de-vie ont été prélevées à trois dates distinctes au cours de l’élevage en barriques, au bout de 6 

mois, 12 mois et 23 mois. 

b. Traitements statistiques 

 Le test de Kruskal-Wallis est souvent utilisé comme une alternative à l'ANOVA dans le 

cas où l'hypothèse de normalité n'est pas acceptable. C’est un test non paramétrique à utiliser 

quand il y a k échantillons indépendants, afin de déterminer s’ils proviennent d'une même 

population ou si au moins un échantillon provient d'une population différente des autres. Son 

principe est le suivant : 

 Si on désigne par Mi le paramètre de position l'échantillon i, les hypothèses nulle H0 et 

alternative Ha du test de Kruskal-Wallis sont  

𝐻0 ∶ 𝑚1 = 𝑚2 = ⋯ = 𝑚𝑘1 = 𝑚 

𝐻1 : ∃(𝑖, 𝑗)𝑡𝑒𝑙 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑖 ≠  𝑚𝑗  
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 Si la p-value > α de se tromper en rejetant H0, alors on accepte H0. Les modalités ont 

des moyennes qui ne sont pas différentes les unes des autres. 

 Si la p-value < α de se tromper en rejetant H0, alors on rejette H0. Il existe au moins une 

modalité dont la moyenne est différente des autres moyennes. 

Si la p-value est telle que l'on doit rejeter l'hypothèse H0, alors au moins un échantillon 

(ou groupe) est différent d'un autre. Afin d'identifier quels échantillons sont responsables du 

rejet de H0, il est possible d'utiliser une procédure de comparaisons multiples. Celui utilisé tout 

au long de la thèse est le test de Dunn (comparaison des moyennes des rangs). 

c. Influence de l’essence et de l’origine géographique du bois sur la teneur 

en lyonirésinol 

Des travaux antérieurs ont montré que l’essence ainsi que l’origine botanique avaient 

un fort impact sur la composition chimique du bois (Canas, Leandro, et al. 2000 ; Brigda 

Fernández de Simón et al. 2014 ; Brígida Fernández de Simón, Martínez, et al. 2014). La 

sélection des bois constitue ainsi une étape importante de la fabrication des barriques. Une 

meilleure connaissance des marqueurs affectés par cette sélection permettrait de l’orienter avec 

plus d’acuité. 

Les valeurs présentées à la Figure 14 correspondent aux concentrations moyennes 

obtenues pour les 3 réplicats de chaque modalité. Elles oscillent entre 0,09 mg/L à 1,8 mg/L 

(ANNEXE 3). Après le dosage de ces échantillons, un test de Kruskal-Wallis avec la procédure 

de Dunn (comparaison multiple par paires) a été effectué. Les résultats ont montré une 

augmentation significative des teneurs en lyonirésinol au cours du vieillissement dans toutes 

les eaux-de-vie élevées en fûts de chêne, confirmant une étude antérieure (Cretin, Dubourdieu, 

et Marchal 2016). A l’inverse, des concentrations constantes et faibles en ce composé ont été 

mesurées pour les eaux-de-vie élevées en barriques de châtaignier (Figure 14) ; des tendances 

similaires ont été observées pour d’autres composés non-volatils (De Rosso, Panighel, et al. 

2009). En outre, il n’y a pas d’effet significatif de l’origine botanique du bois de chêne sur la 

teneur en lyonirésinol dans les diverses eaux-de-vie de Cognac au même temps d’élevage, ce 

qui rejoint les résultats de précédentes études sur l’influence des espèces de chêne (Cretin, 

Dubourdieu, et Marchal 2016). 
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Figure 14 : Teneurs en lyonirésinol dans des eaux-de-vie de Cognac élevées dans des fûts de 

différentes origines. « a », « b » et « c » représentent des groupes de significativité ; NS : Non 

Significatif. 

Les valeurs obtenues pour les teneurs en lyonirésinol, après 23 mois d’élevage en 

barriques, sont inférieures à son seuil de détection gustative dans cette matrice. Ainsi, le 

lyonirésinol ne semble pas contribuer à l’équilibre gustatif des eaux-de-vie en dessous de ce 

temps de vieillissement.  

d. Influence de la sélection gros grain/grain fin sur la teneur en lyonirésinol 

 La qualité du bois de chêne dépend de l’épaisseur de son grain. Celui-ci se définit 

comme la largeur moyenne et la régularité des cernes d’accroissement (Collardet et Besset 

1992).  

 Les concentrations présentées à la Figure 15 correspondent aux valeurs moyennes 

obtenues pour les 10 réplicats pour chaque modalité. Les valeurs s’élèvent respectivement à 5,2 

mg/L et à 3,4 mg/L pour les modalités « gros grain » et « grain fin » (ANNEXE 3). Une 

ANOVA à un facteur a mis en évidence une différence significative, au seuil de 0,1 %, entre 

les deux modalités pour les concentrations en lyonirésinol. En outre, le coefficient de variation 

entre les 10 réplicats était faible pour chaque modalité (5,4 % pour la sélection gros grain et 

10,1 % pour la sélection grain fin), ce qui révèle une bonne homogénéité entre les barriques 

sélectionnées.  
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Figure 15 : Teneurs en lyonirésinol dans des eaux-de-vie de Cognac élevées dans des fûts à 

gros grain ou à grain fin. Significatif au risque de 0,1 % (***). 

Les résultats montrent que les barriques à gros grain libèrent plus de lyonirésinol que 

celles à grain fin. Empiriquement, le type de grain était souvent associé à l’origine botanique 

du bois de chêne. En effet, des travaux ont démontré que le chêne sessile possède un grain fin 

tandis que le chêne pédonculé possède un grain plus épais (Feuillat, Huber, et Keller 1992). 

Cependant, Cretin et al. ont démontré qu’il n’y avait aucun effet significatif de l’espèce de 

chêne sur la teneur en lyonirésinol (Cretin, Dubourdieu, et Marchal 2016). 

 Parallèlement, les barriques à grain fin conviendraient davantage à l’élevage des vins 

et celles à gros grain à l’élevage des eaux-de-vie (Ribéreau-Gayon et al. 2017). En outre, il a 

été démontré que les chênes à gros grain sont plus riches en composés extractibles 

(ellagitannins, lignines) et plus pauvres en composés aromatiques que les chênes à grain fin 

(Vivas 1997), ce qui semble être en accord avec les résultats du dosage. Ainsi, l’utilisation de 

barriques à grain fin pourrait permettre de limiter les teneurs en lyonirésinol dans les eaux-de-

vie après 3 années de maturation. Il est délicat d’extrapoler ces résultats pour des durées 

d’élevage plus importantes, car la cinétique de libération du lyonirésinol peut être différentielle 

entre les deux modalités. La poursuite de l’expérimentation mise en place permettra de répondre 

à cette interrogation. 

 En résumé, les expérimentations menées dans les chais ont permis de mettre en évidence 

plusieurs paramètres affectant significativement la teneur en lyonirésinol des eaux-de-vie. Le 

choix de l’essence influence sensiblement sa concentration ; un élevage en fûts de châtaignier 

permettrait également de limiter ses teneurs. Enfin, la sélection gros grain/grain fin semble être 
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un élément pertinent pour réussir à moduler l’apport amer du lyonirésinol, au même titre que la 

durée de la maturation sous bois.  

 

Conclusion Chapitre I 

L'utilisation de techniques analytiques et sensorielles a permis d’étudier l’importance 

gustative des lignanes du bois de chêne dans les spiritueux. Dans un premier temps, une 

approche de criblage ciblée par LC-HRMS a révélé la présence de 11 lignanes du bois de chêne 

dans une eau-de-vie de Cognac, le lyonirésinol étant le plus abondant d’entre eux. Compte tenu 

de la forte amertume induite par ce composé, son seuil de détection a été évalué dans une 

matrice de type « eau-de-vie » et établi à 2,6 mg/L. Après le développement et la validation 

d'une méthode par LC-HRMS, un mélange racémique du lyonirésinol a été quantifié dans 

différents échantillons d’eaux-de-vie commerciales et expérimentales afin d'étudier son impact 

sensoriel ainsi que l'influence des paramètres œnologiques sur son contenu. Ces travaux ont 

démontré un impact significatif du lyonirésinol sur l'équilibre gustatif des spiritueux, par 

augmentation de leur amertume. Par ailleurs, il a été établi que l’essence ainsi que le type de 

grain du bois pouvait avoir un effet important sur les teneurs en lyonirésinol.  

Ces travaux ont apporté de nouvelles connaissances et une meilleure compréhension de 

l'origine moléculaire associée au goût des eaux-de-vie. Une stratégie analytique similaire pourra 

être menée afin de déterminer la contribution sensorielle du (+)-lyonirésinol, qui présente un 

goût amer intense, dans les eaux-de-vie. Des travaux antérieurs ont toutefois montré que le ratio 

énantiomérique du lyonirésinol était relativement constant dans le bois de chêne ; il est donc 

fortement probable qu’il en soit de même dans les spiritueux. 
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CHAPITRE II. ÉTUDE DE LA CONTRIBUTION DES COUMARINES DU BOIS DE 

CHÊNE AU GOÛT DU VIN ET DES EAUX-DE-VIE 

 

Introduction  

 

En œnologie, plusieurs travaux ont été consacrés aux coumarines du bois de chêne 

(Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987 ; Tricard, Salagoïty, et Sudraud 1987). 

Notamment, quelques études ont examiné l’influence des paramètres de tonnellerie sur les 

concentrations en coumarines d’extraits de chêne, comme le type de séchage de bois ou la 

température de chauffe (Chatonnet et al. 1994 ; Brígida Fernández de Simón et al. 1999). D’un 

point de vue gustatif, certains auteurs décrivent les coumarines, sous forme glycosylées, comme 

amères tandis que les formes aglycones sont perçues comme acides (Joseph et Marché 1972 ; 

Vivas 1997). Lors d’une de ces études, leur seuil de détection a été estimé à 2 µg/L dans un vin 

rouge (Vivas 1997), ce qui semble étonnamment bas, mais la méthodologie employée, et en 

particulier le nombre de dégustateurs, ne sont pas décrits, ce qui affecte la robustesse de ce 

résultat. Si le seuil des coumarines était effectivement aussi bas, ces molécules seraient 

susceptibles d’avoir un effet gustatif important. Or, cette hypothèse a été contestée par d’autres 

auteurs au regard des très faibles concentrations mesurées pour ces molécules et de leurs 

propriétés sensorielles (Chatonnet et al. 1994). Ces contradictions, conjuguées au manque de 

données dans la littérature, ont justifié d’examiner plus en détail la contribution des coumarines 

du bois de chêne au goût des vins et des spiritueux. 

Les coumarines constituent une classe de métabolites secondaires et proviennent de la 

voie des phénylpropanoïdes via l’acide t-cinnamique (Bourgaud et al. 2006). Ces molécules, 

largement présentes dans le règne végétal, résultent de la lactonisation de l’acide ortho-

hydroxycinnamique. En outre, les coumarines sont classées selon quatre catégories : les 

coumarines simples, formées d’un cycle benzène et d’un noyau lactone (benzo-α-pyrone) ; les 

furocoumarines, formées par la fusion d’un hétérocycle furane et du noyau de la coumarine 

simple ; les pyranocoumarines, formées par la fusion d’un hétérocycle pyrane et du noyau de 

la coumarine simple et les phénylcoumarines, formées d’un cycle phényl et du noyau de la 

coumarine simple (Figure 16).  
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Figure 16 : Structure des différentes familles de coumarines. 

Ces molécules sont sujettes à de nombreuses modifications comme des hydroxylations, 

des O-méthylations ou encore des glycosylations, entraînant la formation de nombreux dérivés 

dont plus de 700 ont déjà été caractérisés dans les plantes (Bourgaud et al. 2006). Notamment, 

ils ont été identifiés dans une trentaine de familles différentes comprenant plus de 150 espèces. 

Les coumarines et furanocoumarines sont généralement présentes dans toutes les parties de la 

plante mais plus particulièrement dans les graines, les fruits, les feuilles et les racines (Atta-ur-

Rahman et al. 1997 ; Ehlers et al. 1995 ; Rosselli et al. 2009 ; Tatum et Robert 1977). Ces 

molécules sont qualifiées de phytoalexines, c’est-à-dire qu’elles protègent la plante des attaques 

de divers pathogènes (Beier et Oertli 1983). En outre, elles possèdent des activités biologiques 

potentiellement intéressantes pour la santé humaine, telles que des propriétés anti-

inflammatoires, anticoagulantes, antibactériennes, antifongiques, antivirales, anticancéreuses et 

ont des effets neuroprotecteurs (Venugopala, Rashmi, et Odhav 2013).  

Afin de préciser le rôle éventuel de cette classe de molécules dans les propriétés 

gustatives du vin et des eaux-de-vie, un criblage par LC-HRMS d’extraits de bois de chêne a 

d’abord été mis en œuvre pour repérer les coumarines majoritaires. Puis, une méthode de dosage 

a été mise en place pour quantifier les molécules sélectionnées dans les vins et les eaux-de-vie. 

La détermination de leur seuil de détection gustative suivie de la comparaison avec les teneurs 

mesurées ont finalement permis d’étudier leur contribution sensorielle et leur pertinence comme 

marqueur lors de la fabrication des barriques. 
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I. Recherches de coumarines dans le bois de chêne par criblage LC-HRMS  

 Matériels et méthodes 

 Une extraction solide-liquide de copeaux de bois de chêne sessile (Quercus petraea 

(Matt.) Liebl., 1784) a été réalisée. A cette fin, 25 g de copeaux ont été macérés dans 250 mL 

d’une solution hydro-éthanolique 50:50 (v:v), pendant deux semaines, à température ambiante, 

sous atmosphère inerte et à l’abri de la lumière.  

 Le criblage de l’extrait de bois de chêne a été réalisé par chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse à Transformée de Fourier (LC-HRMS).  

 L’extrait de bois de chêne a été dilué, filtré (0,45 µm, 13 mm, PTFE, Agilent Captiva) 

puis 5 µL de la solution ainsi obtenue ont été injectés en LC-HRMS. La séparation 

chromatographique a été réalisée sur une colonne de silice à polarité de phase inversée de type 

C18 avec un gradient de solvant composé d’eau et d’acétonitrile, acidifiés à 0,1 % d’acide 

formique, selon les conditions décrites dans le Tableau 7. 

Tableau 7 : Conditions chromatographiques pour le criblage de l’extrait de bois de chêne. 

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Logiciel : Xcalibur 3.0 pour Exactive 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min  

               Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % HCOOH 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % HCOOH 

               Gradient :  

Temps (min) : 0 1,0 5,0 5,3 6,0 6,15 7,0 

% de B : 10 10 50 98 98 10 10 
 

Injection : 5 µL 

 

 Les conditions spectrométriques utilisées pour ce criblage sont détaillées dans le 

Tableau 8. 
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Tableau 8 : Conditions spectrométriques pour le criblage de l’extrait de bois de chêne. 

Paramètre Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 70 

Débit du gaz auxiliaire a 15 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| 3,5 kV 

Température du capillaire 350 °C 

Tension du capillaire 25 V 

Tension du tube lens 120 V 

Tension du skimmer 20 V 

Température de la source 320 °C 

Résolution b 25 000 

AGCc 106 ions 

Gamme de masses 100 – 1000 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

 

La présence des différentes espèces chimiques dans l’extrait de bois a été étudiée par 

construction de chromatogrammes d’ions extraits à l’aide de l’application Qualbrowser du 

logiciel Xcalibur, avec une fenêtre de 5 ppm autour du rapport m/z théorique. 

 

 Résultats et discussion 

 La LC-HRMS a été utilisée dans cette partie pour le criblage d’extraits complexes. Afin 

de se rapprocher des conditions de l’élevage des vins et spiritueux, les copeaux de bois de chêne 

utilisés pour cette étude ont d’abord subi une chauffe, similaire à celle mise en œuvre lors de la 

fabrication des barriques, puis ont été macérés dans une solution hydro-éthanolique.  

Une liste non exhaustive d’analogues structuraux à la coumarine a été établie à partir 

d’une étude bibliographique des composés de cette famille déjà identifiés dans des substances 

naturelles. Très répandues dans le règne végétal, les coumarines simples ont été plus 

particulièrement étudiées. En outre, elles se trouvent majoritairement sous forme glycosylée 
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dans les plantes. Dans une boisson acide comme le vin ou les spiritueux, ces hétérosides sont 

susceptibles d’être hydrolysés pour former l’aglycone correspondant. Par conséquence, les 

formes aglycones et hétérosides des coumarines simples ont été recherchées.  

 L’esculétine, l’esculine, la scopolétine, la scopoline, l’ombelliférone et la 4-

méthylombelliférone ont déjà été décrites dans le domaine de l’œnologie (Brígida Fernández 

de Simón et al. 1999 ; Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987 ; Vivas 1997). Pour cette 

raison, ces molécules ont été choisies pour le criblage LC-HRMS. Comme expliqué en 

introduction, les coumarines ont été répertoriées dans plusieurs familles de plantes, dont les 

Fabacées, les Rutacées, les Oléacées mais aussi les Thyméléacées. Les coumarines majoritaires 

de ces quatre familles ont été recherchées. Ainsi, la coumarine, identifiée dans la fève tonka 

(Dipteryx odorata) (Ehlers et al. 1995), la scoparone, identifiée dans le genre Citrus (Tatum et 

Robert 1977), la fraxétine et l’isofraxidine, identifiées dans le genre Fraxinus (Tsukamoto, 

Hisada, et Nishibe 1985), et la daphnétine, identifée dans le Daphne odora (Baba et al. 1986), 

ont également été sélectionnées pour le criblage LC-HRMS. Par la suite, les rapports m/z des 

ions protonés des coumarines ciblées ont été calculés sur la base de leur formule brute (Tableau 

9). 

Tableau 9 : Liste des coumarines ciblées pour le criblage LC-HRMS. 

Nom de la molécule Formule brute m/z théorique du [M+H]+ 

Coumarine C9H6O2 147,0441 

Scopolétine C10H8O4 193,0495 

Scopoline C16H18O9 355,1024 

Scoparone C11H10O4 207,0652 

Esculétine C9H6O4 179,0339 

Esculine C15H16O9 341,0867 

Fraxétine C10H8O5 209,0445 

Isofraxidine C11H10O5 223,0601 

Ombelliférone C9H6O3 163,0390 

4-Méthylombelliférone C10H8O3 177,0546 

Daphnétine C9H6O4 179,0339 
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 L’analyse en LC-HRMS a permis de cibler les onze ions listés dans le Tableau 9 afin 

de valider ou non leur présence dans l’extrait de bois de chêne.  

 

Figure 17 : XIC en ionisation positive correspondant aux ions [M+H]+ des 11 coumarines 

ciblées dans un extrait de bois de chêne. 
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 Des chromatogrammes d’ions extraits en ionisation positive correspondant aux rapports 

m/z des ions [M+H]+ ont été obtenus (Figure 17). L’analyse a révélé la présence de plusieurs 

pics chromatographiques, ce qui pourrait correspondre aux molécules recherchées. 

L’abondance relative de ces signaux dans un extrait de bois de chêne a également été mesurée. 

Pour la suite de l’étude, six coumarines ont été retenues parmi la liste initiale, sur la base de 

deux critères : une abondance significative de signaux correspondant à leur formule brute dans 

l’extrait de bois de chêne ainsi que la disponibilité des standards dans le commerce. Ainsi, les 

standards correspondant à l’esculétine, la fraxétine, l’ombelliférone, la scopolétine, la 4-

méthylombelliférone et la coumarine ont été commandés puis injectés en LC-HRMS. Les 

signaux obtenus pour l’isofraxidine (NL : 5,12 E4) et la daphnétine (NL : 1,58 E4) étaient 

significatifs donc potentiellement intéressants. Cependant, les standards de ces deux 

coumarines étaient peu disponibles dans le commerce et il était difficile de s’en procurer. En 

outre, parmi les molécules observées, celles avec les intensités les plus faibles correspondent à 

la scopoline (NL : 6,83 E3) et à l’esculine (NL : 4,65 E3), c’est-à-dire des glycosides. Ces 

observations renforcent l’hypothèse selon laquelle des réactions d’hydrolyse se produisent au 

cours du vieillissement pour former les aglycones correspondants.  

 Les temps de rétention obtenus pour les six coumarines ciblées coïncident avec ceux 

observés dans l’extrait de bois de chêne. En outre, on observe une co-élution lors du dopage 

d’un extrait de bois avec ces standards et les spectres HRMS/MS (en mode HCD) coïncident. 

La présence dans l’extrait de bois de chêne des six coumarines initialement sélectionnées est 

donc bien confirmée. Parmi ces composés, l’esculétine, l’ombelliférone, la scopolétine, la 4-

méthylombelliférone et la coumarine ont déjà été identifiés dans le bois de chêne (Baldwin et 

al. 1967 ; Brígida Fernández de Simón et al. 1999 ; Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987 

; Silva et al. 2009). La fraxétine a déjà été reportée dans diverses espèces végétales, comme le 

frêne, le marronnier d’Inde ou encore le pin argenté (Liu et al. 2005 ; Reppel 1954 ; Rudman 

1963 ; Venugopala, Rashmi, et Odhav 2013) mais jamais dans le genre Quercus. Puisque ces 

molécules sont présentes dans le bois, il est possible qu’elles soient libérées dans les vins et les 

eaux-de-vie au cours de l’élevage en barriques.  
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II. Étude de la présence des six coumarines dans un vin rouge boisé et dans une eau-de-

vie de Cognac - Caractérisation sensorielle  

 Matériels et méthodes 

1. Analyse LC-HRMS d’un vin rouge boisé et d’une eau-de-vie de Cognac 

Le vin rouge utilisé pour cette étude (Margaux, 2011) a été élevé au minimum pendant 

16 mois dans des barriques de chêne français. L’eau-de-vie de Cognac a été élevée pendant dix 

ans en fûts et a été fournie par la maison Rémy-Martin. Ces deux échantillons ont été dilués par 

cinq avec de l’eau ultra pure puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés en LC-HRMS, selon 

les conditions décrites au paragraphe précédent I. A. Pour ces deux matrices, un 

chromatogramme d’ions extraits a été construit pour chaque coumarine ciblée grâce au logiciel 

XCalibur, avec une tolérance de 5 ppm autour de la masse théorique de l’ion [M+H]+. 

2. Analyse sensorielle  

a. Dégustation préliminaire 

 La caractérisation sensorielle des six coumarines a été réalisée selon les conditions 

décrites dans la partie expérimentale générale au paragraphe « dégustation exploratoire » (III. 

A.) Les molécules ont été dégustées à une concentration de 1 mg/L dans une solution hydro-

alcoolique titrant 12 % v/v d’alcool réalisée en diluant un distillat de vin rouge titrant 36 % v/v 

d’alcool avec de l’eau de source de Montagne Laqueuille. 

b. Détermination du seuil de détection gustative de l’esculétine, la 

scopolétine et de la 4-méthylombelliférone 

1) Dans un vin blanc non boisé 

 Le seuil de détection de l’esculétine, la scopolétine et de la 4-méthylombelliférone ont 

été déterminés dans un vin blanc sec (Pays d’Oc ; 12 % vol. ; pH 3,43 ; AT = 3,62 g/L d’H2SO4). 

Ce vin, élaboré sans contact avec le bois de chêne, a été au préalable injecté en LC-HRMS afin 

de valider l’absence de ces coumarines.  

 Pour chaque concentration, trois verres ont été présentés aux dégustateurs, l’un d’entre 

eux contenant le vin additionné du composé étudié, les deux autres contenant le vin témoin. Il 

a été demandé à chaque individu de désigner l’échantillon différent (test à choix forcé de 1 

parmi 3). 
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 Cinq concentrations ont été présentées aux dégustateurs, dans un ordre croissant et 

suivant une progression géométrique de raison 4 : 10, 40, 160, 640 et 2560 µg/L. Le panel était 

constitué de 25 personnes, appartenant au personnel des laboratoires de l’ISVV, entraînées à la 

dégustation des vins et sensibilisées à la perception des différentes saveurs.  

 

2) Dans une eau-de-vie blanche 

 Une séance d’entraînement a été organisée au préalable selon les conditions expliquées 

dans la partie expérimentale générale III. B. 3.  

 Les seuils de détection de l’esculétine, de la scopolétine et de la 4-méthylombelliférone 

ont été déterminés dans une eau-de-vie jeune réduite à 40 % d’alcool. Afin d’éviter d’éventuels 

phénomènes de saturation ou de rémanence dus à la matrice, deux sessions différentes ont été 

organisées. Pour chacune d’elle, des tests triangulaires ont été présentés aux dégustateurs, selon 

la méthodologie décrite par les normes ISO 4120:2007 (ISO 4120:2007 2007). 

 Pour la première session, trois concentrations croissantes ont été présentées au panel : 

200, 400 et 800 µg/L. Les concentrations présentées à chaque dégustateur lors de la seconde 

session dépendaient de leurs résultats lors de la première session. Si le panéliste donnait des 

réponses correctes, trois nouvelles concentrations lui étaient présentées : deux plus basses (40 

et 160 µg/L) et une supérieure (640 µg/L) à la concentration la plus basse pour laquelle il avait 

donné une bonne réponse lors de la première session, afin de valider son jugement. Si le 

panéliste ne trouvait aucune bonne réponse, trois nouvelles concentrations lui étaient 

présentées : deux plus hautes (1000 et 2000 µg/L) et une plus basse (500 µg/L), afin de mettre 

en évidence ou non des phénomènes de saturation liés à la matrice lors de la première session. 

Les conditions de la dégustation et le traitement des résultats sont expliqués dans la partie 

expérimentale générale III. B. 1.  

 Résultats et discussion 

1. Recherche de la présence des six coumarines par LC-HRMS  

 Les standards des six coumarines ciblées (Figure 18), décrits dans la partie 

expérimentale générale, ont été injectés en LC-HRMS selon les conditions chromatographiques 

utilisées pour le criblage de l’extrait de bois de chêne (Tableau 7).  
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Figure 18 : Structure chimique des six coumarines ciblées. 

Des chromatogrammes d’ions extraits ont été construits pour chaque coumarine, avec 

une forte spécificité liée à la précision de mesure de masse (moins de 5 ppm d’écart avec le 

rapport m/z théorique). Des signaux d’intensité significative, c’est-à-dire caractérisés par un 

rapport signal/bruit supérieur à 3, ont ainsi été observés, aux temps de rétention caractéristiques 

de certaines des six coumarines (< 0,07 min). C’est notamment le cas pour l’esculétine, la 

fraxétine, l’ombelliférone et la coumarine dans le vin rouge boisé, et pour l’esculétine, la 

fraxétine, la scopolétine, la coumarine et la 4-méthylombelliférone dans l’eau-de-vie boisée. En 

outre, les mêmes ions fragments ont été obtenus suite à l’analyse des spectres de fragmentation 

MS² pour ces temps de rétention. Ces éléments démontrent la présence des coumarines 

concernées dans le vin rouge et l’eau-de-vie injectés (Figure 19). En effet, la scopolétine et la 

4-méthylombelliférone n’ont pas été détectées dans le vin rouge étudié, pas plus que 

l’ombelliférone dans l’eau-de-vie (S/N < 3). Cinq de ces composés, l’esculétine, 

l’ombelliférone, la scopolétine, la 4-méthylombelliférone et la coumarine avaient déjà été 

observés dans des vins et des spiritueux (Barnaba et al. 2015 ; Bi et al. 2018 ; Brígida Fernández 

de Simón et al. 1999 ; Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987). En revanche, la fraxétine 

n’avait jamais été identifiée dans l’une ou l’autre de ces deux matrices. Pour vérifier cette 

information, les fragments majoritaires (m/z 194,0212, 177,0187, 149,0224) présents sur les 

spectres HRMS/MS ont été comparés à ceux de la littérature (Zhao et al. 2014). 
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Cette étude permet ainsi de confirmer la présence des six principales coumarines du bois 

de chêne, dont la fraxétine jamais observée jusqu’à présent, dans les vins et les eaux-de-vie. 

Bien que cette présence ait été partiellement décrite dans quelques travaux, leur contribution 

sensorielle demeure à préciser.  

 

Figure 19 : XIC en ionisation positive correspondant aux ions [M+H]+ des six coumarines 

ciblées (injection des standards, à gauche) dans un vin rouge boisé (au milieu) et dans une eau-

de-vie boisée de Cognac (à droite). S/N : signal sur bruit proposé par Xcalibur. 
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2. Analyse sensorielle 

a. Dégustation préliminaire 

 D’après la littérature, les coumarines sont présentes dans les vins et les eaux-de-vie à 

des concentrations de l’ordre du µg/L (Barnaba et al. 2015 ; Canas 2017). Afin d’exacerber 

leurs propriétés sensorielles, celles-ci ont été dégustées à une concentration d’1 mg/L en 

solution hydro-alcoolique, par comparaison avec la solution témoin. Si l’amertume perçue 

diffère par rapport à cette solution contrôle, l’intensité de cette perception est évaluée sur une 

échelle de 1 à 5. Le Tableau 10 récapitule les résultats de la dégustation.  

Tableau 10 : Caractérisation sensorielle des six coumarines dans une solution hydro-

éthanolique. 

Molécules 
Goût dans une solution 

hydro-éthanolique à 12 % alc. vol. 
Intensité de l'amertume a 

Esculétine Amer 3/5 

Fraxétine Acide - 

Ombelliférone Amer 1/5 

Scopolétine Amer 3/5 

4-Méthylombelliférone Amer 5/5 

Coumarine Amer 2/5 

a L’intensité a été évaluée sur une échelle de 0 (non détecté) à 5 (fortement détecté). 

 

 Cinq des six coumarines ciblées ont été décrites comme amères. La 4-

méthylombelliférone était la plus intense, suivie par l’esculétine, la scopolétine, la coumarine 

et l’ombelliférone. L’amertume perçue pour la coumarine confirme de précédentes observations 

(Burdock et Fenaroli 2005 ; Meyerhof et al. 2010). La fraxétine présentait une acidité 

moyennement intense. Cette dégustation préliminaire a permis de mettre en évidence 

l’amertume de certaines coumarines. L’esculétine, la scopolétine et la 4-méthylombelliférone 

sont les plus amères d’entre elles, leur seuil de détection gustative a donc été établi.  

b. Détermination du seuil de détection gustative de l’esculétine, de la 

scopolétine et de la 4-méthylombelliférone 

 Les seuils de détection gustative de l’esculétine, de la scopolétine et de la 4-

méthylombelliférone ont été déterminés dans un vin blanc non boisé et dans une eau-de-vie 
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blanche réduite à 40 % d’alcool. Le Tableau 11 récapitule les résultats de toutes les 

dégustations. 

Tableau 11 : Seuils de détection de l’esculétine, la scopolétine et la 4-méthylombelliférone 

dans un vin blanc non boisé et une eau-de-vie jeune. 

Molécules 
Seuil de détection  

dans un vin blanc non boisé 

Seuil de détection  

dans une eau-de-vie jeune 

Esculétine 125 µg/L 1108 µg/L 

Scopolétine 702 µg/L 789 µg/L 

4-Méthylombelliférone 320 µg/L 397 µg/L 

 

Dans le vin, les seuils de détection gustative de l’esculétine, de la scopolétine et de la 4-

méthylombelliférone ont été évalués à 125, 702 et 320 µg/L, respectivement, avec des 

variabilités interindividuelles très importantes. En effet, les seuils de détection individuels pour 

cette matrice et pour chaque coumarine s’étalaient de 5 à 5120 µg/L. 

Dans l’eau-de-vie, la même tendance a été observée. Les seuils de détection gustative 

de l’esculétine, de la scopolétine et de la 4-méthylombelliférone ont été évalués à 1108, 789 et 

397 µg/L, respectivement, avec des seuils de détection individuels allant de 80 à 2828 µg/L 

pour l’esculétine et de 20 à 2828 µg/L pour les deux autres coumarines.  

3. Discussion 

 Les résultats de cette étude mettent en évidence la présence des six coumarines, et en 

particulier de la fraxétine qui n’avait jamais été observée jusqu’à présent, dans les vins et les 

eaux-de-vie élevés sous bois de chêne. L’analyse sensorielle a permis de montrer des 

différences gustatives en fonction de la structure chimique des coumarines ciblées. Notamment, 

une différence notable a été observée entre l’ombelliférone et la 4-méthylombelliférone. L’ajout 

d’un groupement –CH3 en position 4 a fortement influencé la perception sensorielle de cette 

molécule, en augmentant son amertume. Néanmoins, le nombre trop faible de composés étudiés 

ne permet pas de généraliser cette observation ni d’établir une relation claire entre la structure 

et le goût des coumarines.  

 La méthode développée au laboratoire depuis quelques années (Cretin, Dubourdieu, et 

Marchal 2016 ; Marchal, Cretin, et al. 2015) pour la détermination des seuils de détection a 

permis de limiter les effets de rémanence et de saturation, souvent observés pour les molécules 
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sapides. En outre, le panel a été entraîné aux matrices « vin » et « eau-de-vie », ce qui confère 

davantage de robustesse aux résultats obtenus. La dégustation étant une méthode destructrice, 

des quantités importantes des composés ciblés sont nécessaires afin de pouvoir déterminer leur 

contribution sensorielle. Néanmoins, disposer d’un panel identique et entraîné est un avantage 

permettant de réduire les quantités utilisées lors de la dégustation. 

 En œnologie, des seuils de détection ont été mesurés, principalement sur des composés 

olfactifs, dans différentes matrices telles que l’eau, le vin ou les spiritueux (Chatonnet et al. 

1992 ; Gammacurta et al. 2018 ; Poisson et Schieberle 2008). Ces études ont démontré que la 

nature de la matrice pouvait avoir un impact significatif sur les propriétés olfactives d’un 

composé. Pour les composés sapides également, la perception est susceptible d’être fortement 

influencée par la matrice, comme nous l’avons montré pour le lyonirésinol. Pour cette raison, 

le seuil des coumarines a été déterminé à la fois dans le vin et dans les eaux-de-vie. Les valeurs 

obtenues sont relativement faibles pour des composés non-volatils, de l’ordre de la centaine de 

µg/L. Elles sont toutefois bien supérieures à celles d’une précédente étude (Vivas 1997), pour 

laquelle la méthodologie utilisée n’avait cependant pas été décrite, ce qui affecte sensiblement 

la confiance accordée à ces données et limite l’intérêt de la comparaison. De façon générale, 

les résultats ont montré que les seuils de détection des trois coumarines ciblées dans un vin 

blanc non boisé étaient inférieurs à ceux mesurés dans une eau-de-vie jeune. Le seuil de la 

scopolétine et de la 4-méthylombelliférone ne semble pas être significativement influencé par 

la nature de la matrice. A l’inverse, l’esculétine a un seuil de détection très bas dans les vins 

alors que dans les eaux-de-vie cette valeur est presque neuf fois plus grande. Compte tenu de 

cette différence de comportement surprenante avec les autres coumarines, les seuils de 

l’esculétine ont été mesurés une seconde fois, mais les mêmes résultats ont été obtenus. Cette 

étude confirme ainsi que l’on ne peut présumer de la contribution sensorielle d’un composé 

dans une matrice à partir de ses propriétés dans une autre matrice. En outre, on remarque une 

variabilité forte des seuils individuels pour chaque molécule, confirmant ce que l’on a pu déjà 

observer pour d’autres molécules telles que le lyonirésinol (Marchal, Cretin, et al. 2015 ; 

Winstel et Marchal 2019). D’autres études ont été menées sur ces différences interindividuelles 

de sensibilité et les auteurs ont montré que pour certains composés volatils un facteur 1000 était 

fréquemment observé entre les personnes les plus sensibles et les moins sensibles (Takagi 1989 

; Tempere et al. 2011). En outre, cette observation souligne l’importance de travailler avec un 

panel large et entraîné pour déterminer, de la façon la plus juste possible, le seuil de détection 

d’une molécule odorante ou sapide.  
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 Les seuils étant déterminés, il convient alors de les comparer aux concentrations en 

esculétine, en scopolétine et en 4-méthylombelliférone retrouvées dans les vins et les eaux-de-

vie pour évaluer leur incidence sensorielle. 

III. Quantification des six coumarines dans les vins et les eaux-de-vie ; étude de l’influence 

des paramètres de tonnellerie 

La mesure des teneurs en coumarines dans les vins et les eaux-de-vie nécessite le 

développement d’une méthode de dosage robuste et fiable. La LC-HRMS semble être une 

technique de choix pour quantifier des composés peu abondants dans des matrices complexes. 

 Développement d’une méthode de dosage des six coumarines par LC-HRMS 

1. Conditions chromatographiques et paramètres spectrométriques 

Par rapport au criblage initial des extraits de bois, les conditions chromatographiques 

ont été optimisées afin d’améliorer la séparation des six coumarines. Le Tableau 12 récapitule 

ces données.  

Tableau 12 : Conditions chromatographiques utilisées pour la quantification des six 

coumarines. 

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Logiciel : Xcalibur 3.0 pour Exactive 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min          

               Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % HCOOH 

               Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % HCOOH 

               Gradient :  

Temps (min) : 0 1,6 5,0 9,0 9,3 10,3 10,4 12,0 

% de B : 15 15 20 25 98 98 15 15 
 

Injection : 5 µL 

 

 Les paramètres spectrométriques ont également été adaptés à la détection des six 

coumarines. L’optimisation des valeurs de gaz, des tensions ainsi que des températures 

appliquées pour l’ionisation et le transfert des ions a été réalisée en mode positif par injection 

directe des standards et en utilisant comme référence les intensités des signaux de rapport m/z 

147,0441 ; 193,0495 ; 179,0339 ; 209,0445 ; 177,0546 ; 163,0390.  
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Le Tableau 13 récapitule les paramètres optimisés.  

Tableau 13 : Conditions d’ionisation et paramètres spectrométriques utilisés pour la 

quantification des six coumarines. 

Paramètre Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 68 

Débit du gaz auxiliaire a 15 

Débit du « sweep gas » 0 

|Tension du spray| 4,5 kV 

Température du capillaire 310 °C 

Tension du capillaire 52,5 V 

Tension du tube lens 110 V 

Tension du skimmer 30 V 

Température de la source 305 °C 

Résolution b 10 000 

AGC c 3.106 ions 

Gamme de masses 100 – 400 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

 

2. Préparation des échantillons et des solutions de calibration 

a. Préparation des échantillons 

Pour la quantification, les vins et les macérats de bois ont été dilués par cinq avec de 

l’eau ultra-pure puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés en LC-HRMS. Comme pour la 

quantification du lyonirésinol, le taux d’alcool volumique des échantillons d’eaux-de-vie, 

initialement compris 38 et 71 % v/v, a été réduit à 8 % par addition d’eau. Le facteur de dilution 

ainsi appliqué a été pris en compte dans le calcul de la concentration finale. 

b. Préparation des solutions de calibration 

Une solution mère des six coumarines à 1 g/L a été préparée dans de l’éthanol. Une 

gamme d’étalonnage a été ensuite réalisée par dilutions successives de cette solution mère dans 
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de l’eau ultrapure afin d’atteindre les concentrations suivantes : 10 mg/L, 5 mg/L, 2 mg/L, 1 

mg/L, 500 μg/L, 200 μg/L, 100 μg/L, 50 μg/L, 20 μ/L, 10 μg/L, 5 μg/L, 2 μg/L et 1 µg/L.  

3. Traitement des résultats 

L’analyse a été réalisée en mode de balayage total. La détection des coumarines a été 

faite à partir de la masse exacte de leur ion protoné [M+H]+ et de leur temps de rétention 

(Tableau 14). L’intégration des pics chromatographiques a été traitée automatiquement grâce 

à l’application Quanbrowser du logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). 

Tableau 14 : Caractéristiques des ions utilisés pour la quantification des six coumarines ciblées. 

 

4. Validation de la méthode de quantification  

La méthode de quantification des coumarines doit être étudiée en validant sa sensibilité, 

sa linéarité, sa répétabilité, sa justesse et sa spécificité. Les données sont présentées dans le 

Tableau 15. 

a. Sensibilité 

 La sensibilité a été déterminée pour chaque coumarine selon la méthode décrite au 

Chapitre I paragraphe III. A. 2. a. La limite de détection de chaque molécule a été définie 

comme la concentration la plus basse de cette molécule pour laquelle un signal fiable et 

répétable a été observé. En outre, le signal doit être différent d’un blanc réalisé dans les mêmes 

conditions. Cette limite de détection a été établie ici à 2 µg/L pour toutes les coumarines. 

 Des tests préalables de justesse ont permis de montrer qu’il n’y avait pas d’effet matrice 

significatif. De ce fait, la gamme de calibration a été réalisée dans de l’eau ultra pure. La limite 

de quantification est définie comme la concentration la plus basse de la molécule pouvant être 

déterminée quantitativement par la méthode avec une variabilité mesurée, soit avec une 

précision inférieure à 10 % et une justesse supérieure à 90 %. Dans ces conditions, elle a été 

Molécules 
Ion quasi-moléculaire 

[M+H]+ 
Masse exacte théorique 

Temps de 

rétention 

(min) 

Esculétine C9H7O4
+ 179,0339 2,5 

Fraxétine C10H9O5
+ 209,0445 3,3 

Ombelliférone C9H7O3
+ 163,0390 4,4 

Scopolétine C10H9O4
+ 193,0495 4,6 

Coumarine C9H7O2
+ 147,0441 6,6 

4-Méthylombelliférone C10H9O3
+ 177,0546 6,8 
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établie à 5 µg/L pour toutes les coumarines. La sensibilité est suffisante au regard des 

concentrations observées dans les vins, les eaux-de-vie et dans le bois de chêne.  

b. Linéarité 

 La gamme de travail a été choisie en prenant en compte la limite de quantification 

déterminée précédemment. Elle a été fixée de 5 µg/L à 10 mg/L pour toutes les coumarines. 

Une courbe de calibration quadratique, avec une pondération en 1/x, a été obtenue avec des 

coefficients de corrélation corrects pour chaque coumarine (R² > 0,999). Le rapport de 

recouvrement entre la concentration mesurée et celle attendue était supérieur à 90 %. Ces 

résultats établissent la linéarité de la méthode. 

c. Répétabilité 

 La répétabilité a été déterminée en injectant cinq réplicats de trois points de la gamme 

de calibration (10 µg/L, 200 µg/L et 10 mg/L). Pour chaque concentration et pour chaque 

molécule, le coefficient de variation est inférieur à 7 %, ce qui valide la répétabilité de la 

méthode.  

d. Justesse 

 La justesse a été déterminée en calculant le ratio de recouvrement pour trois échantillons 

différents (un vin rouge, un vin blanc et une eau-de-vie jeune) dans lesquels un ajout dosé de 

10 µg/L, 200 µg/L et 10 mg/L des six coumarines a été réalisé. Ces ratios de recouvrement 

allaient de 85 à 114 %. Ces légères variations pourraient être expliquées par la matrice très 

complexe des vins et des spiritueux. Cependant, ces résultats restent conformes aux 

spécifications communes (Guidance for Industry 2018), ce qui valide la justesse de la méthode. 

e. Spécificité 

 La spécificité de l’Orbitrap a été évaluée par la précision de mesure des masses et la 

répétabilité des temps de rétention. Les paramètres ont été vérifiés pour chaque injection des 

solutions de calibration ainsi que pour tous les échantillons. Des faibles variations du temps de 

rétention ont été observées (< 0,07 min) et des écarts entre masse théorique et masse 

expérimentale inférieurs à 2 ppm ont été enregistrés pour les différentes concentrations en 

coumarines, ce qui garantit la spécificité de la méthode. 
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 Des valeurs de répétabilité d’un jour sur l’autre insuffisantes ont été obtenues. Pour 

pallier cet écueil, une nouvelle gamme de calibration a été injectée lors de chaque série 

d’analyse.  

Tous ces résultats permettent de valider la méthode de quantification par LC-HRMS des 

six coumarines ciblées. L’utilisation d’un étalon interne n’est pas nécessaire, ce qui facilite sa 

mise en œuvre. La méthode a donc pu être appliquée au dosage des coumarines dans des vins 

et des eaux-de-vie.  
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Tableau 15 : Paramètres de validation de la méthode de quantification des six coumarines. La justesse a été mesurée dans un vin blanc et un vin 

rouge non boisés et une eau-de-vie blanche. 

 

Molécules Sensibilité   Linéarité   Spécificité   Répétabilité et justesse 

  
LOD 

(µg/L) 

LOQ 

(µg/L) 
 

Gamme de 

linéarité 
R2  

Variation 

tR (min) 

Exactitude 

de la masse 

(ppm) 

 

Répétabilité 
Justesse 

Vin blanc 

Justesse 

Vin rouge 

Justesse 

Eau-de-vie 

10 

µg/L 

200 

µg/L 

10 

mg/L 

10 

µg/L 

200 

µg/L 

10 

mg/L 

10 

µg/L 

200 

µg/L 

10 

mg/L 

10 

µg/L 

200 

µg/L 

10 

mg/L 

Coumarine 2 5  
5 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9997  0,06 0,52  6,9 % 3,6 % 2,0 % 95 % 108 % 98 % 98 % 105 % 92 % 86 % 95 % 100 % 

Scopolétine 2 5  
5 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9998  0,05 0,03  1,3 % 4,5 % 1,1 % 91 % 99 % 105 % 91 % 86 % 111 % 85 % 86 % 97 % 

Esculétine 2 5  
5 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9997  0,05 0,02  6,2 % 5,5 % 2,4 % 105 % 87 % 97 % 91 % 85 % 90 % 85 % 91 % 99 % 

Fraxétine 2 5  
5 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9994  0,07 0,72  6,0 % 5,4 % 3,9 % 95 % 91 % 92 % 90 % 97 % 89 % 87 % 98 % 99 % 

Ombelliférone 2 5  
5 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9998  0,05 1,12  3,1 % 4,3 % 1,3 % 85 % 86 % 110 % 86 % 88 % 110 % 87 % 98 % 100 % 

4-Méthylombelliférone 2 5   
5 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9996   0,07 0,68   2,3 % 5,7 % 1,9 % 85 % 113 % 114 % 89 % 85 % 100 % 85 % 95 % 86 % 
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 Dosage des coumarines dans les vins 

1. Origine des vins analysés  

 Les six coumarines ont été dosées dans 90 vins commerciaux, 43 vins rouges (24 de 

diverses appellations de Bordeaux, 6 de Bourgogne, 2 du Languedoc-Roussillon, 2 de la Vallée 

du Rhône, 1 du Beaujolais, 7 d’Espagne et 1 d’Allemagne) et 47 vins blancs (13 provenant de 

divers vignobles de Bourgogne, 11 d’Alsace, 9 de Bordeaux, 6 du Val de Loire, 4 du 

Languedoc-Roussillon et 4 de la Vallée du Rhône). Les millésimes s’étendaient de 1995 à 2017. 

La grande majorité de ces vins a été élevée en barriques mais les informations sur les durées 

d’élevage et les pourcentages de barriques neuves n’étaient pas disponibles.  

2. Résultats du dosage des six coumarines dans les vins et discussion 

 Des teneurs différentes en coumarines ont été observées dans les vins blancs et rouges 

analysés. De façon générale, des concentrations plus élevées en coumarines ont été obtenues 

dans les vins rouges, allant de quelques µg/L à plus d’une centaine de µg/L (Figure 20). Tous 

les résultats de la quantification sont reportés à l’ANNEXE 4. 

 

Figure 20 : Concentrations moyennes en esculétine, fraxétine, ombelliférone, scopolétine et 

coumarine dans 43 vins rouges et 47 vins blancs commerciaux. Les barres d’erreurs indiquent 

un intervalle de confiance de 95 %. 

 Le 4-méthylombelliférone n’a pas pu être dosée dans les vins car toutes les valeurs 

étaient en dessous de la limite de quantification, calculée précédemment. A titre de référence, 

Salagoity-Auguste et al. avaient identifié et quantifié cette molécule par fluorescence dans des 
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vins rouges, avec des valeurs allant de 0,4 à 0,8 µg/L (Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 

1987). Malgré une forte amertume de ce composé et un seuil de détection assez bas, les faibles 

teneurs en cette molécule dans les vins permettent de conclure à son absence d’impact gustatif 

dans cette matrice.  

 En utilisant la même méthode de quantification, ces auteurs ont décrit des teneurs en 

ombelliférone, oscillant entre 1,5 et 1,7 µg/L, dans des vins rouges (Salagoity-Auguste, Tricard 

et Sudraud 1987). Dans le cadre de notre travail, les résultats obtenus dans le vin étaient proches 

de cette étude mais avec des variations plus importantes (de 0 à 94,6 µg/L). Celle-ci peut 

s’expliquer par le nombre d’échantillons analysés. En effet, leur étude porte sur deux vins, 

contre 90 ici.  

 La coumarine a déjà été identifiée dans le vin (Bi et al. 2018) mais n’avait jamais été 

quantifiée. Les valeurs mesurées dans le vin rouge sont largement supérieures à celles dans le 

vin blanc, 146,8 µg/L en moyenne contre 9,2 µg/L. Les différences constatées entre les deux 

matrices pourraient s’expliquer par une durée d’élevage sous bois généralement plus longue et 

un pourcentage de barriques neuves plus important pour les vins rouges que pour les vins 

blancs. En outre, la coumarine est connue pour avoir une odeur caractéristique semblable à celle 

des gousses de vanille mais aussi de l’amande, mariée au foin coupé. Son seuil de détection 

olfactif a été estimé dans de l’eau à 11 µg/L (Wagner, Granvogl, et Schieberle 2016). De ce 

fait, la coumarine pourrait contribuer à l’arôme des vins. La détermination de son seuil de 

détection olfactive dans les vins permettrait la clarification de son impact. Il en va de même 

pour son seuil de détection gustative.  

 La fraxétine n’a jamais été quantifiée dans les vins auparavant. La valeur moyenne 

observée pour cette molécule était de 9,8 µg/L dans les vins blancs (de 3,3 à 36,6 µg/L) et 

quasiment le double pour les vins rouges, 20,4 µg/L avec des valeurs allant de 3,4 à 77,0 µg/L. 

En outre, sur les 15 vins rouges qui étaient supérieurs à la moyenne mesurée, 13 provenaient de 

la région bordelaise. Cette observation pourrait être expliquée par un pourcentage de barriques 

neuves plus élevé dans les chais de cette région que dans les autres.  

 Les vins rouges analysés présentaient une concentration moyenne de 98,6 µg/L en 

esculétine (de 12,3 à 268,9 µg/L) et une concentration moyenne de 13,1 µg/L en scopolétine 

(de 0 à 307,2 µg/L). Globalement, des valeurs plus faibles ont été mesurées pour les vins blancs 

avec une teneur moyenne de 40,8 µg/L en esculétine et 15,5 µg/L en scopolétine. L’ordre de 

grandeur de ces résultats semble cohérent avec de précédentes études (Barnaba et al. 2015 ; 
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Salagoity-Auguste, Tricard et Sudraud 1987 ; Tricard, Salagoïty et Sudraud 1987). En ce qui 

concerne la scopolétine, des concentrations bien inférieures à son seuil de détection gustative 

dans les vins ont été mesurées. 

 Pour l’esculétine, des teneurs inférieures à son seuil ont été observées dans tous les vins 

blancs et dans certains vins rouges. Pour 12 d’entre eux, des concentrations supérieures au seuil 

de détection ont été enregistrées (Figure 21), suggérant une possible contribution sensorielle 

de l’esculétine à l’amertume de ces vins.  

 

Figure 21 : Concentration en esculétine dans 43 vins rouges commerciaux. La ligne en rouge 

représente son seuil de détection gustative (Sd) dans les vins. Les barres d’erreurs indiquent la 

précision de la méthode. 

 Les concentrations retrouvées dans les différents vins sont globalement inférieures au 

seuil de détection gustative de la 4-méthylombelliférone et de la scopolétine et à proximité du 

seuil pour l’esculétine, ce qui suggère a priori une incidence gustative limitée des coumarines. 

Toutefois, il est envisageable que des interactions perceptives existent entre ces composés et 

les autres coumarines. Cette famille chimique pourrait ainsi influencer la perception sensorielle 

des vins boisés via des phénomènes de synergie. Cette hypothèse sera étudiée par la suite afin 

de conclure sur le réel impact des coumarines.   

 Dosage des coumarines dans les eaux-de-vie 

1. Nature et origine des eaux-de-vie analysées 

 Deux séries de spiritueux ont été utilisées pour cette étude. Les coumarines ont d’abord 

été quantifiées dans 28 eaux-de-vie commerciales, comprenant 12 cognacs, 4 eaux-de-vie de 

vin, 3 rhums, 5 whiskies et 4 bourbons. Toutes ces eaux-de-vie ont été élevées en fûts de chêne, 

avec des durées d’élevage non précisées mais variables (ANNEXE 2).  
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 La deuxième série de spiritueux a été fournie par Rémy-Martin et comprenait dix 

millésimes, de 1970 à 2015, toujours en cours d’élevage dans des barriques à gros grains de 

350 litres. Il s’agit des mêmes échantillons que présentés au Chapitre I – III. C. 1. a. 

2. Résultats et discussion 

a. Eaux-de-vie commerciales 

Des concentrations variables en coumarines ont été trouvées dans les différentes eaux-

de-vie commerciales (ANNEXE 4). Les teneurs moyennes obtenues pour l’esculétine, la 

fraxétine, la scopolétine, la coumarine et la 4-méthylombelliférone étaient, respectivement, de 

131,1 µg/L, 31,5 µg/L, 363,8 µg/L, 127,6 µg/L et de 87,4 µg/L, avec de fortes variations d’une 

référence à l’autre (Figure 22). Les concentrations trouvées pour l’ombelliférone étaient en 

dessous de la limite de quantification exceptées pour deux spiritueux. De manière générale, les 

résultats du dosage ont montré des teneurs plus élevées en coumarines dans les eaux-de-vie que 

dans les vins. Puisque les eaux-de-vie ont un temps d’élevage en barriques plus long que les 

vins, les écarts observés pourraient être causées par ce temps de vieillissement. En outre, 

l’extraction des composés peut être influencée par le degré alcoolique de la matrice, ainsi les 

spiritueux possèdent un pouvoir extracteur plus fort que les vins. Les eaux-de-vie résultent d’un 

assemblage de plusieurs millésimes dont la composition peut varier légèrement d’un tirage à un 

autre. Par conséquent, des variations pourraient être observées d’une bouteille à une autre d’un 

même spiritueux si celle-ci sont issus de deux tirages différents.  

 

Figure 22 : Variations des concentrations de l'esculétine (E), la fraxétine (F), la scopolétine 

(S), l'ombelliférone (Om), la coumarine (C) et de la 4-méthylombelliférone (4-Meom) dans 28 

eaux-de-vie commerciales. Les barres d’erreurs indiquent les valeurs minimales et maximales. 
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Les seuils de détection gustative de l’esculétine et de la 4-méthylombelliférone ont été 

estimés à 1,1 mg/L et à 397 µg/L, respectivement. Les teneurs en ces deux molécules mesurées 

dans des eaux-de-vie commerciales sont inférieures à leur seuil de détection gustative. Bien que 

ces composés possèdent un goût amer marqué, individuellement ils ne possèdent pas d’impact 

sensoriel. 

Pour la scopolétine, des concentrations très variables d’une référence à l’autre ont été 

observées, allant de 40,1 µg/L à 1,5 mg/L (Figure 23). En fonction de la nature de l’eau-de-

vie, des teneurs plus ou moins similaires ont été remarquées entre les cognacs et brandies d’une 

part, et entre les whiskies, rhums et bourbons d’autre part. Ces écarts de concentrations 

pourraient venir de l’origine botanique du bois utilisé pour le vieillissement en barriques. En 

effet, les cognacs et brandies sont généralement vieillis dans des fûts de chêne français, sessile 

ou pédonculé, alors que les bourbons sont vieillis dans des fûts de chêne américain. Le rhum 

(R-3), où la concentration en scopolétine atteint 1,5 mg/L, a également été élevé dans des fûts 

de chêne blanc d’Amérique qui avaient précédemment accueilli du whisky américain. Ces 

observations confirment de précédentes études qui ont mis en évidence une teneur en 

scopolétine plus élevée dans les chênes américains que dans les chênes français (Canas, 

Leandro, et al. 2000 ; Puech et Moutounet 1988). En outre, ce composé peut agir comme un 

marqueur chimique de cette espèce de chêne (Baldwin et al. 1967 ; Canas 2017).  

 

Figure 23 : Concentration en scopolétine dans 28 eaux-de-vie commerciales. La ligne en rouge 

représente son seuil de détection gustative (Sd) dans l’eau-de-vie. Les barres d’erreurs indiquent 

la précision de la méthode. 

Sd

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

C
-1

C
-2

C
-3

C
-4

C
-5

C
-6

C
-7

C
-8

C
-9

C
-1

0

C
-1

1

C
-1

2

B
-1

B
-2

B
-3

B
-4

W
-1

W
-2

W
-3

W
-4

W
-5

R
-1

R
-2

R
-3

B
o
-1

B
o
-2

B
o
-3

B
o
-4

C
o
n
ce

n
tr

at
io

n
 e

n
 s

co
p
o
lé

ti
n
e 

(µ
g
/L

)



Première partie : Etude de la contribution des lignanes et des coumarines 

91 

 

Une comparaison avec les données sensorielles révèle que les concentrations en 

scopolétine étaient supérieures au seuil de détection gustative (789 µg/L) dans les cinq eaux-

de-vie élevées en fût de chêne américain (Figure 23). Ces résultats établissent la pertinence 

sensorielle de la scopolétine, susceptible de contribuer à l’amertume de ces spiritueux.  

b. Eaux-de-vie de Cognac millésimes 

Les six coumarines ont été dosées dans une série de 10 millésimes d’eaux-de-vie de 

Cognac, provenant de la même distillerie et élevés selon les mêmes conditions (ANNEXE 4). 

Les concentrations calculées pour chaque molécule, représentées à la Figure 24, correspondent 

à la moyenne des cinq réplicats de chaque millésime.  

 

Figure 24 : Concentrations moyennes des six coumarines dans 10 millésimes d'eaux-de-vie de 

Cognac provenant de la même distillerie. Les barres d’erreurs indiquent un intervalle de 

confiance de 95 %. 

Les teneurs en esculétine et scopolétine sont plus élevées dans les eaux-de-vie âgées, 

respectivement jusqu’à 338 µg/L et 264 µg/L pour le millésime 1970. De précédentes études 

ont déjà mis en évidence des concentrations en scopolétine plus élevées au cours du 

vieillissement en barriques (Otsuka et Zenibayashi 1974 ; Salagoity-Auguste, Tricard et 

Sudraud 1987). En outre, les valeurs décrites dans la littérature coïncident avec celles obtenues 

lors de ce dosage des 10 millésimes (Canas 2017 ; Da Porto et al. 2000 ; Rodríguez Dodero et 

al. 2010). Les résultats obtenus pour l’esculétine confirment également des études antérieures 

(Barnaba et al. 2015 ; Rodríguez Dodero et al. 2010). 
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 Les teneurs en coumarine sont également plus élevées dans les eaux-de-vie âgées, 

jusqu’à 209 µg/L pour le millésime 1995. Cette molécule a été peu étudiée dans les spiritueux. 

Cependant, les résultats obtenus sont en accord avec ceux décrits dans la littérature, concernant 

la quantification de plusieurs polyphénols dans la cachaça (Rodrigues et al. 2016) ainsi que 

dans des eaux-de-vie issues du sucre de canne (Silva et al. 2009).  

 La concentration en fraxétine semble suivre une distribution en cloche ; faible dans les 

échantillons de 2015 (19 µg/L), elle est maximale dans l’eau-de-vie de 1995 (204 µg/L) puis 

retrouve des valeurs plus basses dans les millésimes les plus anciens (118 µg/L pour le 

millésime 1973). Ces teneurs pourraient suggérer une dégradation du composé après un long 

temps en barriques. La fraxétine n’avait jamais été décrite dans des eaux-de-vie de Cognac. 

De 2015 à 2008, les résultats ont montré que plus l’eau-de-vie était vieillie, plus la 

concentration en 4-méthylombelliférone était élevée, confirmant une étude de 2014 (Santiago 

et al. 2014). A l’inverse, pour les plus vieux millésimes, de plus faibles concentrations en ce 

composé ont été mesurées. Le vieillissement en fûts usés implique un potentiel extractible des 

composés inférieur à celui des fûts de chêne neufs, ainsi ce paramètre pourrait influer sur la 

teneur en 4-méthylombelliférone dans les diverses eaux-de-vie. Cependant, cette hypothèse doit 

être étudiée plus en détails, car les résultats pourraient également être dus à des changements 

de pratiques pour le vieillissement des eaux-de-vie ou à des changements de fûts lors de ces 50 

dernières années. 

L’ombelliférone n’a été dosée que dans quatre millésimes anciens (1995, 1993, 1990 et 

1973), à de faibles concentrations (de 5,5 µg/L à 67,8 µg/L). A titre de référence, Rodríguez 

Dodero et al. avaient quantifié cette molécule par fluorescence dans plusieurs spiritueux, avec 

des valeurs allant jusqu’à 5,4 µg/L (Rodríguez Dodero et al. 2010). Il est possible que la 

cinétique d’extraction de ce composé soit très lente, qu’il soit formé lors du vieillissement ou 

que la composition du bois ait changé au cours de ces 20 dernières années.  

 Un rapport entre la somme des concentrations moyennes des molécules les plus 

abondantes dans les vieux millésimes, soit l’esculétine et la scopolétine, et la concentration 

moyenne en molécule la moins présente dans les vieux millésimes, soit la 4-

méthylombelliférone, a été calculé. En tentant de relier ce rapport à l’âge des eaux-de-vie, une 

courbe de tendance exponentielle a été obtenue avec un coefficient de corrélation de 0,9579 

(Figure 25). Ce ratio est quasiment linéaire entre 2015 et 1995, ce qui montre que les 

concentrations en esculétine, scopolétine et 4-méthylombélliférone évoluent dans le même sens 
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et dans les mêmes proportions. A partir du millésime 1993, le ratio augmente d’une façon 

exponentielle, ce qui pourrait suggérer une cinétique d’extraction de l’esculétine et de la 

scopolétine différente de celle de la 4-méthylombelliférone ou une formation des deux premiers 

composés au cours du temps.  

 

Figure 25 : Courbe de tendance exponentielle reflétant le rapport de la somme des 

concentrations moyennes obtenues en esculétine et scopolétine sur les concentrations moyennes 

obtenues en 4-méthylombelliférone. 

 D’un point de vue sensoriel, les teneurs en esculétine, scopolétine et 4-

méthylombelliférone obtenues pour ces échantillons de cognacs sont inférieures à leur seuil de 

détection gustative. Ces résultats corroborent ceux obtenus précédemment pour les eaux-de-vie 

commerciales. Ces molécules ne semblent pas participer individuellement au goût des cognacs 

analysés, mais seulement à celui des bourbons. Néanmoins, des phénomènes de masquage, 

d’addition et de synergie ont déjà été observés en œnologie, principalement pour des molécules 

aromatiques (de-la-Fuente-Blanco, Sáenz-Navajas et Ferreira 2016 ; Lytra et al. 2013 ; Niu et 

al. 2019 ; Pineau et al. 2007). De ce fait, il serait possible que les coumarines, via des 

interactions perceptives, influencent le goût des vins et des eaux-de-vie. Pour vérifier cette 

hypothèse, de nouvelles analyses sensorielles ont été mises en place.  

IV. Influence des six coumarines en mélange sur l’équilibre gustatif des vins et des eaux-

de-vie 

 Analyses sensorielles et traitements statistiques 

 Comme expliqué précédemment au paragraphe III. B. 2., la coumarine possède une 

odeur détectable de l’ordre du µg/L. Afin que le panel ne soit pas influencé par cette molécule, 

des pince-nez ont été utilisés pour toutes les dégustations.  
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1. Dégustation préliminaire 

 Les six coumarines ont été dégustées dans une solution hydro-alcoolique (H2O/EtOH : 

88/12) d’abord séparément à 1 mg/L puis en mélange, chacune d’entre elle à 1 mg/L également. 

La dégustation a été réalisée avec un panel de cinq experts, avec les conditions décrites dans la 

partie expérimentale III. B. 1.  

L’amertume a été perçue de façon plus intense dans le mélange que dans les verres 

contenant une seule coumarine. Cette dégustation préliminaire a permis de suggérer l’existence 

de phénomènes synergiques entre les six coumarines. Afin de valider cette observation avec un 

panel plus large et d’en mesurer l’ampleur plus précisément, des profils sensoriels ont été mis 

en place.  

2. Profil descriptif 

 L’objectif de ces dégustations est de déterminer la contribution des six coumarines en 

mélange sur l’équilibre des vins et des eaux-de-vie et de mesurer à partir de quelle concentration 

un effet significatif est observable. Pour cela, deux dégustations ont été organisées : la première 

dans la matrice vin et la deuxième dans la matrice eau-de-vie. Le panel était constitué de 20 

dégustateurs (15 femmes et 5 hommes) âgés de 20 à 37 ans pour la première expérimentation 

et de 22 dégustateurs (12 femmes et 10 hommes) âgés de 20 à 37 ans (panel formé) pour la 

deuxième. Les dégustations se sont déroulées dans la salle d’analyse sensorielle de l’ISVV, 

dans les conditions décrites dans la partie expérimentale générale. 

a. Détermination du profil sensoriel d’un vin rouge, d’un vin blanc et d’une 

eau-de-vie jeune avant et après ajout de coumarines 

 Pour la première dégustation, deux vins secs non boisés ont été choisis : un blanc (Pays 

d’Oc ; 12 % vol. ; pH 3,43 ; AT = 3,6 g/L d’H2SO4) et un rouge (Blaye Côtes de Bordeaux ; 

12,7 % vol. ; pH 3,7 ; AT = 3,2 g/L d’H2SO4). Pour la deuxième dégustation, une eau-de-vie 

jeune réduite à 40 % d’alcool, fournie par la société Rémy-Martin, a été utilisée. Comme 

précédemment, ces trois matrices ont été analysées en LC-HRMS pour confirmer l’absence des 

six coumarines.  

 Pour chaque matrice, cinq modalités différentes ont été présentées aux dégustateurs. La 

modalité témoin correspond à la matrice sans ajout de molécules et les quatre autres modalités 

correspondent à des concentrations croissantes en coumarines. Les valeurs ont été choisies suite 

aux résultats des dosages dans les vins et les spiritueux. Ainsi, les concentrations ajoutées pour 

chaque modalité correspondent au 1er quartile (M1), à la médiane (M2), au 3ème quartile (M3) 
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et au maximum (M4) calculés pour chaque coumarine (Tableau 16). Il a été demandé au panel 

de réaliser un profil sensoriel et de noter l’intensité de l’amertume et de la douceur sur une 

échelle linéaire de 0 à 10 pour le verre témoin et le verre supplémenté. Ainsi, pour chaque 

matrice, le panel devait déguster 8 verres (4 témoins et 4 supplémentés). 

Tableau 16 : Concentrations en coumarines utilisées pour la détermination des profils 

sensoriels dans un vin blanc, un vin rouge et une eau-de-vie jeune pour chaque modalité (µg/L). 

  1er quartile 

(M1) 

Médiane 

(M2) 

3ème quartile 

(M3) 

Maximum 

(M4) 

Vin Blanc 

(VB) 

Esculétine 24,61 38,82 54,22 98,51 

Scopolétine 2,70 10,15 22,38 56,30 

Coumarine 0,00 0,90 15,60 55,55 

Fraxétine 4,48 7,75 11,54 36,55 

Ombelliférone 0,00 0,00 0,00 25,33 

4-Méthylombelliférone 0,00 0,00 0,00 0,00 

Vin rouge 

(VR) 

Esculétine 51,01 79,18 130,05 268,86 

Scopolétine 0,00 2,89 7,51 307,25 

Coumarine 50,62 135,13 226,13 397,81 

Fraxétine 5,74 8,97 24,10 77,03 

Ombelliférone 0,00 5,00 9,54 94,57 

4-Méthylombelliférone 0,00 0,00 0,00 0,00 

Eau-de-vie 

(EDV) 

Esculétine 83,92 148,91 268,56 407,59 

Scopolétine 81,26 172,90 265,55 1640,92 

Coumarine 80,53 111,16 141,39 465,64 

Fraxétine 22,07 62,87 101,84 269,07 

Ombelliférone 0,00 0,00 0,00 249,52 

4-Méthylombelliférone 51,98 102,94 201,51 690,16 

  

b. Traitement statistique 

 Le test sensoriel utilisé pour cette dégustation est le test de classement par rangs, par 

conséquent le test de Friedman a été choisi pour le traitement statistique. Son principe a été 

décrit dans la partie expérimentale générale paragraphe III. B. 2. c.  

 Résultats et discussion 

1. Profil descriptif des vins supplémentés en coumarines 

 Les résultats du test statistique ont montré des tendances similaires entre le vin blanc et 

le vin rouge. Pour les deux matrices, seul le descripteur amer a présenté des différences 

significatives entre les modalités témoin et supplémentées. En effet, toutes les p-value associées 
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au descripteur sucré étaient largement au-dessus de 0,05. En outre, l’étude a mis en évidence 

des effets significatifs de l’amertume pour deux modalités, M3 et M4 avec des p-value égales 

à 0,032 et 0,025, respectivement, pour le vin blanc et des p-value égales à 0,033 et 0,039 pour 

le vin rouge (Figure 26 et Figure 27). Les modalités M1 et M2 n’ont pas été distinguées de la 

modalité témoin.  

 

Figure 26 : Notes moyennes et intervalles de confiance (95 %) des intensités de l’amertume 

perçues pour les quatre modalités dans un vin blanc. NS : Non Significatif ; Significatif au 

risque de 5 % (*). 

 

 

Figure 27 : Notes moyennes et intervalles de confiance (95 %) des intensités de l’amertume 

perçues pour les quatre modalités dans un vin rouge. NS : Non Significatif ; Significatif au 

risque de 5 % (*). 
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2. Profil descriptif des eaux-de-vie supplémentées en coumarines 

 Comme pour le vin, le descripteur sucré n’a montré aucun effet significatif entre les 

différentes modalités dans une eau-de-vie blanche, avec des p-value > 0,05. Cependant, pour le 

descripteur amer, le test de Friedman a pu mettre en évidence une distinction entre les 

échantillons. Les dégustateurs ont été capables de différencier les modalités M2, M3 et M4 par 

rapport à la modalité témoin, avec des p-value de 0,039, 0,033 et 0,028, respectivement. La 

modalité M1 n’a en revanche pas pu être distinguée du témoin (Figure 28).  

 

Figure 28 : Notes moyennes et intervalles de confiance (95 %) des intensités de l’amertume 

perçues pour les quatre modalités dans une eau-de-vie blanche. NS : Non Significatif ; 

Significatif au risque de 5 % (*). 

3. Discussion 

 Lors de ces deux dégustations, le panel devait évaluer l’intensité de l’amertume et de la 

sucrosité des vins et des eaux-de-vie présentés. Le test statistique a démontré que les 

dégustateurs n’ont pas décelé de modification du caractère sucré après ajout des coumarines. 

En revanche, des différences significatives d’amertume ont été perçues entre les différentes 

modalités. Un ajout de coumarines à des concentrations observées dans plus de la moitié des 

vins et des eaux-de-vie analysés entraîne une augmentation de la saveur amère. Ces résultats 

montrent que si les coumarines ne contribuent pas individuellement au goût des vins et des 

eaux-de-vie, elles sont néanmoins susceptibles de jouer un rôle via des effets de synergie en 

augmentant la perception amère.   

En œnologie, ces phénomènes ont déjà été observés, principalement pour des molécules 

aromatiques (de-la-Fuente-Blanco, Sáenz-Navajas et Ferreira 2016 ; Lytra et al. 2013 ; Niu et 
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al. 2019 ; Pineau et al. 2007). Notamment, Pineau et al. ont étudiés le rôle de certains esters 

éthyliques d’acide gras, présents dans les vins à des concentrations inférieures à leurs seuils 

olfactifs mais qui contribuent significativement à l’effet sensoriel fruité des vins rouges (Pineau 

et al. 2009). D’un point de vue gustatif, ces effets d’interaction ont peu été étudiés en œnologie. 

Des travaux se sont essentiellement portés sur l’effet d’addition de molécules sapides sur la 

perception olfactive des vins (Arvisenet, Guichard et Ballester 2016 ; Jones et al. 2008 ; 

Symoneaux et al. 2015). En outre, il a été rapporté que la complexité chimique d'un mélange 

gustatif pouvait influencer la nature des interactions perceptives (Stevens 1997). Cette même 

étude a mis en évidence que le seuil de détection d’un seul composé sapide est réduit dès lors 

qu’il est en mélange avec au moins trois autres composés sapides, impliquant une intégration 

neuronale pendant le processus de perception (Dalton et al. 2000).  

Compte tenu de l’influence gustative de ces composés en mélange, il est intéressant de 

chercher à limiter leur teneur dans le bois afin d’éviter une dépréciation de l’équilibre gustatif 

des vins et des spiritueux que leur amertume pourrait provoquer. Leur dosage a ainsi été réalisé 

dans différents extraits de bois de chêne. 

 Dosage des coumarines dans des macérats de bois de chêne 

1. Nature et origine des macérats de bois de chêne analysés 

 Les échantillons de bois de chêne proviennent de la tonnellerie Seguin-Moreau. Deux 

paramètres ont été étudiés : l’influence de l’espèce de chêne et l’effet de la chauffe sur les 

concentrations en coumarines. Pour le premier paramètre, deux chênes français ont été étudiés. 

Pour cela, 9 échantillons de chêne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl., 1784) et 9 échantillons 

du chêne pédonculé (Quercus robur L., 1753) ont été sélectionnés. Ces échantillons ont été 

analysés au préalable par LC-HRMS, selon la méthode développée par Marchal et al. (Marchal, 

Prida et Dubourdieu 2016), afin de déterminer l’espèce de chêne sur la base de leur composition 

triterpénique. Pour le deuxième paramètre, trois modalités de chauffe ont été étudiés : du bois 

non-chauffé, du bois chauffé dans les conditions de la fabrication des barriques (aux alentours 

de 180 °C) et du bois plus fortement chauffé (200 °C pendant 4 h). Le bois non-chauffé (BNC) 

provient de la face externe de la douelle, le bois « chauffe normale » (BCN) est collecté sur la 

face interne, tandis que le reste de la douelle est chauffé dans une étuve, ce qui correspond à la 

« chauffe forte » (BCF). Les 18 échantillons des deux espèces botaniques de chêne, 

précédemment décrits, ont subi les trois types de chauffe.  



Première partie : Etude de la contribution des lignanes et des coumarines 

99 

 

 Par la suite, ces 54 échantillons ont été broyés sous forme de poudre puis mis à macérer 

dans une solution modèle de vin (H2O/EtOH : 88/12, 5 g/L d’acide tartrique, pH 3,5) à 50 g/L 

pendant 48 h. Ils ont ensuite été dilués et filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés. Toutes les 

concentrations ont été exprimées en µg/g de bois sec.  

2. Résultats du dosage des six coumarines dans les macérats de bois et discussion 

 La méthode de quantification développée précédemment a été appliquée à des extraits 

de bois de chêne afin d’étudier l’influence des différents paramètres de tonnellerie sur la 

composition en coumarines. Pour les deux paramètres étudiés, l’ombelliférone n’a pas pu être 

détectée ou quantifiée, validant des observations de précédentes études (Canas et al. 2011 ; 

Canas, Leandro, et al. 2000). Tous les résultats de la quantification sont reportés à l’ANNEXE 

4. 

a. Influence de l’espèce de chêne 

 Les résultats de la quantification sont présentés à la Figure 29. Un test statistique de 

Kruskal-Wallis, dont le principe a été expliqué dans la partie expérimentale, a été utilisé. 

L’objectif est de déterminer si, pour chaque molécule, une différence significative est observée 

entre les deux espèces de chêne. 

 Les résultats ont montré un effet espèce significatif pour l’esculétine, la fraxétine et la 

scopolétine au seuil de 0,1 % (p-value < 0,0001 pour les trois molécules). A l’inverse, les 

concentrations en coumarine et en 4-méthylombelliférone ne sont pas influencées par l’origine 

botanique du chêne, avec des p-value égales à 0,966 et 0,484 respectivement (Figure 29).  

 

Figure 29 : Concentrations moyennes (± intervalles de confiance à 95 %) en esculétine, 

fraxétine, scopolétine, coumarine et 4-méthylombelliférone (4-Me) pour les échantillons de 

bois des espèces sessile et pédonculé. NS : Non Significatif ; Significatif au risque de 5 % (*), 

de 1 % (**) et de 0,1 % (***). 
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 Les teneurs en esculétine varient de 0,04 µg/g de bois à 2,98 µg/g de bois pour le chêne 

sessile et de 0,04 à 0,267 pour le chêne pédonculé, ce qui rejoint des résultats déjà publiés 

(Brígida Fernández de Simón et al. 1999 ; 1996). L’influence du bois de chêne sur la 

concentration en esculétine n’a jamais été décrite à ce jour. Les vins sont généralement élevés 

dans des barriques constituées de chêne sessile et dans une moindre mesure de chêne pédonculé. 

Il a été montré dans le paragraphe III. C. 2. que l’esculétine pouvait contribuer au goût de 

certains vins rouges. Cette contribution pourrait être expliquée par la concentration plus 

importante en esculétine trouvée dans le chêne sessile que dans le chêne pédonculé.  

 Des concentrations moyennes en scopolétine de 1,47 µg/g de bois sec (allant de 0,02 à 

5,4 µg/g) pour le chêne sessile et de 0,15 µg/g de bois pour le chêne pédonculé (avec des valeurs 

allant de 0,02 à 0,56 µg/g) ont été obtenues, ce qui est cohérent avec de précédentes études 

(Canas et al. 2011 ; Canas, Leandro, et al. 2000 ; Brígida Fernández de Simón et al. 1996). 

Toutefois, l’influence de l’origine botanique sur la teneur en scopolétine n’avait jamais été mise 

en évidence.  

 Les concentrations moyennes en fraxétine dans le bois de chêne ont été mesurées à 0,73 

µg/g (de 0,10 à 2,26 µg/g) et 0,26 µg/g (de 0,10 à 0,77 µg/g), respectivement, pour le chêne 

sessile et le chêne pédonculé. A titre de référence, la fraxétine est l’un des composés 

majoritaires du genre Fraxinus, avec une teneur proche de 9 mg/g d’extrait sec (Wu et al. 2007). 

Ainsi, les valeurs mesurées pour le genre Quercus sont bien plus faibles que pour le frêne. Il 

s’agit néanmoins de la première quantification de la fraxétine dans le genre Quercus. En outre, 

la mise en évidence d’un effet significatif entre deux espèces de bois du même genre n’a jamais 

été décrite dans la littérature pour cette molécule. 

 Pour tous les composés, de forts écarts interindividuels au sein d’une même espèce ont 

été observés, à l’instar d’autres composés, comme la whisky-lactone (Prida et al. 2007) ou les 

ellagitannins (Prida et al. 2006). Même si l’origine botanique a un effet significatif sur la teneur 

en scopolétine, esculétine et fraxétine, ces composés ne peuvent être utilisés pour discriminer 

sans ambigüité l’espèce de chêne, en raison de cette forte variabilité qui demeure par ailleurs 

inexpliquée.  
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b. Influence de la température de chauffe 

 Parmi les principales étapes de la fabrication des fûts en tonnellerie, la chauffe du bois 

est fondamentale puisqu’elle permet de faire évoluer la composition chimique de celui-ci 

(Cadahía et al. 2001 ; Chatonnet 1995 ; Gimenez Martinez et al. 1996 ; Sarni et al. 1990). Ainsi, 

l’intensité de la chauffe constitue un paramètre important à contrôler.  

 Pour les trois types de chauffe, neuf réplicats biologiques ont été réalisés et ce pour les 

deux espèces de chêne. Après le dosage de ces échantillons, un test de Kruskal-Wallis avec la 

procédure de Dunn a été effectué. Les résultats n’ont montré aucune influence significative de 

la température de chauffe pour l’esculétine, la fraxétine et la scopolétine, pour les deux espèces 

de chêne (p-value > 0,05). A l’inverse, les analyses ont montré que les teneurs en coumarine et 

en 4-méthylombelliférone augmentaient significativement au cours de la chauffe, au seuil de 

0,1 %. Le test de Dunn a permis de classer les modalités en plusieurs groupes pour chaque 

molécule. Pour la coumarine, la modalité non chauffée (BNC), groupe « a », est différenciée 

des deux autres chauffes, groupe « b ». En effet, la teneur moyenne en coumarine, pour les deux 

chênes, passe de 0,2 µg/g pour le BNC à 4,3 µg/g pour la modalité BCF, soit 21 fois plus. En 

revanche, aucun écart significatif n’a été enregistré entre la modalité chauffe normale (BCN) et 

la modalité chauffe forte (BCF), pour les deux espèces de chêne (Figure 30). Une chauffe 

poussée n’augmente donc pas la teneur en coumarine. Si l’effet de la température sur cette 

molécule n’avait jamais étudié, les valeurs mesurées sont en accord avec la littérature (Silva et 

al. 2009).  

 

Figure 30 : Variations des concentrations en esculétine (E), fraxétine (F), scopolétine (S), 

coumarine (C) et 4-méthylombelliférone (4-Meom) pour les échantillons de bois des espèces 

sessile et pédonculé avec trois types de chauffe. « a », « b » et « c » représentent des groupes 

de significativité. 
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 Pour la 4-méthylombelliférone, deux tendances ont été observées en fonction de 

l’origine botanique du chêne. Pour le chêne sessile, le test statistique a montré une différence 

significative pour les trois modalités de chauffe. Les teneurs moyennes de cette molécule 

augmentent de 0,1 à 7,9 puis à 13,8 µg/g, respectivement pour le BNC (groupe « a »), BCN 

(groupe « b ») et BCF (groupe « c »). Pour le chêne pédonculé, seule la modalité BNC a été 

distinguée des deux autres. Cette coumarine a déjà été quantifiée dans le bois mais en fonction 

de la technique analytique utilisée les valeurs obtenues étaient en dessous de sa limite de 

quantification (Canas, Leandro, et al. 2000). En outre, l’effet de la chauffe sur les teneurs en 

cette coumarine n’avait jamais été étudié auparavant.  

Pour la scopolétine et l’esculétine, des travaux antérieurs avaient déjà mis en évidence 

qu’elles n’étaient pas impactées par la chauffe (Cadahía et al. 2001 ; Canas 2017 ; Snakkers et 

al. 2003).  

 Suite à l’étude de deux paramètres de tonnellerie, des différences significatives ont été 

constatées en fonction des coumarines ciblées. La sélection de l’espèce de chêne ou le contrôle 

de la chauffe semblent être des éléments pertinents afin de réussir à moduler l’apport de 

certaines molécules. En effet, le chêne sessile semble contenir plus d’esculétine, de fraxétine et 

de scopolétine par rapport au chêne pédonculé. En outre, la chauffe semble augmenter la 

concentration en coumarine et en 4-méthylombelliférone, ce qui serait susceptible de modifier 

la contribution olfactive et gustative. 
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Conclusion Chapitre II 

 Les coumarines sont des molécules naturelles, libérées par le bois lors de l’élevage en 

barriques. Une approche de criblage a permis de rechercher des analogues structuraux de la 

coumarine. Six molécules ont été ciblées puis dosées dans divers échantillons de vins, d’eaux-

de-vie et d’extraits de bois de chêne. Cela a conduit notamment à l’identification de la fraxétine 

qui n’avait encore jamais été observée dans ces trois matrices.  

La dégustation a permis de valider le goût amer des coumarines pures. Puis, les seuils 

de détection des trois coumarines notées comme les plus amères ont été déterminés dans un vin 

blanc et une eau-de-vie jeune. Ces seuils ont été établis à l’aide d’un panel entraîné à la 

dégustation, afin d’obtenir des valeurs les plus justes possibles. La confrontation des données 

sensorielles et quantitatives a permis de montrer que ces trois coumarines ne contribuaient pas, 

individuellement, à l’amertume des vins et des eaux-de-vie. Cependant, la dégustation de 

l’ensemble des coumarines en mélange a démontré la contribution gustative significative de ces 

composés à des concentrations observées dans les vins et les eaux-de-vie. Ce résultat suggère 

une action synergique des coumarines du bois de chêne. D’autres travaux devront être menés 

pour étudier plus précisément ce phénomène.  

Enfin, l’étude des paramètres de tonnellerie a permis de mettre en évidence l’influence 

de l’origine botanique du bois de chêne et de la température de chauffe sur la présence des 

différentes coumarines du bois. Le contrôle de ces paramètres devrait permettre de moduler 

l’apport des coumarines et ainsi de maîtriser davantage la contribution amère de l’élevage en 

barriques 
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DEUXIÈME PARTIE :  

RECHERCHE DE NOUVEAUX MARQUEURS MOLÉCULAIRES DES SAVEURS 

SUCRÉE ET AMÈRE CONFÉRÉES PAR L’ÉLEVAGE SOUS BOIS DE CHÊNE 

CHAPITRE III. DÉVELOPPEMENT D’UNE MÉTHODE DE FRACTIONNEMENT 

D’EXTRAITS DE BOIS DE CHÊNE GUIDÉ PAR LA DÉGUSTATION 

 

Introduction 

La contribution gustative de l’élevage en fûts de chêne a été mise en évidence lors de 

précédents travaux. Plusieurs déterminants moléculaires responsables de ce phénomène ont été 

décrits dans la partie bibliographie générale. Au-delà de ces éléments, de nombreuses 

perceptions gustatives demeurent toutefois inexpliquées d’un point de vue moléculaire. C’est 

notamment le cas de la modulation de l’amertume et/ou de la sucrosité des vins et eaux-de-vie 

boisés induite par l’intensité de la chauffe des douelles. Il est bien connu que la composition en 

volatils du bois de chêne évolue pendant cette étape. Des observations sensorielles suggèrent 

qu’il en serait de même pour les composés sapides, ultérieurement libérés dans les vins et les 

spiritueux.  

Cette deuxième partie vise à rechercher des molécules non-volatiles du bois de chêne 

possédant un goût sucré ou amer. Compte tenu du sujet d’étude, une double approche est 

utilisée, en adoptant conjointement des techniques analytiques et sensorielles. En effet, la nature 

chimique des molécules sapides potentiellement présentes dans le bois de chêne est a priori 

inconnue ; par conséquent, leur recherche est basée sur une stratégie inductive. Leur 

identification nécessite le développement d’un protocole de fractionnement et de purification. 

I. Présentation de la stratégie inductive mise en œuvre  

 Principe général 

Afin d’isoler des molécules sapides du bois de chêne, sans préjuger de leur nature 

chimique, une démarche inductive a été mise en place. Elle implique dans un premier temps 

une étape d’extraction suivie du développement d’un protocole de fractionnement. A l’issue de 

chaque étape de séparation, les différentes fractions obtenues sont dégustées. Celles présentant 

la plus grande intensité du caractère gustatif ciblé sont conservées pour la poursuite du 

fractionnement. Depuis quelques années, cette stratégie, inspirée des purifications bio-guidées 

couramment utilisées en pharmacognosie, a été mise en œuvre pour la recherche de composés 
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sapides, notamment au sein du laboratoire du Pr. Hofmann (Czepa et Hofmann 2004 ; Frank, 

Zehentbauer et Hofmann 2005 ; Kaneko et al. 2006 ; Salger, Stark et Hofmann 2019 ; Scharbert 

et Hofmann 2005 ; Spreng et Hofmann 2018). Dans ces travaux, l’analyse sensorielle est utilisée 

pour guider le fractionnement de divers aliments et boissons, dont le vin (Glabasnia et Hofmann 

2006 ; Hufnagel et Hofmann 2008). Cette approche est employée au laboratoire depuis une 

dizaine d’années ; elle a permis d’isoler des composés sapides provenant de bois de chêne non 

chauffé, des pépins ou encore du vin (Cretin et al. 2019 ; Marchal, Waffo-Téguo et al. 2011).  

La Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) et la Chromatographie Liquide Haute 

Performance à l’échelle préparative (HPLC-Prep) ont été utilisées afin de purifier des 

composés. Le recours à l’analyse sensorielle a permis de guider la purification, comme expliqué 

dans la partie expérimentale générale. L’objectif final de cette étude est d’obtenir des quantités 

suffisantes (de l’ordre du mg) de molécules pures pour les caractériser au niveau sensoriel et 

structural. La dégustation nécessite des quantités d’extraits importantes puisqu’une partie est 

consommée lors de l’analyse sensorielle. L’élucidation structurale des molécules pures a été 

conjointement effectuée par LC-HRMS et par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN). Leurs 

propriétés organoleptiques ont été établies par des tests psychophysiques, ouvrant la voie à 

l’étude de leur impact dans les vins et les eaux-de-vie.  

Empiriquement, les tonneliers et les vinificateurs observent une diminution de 

l’amertume et une augmentation de la sucrosité au cours du « bousinage ». Tout au long de 

cette partie, une étude comparative entre trois modalités de chauffe (bois non chauffé – BNC, 

bois de chauffe normale – BCN et bois de chauffe forte – BCF) a été effectuée afin de percevoir 

les différences gustatives liées à ce procédé et ainsi cibler des molécules susceptibles d’être 

modifiées. 

 Suivi du fractionnement 

La LC-HRMS a été utilisée pour analyser la composition chimique des fractions 

obtenues et pour suivre le fractionnement. Tous les échantillons ont été injectés en mode positif 

et négatif. Les conditions chromatographiques et les paramètres spectroscopiques utilisés sont 

détaillés dans les tableaux suivants (Tableau 17 et Tableau 18). 
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Tableau 17 : Conditions chromatographiques utilisées au cours du fractionnement des extraits 

de bois de chêne. 

 

Tableau 18 : Conditions spectrométriques utilisées au cours du fractionnement des extraits de 

bois de chêne. 

Paramètre Mode négatif Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 70 70 

Débit du gaz auxiliaire a 15 15 

Débit du « sweep gas » 0 0 

|Tension du spray| - 3,5 kV 3,5 kV 

Température du capillaire 350 °C 350 °C 

Tension du capillaire - 25 V 25 V 

Tension du tube lens - 120 V 120 V 

Tension du skimmer - 20 V 20 V 

Température de la source 320 °C 320 °C 

Résolution b 25 000 25 000 

AGCc 106 ions 106 ions 

Gamme de masses 100 – 1500 Th 100 – 1500 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min   

Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % HCOOH 

Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % HCOOH 

Gradient 1 
Temps (min) : 0 1,0 5,0 5,3 6,0 6,15 7,0 

% de B : 20 20 50 98 98 20 20 

 

Gradient 2 
Temps (min) : 0 1,0 5,0 5,3 6,0 6,15 7,0 

% de B : 10 10 50 98 98 10 10 
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La préparation des échantillons, en vue de l’analyse en LC-HRMS, a été réalisée de la 

façon suivante : une aliquote (0,5 mg) de chaque fraction a été reprise dans 1 mL de méthanol, 

100 μL ont été prélevés puis complétés avec 900 μL d’eau Milli-Q. Ils ont été ensuite filtrés à 

0,45 μm avant injection. 

 

 Protocole des dégustations réalisées lors du suivi du fractionnement 

A l’issue de chaque étape de fractionnement, les extraits ont été évaporés à sec afin 

d’éliminer les solvants. Ils ont ensuite été suspendus dans une large quantité d’eau puis 

lyophilisés. Une deuxième lyophilisation est réalisée afin d’éliminer les dernières traces 

éventuelles de solvants.  

Le principe et les conditions de ces dégustations ont été expliqués dans la partie 

expérimentale générale III. A. Afin de préparer les solutions à déguster, les concentrations 

ont été calculées au prorata des quantités obtenues pour chaque fraction. Après pesée, les 

extraits ont été dissous dans 100 μL d’éthanol puis dilués dans la solution hydro-alcoolique 

utilisée pour ces dégustations. L’éthanol permet de dissoudre préalablement les extraits pouvant 

présenter une faible solubilité dans la solution aqueuse. Afin de percevoir des différences entre 

les échantillons, une solution témoin a été réalisée en ajoutant 100 μL d’EtOH à la solution 

hydro-alcoolique de base.  

II. Préparation des échantillons 

 Matériel végétal 

Le bois de chêne utilisé dans ce travail a été fourni par la tonnellerie Seguin-Moreau. 

Les trois modalités de chauffe correspondent à un bois non chauffé, à du bois chauffé dans les 

mêmes conditions que celles du « bousinage » des barriques (aux alentours de 180 °C pendant 

quelques minutes) et à du bois plus fortement chauffé (200 °C pendant 4 heures). Des travaux 

antérieurs ont mis en évidence une hétérogénéité de la composition du bois en fonction de son 

origine. Afin de s’affranchir des artefacts liés à la variabilité du matériel végétal, plusieurs 

douelles constituant une barrique ont été prélevées juste après l’étape de chauffe. Le bois non-

chauffé provient ainsi de la face externe de la douelle, le bois « chauffe normale » est collecté 

en raclant la face interne, tandis que le reste de la douelle est chauffé au four, ce qui correspond 

à la « chauffe forte ». La préparation de cette dernière modalité vise à accentuer les effets de la 

chauffe, ce qui pourrait permettre de faciliter la purification des composés cibles. Tous les 

extraits de bois de chêne ont été réduits sous forme de sciure afin d’avoir un matériel végétal 

homogène.  
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L’origine botanique de chêne sélectionné pour cette étude est le Quercus petraea (chêne 

sessile), puisqu’il est traditionnellement privilégié pour la fabrication des barriques destinées à 

l’élevage des vins. Afin de vérifier si les échantillons fournis correspondaient à l’espèce 

souhaitée, les extraits ont été analysés par LC-HRMS selon la méthode développée par Marchal 

et al. (Marchal, Prida et Dubourdieu 2016). L’indice triterpénique (IT) a permis de déterminer 

si les extraits provenaient du chêne sessile ou du chêne pédonculé, selon la formule suivante : 

𝐼𝑇 = 𝑙𝑜𝑔
[𝑄𝑇𝑇 𝐼] + [𝑄𝑇𝑇 𝐼𝐼] + [𝑄𝑇𝑇 𝐼𝐼𝐼]

[𝐺𝑙𝑢 − 𝐴𝐵]
 

où [QTT I], [QTT II], [QTT III] et [Glu-AB] correspondent respectivement aux concentrations 

des Quercotriterpénosides I, II et III ainsi que la concentration de l’acide bartogénique dans ces 

extraits. 

Si,  IT est supérieur à 0,5, alors l’extrait provient du chêne sessile 

  IT est inférieur à - 0,5, alors l’extrait provient du chêne pédonculé 

Les résultats obtenus pour les échantillons fournis sont reportés dans le Tableau 19. 

L’IT est positif pour les trois modalités de bois de chêne ; le bois utilisé provient donc du chêne 

sessile. Ces échantillons sont sélectionnés pour toute la durée de l’étude.   

Tableau 19 : Valeurs des indices triterpéniques (IT) des trois extraits de bois de chêne. 

Type de chauffe Bois Non Chauffé 

(BNC) 

Bois Chauffe Normale 

(BCN) 

Bois Chauffe Forte 

(BCF) 

IT 2,3 2,3 1,7 

 

 Protocole d’extraction solide-liquide 

Les macérations ont été réalisées, pour les trois modalités, en utilisant une solution 

hydro-éthanolique 50:50 (v:v) afin de mimer les conditions œnologiques (Marchal 2010). Ainsi, 

les molécules extraites, présentes dans cette solution, sont les mêmes que celles libérées dans 

un vin ou une eau-de-vie élevés en fûts de chêne. Ceci garantit a priori l’innocuité des fractions 

dégustées. 

Pour chaque modalité, 600 g de copeaux ont été macérés dans 6 L de solution (soit une 

concentration massique en bois de 100 g/L), pendant deux semaines, à température ambiante, 

sous atmosphère inerte et à l’abri de la lumière. A l’issue de cette étape, les macérats ont été 
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filtrés afin d’éliminer les particules solides puis les copeaux ont été pressés pendant quinze 

minutes à une pression de 6 bars à l’aide d’un pressoir pneumatique. Ainsi, un filtrat de 5,5 L a 

été obtenu pour chaque modalité. Ces extraits ont été concentrés à l’évaporateur rotatif pour 

éliminer l’éthanol, susceptible de perturber les extractions liquide-liquide ultérieures. Après 

cette étape, un volume final de 900 mL a été atteint pour chaque modalité.  

 Pré-purification par extraction liquide-liquide 

1. Choix des solvants et mise en œuvre 

 La première étape du protocole de fractionnement consistait en des extractions liquide-

liquide, dont l’intérêt repose sur le choix des solvants. Après élimination de l’éthanol, les filtrats 

subissent alors des extractions liquide-liquide successives à l’aide de solvants de polarité 

croissante, ce qui permet de pré-purifier les extraits de bois. Pour chaque modalité, deux 

ampoules à décanter ont été utilisées, contenant chacune 450 mL d’extrait aqueux. Tout 

d’abord, une extraction liquide-liquide à l’heptane (Hept) a permis d’éliminer les composés les 

plus apolaires. Après agitation et dégazage, les deux phases ont été séparées par décantation. 

La phase organique, très peu abondante et ne possédant pas de propriétés gustatives selon des 

études antérieures, n’a pas été récupérée. Puis, la phase aqueuse a été extraite successivement 

avec du méthyl tert-butyl éther (MtBE), de l’acétate d’éthyle (AcOEt) et du butan-1-ol (BuOH). 

Le choix de ces solvants repose sur des travaux antérieurs pour fractionner l’extrait de bois en 

fonction de l’affinité des molécules pour chacun d’entre eux. Ces extractions ont été répétées 

plusieurs fois afin d’optimiser le rendement de récupération. La Figure 31 schématise le 

protocole mis en place. A la fin des extractions, quatre phases ont été conservées : les phases 

organiques des extractions au MtBE, à l’AcOEt, au BuOH (désignées par le nom de leur 

solvant) et la phase aqueuse résiduelle. Après évaporation à sec et lyophilisation des différentes 

phases, des poudres sèches et homogènes ont été obtenues. Ce protocole a été appliqué pour les 

trois modalités de chauffe, de telle sorte que les profils gustatifs des fractions obtenues puissent 

être comparés. Les 12 extraits ont par la suite été analysés en LC-HRMS. 
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Figure 31 : Schéma du protocole d'extractions liquide-liquide appliquées aux extraits de bois 

de chêne. 
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2. Résultats 

a. Extractions liquide-liquide 

Les macérats du bois non chauffé, chauffe normale et chauffe forte, ainsi que tous les 

extraits secs obtenus ont été analysés par LC-HRMS (Figure 32). La séparation 

chromatographique a été réalisée avec le gradient 1 (Tableau 17).  

 
Figure 32 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », en ionisation négative des extraits pré-

purifiés de bois de chêne. 
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La Figure 32 montre des profils chromatographiques différents entre les extraits bruts 

et les extraits pré-purifiés de la modalité « non chauffée » et des modalités « chauffe normale » 

et « chauffe forte ». En outre, les chromatogrammes des extraits bruts BCN et BCF ne 

semblaient pas présenter de différences majeures alors que des variations significatives du profil 

chromatographique ont été observées entre les deux modalités des extraits pré-purifiés MtBE 

et AcOEt. Cette observation confirme la pertinence de cette étape de fractionnement.  

 

Après lyophilisation, les extraits ont été obtenus sous forme de poudres, différentiables 

de par leur couleur ; celle du BCF est nettement plus foncée que celle du BNC. Pour une 

macération de 600 g de copeaux de bois de chêne dans 6 L de solution, les masses obtenues 

vont de 1,54 à 19,51 g en fonction des phases et du type de chauffe. Le Tableau 20 répertorie 

toutes les quantités obtenues. 

 

Tableau 20 : Quantités obtenues pour chaque modalité de chauffe après les extractions liquide-

liquide successives. 

Extraits pré-purifiés BNC (g) BCN (g) BCF (g) 

Phase MtBE 1,54 5,52 4,38 

Phase AcOEt 1,63 6,04 2,54 

Phase BuOH 3,55 7,51 2,62 

Phase Aqueuse 14,55 19,51 10,81 

Pourcentage d’extractibles 3,5 % 6,4 % 3,4 % 

 

b. Dégustation des extraits pré-purifiés 

Le MtBE, l’AcOEt et le BuOH sont des solvants de classe 3, selon la Pharmacopée 

Européenne. Ainsi, ils peuvent être considérés comme des solvants de moindre toxicité, ne 

présentant que peu de dangers pour la santé, notamment dans le cas d’exposition aigüe. En 

outre, la double lyophilisation permet d’éliminer les traces de solvants, ce qui permet de 

déguster des échantillons non-contaminés. 

La dégustation a permis d’évaluer les différents extraits pré-purifiés. Le Tableau 21 

répertorie les résultats obtenus. L’extrait MtBE issu du BCF a présenté une douceur plus 



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

113 

 

importante que celle perçue dans le BCN et BNC. Une amertume plus marquée dans la phase 

BuOH du BNC a également été perçue.  

Tableau 21 : Gustatogramme des extraits de bois de chêne pré-purifiés par extraction liquide-

liquide. 

Extraits pré-purifiés BNC BCN BCF 

Phase MtBE Sucré : 2/5 Sucré : 3/5 Sucré : 4/5 

Phase AcOEt Sucré : 1/5 / / 

Phase BuOH 
Sucré : 2/5 

Amer : 3/5 
Amer : 1/5 / 

Phase Aqueuse 
Amer : 2/5 

Astringent : 4/5 

Amer : 1/5 

Sucré : 1/5 
 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

3. Discussion 

Des différences d’extractibilité sont observées en fonction du type de chauffe. Il 

semblerait que pour une solution à 50 % d’éthanol, le BCN extraie davantage de composés non-

volatils que le BNC et BCF en deux semaines. D’autres études pourront être menées afin de 

valider cette observation. Néanmoins, ces résultats tendent à confirmer que les composés du 

bois extraits dans les vins et les eaux-de-vie lors de l’élevage subissent des transformations 

majeures lors de la chauffe des douelles.  

Au vu des différences perçues sur les divers profils chromatographiques, l’extraction 

liquide-liquide semble être une méthode adéquate pour fractionner une grande quantité 

d’échantillon. En outre, les rendements sont bons puisque les deux phases liquides sont 

récupérées.  

La dégustation a permis de mettre en évidence des goûts différents en fonction des 

fractions. Les composés édulcorants identifiés au laboratoire, les Quercotriterpénosides, 

provenaient d’un extrait de bois de chêne non-chauffé et sont partiellement dégradés avec la 

chauffe. Or, une douceur plus marquée a été perçue dans le bois chauffe forte ; ces résultats 

tendent à montrer que d’autres composés sapides peuvent être responsables de cette sensation. 
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En outre, les observations empiriques des tonneliers et des vinificateurs concordent avec 

les perceptions perçues lors de cette dégustation, c’est-à-dire que la sensation de sucrosité 

augmente lors de la chauffe des douelles. Deux hypothèses pourraient permettre d’expliquer ce 

phénomène : la première serait que le bois chauffé libèrerait plus de composés sucrés, la 

seconde que le bois non chauffé libèrerait plus de composés amers. Ainsi, ces résultats de 

dégustation ont orienté la suite de la démarche. L’extrait pré-purifié BCF_MtBE présentant la 

saveur douce la plus intense a été choisi pour la suite du fractionnement. 

III. Isolement de fractions sapides à partir de l’extrait MtBE du Bois Chauffe Forte 

(BCF_MtBE) 

 Fractionnement de l’extrait BCF_MtBE par Chromatographie de Partage 

Centrifuge (CPC) 

1. Principes et mise en œuvre 

Plusieurs systèmes ont été testés afin de fractionner les extraits pré-purifiés du bois de 

chêne. Chaque système de solvants testé a été préparé en petite quantité (environ 10 mL), puis 

800 µL de chaque phase ont été transférés dans des vials contenant chacun 1 mg d’échantillon. 

Après homogénéisation manuelle, dissolution complète de la poudre et séparation des phases, 

100 µL de chaque phase ont été prélevés, évaporés à sec au RapidVap et analysés en LC-HRMS. 

Afin de choisir le système le mieux adapté au fractionnement, deux stratégies ont été utilisées. 

Dans un premier temps, le recours à l’analyse sensorielle a permis la détermination des 

conditions de séparation pour les extraits pré-purifiés. Cette approche originale, décrite au 

paragraphe suivant, est adaptée à la problématique de ce travail, c’est-à-dire l’isolement de 

molécules inconnues avec une activité gustative donnée. Toutefois, elle consomme des masses 

d’extraits importantes et ne peut donc être mise en œuvre qu’au début du protocole de 

fractionnement, quand les quantités disponibles sont encore suffisantes. Pour les 

fractionnements réalisés ultérieurement, le système a été choisi en calculant les coefficients de 

partage (KDX) des composés majoritaires des fractions considérées par LC-HRMS, selon le 

protocole décrit dans la partie expérimentale.  

 Une fois le système choisi et en fonction de la quantité de l’échantillon, la séparation 

par CPC a été réalisée avec le rotor de 100 mL ou d’1 L. Pour le rotor de 100 mL, environ 1 L 

de solvant a été préparé et pour le rotor d’1 L, environ 10 L de solvant ont été préparés. Après 

une agitation vigoureuse, dégazage et séparation des phases, celles-ci ont été récupérées dans 

des flacons puis placées pendant 15 minutes dans un bain à ultrasons afin de les dégazer. Pour 

le rotor d’1 L, les extraits ont été dissous dans environ 30 mL du système choisi (20 mL de 
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phase inférieure et 10 mL de phase supérieure) puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés. 

L’élution a été effectuée à 30 mL/min et l’extrusion à 50 mL/min, en mode ascendant. La 

rotation de la colonne a été fixée à 1200 rpm. La collecte a été réalisée dans des tubes à essais 

de 30 mL à raison de 25 mL par tube. Un tube sur dix a été prélevé de 200 µL, qui ont été 

évaporés à sec et repris dans 1 mL de solution hydro-méthanolique 95:5 (v:v) afin d’être 

analysés par LC-HRMS. Pour le rotor de 100 mL, les extraits ont été dissous dans environ 10 

mL du système choisi (7 mL de phase inférieure et 3 mL de phase supérieure) puis filtrés à 0,45 

µm avant d’être injectés. L’élution a été effectuée à 5 mL/min et l’extrusion à 10 mL/min, en 

mode ascendant. La rotation de la colonne a été fixée à 2300 rpm. La collecte a été réalisée dans 

des tubes à essais de 30 mL à raison de 5 mL par tube. Le prélèvement d’échantillon en vue de 

l’analyse LC-HRMS a été réalisé de la même manière que pour les expériences effectuées sur 

le rotor de 1 L. Une détection UV à 254 et 280 nm a permis de suivre le profil de l’élution en 

temps réel.  

2. Choix du système de CPC pour l’extrait BCF_MtBE : utilisation conjointe de 

la dégustation et de la LC-HRMS 

L’extrait BCF_MtBE présentait un profil chromatographique complexe. La suite du 

fractionnement a donc été nécessaire. Compte tenu de la quantité importante de cette fraction, 

la CPC a été utilisée pour la suite du protocole. 

Le choix du système est un élément clé de la réussite d’un fractionnement en CPC. Il 

est généralement basé sur la mesure des coefficients de partage de plusieurs composés. 

Différents systèmes de la gamme Arizona ont été testés afin de fractionner le BCF_MtBE 

(Tableau 22), selon le protocole décrit précédemment.  

Tableau 22 : Systèmes testés pour le fractionnement par CPC de l'extrait BCF_MtBE. 

Systèmes F G H J K L M N 

Hept 1 1 1 2 1 2 5 1 

AcOEt 5 4 3 5 2 3 6 1 

MeOH 1 1 1 2 1 2 5 1 

H2O 5 4 3 5 2 3 6 1 

 

Les systèmes les plus intéressants en matière de séparation des composés majoritaires 

étaient G, H et J, selon les chromatogrammes obtenus.  
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 Dans cette étude, une nouvelle approche de choix des solvants a toutefois été mise en 

œuvre, de façon complémentaire à la méthode par LC-HRMS décrite ci-dessus. En effet, pour 

choisir le système le mieux adapté au partage des composés sapides, une dégustation des phases 

inférieures et supérieures de chaque système a été réalisée. Pour cela, les 3 systèmes ont été 

préparés de manière à disposer de 5 mL de chaque phase. Puis, ce volume a été transféré dans 

des piluliers contenant 5 mg de l’extrait BCF_MtBE. Ces 6 extraits ont été évaporés à sec, 

lyophilisés puis dégustés. Les résultats de la dégustation sont présentés dans le Tableau 23. 

Tableau 23 : Gustatogramme des tests de système G, H et J de l’extrait BCF_MtBE. 

Systèmes G H J 

Phase supérieure Sucré : 2/5 Sucré : 4/5 Sucré : 1/5 

Phase inférieure 
Sucré : 1/5 

Amer : 2/5 

Sucré : 2/5 

Amer : 3/5 
Amer : 4/5 

 

A la vue des résultats, les systèmes G et H ont semblé présenter une meilleure partition 

de la douceur. En particulier, la dégustation a démontré que le système H avait une phase 

supérieure très douce et une phase inférieure avec une attaque douce mais une fin de bouche 

amère. Le système G avait une phase supérieure légèrement douce et une phase inférieure avec 

une attaque douce et une fin de bouche un peu moins amère que H. L’expérience de CPC sera 

donc réalisée d’abord avec le système H puis en mettant en place un gradient vers le système 

G. Ainsi, les molécules sucrées devraient théoriquement sortir au début de l’élution tandis que 

les molécules amères sortiraient pendant l’extrusion. 

3. Méthode de fractionnement par CPC 

Au vu des quantités d’extrait BCF_MtBE à traiter (3,5 g après les tests réalisés), 

l’utilisation du rotor d’1 L était nécessaire. La séparation par CPC a été réalisée en mode 

ascendant. La phase inférieure du système H constitue la phase stationnaire (voie A), composée 

essentiellement de méthanol et d’eau Milli-Q, et les phases supérieures du système H (voie B) 

et du système G (voie C) constituent la phase mobile, composées essentiellement d’heptane et 

d’acétate d’éthyle. La phase supérieure du système G a été préparée selon les proportions 

décrites par Bisson (Bisson 2012) afin de limiter la consommation de solvant. Ainsi, cette phase 

contient, en pourcentage volumique, 20,3 % d’heptane, 74,73 % d’acétate d’éthyle, 2,33 % de 

méthanol et 2,64 % d’eau. L’expérience de CPC commence avec le système H, puis évolue 
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progressivement vers le système G, selon la méthode d’analyse 1 décrite dans le Tableau 24. 

Dans un premier temps, la phase A est pompée dans le rotor, dont la vitesse de rotation est fixée 

à 1200 rpm. Puis la phase B est pompée afin de procéder à l’équilibration de la colonne.  

Tableau 24 : Méthode de fractionnement de l'extrait BCF_MtBE par CPC. 

Méthode de fractionnement 1 : Rotor 1 L ; Mode ascendant 

 
Début 

(min) 

Fin 

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor 

(rpm) 
% A % B % C 

Equilibration 

0 20 50 0 100 0 0 

20 40 50 500 100 0 0 

40 45 30 1200 100 0 0 

45 70 30 1200 0 100 0 

Elution 

0 66 30 1200 0 100 0 

66 100 30 1200 0 0 100 

100 145 30 1200 0 0 100 

Extrusion 145 190 50 1200 100 0 0 

 

 Les tubes ont ensuite été regroupés selon leur profil chromatographique en LC-HRMS. 

De cette façon, l’extrait BCF_MtBE a été décomposé en 8 fractions.  

4. Résultats du fractionnement par CPC 

La pression et le volume à l’équilibre étaient de 69 bars et de 315 mL, respectivement. 

Ce volume indique une bonne rétention de la phase inférieure dans la colonne, ce qui peut 

garantir la bonne séparation de l’extrait.  

Après solubilisation de l’extrait dans 30 mL de mélange phase inférieure/phase 

supérieure et après filtration de celui-ci, l’échantillon s’est correctement répartit entre les deux 

phases ; ce qui permet de limiter les déstabilisations de l’équilibre dans le rotor.   

En outre, le profil chromatographique UV de l’extrait BCF_MtBE a présenté des 

signaux tout au long de l’expérience, ce qui suggère un bon partage des composés (Figure 33). 

Les profils des tubes injectés en LC-HRMS ont également montré des différences de profil, ce 

qui confirme un bon fractionnement de l’extrait. Ainsi, les extraits obtenus, après le 

rassemblement des tubes, sont différents.  
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Figure 33 : Profil chromatographique UV de la CPC de l'extrait BCF_MtBE (absorbance à 280 

nm). 

Après évaporation et lyophilisation, les 8 fractions ont été dégustées en solution hydro-

alcoolique. Le Tableau 25 récapitule les résultats de la dégustation.  

Tableau 25 : Gustatogramme des 8 fractions de l'extrait BCF_MtBE. 

Fraction Tubes Masses (mg) Goût 

F1 23-25 310,1 
Sucré : 3/5 

Amer : 3/5 

F2 26-31 1134 Amer : 4/5 

F3 32-36 580,9 Amer : 3/5 

F4 37-41 272,8 Sucré : 4/5 

F5 42-48 180,3 Amer : 1/5 

F6 49-56 102,5 / 

F7 57-72 116,5 / 

F8 73-220 190,8 / 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

5. Discussion 

La chromatographie de partage centrifuge présente un bon rendement (92 %), comme 

pour les extractions liquide-liquide. Les pertes sont en grande partie dues à la filtration de 

l’échantillon et aux transferts de verrerie. 
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Le système utilisé a permis un bon fractionnement de l’extrait, avec huit nouvelles 

fractions différentes d’un point de vue analytique et sensoriel. En revanche, le fractionnement 

a révélé que la répartition des composés sapides est moins nette que celle suggérée par la 

dégustation des extraits bruts. Ce phénomène peut s’expliquer par un masquage du goût de 

certains composés par d’autres dans l’extrait initial. Cinq fractions se sont avérées intéressantes 

pour leur goût, sucré ou amer, avec des intensités variables. Leurs profils chromatographiques 

sont représentés dans la Figure 34. Malgré la présence de fractions amères, le fractionnement 

par CPC a permis de mettre en évidence une fraction (F4) avec un goût sucré intense, rappelant 

le goût perçu pour l’extrait BCF_MtBE. 

Pour la suite du fractionnement, les cinq extraits présentant un goût ont subi un 

deuxième fractionnement par CPC. L’étude a tout d’abord été orientée vers les fractions où 

l’intensité du goût était la plus importante, soit la fraction 2 (F2) pour l’amertume et la fraction 

4 (F4) pour la sucrosité. Les fractions F1, F3 et F5 ont été fractionnées dans un second temps.  

 

Figure 34 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », des fractions F1, F2, F3, F4 et F5 de 

l'extrait BCF_MtBE (gradient LC : 1). 

 Second fractionnement des extraits issus du BCF_MtBE par CPC 

1. Fractionnement des fractions BCF_MtBE_F2 et F4 

Les fractions F2 et F4 rassemblaient chacune deux critères intéressants : une saveur 

intense et une masse significative. En revanche, leur profil chromatographique comprenait un 

nombre important de pics, incompatible avec une purification directe par LC-préparative. Par 
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conséquent, un deuxième fractionnement par CPC a été entrepris. Les tests de partage ont été 

réalisés sur six systèmes différents pour les deux fractions. Il s’agit des systèmes de J à M de la 

gamme Arizona. L’objectif était de rechercher le système adéquat afin d’avoir un bon 

fractionnement des échantillons. Les KD ont donc été calculés pour F2 et F4 (Tableau 26). Pour 

des raisons de simplification, les composés de ce travail seront désignés par leur masse 

nominale m/z de leur ion déprotonné [M-H]-. 

Tableau 26 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour les fractions F2 

et F4 du BCF_MtBE. 

   KD 

 Elution Composés (m/z) J K L M 

BCF_MtBE_F2 

Début 433 1,95 2,94 6,92 31,28 

Milieu 397 0,52 1,17 5,53 13,3 

Milieu 533 0,64 1,37 4,21 16,3 

Fin 517 0,18 0,37 1,07 3,99 

BCF_MtBE_F4 

Début 467 0,66 1,22 6,85 39,72 

Milieu 641 1,06 2,49 11,27 63,38 

Fin 917 1,04 3,86 31,72 94,67 

 

Afin de pouvoir séparer correctement les composés, il est intéressant d’avoir des 

différences de KD entre composés. Sur ces bases, un gradient du système L vers le système K a 

été choisi pour fractionner la fraction F2 de l’extrait BCF_MtBE. Cependant, le temps d’élution 

a été rallongé afin que les composés ayant des KD élevés (m/z 433 et 533) soient correctement 

séparés. Afin de confirmer la pertinence du système choisi pour fractionner par CPC, une 

première injection de 400 mg de la F2 a d’abord été réalisée sur le rotor de 100 mL en mode 

ascendant, selon la méthode d’analyse 2 décrite dans le Tableau 27.  
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Tableau 27 : Méthodes de fractionnement 2 et 3 pour les extraits BCF_MtBE_F2 et F4 

par CPC. 

Méthode de fractionnement 2 (BCF_MtBE_F2) : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 
Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor 

(rpm) 
% A % B % C 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 0 

15 30 10 500 100 0 0 

30 35 5 2300 100 0 0 

35 60 5 2300 0 100 0 

Elution 

0 40 5 2300 0 100 0 

40 70 5 2300 0 0 100 

70 130 5 2300 0 0 100 

Extrusion 130 165 10 2300 100 0 0 

        

Méthode de fractionnement 3 (BCF_MtBE_F4) : Rotor 100 mL ; Mode ascendant  

 
Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor 

(rpm) 
% A % B  

Equilibration 

0 15 10 0 100 0  

15 30 10 500 100 0  

30 35 5 2300 100 0  

35 60 5 2300 0 100  

Elution 0 60 5 2300 0 100  

Extrusion 60 90 10 2300 100 0  

 

La vitesse du rotor a été fixée à 2300 rpm. La phase A, soit la phase inférieure du 

système L, correspondait à la phase stationnaire et les phases B et C, soit les phases supérieures 

du système L et du système K respectivement, constituaient la phase mobile. Comme pour le 

fractionnement de l’extrait BCF_MtBE, la phase supérieure du système K a été préparée selon 

les proportions décrites par Bisson (Bisson 2012). La pression et le volume à l’équilibre étaient 

de 76 bars et de 50 mL respectivement, ce qui indique une rétention acceptable des phases 

inférieures dans la colonne. En outre, le profil chromatographique UV présentait plusieurs pics. 

Après analyse en LC-HRMS, l’extrait F2 a pu être décomposé en six fractions distinctes, 

confirmant un bon fractionnement. Au vu des bons résultats obtenus, une deuxième expérience 

a été réalisée sur le reste de la fraction F2 (700 mg) avec la même méthode d’analyse. La 

pression et le volume à l’équilibre étaient de 77 bars et de 50 mL respectivement, comme pour 

la première injection. Le profil UV de la deuxième injection et les profils LC-HRMS sont 

également semblables à ceux de la première. Ainsi, les mêmes fractions ont été constituées pour 

les deux CPC.  
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Pour la fraction F4 de l’extrait BCF_MtBE, les KD calculés étaient proches de 1 pour le 

système quaternaire J, Hept/AcOEt/MeOH/H2O (2:5:2:5). En effet, ce système ne présentait 

pas des KD trop faibles, pouvant correspondre à une élution très rapide des composés, ni des KD 

très élevés, pouvant se traduire par une grande rétention. Celui-ci a donc été adopté pour le 

fractionnement de l’extrait BCF_MtBE_F4 (200 mg). L’expérience a été réalisée en mode 

ascendant selon la méthode d’analyse 3 détaillée dans le Tableau 27. La phase stationnaire (A) 

correspondait alors à la phase inférieure de J et la phase mobile (B) à la phase supérieure de J. 

La pression et le volume à l’équilibre étaient de 69 bars et de 55 mL, respectivement. Après un 

regroupement basé sur les profils chromatographiques, l’extrait F4 a été fractionné en six 

nouvelles fractions.   

Par la suite, les 12 fractions ont été dégustées. Les résultats sont présentés dans Tableau 

28. 

Tableau 28 : Gustatogramme des six fractions obtenues après CPC pour les fractions F2 

(deuxième injection) et F4 de l'extrait BCF_MtBE. 

BCF_MtBE_F2 (2ème injection) BCF_MtBE_F4 

Fractions Tubes Masses (mg) Goût Fractions Tubes Masses (mg) Goût 

1 15-28 56 Amer : 1/5 1 20-23 3 Sucré : 1/5 

2 29-38 95,7 Amer : 4/5 2 24-33 83,3 Sucré : 1/5 

3 39-58 206,6 / 3 34-43 71,6 Sucré : 3/5 

4 59-87 131 Amer : 3/5 4 44-51 4,9 / 

5 88-116 58.5 / 5 52-56 1,4 Sucré : 2/5 

6 117-180 40,6 Amer : 2/5 6 57-100 11,4 / 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

Le gustatogramme montre une répartition de l’amertume dans plusieurs fractions issues 

de F2 et de la douceur dans plusieurs fractions issues de F4. En outre, on observe une certaine 

disparité des masses obtenues. A l’issue de ce deuxième fractionnement par CPC, certaines 

fractions avaient des profils chromatographiques avec peu de pics, rendant envisageable la 

purification des composés sapides par HPLC-Préparative. La sélection des fractions pour la 

poursuite du protocole de purification s’appuie sur un compromis entre plusieurs critères : 

intensité du goût sucré ou amer, abondance de la fraction et faible nombre de pics présents dans 

le profil chromatographique. Sur ces bases, les fractions BCF_MtBE_F2_2 et 

BCF_MtBE_F4_3, qui présentaient respectivement une amertume d’intensité 4 et une sucrosité 

d’intensité 3, ont été conservées pour être injectées en HPLC-Préparative.  
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2. Fractionnement des fractions BCF_MtBE_F1, F3 et F5 

Les fractions F1, F3 et F5 de l’extrait BCF_MtBE présentaient des goûts moins intenses 

et des quantités de masses plus faibles que la F2. En outre, elles possédaient des profils 

chromatographiques complexes et contenaient de nombreux composés. Ainsi, il est possible 

que des composés de faibles intensités relatives sur le chromatogramme soient masqués par la 

présence de certains composés majoritaires. D’un point de vue gustatif de tels effets de 

masquage peuvent également exister. En effet, la perception gustative dépend conjointement 

de l’abondance des composés et de leur activité gustative. Par exemple, si des composés 

minoritaires, dans une fraction donnée, présentent une faible amertume, alors ils peuvent être 

masqués par la sucrosité de certains composés majoritaires. Par conséquent, les fractions F1, 

F3 et F5 ont également subi un second fractionnement par CPC, malgré leur intensité sapide 

inférieure à celle des fractions F2 et F4. Préalablement, différents systèmes de solvants de la 

gamme Arizona ont été testés afin de choisir celui permettant un fractionnement optimal des 

trois fractions (Tableau 29). 

Tableau 29 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour les fractions F1, 

F3 et F5 du BCF_MtBE. 

KD 

 Elution Composés (m/z) L M N  

BCF_MtBE_F1 

Début 178 0,51 0,74 2,17  

Milieu 517 0,8 2,4 3,3  

Fin 836 1,2 3,6 4,69  

 Elution Composés (m/z) G H J K 

BCF_MtBE_F3 

Début 429 0,18 0,38 0,61 1,45 

Milieu 493 0,06 0,07 0,22 1,2 

Milieu 631 0 0,01 0,11 1,44 

Fin 817 0 0,19 0,81 7,3 

BCF_MtBE_F5 

Début 163 / 0,98 4,13 1,86 

Milieu 515 / 0,95 6,42 3,55 

Milieu 649 / 1,01 7,04 4,11 

Fin 817 / 0,95 7,11 5,14 

/ : Système non testé. 

Le calcul des KD a permis de choisir les systèmes adéquats pour le fractionnement des 

extraits. Ainsi les systèmes L, K et H ont été utilisés pour fractionner les extraits F1, F3 et F5, 

respectivement. Les trois expériences ont été réalisées avec le rotor de 100 mL en mode 

ascendant, selon la méthode d’analyse décrite dans le Tableau 30. 
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Tableau 30 : Méthode de fractionnement des fractions F1, F3 et F5 de l’extrait BCF_MtBE par 

CPC. 

Méthode de fractionnement 4 : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 
Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor  

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2300 100 0 

35 60 5 2300 0 100 

Elution 0 70 5 2300 0 100 

Extrusion 70 100 10 2300 100 0 

 

Chaque extrait a été décomposé en six nouvelles fractions, après analyse de leur profil 

chromatographique en LC-HRMS. Le Tableau 31 récapitule les résultats de la dégustation pour 

ces 18 fractions.  

La fraction BCF_MtBE_F1 avait été décrite autant sucrée qu’amère. Après le 

fractionnement, l’analyse sensorielle a permis de révéler une nouvelle fois ce dualisme du goût 

avec des intensités différentes en fonction des fractions. Malgré un fractionnement du goût 

intéressant, aucune des 6 fractions n’a été conservée pour être injectée en HPLC-Preparative. 

Cela est dû soit à leurs profils chromatographiques complexes ou à une quantité insuffisante de 

l’échantillon. Une deuxième macération avec une plus grande quantité d’extrait de bois de 

chêne brute permettrait de poursuivre ce protocole de fractionnement.  

La fraction BCF_MtBE_F3 avait été décrite avec une intensité de 3 pour l’amertume. 

Après l’expérience de CPC, la dégustation a permis de mettre en évidence deux fractions 

intensément sucrées et trois amères. Ce résultat confirme, une fois de plus, des effets de 

masquage de certains composés par d’autres. Par ailleurs, le protocole de fractionnement mis 

en place est pertinent puisqu’il permet d’illustrer la complexité de la recherche de molécules 

sapides. Seule la fraction 1, fortement sucrée, a été conservée pour être ultérieurement injectée 

en HPLC-Préparative. Les autres extraits présentaient des quantités insuffisantes pour la suite 

du fractionnement.  

La fraction BCF_MtBE_F5 avait été décrite avec une faible intensité de l’amertume. 

Après le fractionnement par CPC, la dégustation a révélé trois fractions amères. La fraction 2 

présente les critères pour la suite du fractionnement. Cette fraction n’a pas encore été traitée 

mais elle pourra être injectée en HPLC-Préparative afin de la caractériser au niveau sensoriel.  



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

125 

 

Tableau 31 : Gustatogramme des six fractions obtenues après CPC pour les fractions F1, F3 et 

F5 de l'extrait BCF_MtBE. 

 Fractions Tubes Masses (mg) Goût 

BCF_MtBE_F1 

1 10-18 62,4 / 

2 19-24 46,5 Sucré : 3/5 

3 25-38 37 
Sucré : 1/5 

Amer : 2/5 

4 39-58 10,8 / 

5 59-73 2,8 Sucré : 1/5 

6 74-128 10 
Amer : 4/5 

Astringent : 3/5 

BCF_MtBE_F3 

1 23-44 150 Sucré : 5/5 

2 45-51 44,4 Amer : 3/5 

3 52-57 52,2 / 

4 58-72 38,2 Sucré : 3/5 

5 73-94 9,6 Amer : 2/5 

6 95-127 19,4 Amer : 5/5 

BCF_MtBE_F5 

1 15-28 14,8 / 

2 29-41 102,9 Amer : 1/5 

3 42-47 10 Amer : 2/5 

4 48-75 18,3 / 

5 76-90 4,5 Amer : 1/5 

6 91-115 8,7 / 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

Le couplage entre la Chromatographie de Partage Centrifuge et la gustatométrie (CPC-

G) a permis d’isoler des fractions sapides à partir de l’extrait MtBE du bois de chêne chauffe 

forte. Les fractions BCF_MtBE_F2_2, BCF_MtBE_F3_1 et BCF_MtBE_F4_3 ont été 

conservées pour la suite du protocole. 

 Purification par Chromatographie Liquide Haute Performance à l’échelle semi-

Préparative (HPLC-Prep) 

La chromatographie préparative, à la différence de la chromatographie analytique, 

consiste à traiter une quantité importante de charge injectée et à collecter les solutés séparés sur 

la colonne. La capacité de charge de la HPLC est plus faible que celle de la CPC, mais sa 

résolution chromatographique est nettement supérieure. Elle est ainsi utilisée en fin de protocole 

de fractionnement pour isoler des molécules cibles ou séparer les composés indésirables d’un 

mélange. 
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1. Mise au point des méthodes et fractionnement des échantillons 

Les gradients d’élution ont été préalablement choisis sur la LC-HRMS grâce à 

l’utilisation de colonnes analytiques équivalentes aux colonnes préparatives. Les gradients ont 

été testés en modifiant quelques paramètres, comme expliqué dans la partie expérimentale 

générale. 

Les trois fractions ont été traitées séparément en HPLC-Prep équipée d’une colonne 

Hypersil Gold (21,2 x 250 mm, 5 µm, Thermo Scientific) pour les fractions BCF_MtBE_F3_1 

et BCF_MtBE_F4_3 et d’une colonne Sunfire C18 OBD (19 x 250 mm, 5 µm, Waters) pour la 

fraction BCF_MtBE_F2_2. La phase mobile était constituée d’un mélange H2O + 0,1 % acide 

formique (phase A) et ACN + 0,1 % acide formique (phase B). Le débit était fixé à 20 mL/min. 

Les gradients ont été optimisés afin de séparer au mieux les composés des fractions 

BCF_MtBE_F2_2 (Gradient 3), BCF_MtBE_F3_1 (Gradient 4) et BCF_MtBE_F4_3 

(Gradient 5). Les conditions chromatographiques utilisées pour ces fractionnements sont 

reportées dans le Tableau 32. 

 

Tableau 32 : Gradients utilisés pour la purification par HPLC-Prep des composés présents dans 

les fractions BCF_MtBE_F2_2, BCF_MtBE_F3_1 et BCF_MtBE_F4_3. 

BCF_MtBE_F2_2 

Colonne Sunfire 
Gradient 3 

Temps (min) 0 5,9 32 39 44,2 45,3 52 

% B 30 30 70 98 98 30 30 

BCF_MtBE_F3_1 

Colonne Hypersil Gold 
Gradient 4 

Temps (min) 0 7,4 36,9 39 44,2 45,3 52 

% B 5 5 40 98 98 5 5 

BCF_MtBE_F4_3 

Colonne Hypersil Gold 
Gradient 5 

Temps (min) 0 13,3 35,4 39 44,2 45,3 52 

% B 28 28 45 98 98 28 28 

 

Les échantillons ont été repris dans 400 μL d’une solution hydro-méthanolique (50:50), 

filtrés à 0,45 µm puis injectés manuellement et élués selon un gradient de solvants. Une 

injection test de 5 mg a permis de contrôler l’efficacité de la séparation et de déterminer les 

temps de rétention des composés, puis des injections de 10 à 20 mg ont été réalisées 

successivement pour la purification de l’ensemble de la fraction. Une détection UV à 280 nm 

et une détection simultanée en ELSD a permis de suivre l’élution des composés et de les 

collecter manuellement à la sortie du système. Pour chaque tube, une aliquote (100 µL) a été 

prélevée, diluée par 10 avec de l’eau Milli-Q avant d’être injectée en LC-HRMS. Cette analyse 
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a permis de vérifier la pureté des composés obtenus et de regrouper les tubes de chaque 

injection. Les composés purifiés ont été directement lyophilisés tandis que le reste de la fraction 

a d’abord été évaporé avant d’être lyophilisé. Les fractions ont ensuite été dégustées.  

2. Résultats 

a. Résultats des purifications 

Plusieurs composés majoritaires étaient présents dans les fractions étudiées (Figure 35). 

Pour des raisons de simplification, les composés de cette partie seront désignés par la masse 

nominale m/z de leur ion déprotoné [M-H]- (pour les fractions BCF_MtBE_F2_2 et 

BCF_MtBE_F4_3) et par la masse nominale m/z de leur ion protoné [M+H]+ pour la fraction 

BCF_MtBE_F3_1.  

 

Figure 35 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », des fractions injectées en HPLC-Prep 

en ionisation négative (BCF_MtBE_F2_2 et BCF_MtBE_F4_3) et positive 

(BCF_MtBE_F3_1). 

 Les propriétés sensorielles des fractions injectées en HPLC-Prep ont été décrites 

précédemment. En revanche, la nature des molécules sapides les constituant était inconnue. 
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 L’objectif a été, dans un premier temps, de caractériser les composés majoritaires de ces 

fractions, visibles sur les chromatogrammes. Pour chaque fraction, ils ont été nommés « Pic » 

puis numérotés selon leur temps de rétention croissant. La phase mobile éluée entre les pics 

majoritaires a également été récupérée puis regroupée ; elle a été nommée « Elution ». Ce 

regroupement est important puisque des composés minoritaires pourraient également contribuer 

significativement au goût de la fraction.  

Il a donc été convenu de chercher à isoler ces composés majoritaires afin d’en 

déterminer la structure et d’en confirmer les propriétés sensorielles. A cette fin, chaque gradient 

de solvant a été développé à l’échelle analytique en LC-HRMS afin d’avoir une résolution 

optimale des pics. Des colonnes à polarité de phase inversée ont été utilisées. Par conséquent, 

plus les composés sont apolaires plus ils ont tendance à être élués tardivement. Les fractions 

BCF_MtBE_F2_2 et BCF_MtBE_F4_3 étant plutôt apolaires, le pourcentage d’acétonitrile a 

été augmenté pour que les composés puissent sortir à des temps de rétention plus faibles. 

L’inverse a été réalisé pour la fraction BCF_MtBE_F3_1. L’utilisation conjointe de détecteur 

UV à 280 nm et du détecteur ELSD, présentant un caractère universel, a permis de détecter tous 

les pics significatifs en vue de la collecte manuelle. Les composés purifiés ainsi que les fractions 

d’élution collectées ont été répertoriés dans le Tableau 33. 

Tableau 33 : Purification des fractions BCF_MtBE_F2_2, BCF_MtBE_F4_3 et 

BCF_MtBE_F3_1 par HPLC-Prep. 

Fraction Pic/Elution m/z observé Masse (mg) 

BCF_MtBE_F2_2 

Ionisation négative 

Pic 1 517-1 6,2 

Pic 2 517-2 2,3 

Elution 177 ; 151 ; 223 20 

BCF_MtBE_F3_1 

Ionisation positive 

Pic 1 169-pos 3,4 

Pic 2 183 40,7 

Pic 3 209 20,8 

Pic 4 421 1,1 

Elution 193 ; 197 ; 235 8,1 

BCF_MtBE_F4_3 

Ionisation négative 

Pic 1 641 0,5 

Elution 480 ; 645 ; 631 25,6 

 

 Les expériences en HPLC-Prep ont permis de purifier sept composés, avec des masses 

variables en fonction de la quantité injectée et de leur abondance réelle dans la fraction donnée. 

Les composés présents dans les fractions d’élution sont de nature chimique inconnue.  

 



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

129 

 

b. Résultats de la dégustation réalisée lors du suivi de fractionnement 

Les quantités obtenues après purification par HPLC-prep ont permis de caractériser au 

niveau sensoriel les composés purs et les différentes fractions d’élution. Leur dégustation a été 

réalisée en solution hydro-alcoolique à une concentration fixe de 5 mg/L pour les composés 

purifiés et à 10 mg/L pour les fractions d’élution. Les résultats de la dégustation sont présentés 

dans le Tableau 34. 

Tableau 34 : Gustatogramme des molécules pures et des extraits après HPLC-Prep. 

Fraction Composé pur et élution Goût 

BCF_MtBE_F2_2 

517-1 
Amer : 1/5 

Astringent : 1/5 

517-2 Sucré : 1/5 

Elution Amer : 2/5 

BCF_MtBE_F3_1 

169-pos 
Amer : 1/5 

Astringent : 2/5 

183 Sucré : 3/5 

209 Astringent : 3/5 

421 Amer : 5/5 

Elution / 

BCF_MtBE_F4_3 
641 Sucré : 4/5 

Elution Amer : 1/5 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

Les composés m/z 517-1 et 517-2 avaient déjà été décrits sensoriellement au laboratoire 

(Gammacurta et al., en préparation). Au regard de la dégustation, ils ne semblent pas participer 

à l’amertume perçue précédemment pour la fraction BCF_MtBE_F2_2. La fraction d’élution a 

été décrite comme moyennement amère, ce qui ne permet pas d’expliquer l’amertume de 

l’extrait avant injection. Il est possible que des effets de synergie entre les composés 

majoritaires et les composés minoritaires soient à l’origine de ces différentes perceptions. 

 La fraction BCF_MtBE_F3_1 avait été décrite avec un intense goût sucré. La 

dégustation a révélé une molécule sucrée, possiblement responsable du goût perçu 

précédemment, ainsi que deux molécules amères, différentes au niveau de leur intensité. La 

fraction d’élution n’a présenté aucun goût en comparaison avec la solution témoin, suggérant 

que seuls les composés majoritaires influençaient le goût de la fraction. 

En ce qui concerne la fraction BCF_MtBE_F4_3, la dégustation a révélé une intense 

sucrosité pour le composé pur m/z 641. La fraction d’élution a été notée comme faiblement 
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amère. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus lors de la dégustation de l’extrait de 

départ.  

3. Discussion 

L’utilisation de la chromatographie liquide à haute performance a permis d’isoler 

plusieurs molécules à partir des fractions d’intérêt. Leur dégustation a révélé que les composés 

m/z 641, 183, 209, 169-pos, 421, 517-1 et 517-2 présentaient des caractéristiques sensorielles 

pertinentes.  

Présents dans la fraction BCF_MtBE_F2_2, les composés m/z 517-1 et 517-2 ont déjà 

été caractérisés au niveau structural et sensoriel au laboratoire (Gammacurta et al., en 

préparation). Une analyse en RMN a permis de déterminer qu’il s’agissait, respectivement, de 

l’acide barrinique et de l’acide bartogénique (ANNEXE 5). Ces deux composés ont déjà été 

décrits dans la littérature. L’acide bartogénique (m/z 517-2) a notamment été identifié dans les 

bois de chêne sessile et pédonculé et dans le vin par Arramon et al. (G. Arramon et al. 2002). 

L’acide barrinique a été identifié dans un arbre originaire d’Asie tropicale (Barua, Pal, et Dutta 

1972), mais jamais dans le genre Quercus. En solution hydro-alcoolique et dans de l’eau, le 

composé m/z 517-1 présentait une faible amertume et le m/z 517-2 une faible sucrosité. En 

revanche, l’ajout du m/z 517-1 à un vin blanc non boisé a considérablement modifié l’équilibre 

gustatif de celui-ci en augmentant son amertume. Il en va de même pour le m/z 517-2. Les notes 

attribuées pour ce goût sont de 5/5 et de 2/5 respectivement pour le m/z 517-1 et le 517-2. Bien 

que ces molécules ne semblent pas directement responsables du goût perçu pour la fraction 

BCF_MtBE_F2_2, elles pourraient agir comme des exhausteurs de goût amer. Il serait alors 

intéressant d’établir leur seuil de détection gustative dans le vin. Ces composés n’ont pas fait 

l’objet de recherches plus approfondies dans ce travail.   

Parmi les composés majoritaires de la fraction BCF_MtBE_F3_1, une molécule d’ion 

protoné m/z 421 est observée. La comparaison avec des standards disponibles au laboratoire et 

les données de la littérature a montré que ce composé correspondait au lyonirésinol. Celui-ci a 

déjà été décrit dans la Partie I – Chapitre I. Son influence sur le goût des vins et des spiritueux 

a déjà été démontrée. La Figure 36 résume le protocole de fractionnement mis en place pour la 

purification de fractions sapides pour l’extrait BCF_MtBE. Par ailleurs, tous les composés n’ont 

pas été obtenus en quantité suffisante pour permettre une caractérisation structurale. C’est 

notamment le cas du composé m/z 641, marqué par une saveur sucrée intense. Dans la suite de 

ce travail, une optimisation des méthodes de fractionnement de l’extrait de bois de chêne a été 

mise en place pour purifier ce composé d’intérêt. 
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Figure 36 : Schéma récapitulatif du fractionnement de l'extrait BCF_MtBE. 
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 Optimisation des méthodes de fractionnement en vue de la purification du composé 

m/z 641 

1. Principe et mise en œuvre  

Une approche ciblée a été mise en place afin de purifier le composé de m/z 641. Pour 

cela, un criblage a été réalisé à l’aide de la LC-HRMS. La masse précise de l’ion quasi-

moléculaire du composé d’intérêt, soit 641,2218, a été ciblée avec une précision de masse de ± 

5 ppm. Tout au long du protocole de fractionnement, les méthodes ont été optimisées pour 

permettre la purification de ce composé en plus grande quantité. Ainsi, dans cette partie, le 

fractionnement n’a pas été guidé par la dégustation des fractions mais par leur analyse en 

spectrométrie de masse.  

2. Optimisation des étapes de fractionnement et de purification 

Le composé m/z 641 est observé dans les trois types de chauffe de l’extrait de bois de 

chêne. Cependant, il est essentiellement observé dans le bois « chauffe forte » (BCF). Une 

extraction solide-liquide de cet extrait a alors été réalisée, selon les conditions décrites dans le 

paragraphe II.B de ce chapitre.  

Après filtration, évaporation à sec et lyophilisation, une poudre homogène de l’extrait a 

été obtenue. Des tests d’extraction liquide-liquide ont été réalisés sur l’extrait afin de 

sélectionner le meilleur solvant en vue de la purification du composé d’intérêt. Ce dernier a 

montré une affinité pour deux solvants, le MtBE et l’AcOEt, qui ont des polarités proches. Le 

composé présentait tout de même une meilleure extraction avec le MtBE. Afin d’améliorer le 

rendement, une extraction supplémentaire au MtBE a été ajoutée au protocole décrit au 

paragraphe II. C. 1. de ce chapitre.  

Par la suite, des tests de systèmes de CPC ont été réalisés sur l’extrait BCF_MtBE. Des 

systèmes riches en solvants apolaires ont été privilégiés pour ce fractionnement. La 

solubilisation de l’extrait, et notamment du composé d’intérêt, a d’abord été prise en compte. 

Les systèmes G, H, J et K de la gamme Arizona ont été retenus sur ce critère. Puis, les KD du 

m/z 641 ont été calculés pour ces différents systèmes. Les résultats analytiques rejoignent ceux 

obtenus précédemment sur la base de la dégustation, avec un gradient du système H vers G. A 

l’issue de cette expérience de CPC, les tubes collectés sont analysés par LC-HRMS et 

rassemblés pour constituer deux fractions (F-IV et F-V) contenant le composé ciblé, avec une 

abondance relative plus ou moins élevée.  
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Un deuxième fractionnement par CPC a été nécessaire afin d’avoir une fraction avec un 

profil chromatographique simplifié, avec les systèmes J et K pour les fractions F-IV et F-V 

respectivement. Les fractions d’intérêt en résultant ont été conservées pour la dernière étape de 

purification (BCF_MtBE_F-IV_2 et BCF_MtBE_F-V_4). Plusieurs types de colonnes 

chromatographiques, ainsi que les solvants et les gradients d’élution, ont été testés. Une 

meilleure séparation des composés a été observée en présence d’acide formique à 0,1 % pour 

les phases A (eau) et B (acétonitrile). Par ailleurs, la colonne Sunfire, permettant une grande 

capacité de charge, a été choisie pour la purification du composé m/z 641 (tR = 30,5 min). Les 

conditions chromatographiques utilisées pour son fractionnement sont reportées dans le 

Tableau 35.  

Tableau 35 : Gradient utilisé pour la purification du composé m/z 641. 

BCF_MtBE_F-IV_2 

BCF_MtBE_F-V_4 

Colonne Sunfire 

Gradient 6 
Temps (min) 0 8 52 54 59 60 67 

% B 20 20 50 98 98 20 20 

 

La Figure 37 résume le protocole de fractionnement mis en place pour la purification 

du composé m/z 641.  

Les purifications réalisées par HPLC-Prep ont permis d’obtenir 4,7 mg du composé m/z 

641. Son élucidation structurale est désormais possible. Sa caractérisation sensorielle sera 

également réalisée dans de l’eau et dans du vin, afin de déterminer son influence dans ces deux 

matrices. Par ailleurs, sa quantification dans le bois, les vins et les eaux-de-vie pourra être 

menée en fonction des résultats de la dégustation.  
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Figure 37 : Fractionnement de l'extrait BCF_MtBE en vue de la purification du composé m/z 

641. 

 

Dans cette partie, une stratégie d’extraction et de purification, utilisant des techniques 

courantes de phytochimie, a été développée à partir d’extrait de bois de chêne chauffe forte. 

L’étude a été guidée par la dégustation, permettant le criblage des fractions et la sélection de 

celles présentant un goût pertinent. En outre, le fractionnement des extraits pré-purifiés a révélé 

des fractions sapides, amères et sucrées, dont l’existence n’était pas forcément suggérée par la 

dégustation initiale. Une première hypothèse, avancée pour expliquer l’incidence du bois sur le 

goût, suggérait une formation de composés sucrés lors de la chauffe. Deux molécules sucrées, 

m/z 641 et 183, ont été isolés à partir de bois « chauffe forte », ce qui tend à confirmer cette 

hypothèse. Leurs caractéristiques structurales et sensorielles seront décrites ultérieurement.  
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IV. Isolement de fractions sapides à partir de l’extrait MtBE du Bois Non Chauffé 

(BNC_MtBE) 

Lors du paragraphe précédent, le fractionnement guidé par le goût a révélé la pertinence 

de l’extrait MtBE du bois fortement chauffé, à partir duquel plusieurs composés sucrés ont été 

isolés. Pour préciser l’effet gustatif de la chauffe du bois, la fraction MtBE obtenue à partir de 

bois non chauffé a été soumise à un protocole similaire.   

 Fractionnement des extraits par CPC 

L’extrait BNC_MtBE présentait un profil chromatographique complexe (Figure 32). 

Le protocole de purification a commencé par un fractionnement par CPC. Afin de pouvoir 

comparer au mieux les deux modalités, l’extrait BNC_MtBE (1,1 g) a été fractionné avec le 

même système de solvants que l’extrait BCF_MtBE. Ainsi, l’expérience a commencé avec le 

système H de la gamme Arizona, puis a évolué progressivement vers le système G. La méthode 

d’analyse décrite dans le paragraphe III. A. 3. a également été utilisée (Tableau 24). Le rotor 

d’1 L a été utilisé avec un débit fixé à 1200 rpm. La pression et le volume à l’équilibre étaient 

de 68 bars et 300 mL, respectivement. Le profil chromatographique UV obtenu pour ce 

fractionnement par CPC est présenté ci-dessous (Figure 38). 

 

Figure 38 : Profil chromatographique UV de la CPC de l'extrait BNC_MtBE (absorbance à 

280 nm). 

Le profil UV obtenu pour la fraction BNC_MtBE ressemble fortement à celui obtenu 

après le fractionnement de l’extrait BCF_MtBE (Figure 33). Cette observation pourrait 

suggérer que les deux extraits ont une composition chimique relativement similaire.   
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L’extrait BNC_MtBE a été décomposé en 10 fractions distinctes. La LC-HRMS a 

permis de comparer les extraits obtenus après CPC pour les deux types de chauffe. Malgré un 

profil UV similaire, les fractions des extraits BNC_MtBE et BCF_MtBE semblent présenter 

des profils chromatographiques différents. Ces observations confirment que les composés 

sapides du bois extraits dans les vins et les eaux-de-vie lors de l’élevage sous bois subissent des 

transformations pendant le « bousinage ». Une analyse sensorielle a été réalisée afin de vérifier 

si ces modifications de composition s’accompagnaient de perceptions sensorielles différentes. 

Les résultats en sont présentés dans le Tableau 36. 

Tableau 36 : Gustatogramme de l'extrait MtBE du BNC_MtBE après CPC. 

Fraction Tubes Masses (mg) Goût 

F1 19-23 153 Sucré : 3/5 

F2 24-29 99,8 Sucré : 1/5 

F3 30-37 79,8 / 

F4 38-56 86,8 Amer : 1/5 

F5 57-72 51 
Sucré : 1/5 

Amer : 3/5 

F6 73-86 77,2 Amer : 3/5 

F7 87-107 87,2 / 

F8 108-145 12,4 / 

F9 146-185 96,2 / 

F10 186-222 132,3 Amer : 1/5 

 

Le fractionnement a permis de révéler une répartition des fractions sapides, toutefois 

moins nette que celle suggérée par la dégustation de l’extrait pré-purifié, avec l’apparition de 

fractions amères. Six fractions se sont avérées intéressantes pour leur goût, amer ou sucré, avec 

des intensités variables. Cette séparation des goûts a également été observée pour l’extrait 

BCF_MtBE. En revanche, les fractions sapides ne sont pas les mêmes pour l’extrait 

BNC_MtBE et BCF_MtBE. Cette observation suggère une nouvelle fois que ces fractions 

diffèrent par leur composition.  

Pour la suite du fractionnement, les fractions F5 et F6 de l’extrait BNC_MtBE 

présentaient un profil chromatographique avec peu de pics. Ainsi, elles ont pu être injectées en 

HPLC-Prep.  
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Les autres fractions sapides étaient complexes. Elles n’ont pas été analysées dans le 

cadre de cette thèse mais le protocole de fractionnement pourra être poursuivi avec un deuxième 

fractionnement par CPC. La fraction F1 de l’extrait BNC_MtBE semble notamment 

intéressante à étudier en raison de son goût sucré.  

 Purification par HPLC-Prep des fractions BNC_MtBE_F5 et F6 

Les deux fractions ont été traitées séparément en HPLC-Prep équipée d’une colonne 

Hypersil Gold (21,2 x 250 mm, 5 µm, Thermo Scientific). La phase mobile était constituée d’un 

mélange H2O + 0,1 % d’acide formique (phase A) et ACN + 0,1 % d’acide formique (phase B). 

Le débit était fixé à 20 mL/min. Les gradients ont été optimisés afin de séparer au mieux les 

composés des fractions BNC_MtBE_F5 et BNC_MtBE_F6 (Gradient 7). Les conditions 

chromatographiques utilisées pour ces fractionnements ont été répertoriées dans le Tableau 37. 

Tableau 37 : Gradient utilisé pour la purification par HPLC-Prep des composés présents dans 

les fractions BNC_MtBE_F5 et BNC_MtBE_F6. 

BNC_MtBE_F5 

BNC_MtBE_F6 

Colonne Hypersil Gold 

Gradient 7 
Temps (min) 0 5,9 32 39 44,2 45,3 52 

% B 25 25 30 98 98 25 25 

 

Les échantillons ont été préparés selon la méthode décrite dans le paragraphe III.C.1 de 

ce chapitre. Une détection UV à 280 nm et une détection simultanée en ELSD ont permis de 

suivre l’élution des composés. Deux composés majoritaires ont été identifiés pour la fraction 

BNC_MtBE_F5 et trois pour la fraction BNC_MtBE_F6 (Figure 39). 

Pour la fraction BNC_MtBE_F5, les deux espèces majoritaires avaient pour ions 

déprotonés m/z 571 et 639-1. Le composé m/z 571 a déjà été identifié au laboratoire, il s’agit 

du lyonirésinol 9-O-gallate (lignane (+)-2) décrit dans la Partie I – Chapitre I. Ce composé a 

été jugé légèrement sucré (Marchal, Cretin, et al. 2015). Ainsi, il est susceptible de contribuer 

faiblement au goût perçu pour cette fraction. La purification s’est alors portée sur le deuxième 

composé majoritaire m/z 639-1 afin de le caractériser au niveau sensoriel.  

Pour la fraction BNC_MtBE_F6, l’analyse en LC-HRMS a révélé que les trois espèces 

majoritaires avaient pour ions déprotonés m/z 487, 639-2 et 817. La comparaison avec des 

standards disponibles au laboratoire et les données de la littérature a montré que l’espèce m/z 

487 correspondait au dérivé 6’-O-gallate de l’acide (3S,4S)-4-β-D-glucopyranosyloxy-3-

méthyloctanoïque et l’espèce m/z 817 au QTT I. Ces deux molécules avaient précédemment été 
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purifiées au laboratoire à partir d’extrait de bois de chêne « non-chauffé ». Elles ont été dégustés 

et présentaient respectivement aucun goût et une saveur sucrée intense (Marchal, Waffo-Téguo, 

et al. 2011). Ainsi, elles ne peuvent être responsables de l’amertume de la fraction. Le troisième 

composé majoritaire, m/z 639-2, n’a pas encore été décrit au niveau sensoriel. Il a donc été 

purifié à partir de cet extrait.  

 

Figure 39 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », LC-HRMS en ionisation négative des 

fractions injectées en HPLC-Prep (BNC_MtBE_F5 et BNC_MtBE_F6). 

Les composés purifiés ont été collectés séparément à la sortie du détecteur et lyophilisés. 

Après injection de toute la fraction, seulement 0,7 mg du composé m/z 639-1 et 1,2 mg du 

composé m/z 639-2. Ces molécules ont été dégustées à une concentration fixe de 5 mg/L. Les 

résultats sont présentés dans le Tableau 38. 

Tableau 38 : Gustatogramme des molécules pures après HPLC-Prep pour les fractions 

BNC_MtBE_F5 et BNC_MtBE_F6. 

Fraction Composé pur Goût 

BNC_MtBE_F5 639-1 Sucré : 3/5 

BNC_MtBE_F6 639-2 Amer : 3/5 

 



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

139 

 

Ces deux composés présentent le même ion quasi-moléculaire [M-H]- m/z 639,1914. Ce 

sont donc des isomères, de formule brute C29H36O16. Malgré ces similitudes de composition, la 

dégustation dans une solution hydro-alcoolique a révélé des goûts complètement différents. Le 

composé m/z 639-1 a été jugée sucré et le m/z 639-2 amer. Ces composés ont pu contribuer au 

goût de leur fraction d’origine. C’est notamment le cas pour la fraction F6 ; son profil et les 

composés majoritaires qu’elle contient suggèrent que le composé m/z 639-2 pourrait contribuer 

majoritairement à son goût.  

La purification des fractions d’intérêt a permis de mettre en évidence des molécules 

sapides. Les composés m/z 639-1 et 639-2 sont potentiellement intéressants pour la suite de 

l’étude. Cependant, les quantités obtenues ne sont pas suffisantes pour leur caractérisation 

structurale. De ce fait, une optimisation des méthodes de fractionnement de l’extrait de bois de 

chêne a été mise en place pour purifier à nouveau ces composés d’intérêt. 

 Optimisation des méthodes de fractionnement en vue de la purification des 

composés m/z 639-1 et 639-2 

Une approche ciblée a été mise en place afin de purifier les composés de m/z 639-1 et 

639-2, à l’aide de la LC-HRMS. Le criblage a été réalisé à partir d’échantillons de différentes 

espèces de chêne : chêne sessile, chêne pédonculé et chêne blanc d’Amérique. Deux types de 

chauffe ont également été étudiés.  

Les composés d’intérêt ont été identifiés principalement dans le bois « non-chauffé » du 

chêne blanc d’Amérique (BNC_Am). Une extraction solide-liquide de cet extrait a alors été 

réalisée, dans les conditions décrites dans le paragraphe II.B de ce chapitre. Afin de commencer 

le protocole de fractionnement, un solvant adéquat a été choisi pour extraire au mieux les 

composés ciblés. Ainsi, 6 extractions liquide-liquide successives au MtBE ont été initiées (avec 

400 mL pour chaque extraction) après un lavage avec 400 mL d’Hept. Après évaporation à sec 

et lyophilisation, 1,8 g de l’extrait a été obtenu.  

Les isomères, correspondant à des ions de masse m/z 639,1914, ont alors été recherchés 

dans l’extrait BNC_Am_MtBE. Son analyse a permis de mettre en évidence trois pics, à des 

temps de rétention de 3,44, 3,75 et 3,82 min, sur le chromatogramme des ions extraits enregistré 

dans une fenêtre de 5 ppm autour de la masse ciblée (Figure 40). 
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Figure 40 : XIC, en mode « Base Peak », en ionisation négative de l’extrait BNC_Am_MtBE 

correspondant à l’ion C29H35O16
- (m/z 639,1914, précision à 5 ppm). 

Par la suite, des tests de systèmes de CPC ont été réalisés sur l’extrait BNC_Am_MtBE. 

Des systèmes fortement apolaires, de la gamme Arizona, ont été privilégiés pour ce 

fractionnement. Les meilleurs d’entre eux ont été sélectionnés puis les KD ont été calculés 

(Tableau 39).  

Tableau 39 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

BNC_Am_MtBE. 

 KD 

 Elution Composés (m/z) F G H 

BNC_Am_MtBE 

Début 300 2,48 1,88 1,91 

Milieu 571 0,7 1,02 2,63 

Milieu 639 0,41 0,86 2,19 

Fin 533 0,19 0,26 0,44 

 

L’expérience de CPC pour l’extrait BNC_Am_MtBE commence avec le système H, 

puis évolue vers le système G. Précédemment, ce gradient s’est avéré pertinent pour le 

fractionnement des phases MtBE. A l’issue de cette expérience de CPC, les tubes collectés sont 

analysés par LC-HRMS et rassemblés pour constituer des fractions contenant les composés 

ciblés, avec une abondance relative plus ou moins élevée. Les extraits BNC_Am_MtBE_F-III, 

BNC_Am_MtBE_F-V et BNC_Am_MtBE_F-VI ont été choisis pour la poursuite du 

fractionnement (Tableau 40).  
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Tableau 40 : Masses obtenues après le fractionnement par CPC de l'extrait BNC_Am_MtBE. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

F-I 20-30 224,4 / 

F-II 31-44 333,8 / 

F-III 45-61 146,7 m/z 639-1 

F-IV 62-67 49,5 m/z 639-1 ; 639-2 

F-V 68-89 180 m/z 639-2 

F-VI 90-107 88,3 m/z 639-3 

F-VII 108-150 276,7 / 

F-VIII 151-196 71,5 / 

F-IX 197-211 31,5 / 

F-X 212-230 134,8 / 

 

1. Purification des composés m/z 639-1 et 639-2 à partir des extraits 

BNC_Am_MtBE_F-III et F-V 

Les fractions F-III et F-V de l’extrait BNC_Am_MtBE ont injectées en HPLC-Prep pour 

la purification des composés m/z 639-1 et 639-2. La colonne Sunfire a été utilisée pour les deux 

fractionnements. La phase A était constituée d’H2O + 0,1 % d’acide formique et la phase B 

d’ACN + 0,1 % d’acide formique. Les conditions chromatographiques ont été optimisées pour 

une meilleure séparation des composés, selon les méthodes décrites dans le Tableau 41. 

Tableau 41 : Gradients utilisés pour la purification par HPLC-Prep des composés présents dans 

les fractions BNC_Am_MtBE_F-III et BNC_Am_MtBE_F-V. 

BNC_Am_MtBE_F-III 

Colonne Sunfire 
Gradient 8 

Temps (min) 0 5,9 32 39 44,2 45,3 52 

% B 25 25 30 98 98 25 25 

BNC_Am_MtBE_F-V 

Colonne Sunfire 
Gradient 9 

Temps (min) 0 13,3 35,4 39 44,2 45,3 52 

% B 25 25 35 98 98 25 25 

 

Les purifications menées par HPLC-Prep ont permis d’obtenir 6,5 et 4,5 mg des 

composés ciblés m/z 639-1 et 639-2, respectivement. Leur caractérisation structurale est 

désormais possible.  
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2. Purification du composé m/z 639-3 à partir de l’extrait BNC_Am_MtBE_F-VI 

La fraction BNC_Am_MtBE_F-VI a été analysée pour la purification du troisième 

isomère de m/z 639 (noté 639-3). Son profil chromatographique présentait plusieurs pics et 

nécessitait donc un fractionnement supplémentaire avant son injection en HPLC-Prep. La CPC 

n’a pas été utilisée à cause de la faible quantité disponible de la fraction d’intérêt. De ce fait, 

une extraction liquide-liquide a été entreprise afin de garantir les rendements de la manipulation 

et de limiter les pertes éventuelles de la fraction.  

La fraction a été extraite deux fois avec 200 mL d’AcOEt ; même si sa polarité est 

proche de celle du MtBE, sa sélectivité est différente, ce qui permet un nouveau fractionnement. 

La phase supérieure de l’extraction liquide-liquide de l’extrait BNC_Am_MtBE_F-VI a été 

conservée pour la poursuite du protocole (Tableau 42).  

Tableau 42 : Masses obtenues après extraction liquide-liquide de l'extrait BNC_Am_MtBE_F-

VI. 

Fraction Masses (mg) Molécule d’intérêt 

BNC_Am_MtBE_F-VI_phase-inférieure 18,6 / 

BNC_Am_MtBE_F-VI_phase-supérieure 79,6 m/z 639-3 

 

Cette étape a permis de simplifier le profil chromatographique de l’extrait d’intérêt. Par 

la suite, la fraction BNC_Am_MtBE_F-VI_phase-supérieure a été injectée en HPLC-Prep. Le 

gradient 8, décrit précédemment, a été utilisé pour la purification du composé m/z 639-3 

(Tableau 41). L’expérience a permis d’obtenir 1,5 mg du composé ciblé, ce qui permet 

d’envisager une caractérisation structurale mais également sensorielle.  

Après lyophilisation, ce composé a été dégusté dans une solution hydro-alcoolique à 

une concentration de 5 mg/L. Les résultats sont reportés dans le Tableau 43. 

Tableau 43 : Gustatogramme de la molécule pure m/z 639-3 après HPLC-Prep. 

Fraction Composé pur Goût 

BNC_Am_MtBE_F-VI_phase-supérieure 639-3 Sucré : 1/5 

 

L’analyse sensorielle a permis de mettre en évidence des goûts différents pour les trois 

isomères. Leur caractérisation sensorielle dans de l’eau et dans un vin sera également conduite 
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afin de déterminer leur influence dans ces deux matrices. Par ailleurs, après leur caractérisation 

structurale, leur quantification dans le bois, les vins et les eaux-de-vie pourra être menée en 

fonction des résultats de la dégustation.  

La Figure 41 résume le protocole de fractionnement mis en place pour la purification 

des composés m/z 639-1, 639-2 et 639-3 à partir de l’extrait BNC_Am_MtBE. 

 

Figure 41 : Schéma récapitulatif du fractionnement de l'extrait BNC_Am_MtBE (ELL : 

extraction liquide-liquide). 

 

L’objectif de cette partie était de préciser l’effet de la chauffe du bois sur les propriétés 

gustatives des fractions de bois. La fraction MtBE, obtenue à partir de bois non chauffé, a été 

soumise au même protocole que pour la fraction MtBE obtenue à partir de bois chauffe forte. 

Le fractionnement des extraits pré-purifiés a révélé des fractions sapides, amères et sucrées. En 

outre, une modulation de l’intensité gustative de ces fractions a été perçue en fonction de la 

chauffe. Deux molécules sucrées, m/z 639-1 et 639-3, et une amère, m/z 639-2, ont été isolées 

dans cette partie à partir de bois non chauffé. 
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V. Isolement de fractions sapides à partir de l’extrait BuOH du Bois Non Chauffé 

(BNC_BuOH) 

Une première hypothèse, avancée pour expliquer l’incidence du bois sur le goût, 

suggérait une formation de composés sucrés lors de la chauffe. Une deuxième hypothèse 

suggérait une plus grande présence de composés amers dans le bois non chauffé. Or, la 

dégustation des extraits pré-purifiés avait montré une amertume intense dans l’extrait BuOH du 

bois non-chauffé. Une démarche inductive similaire à celle présentée précédemment a donc été 

appliquée à cet extrait pré-purifié.   

 Fractionnement de l’extrait BNC_BuOH par CPC 

L’extrait BNC_BuOH présentait un profil chromatographique complexe. Pour le 

fractionner, l’utilisation de la Chromatographie de Partage Centrifuge a été nécessaire. Les 

composés extraits dans la fraction butan-1-ol sont a priori relativement polaires. De ce fait, des 

tests de systèmes tertiaires de type « ponts », utilisés fréquemment pour ces composés, ont été 

réalisés en faisant varier la nature et les proportions des différents solvants. Le Tableau 44 

répertorie les différents systèmes testés dans cette partie pour l’extrait BNC_BuOH. 

Tableau 44 : Systèmes testés de type « pont » pour le fractionnement de l'extrait BNC_BuOH. 

Systèmes P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 

MtBE - - - - - - - 6 4 2 - - - - - - - 

AcOEt 50 25 10 5 4 3 2 - - - 5 4 3 2 10 5 4 

ACN - - - - - - - - - - - - - - 1 1 1 

iPrOH 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - - - 

MeOH - - - - - - - - - - 1 1 1 1 - - - 

H2O 50 25 10 5 4 3 2 6 4 2 5 4 3 2 10 5 4 

 

Les systèmes qui solubilisaient correctement l’extrait ont été conservés. Les phases 

inférieures et supérieures de chaque système ont été injectées en LC-HRMS, puis les KD ont 

été calculés (Tableau 45).  
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Tableau 45 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

BNC_BuOH. 

 KD 

 Elution Composés (m/z) P3 P4 P5 P6 

BNC_BuOH 

Début 687 10,34 2,77 2,69 1,43 

Milieu 695 1,80 0,98 0,75 0,51 

Fin 979 0,80 0,45 0,30 0,23 

 

Le système « pont » P4, composé d’AcOEt, d’iPrOH et d’H2O, a été choisi pour le 

fractionnement de l’extrait BNC_BuOH. L’expérience de CPC a été réalisée avec le rotor de 1 

L en mode ascendant, selon la méthode décrite dans le Tableau 46. 

Tableau 46 : Méthode de fractionnement de l’extrait BNC_BuOH par CPC. 

Méthode de fractionnement 5 : Rotor 1 L ; Mode ascendant 

 
Début 

(min) 

Fin 

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor 

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 20 50 0 100 0 

20 40 50 500 100 0 

40 45 30 1200 100 0 

45 70 30 1200 0 100 

Elution 0 135 30 2300 0 100 

Extrusion 135 180 50 2300 100 0 

 

La pression et le volume à l’équilibre étaient de 51 bars et de 325 mL, respectivement, 

ce qui indique une rétention satisfaisante de la phase inférieure dans la colonne. Le profil 

chromatographique UV de l’extrait BNC_BuOH témoigne d’une élution de composés tout au 

long de l’expérience, ce qui suggère un fractionnement efficace (Figure 42). Les profils des 

tubes injectés en LC-HRMS ont également montré des distinctions. Ainsi, l’extrait BNC_BuOH 

a pu être fractionné en six nouvelles fractions.  
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Figure 42 : Profil chromatographique UV de la CPC de l'extrait BNC_BuOH (absorbance à 

280 nm). 

Après évaporation et lyophilisation, les fractions ont été dégustées. Le Tableau 47 

présente les résultats obtenus. 

Tableau 47 : Gustatogramme des 6 fractions de l'extrait BNC_BuOH. 

Fraction Tubes Masses (mg) Goût 

F1 20-31 36,5 / 

F2 32-38 26,3 
Sucré : 1/5 

Amer : 2/5 

F3 39-67 106,4 Sucré : 3/5 

F4 68-86 63,1 Sucré : 2/5 

F5 87-185 191,5 Amertume : 3/5 

F6 186-215 1358,3 Sucré : 3/5 

/ : Fractions ne présentant aucun goût en comparaison avec la solution témoin. 

L’extrait BNC_BuOH avait été décrit avec un goût sucré (2/5) mais également amer 

(3/5). La dégustation des fractions après CPC a révélé une bonne répartition de ces goûts, trois 

fractions ont été jugées sucrées, une amère et une autre sucrée et amère. Leurs profils 

chromatographiques sont présentés dans la Figure 43. 
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Figure 43 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », des fractions F2, F3, F4, F5 et F6 de 

l'extrait BNC_BuOH (gradient LC : 1). 

La fraction F6 de l’extrait BNC_BuOH était abondante. Son fractionnement ultérieur en 

HPLC-Prep aurait nécessité de nombreuses injections successives. Pour cette raison, un 

deuxième fractionnement par CPC a été préféré, afin de faciliter la purification de composés 

sapides. 

Les fractions F2, F3 et F4 de l’extrait BNC_BuOH ont, quant à elle, été injectées 

directement en HPLC-Prep pour la suite du protocole de purification. 

La fraction F5 de l’extrait BNC_BuOH a été décrite comme amère, donc intéressante 

pour la suite de l’étude. Par ailleurs, le composé majoritaire de celle-ci, au temps de rétention 

de 3,28 min, a déjà été identifié au laboratoire et son goût a alors été établi. Il s’agit de 

l’Arjunglucoside I, qui a été jugé sucré (2/5) dans de l’eau et dans du vin (Gammacurta et al. 

2019). Ainsi, ce composé ne semble pas participer à l’amertume perçue dans la fraction 

BNC_BuOH_F5. Le reste de l’extrait présente un profil chromatographique complexe et les 

essais de séparation par HPLC se sont révélés infructueux. Par conséquent, la poursuite du 

protocole de purification n’a pas été réalisée à ce jour sur cette fraction et nécessitera un 

développement ultérieur.  

 Second fractionnement par CPC de l’extrait BNC_BuOH_F6 

La fraction F6 de l’extrait BNC_BuOH présentait deux critères intéressants : un goût 

sucré intense et une masse conséquente. Pour réaliser ce deuxième fractionnement par CPC, 

des systèmes de type « ponts » ont été testés (Tableau 44). L’extrait n’était soluble que dans 2 
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systèmes sur les 17 testés : les systèmes P6 (AcOEt/iPrOH/H2O) et P9 (MtBE/iPrOH/H2O). Les 

KD ont été calculés par la suite afin de choisir le système adéquat pour cette fraction. 

Tableau 48 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

BNC_BuOH_F6. 

 KD 

 Elution Composés (m/z) P6 P9 

BNC_BuOH_F6 

Début 933 7,68 1,79 

Milieu 300 5,34 1,46 

Milieu 581 5,40 1,89 

Fin 915 5,22 1,77 

  

Dans le système P6, les principaux composés de l’extrait présentaient un KD élevé, peu 

compatible avec la mise en œuvre pratique de l’expérience de CPC. Dans le système P9, les KD 

obtenus sont plus proches de 1 ; ces conditions ont été retenues pour le fractionnement. Pour 

vérifier la pertinence de ce choix, une première injection de 400 mg de l’extrait a été réalisée 

avec le rotor de 100 mL, en mode ascendant, selon la méthode décrite dans le Tableau 49.  

Tableau 49 : Méthode de fractionnement pour l’extrait BNC_BuOH_F6 par CPC. 

Méthode de fractionnement 6 : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 
Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor  

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2300 100 0 

35 60 5 2300 0 100 

Elution 0 55 5 2300 0 100 

Extrusion 55 120 10 2300 100 0 

 

La vitesse du rotor a été fixée à 2300 rpm. Les phases A et B correspondaient, 

respectivement, à la phase inférieure et la phase supérieure du système P9. La pression et le 

volume à l’équilibre étaient de 93 bars et de 46 mL respectivement. Le profil 

chromatographique UV présentait plusieurs pics.  

Après analyse en LC-HRMS, l’extrait F6 a pu être décomposé en quatre fractions 

distinctes. Une deuxième expérience a été réalisée sur le reste de cette fraction (900 mg) avec 

la même méthode d’analyse. La pression et le volume à l’équilibre étaient de 93 bars et de 40 
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mL respectivement, comme pour la première injection. Le profil UV de la deuxième injection 

et les profils LC-HRMS des tubes collectés sont similaires à ceux de la première. Ainsi, les 

mêmes fractions ont été constituées pour les deux CPC. Elles ont ensuite été dégustées 

(Tableau 50).  

Tableau 50 : Gustatogramme des 4 fractions rassemblées de l'extrait BNC_BuOH_F6. 

 Fraction Masses (mg) Goût 

BNC_BuOH_F6 

1 2,4 Sucré : 3/5 

2 4 
Sucré : 2/5 

Amer : 2/5 

3 66,4 Amer : 4/5 

4 1165,9 Amer : 5/5 

 

Malgré une répartition inégale des masses après le fractionnement, l’analyse sensorielle 

a permis de révéler des extraits sucrés et amers. Deux fractions ont notamment été notées 

intensément amères et une sucrée. Le protocole de purification n’a pas encore été poursuivi sur 

ces fractions. Néanmoins, quelques hypothèses ont pu être émises.  

La fraction BNC_BuOH_F6_1 présente un faible nombre de pics chromatographiques. 

Le pic majoritaire de cette fraction a été identifié comme l’ion déprotoné (C14H5O8
-) de l’acide 

ellagique (m/z 301). En effet, les mêmes ions fragments ont été obtenus suite à l’analyse des 

spectres de fragmentation HCD que ceux décrits dans la littérature (Fernandes et al. 2011 ; 

Regalado et al. 2011). Au vu de la faible masse obtenue pour cette fraction, il est probable que 

le goût sucré perçu provienne de ce composé majoritaire. Des études ultérieures viseront à 

valider cette hypothèse.  

Les fractions BNC_BuOH_F6_3 et BNC_BuOH_F6_4 pourront être injectées en 

HPLC-Préparative afin de les caractériser au niveau sensoriel. En revanche, deux composés 

majoritaires de l’extrait BNC_BuOH_F6_4 ont été identifiés. Il s’agit de lignanes glycosylés 

décrit dans la Partie I – Chapitre I : le (+)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside (lignane (+)-

5) et le (-)-lyonirésinol 9′-O-β-glucopyranoside (lignane (-)-6). Ces molécules ont été purifiées 

au laboratoire et ont été jugées amères (Marchal, Cretin, et al. 2015). Ainsi, elles sont 

potentiellement responsables de l’amertume perçue pour cette fraction. Le fractionnement 

devra être continué afin de valider cette hypothèse.  
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 Purification par HPLC-Prep des fractions BNC_BuOH_F2, F3 et F4 

Les fractions BNC_BuOH_F2, BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4 ont été injectées en 

HPLC-Prep pour la poursuite du protocole de purification.  

Les trois fractions ont été traitées séparément en HPLC-Prep équipée d’une colonne 

Hypersil Gold (21,2 x 250 mm, 5 µm, Thermo Scientific) pour la fraction BNC_BuOH_F2 et 

d’une colonne Sunfire C18 OBD (19 x 250 mm, 5 µm, Waters) pour les fractions 

BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4. La phase mobile était constituée d’un mélange H2O + 0,1 

% acide formique (phase A) et ACN + 0,1 % acide formique (phase B). Le débit était fixé à 20 

mL/min. Les gradients ont été optimisés afin de séparer au mieux les composés des fractions 

BNC_BuOH_F2 (Gradient 10), BNC_BuOH_F3 (Gradient 11) et BNC_BuOH_F4 (Gradient 

12). Les conditions chromatographiques utilisées pour ces fractionnements sont reportées dans 

le Tableau 51. 

Tableau 51 : Gradients utilisés pour la purification par HPLC-Prep des composés présents dans 

les fractions BNC_BuOH_F2, BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4. 

BNC_BuOH_F2 

Colonne Hypersil Gold 
Gradient 10 

Temps (min) 0 5,9 32 39 44,2 45,3 52  

% B 25 25 45 98 98 25 25  

BNC_BuOH_F3 

Colonne Sunfire 
Gradient 11 

Temps (min) 0 11 22,1 44,2 46,4 52 54 59 

% B 15 15 25 30 98 98 15 15 

BNC_BuOH_F4 

Colonne Sunfire 
Gradient 12 

Temps (min) 0 13,3 35,4 39 44,2 45,3 52  

% B 5 5 20 98 98 5 5  

 

Les échantillons ont été préparés selon la méthode décrite dans le paragraphe III.C.1 de 

ce chapitre. Une détection UV à 280 nm et une détection simultanée en ELSD ont permis de 

suivre l’élution des composés pour les trois fractions.  

Pour des raisons de simplification, les composés de cette partie seront désignés par la 

masse nominale m/z de leur ion déprotoné [M-H]-. Plusieurs composés majoritaires, présents 

dans les fractions étudiées, ont été purifiés (Figure 44).  
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Figure 44 : Chromatogrammes, en mode « Base Peak », des fractions injectées en HPLC-Prep 

en ionisation négative (BNC_BuOH_F2, BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4). 

 

Le Tableau 52 répertorie les masses obtenues pour les fractions d’élution ainsi que les 

composés purs. Les expériences en HPLC-Prep ont permis de purifier quatre composés, avec 

des masses variables en fonction de la quantité injectée. Les composés présents dans les 

fractions d’élution ne peuvent être facilement associés à des structures connues sur la base de 

ces données.  
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Tableau 52 : Résultats obtenus après HPLC-Prep pour les fractions BNC_BuOH_F2, 

BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4. 

Fraction Pic/Elution m/z observé Masse (mg) 

BNC_BuOH_F2 

Ionisation négative 

Pic 1 979 1,7 

Elution 503 ; 695 ; 679 17,4 

BNC_BuOH_F3 

Ionisation négative 

Pic 1 169-neg 2,5 

Pic 2 807 1,5 

Pic 3 539 4,3 

Elution 695 ; 995 ; 537 69,7 

BNC_BuOH_F4 

Ionisation négative 

Pic 1 783 1,2 

Elution 907 ; 1011 43,5 

 

Les molécules pures ainsi que les fractions d’élution obtenues après HPLC-Prep ont été 

caractérisées sensoriellement. Les résultats de la dégustation en solution hydro-alcoolique sont 

présentés dans le Tableau 53.  

Tableau 53 : Gustatogramme des molécules pures et des extraits après HPLC-Prep pour les 

fractions BNC_BuOH_F2, BNC_BuOH_F3 et BNC_BuOH_F4. 

Fraction Composé pur et élution Goût 

BNC_BuOH_F2 
979 Sucré : 2/5 

Elution Amer : 3/5 

BNC_BuOH_F3 

807 Sucré : 2/5 

169-neg Amer : 3/5 

539 Amer : 2/5 

Elution Sucré : 2/5 

BNC_BuOH_F4 
783 Sucré : 1/5 

Elution Sucré : 2/5 

 

La fraction BNC_BuOH_F2 avait été décrite comme étant aussi sucrée qu’amère. Bien 

que cette fraction n’exprimait pas un goût intense, son profil chromatographique présentait peu 

de pics. L’expérience de HPLC-Prep a permis de purifier le composé majoritaire m/z 979. Ce 

composé a déjà été identifié au laboratoire et son goût a alors été établi. Il s’agit du 

Quercotriterpénoside XI (QTT XI), qui a été jugé sucré (2/5) dans de l’eau, en solution hydro-

alcoolique et dans du vin (Gammacurta et al. 2019). Dans cette publication, la présence de ce 

composé a également été décrite dans un vin blanc boisé et dans une eau-de-vie de Cognac. 

Ainsi, il est possible que cette molécule contribue au goût des vins et des eaux-de-vie. Pour 
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vérifier cette hypothèse, son seuil de détection gustative devra être déterminé dans ces matrices 

puis il conviendra de le comparer aux concentrations retrouvées dans les vins et les spiritueux. 

Par ailleurs, la fraction d’élution a été décrite comme amère, ce qui démontre l’efficacité de la 

séparation.  

La fraction BNC_BuOH_F3 avait été décrite avec un goût sucré intense. Après injection 

en HPLC-Prep, trois composés majoritaires ont été purifiés. L’un a été jugé sucré (m/z 807) et 

les deux autres amers (m/z 169-neg et 539). Les résultats de la dégustation suggèrent que le 

composé m/z 807 puisse participer au goût de la fraction avant injection. Si la fraction d’élution 

a également été jugée sucrée, les composés m/z 169-neg et 539 se sont révélés moyennement 

amers, ce qui indique des effets de masquage de certains composés par d’autres. Afin de purifier 

d’autres composés sapides, la fraction d’élution pourrait être injectée une seconde fois en 

HPLC-Prep avec un nouveau gradient.  

La fraction BNC_BuOH_F4 avait été décrite moyennement sucrée. Le composé 

majoritaire m/z 783 de cette fraction a pu être purifié et été jugé faiblement sucré. Il ne semble 

pas en mesure d’être responsable de la saveur de la fraction ; des phénomènes de synergie avec 

d’autres composés pourraient expliquer les différences de perception obtenues.  

La Figure 45 résume le protocole de fractionnement mis en place pour la purification 

de fractions sapides pour l’extrait BNC_BuOH. 
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Figure 45 : Schéma récapitulatif du fractionnement de l'extrait BNC_BuOH. 

 

La purification des fractions d’intérêt a permis de mettre en évidence des molécules 

sapides. Les composés m/z 807, 783, 169-neg et 539 sont potentiellement intéressants pour la 

suite de l’étude. Malheureusement, les quantités disponibles pour les composés m/z 807 et 783, 

à la suite de la dégustation, ne sont pas suffisantes pour leur caractérisation structurale. De ce 

fait, une optimisation des méthodes de fractionnement de l’extrait de bois de chêne a été mise 

en place pour purifier à nouveau ces composés d’intérêt. 

 Optimisation des méthodes de fractionnement en vue de la purification des 

composés m/z 807 et 783 

Une approche ciblée a été mise en place afin de purifier les composés de m/z 807 et 783. 

Pour cela, un criblage a été réalisé à l’aide de la LC-HRMS. Les masses précises des ions quasi-

moléculaires des composés d’intérêt, soit 807,0657 et 783,0662, ont été recherchées avec une 

précision de masse de ± 5 ppm. Les méthodes ont été optimisées pour permettre la purification 

de ces deux composés, en plus grande quantité. Ainsi, dans cette partie, le fractionnement des 

extraits n’a pas été guidé par leur dégustation mais par leur analyse spectrométrique. 
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Ces deux composés ont principalement été observés dans le BNC. Une extraction solide-

liquide de cet extrait a alors été réalisée, dans les conditions décrites dans le paragraphe II.B de 

ce chapitre. 

Après filtration, évaporation à sec et lyophilisation, une poudre homogène de l’extrait a 

été obtenue. Des tests d’extraction liquide-liquide ont été réalisés sur l’extrait afin de 

sélectionner le meilleur solvant en vue de la purification des deux composés d’intérêt. Ils ont 

montré une meilleure affinité pour le butan-1-ol. Afin d’améliorer le rendement, deux 

extractions supplémentaires au BuOH saturé ont été ajoutées au protocole mis en place dans le 

paragraphe II. C. 1. de ce chapitre. Les composés étaient également présents dans la phase 

aqueuse de ces extractions liquide-liquide mais avec une intensité plus faible. Ainsi, la phase 

BuOH a été conservée pour la poursuite du fractionnement.  

Des tests de systèmes de CPC ont été réalisés sur l’extrait BNC_BuOH (3,5 g). Des 

systèmes fortement polaires ont été privilégiés pour ce fractionnement, puis les KD ont été 

calculés pour ces deux composés. Le système choisi est le P3, composé d’AcOEt/iPrOH/H2O 

dans les proportions 10/1/10. A l’issue de cette expérience de CPC, les tubes collectés sont 

analysés par LC-HRMS et rassemblés pour constituer deux fractions enrichies en composé 

ciblé. Ainsi, la fraction BNC_BuOH_F-III est conservée pour la purification du composé m/z 

807 et la fraction BNC_BuOH_F-IV pour la purification du composé m/z 783 (Tableau 54). 

Tableau 54 : Masses obtenues après le fractionnement par CPC de l'extrait BNC_BuOH. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

F-I 15-37 67,9 / 

F-II 38-52 49,9 / 

F-III 53-66 44,7 m/z 807 

F-IV 67-83 92,9 m/z 783 

F-V 84-115 101,1 / 

F-VI 116-145 88,4 / 

F-VII 146-185 111,7 / 

F-VIII 186-202 235,3 / 

F-IX 203-230 2124 / 
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Les profils chromatographiques obtenus pour les deux fractions sélectionnées à l’issue 

de cette première expérience de CPC étaient simplifiés. La HPLC-Prep a donc pu être utilisée 

pour achever le protocole de purification. Une meilleure séparation des composés a été observée 

en utilisant la colonne Sunfire, avec des phases A (eau) et B (acétonitrile) acidifiées. Les 

conditions chromatographiques utilisées pour les fractionnements sont reportées dans le 

Tableau 55.  

Tableau 55 : Gradient utilisé pour la purification par HPLC-Prep des composés m/z 807 et 783 

dans les fractions BNC_BuOH_F-III et BNC_BuOH_F-IV. 

BNC_BuOH_F-III 

BNC_BuOH_F-IV 

Colonne Sunfire 

Gradient 13 
Temps (min) 0 5,9 32 39 44,2 45,3 52 

% B 10 10 19 98 98 10 10 

 

La Figure 46 résume le protocole de fractionnement mis en place pour la purification 

des composés m/z 807 et 783 à partir de l’extrait BNC_BuOH.  

 

Figure 46 : Fractionnement de l'extrait BNC_BuOH en vue de la purification des composés 

m/z 807 et 783. 
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Les purifications réalisées par HPLC-Prep ont permis d’obtenir respectivement 3,5 et 

4,2 mg des composés ciblés m/z 807 et 783. Leur élucidation structurale est désormais possible. 

Leur caractérisation sensorielle dans de l’eau et dans un vin sera également conduite afin 

d’évaluer leur influence dans ces deux matrices. Par ailleurs, leur quantification dans le bois, 

les vins et les eaux-de-vie pourra être menée en fonction des résultats de la dégustation.  

 

Dans cette partie, une stratégie d’extraction et de purification a été développée à partir 

d’extrait de bois de chêne « non-chauffé ». L’étude a été guidée par la dégustation, permettant 

le criblage des fractions et la sélection de celles présentant un goût. En outre, lors du 

fractionnement, des fractions sapides, amères et sucrées, ont été retrouvées. Cette observation 

est en accord avec la dégustation de l’extrait pré-purifié, qui présentait les deux saveurs. La 

deuxième hypothèse avancée pour expliquer la modulation gustative consécutive à la chauffe, 

suggérait la présence de composés amers dans le bois non-chauffé. La dégustation a bien permis 

d’isoler deux molécules amères. Néanmoins, deux composés sucrés ont également été purifiés 

à partir de ce même extrait.  
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Conclusion Chapitre III 

L’objectif de ce chapitre était de mettre en place un protocole de purification afin 

d’isoler des fractions sapides à partir d’extrait de bois de chêne. Une démarche inductive guidée 

par la dégustation a été adoptée. Cette technique a permis de mettre en évidence plusieurs 

fractions possédant un goût amer et/ou sucré. En outre, une modulation de l’intensité gustative 

de ces fractions a été perçue en fonction de la chauffe. Les résultats obtenus ont montré une 

saveur sucrée plus intense dans l’extrait organique au MtBE du BCF et une amertume plus 

marquée dans la phase BuOH du BNC. Ces perceptions sont cohérentes avec les observations 

empiriques. 

Les protocoles de fractionnement ont permis de purifier les composés majoritaires des 

fractions d’intérêt. Ainsi, sept composés sapides ont été purifiés à partir de l’extrait BCF_MtBE, 

cinq à partir de l’extrait BNC_BuOH et trois à partir de l’extrait BNC_MtBE. Parmi ces 

molécules, quatre avait déjà été purifiées et identifiées au laboratoire. Les autres, soit six 

composés sucrés (m/z 641, 183, 807, 783, 639-1 et 639-3), quatre amers (m/z 169-pos, 169-neg, 

539 et 639-2) et un astringent (m/z 209), ont été plus particulièrement étudiés par la suite. Leur 

caractérisation sensorielle dans deux nouvelles matrices ainsi que leur caractérisation 

structurale feront l’objet du prochain chapitre. 
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CHAPITRE IV. IDENTIFICATION DE COMPOSÉS SAPIDES DU BOIS DE CHÊNE 

Introduction 

L’objectif de ce chapitre est d’élucider la structure des composés purifiés 

précédemment, à l’aide de la HRMS et de la RMN, et d’étudier leurs propriétés sensorielles 

dans deux matrices, de l’eau et un vin blanc non boisé.  

I. Etude des propriétés sensorielles des composés purifiés 

Les quantités obtenues pour les composés d’intérêt ont permis d’étudier leurs propriétés 

sensorielles dans de l’eau et dans un vin blanc non boisé (Bordeaux 2013) par un panel restreint. 

Pour chaque matrice, ils ont été dégustés à une concentration fixe de 5 mg/L, selon les 

conditions décrites dans la partie expérimentale générale III. A. Les cinq dégustateurs ont 

comparé les composés entre eux et avec les témoins. La perception gustative a alors été décrite, 

puis l’intensité a été notée pour les différentes saveurs perçues. Le vin blanc, utilisé comme 

témoin, a été décrit avec une forte acidité. Le QTT I a été utilisé comme molécule de référence 

pour la sucrosité (Marchal, Waffo-Téguo, et al. 2011) ; il a été noté à une intensité de 4/5 dans 

de l’eau et dans le vin blanc, dont il diminue en outre l’acidité. Les résultats de la dégustation 

sont reportés dans le Tableau 56. 

Tableau 56 : Propriétés gustatives des composés d'intérêt dans de l'eau et dans un vin blanc 

non boisé. 

 Eau 
Vin blanc non boisé 

Bordeaux 2013 

 Sucré Amer Astringent Sucré Amer Astringent Acide 

Témoin / / / 0/5 0/5 0/5 5/5 

QTT I 4/5 0/5 0/5 4/5 0/5 0/5 2/5 

169-pos 0/5 0/5 1/5 0/5 1/5 1/5 3/5 

183 2/5 0/5 0/5 3/5 1/5 0/5 2/5 

209 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 3/5 4/5 

641 4/5 0/5 0/5 4/5 0/5 0/5 3/5 

639-1 3/5 0/5 0/5 3/5 1/5 0/5 3/5 

639-2 0/5 2/5 0/5 0/5 3/5 0/5 3/5 

639-3 1/5 0/5 0/5 0/5 2/5 0/5 5/5 

807 2/5 0/5 0/5 3/5 1/5 0/5 2/5 

783 1/5 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 4/5 

169-neg 0/5 3/5 0/5 0/5 3/5 0/5 3/5 

539 0/5 2/5 0/5 1/5 3/5 0/5 3/5 

/ : Aucune note n’a été attribuée. 
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La dégustation a permis d’établir que six molécules purifiées ont un goût sucré dans les 

deux matrices. Elles ont été notées avec des intensités variables mais plus faibles que le QTT I, 

à l’exception du composé m/z 641 qui est apparu aussi sucré que la référence. Dans le vin blanc, 

cette molécule procure également une forte augmentation de la sensation de sucrosité ainsi 

qu’une diminution de l’acidité.  

Les composés m/z 183, 639-1 et 807 possèdent aussi un goût sucré. Dans l’eau, ils ont 

été notés respectivement avec une intensité de 2, 3 et 2 sur 5. En outre, ils ont chacun modifié 

l’équilibre gustatif du vin blanc en augmentant intensément la sucrosité, faiblement l’amertume 

et en diminuant l’acidité.  

Après ajout du composé m/z 783 dans de l’eau, celui-ci a été perçu avec un faible goût 

sucré. Dans un vin blanc, sa saveur a également été ressentie mais plus faiblement. Le composé 

m/z 639-3 a été décrit comme peu sucré dans de l’eau. En revanche, il semble participer à 

l’équilibre gustatif du vin blanc en augmentant son amertume sans modifier son acidité.  

Par ailleurs, trois molécules (m/z 639-2, 169-neg et 539) ont développé un goût amer 

dans de l’eau. Leur ajout a également un effet sur la qualité gustative du vin en augmentant 

intensément l’amertume et en diminuant l’acidité.  

Deux molécules (m/z 169-pos et 209) ont également été décrites comme astringentes 

tant dans de l’eau que dans le vin blanc.  

Les molécules d’intérêt ont pu être caractérisées sensoriellement. Néanmoins, seule la 

détermination de leur seuil de détection dans diverses matrices pourra évaluer leur influence 

organoleptique sur le goût des vins et des eaux-de-vie élevés sous bois.  

II. Caractérisation structurale des composés purifiés 

La détermination de la formule brute de composés inconnus peut se faire grâce à la LC-

HRMS en raison des caractéristiques techniques de l’analyseur Orbitrap. Elle s’articule en 

plusieurs étapes (Kind et Fiehn 2007). Tout d’abord, l’application QualBrowser du logiciel 

Xcalibur permet d’assigner les espèces chimiques majoritaires du spectre de masse, telles que 

les ions quasi-moléculaires, adduits, dimères et les fragments, présentes dans ces composés. 

Cette affectation est basée sur les écarts de m/z observés entre les ions. Cela permet de générer 

des formules brutes potentielles pour chaque ion quasi-moléculaire, en appliquant des 

contraintes relatives à la composition des molécules comme, par exemple, le nombre maximum 

des différents atomes. Le logiciel présente, pour chacune des formules candidates, l’écart entre 
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la masse mesurée et la masse théorique. En raison de la précision de mesure de masse de 

l’analyseur Orbitrap, la formule n’est plausible que lorsque cet écart est inférieur à 3 ppm. 

Enfin, le logiciel permet d’estimer le nombre d’atomes de carbones de la molécule, par la 

mesure du rapport entre les ions M et M+1 du massif isotopique. Cette estimation réduit le 

nombre de formules brutes candidates et permet de déterminer celle correspondant au composé 

considéré. 

L’utilisation de cette méthode a permis de déterminer les formules brutes pour les ions 

déprotonés m/z 641, 639-1, 639-2, 639-3, 807, 783, 169-neg et 539 ainsi que pour les ions 

protonés m/z 169-pos, 183 et 209. L’analyseur Orbitrap est équipé d’une cellule de collision 

HCD permettant la fragmentation des ions totaux. Cette analyse est susceptible de fournir des 

renseignements sur la nature, la position et l’enchaînement des groupes fonctionnels d’une 

molécule (Marchal, Génin, et al. 2015). Ainsi les molécules ont été analysées avec différentes 

énergies de collision. Les principaux fragments ont été obtenus à 40 eV en mode d’ionisation 

négatif et à 30 eV en mode positif. Les Tableau 57 et Tableau 58 récapitulent les données de 

spectrométrie de masse à haute résolution enregistrées pour les composés purifiés. Le pouvoir 

rotatoire spécifique de chaque molécule a également été mesuré à partir d’1 mg d’extrait pur, 

avec l’appareil et les conditions décrites en partie expérimentale générale.  

Tableau 57 : Données HRMS en ionisation négative et pouvoir rotatoire spécifique des 

composés purifiés à partir de l’extrait de bois de chêne.  

Ion moléculaire Ions fragmentsa 
Pouvoir rotatoire 

spécifique 

m/z nominale [M-H]- Formuleb [M-H]- Formule [α]25 

641 641,2218 C33H37O13
- 

417,1578 

223,0606 

C22H25O8
- 

C11H11O5
- 

-74,2 

639-1 639,1935 C29H35O16
- 

487,1826 

335,1678 

169,0125 

C22H31O12
- 

C15H27O8
- 

C7H5O5
- 

-2,3 

639-2 639,1935 C29H35O16
- 

487,1826 

335,1678 

169,0125 

C22H31O12
- 

C15H27O8
- 

C7H5O5
- 

-7,1 

639-3 639,1935 C29H35O16
- 

487,1826 

335,1678 

169,0125 

C22H31O12
- 

C15H27O8
- 

C7H5O5
- 

n.d 

169-neg 169,0142 C7H5O5
- 

125,0243 

97,0290 

C6H5O3
- 

C5H5O2
- 

-9,2 

807 807,0702 C36H23O22
- 

505,0607 

300,9991 

169,0134 

C22H17O14
- 

C14H5O8
- 

C7H5O5
- 

-71,9 
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783 783,069 C34H23O22
- 

481,0603 

300,9991 

C20H17O14
- 

C14H5O8
- 

+85,1 

539 539,1411 C24H27O14
- 

509,1304 

313,0567 

C23H25O13
- 

C13H13O9
- 

+4,7 

a : Fragmentation HCD réalisée à 40 eV. 

b : Formule brute postulée à partir de la mesure de masse précise, du ratio isotopique et de 

l’interprétation de la composition des fragments. 

n.d : non déterminé. 

 

Tableau 58 : Données HRMS en ionisation positive et pouvoir rotatoire spécifique des 

composés purifiés à partir de l’extrait de bois de chêne. 

Ion moléculaire Ions fragmentsa 
Pouvoir rotatoire 

spécifique 

m/z nominale [M+H]+ Formuleb  [M+H]+ Formule [α]25 

169-pos 169,0494 C8H9O4
+ 

154,0269 

125,0447 

C7H6O4
+ 

C7H9O2
+ 

0 

183 183,0656 C9H11O4
+ 

168,0344 

153,0109 

C8H8O4
+ 

C7H5O4
+ 

-2,4 

209 209,0813 C11H13O4
+ 

194,0501 

179,0266 

C10H10O4
+ 

C9H7O4
+ 

13,7 

a : Fragmentation HCD réalisée à 30 eV. 

b : Formule brute postulée à partir de la mesure de masse précise, du ratio isotopique et de 

l’interprétation de la composition des fragments. 

 

L’analyse structurale a ensuite été réalisée par l’étude des spectres RMN. Pour cela, 1 

mg de chaque composé a été utilisé. Les techniques de RMN et de polarimétrie étant non 

destructives, les échantillons ont ensuite été récupérés puis lyophilisés. L’enregistrement des 

spectres RMN a été réalisé par le Pr. Pierre Waffo-Téguo et par Eric Pedrot, de l’axe MIB de 

l’unité de recherche Œnologie. Leur interprétation a été supervisée par le Pr. Waffo-Téguo. 

 Composés de la fraction BCF_MTBE 

1. Identification des composés m/z 169-pos, 183 et 209 

Le composé m/z 169-pos présente un ion protoné [M+H]+ de m/z 169,0494, ce qui 

correspond à une formule brute de C8H8O4 (avec une précision de 1,3 ppm par rapport à la 

valeur théorique). La présence des ions fragments de m/z 154,0269 et 125,0447 correspondent 

respectivement à une perte d’un méthyle et d’un groupe carboxyle.   
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Le composé m/z 183 présente un ion quasi-moléculaire [M+H]+ de m/z 183,0656 ce qui 

correspond à une formule brute de C9H10O4 (avec une précision de 1,9 ppm). La présence des 

ions fragments de m/z 168,0344 et 153,0109 correspondent à des pertes de groupes méthyles.   

Le composé m/z 209 présente un ion quasi-moléculaire [M+H]+ de m/z 209,0813 ce qui 

correspond à une formule brute de C11H12O4 (avec une précision de 2,3 ppm). La présence des 

ions fragments de m/z 194,0501 et 179,0266 correspondent à des pertes de groupes méthyles.   

Les formules brutes correspondant à ces composés ont déjà été décrites dans de 

nombreuses espèces et également dans le genre Quercus (Brígida Fernández de Simón et al. 

1996 ; Martínez‐Gil et al. 2019 ; M. Sanz et al. 2012). Afin de valider leur identification, seuls 

les spectres mono-dimensionnels du proton ont été réalisés, à 300 K dans de l’acétone-d6. La 

comparaison des données RMN expérimentales (Tableau 59) avec celles de la littérature (H. 

Kim et al. 2003) a permis de confirmer la présence des différents groupements décrits 

précédemment pour chaque composé.  

Tableau 59 : Données RMN 1H des composés m/z 169-pos, 183 et 209. 

m/z 169-pos m/z 183 m/z 209 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité  

(J en Hz) 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité  

(J en Hz) 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité  

(J en Hz) 

2 7,51 d (1,6) 2/6 7,2 s 2/6 7,1 s 

5 6,9 d (8,3) 7 9,8 s 7 7,56 d (15,8) 

6 7,58 dd (8,3 ; 1,6) 3-OMe 3,9 s 8 6,69 dd (15,8 ; 7,8) 

3-OMe 3,8 s 5-OMe 3,9 s 9 9,63 d (7,8) 

    3-OMe 3,9 s 

    5-OMe 3,9 s 

 

Ainsi, les molécules ont été identifiées comme étant l’acide vanillique (m/z 169-pos), le 

syringaldéhyde (m/z 183) et le sinapaldéhyde (m/z 209) (Figure 47).  
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Figure 47 : Structure chimique de l'acide vanillique (m/z 169-pos), du syringaldéhyde (m/z 183) 

et du sinapaldéhyde (m/z 209). 

L’acide vanillique a déjà été identifié dans les vins et les eaux-de-vie (Canas 2017 ; J. -

L Puech et al. 1984 ; Rocchetti et al. 2018 ; Symonds 1978). Il a déjà été décrit dans la littérature 

pour son astringence (Gonzalo-Diago, Dizy, et Fernández-Zurbano 2014). Son seuil de 

détection dans de l’eau a été établi à 53 mg/L par Hufnagel & Hofmann (Hufnagel et Hofmann 

2008) pour le caractère astringent également. Lors de la dégustation, présentée dans le 

paragraphe I de ce chapitre, ce composé a été décrit avec un goût très peu intense, ce qui est 

cohérent avec la valeur de son seuil de détection (Hufnagel et Hofmann 2008). Pour cette raison, 

son étude ne sera pas poursuivie dans la suite de ce travail. 

Le syringaldéhyde a lui aussi été identifié dans les vins et les spiritueux (Barnaba et al. 

2015 ; Canas 2017 ; de Simón et al. 1990 ; Sirén, Sirén, et Sirén 2015). Si son goût n’a jamais 

été relaté dans la bibliographie, ce composé a été décrit comme développant une odeur « douce, 

gourmande », avec un seuil de détection olfactive estimé à 22 µg/L (Sterckx et al. 2011). La 

dégustation réalisée avec les cinq experts a permis de juger ce composé sucré avec une intensité 

de 3/5. Afin de valider son influence dans les vins et les eaux-de-vie, son seuil de détection 

gustative sera réalisé dans ces deux matrices. En outre, la dégustation se fera avec des pince-

nez pour que le panel ne soit pas influencé par son odeur caractéristique.   

Le sinapaldéhyde a également été identifié dans les spiritueux (Canas, Casanova, et 

Pedro Belchior 2008 ; Canas et al. 2003). Son goût n’a jamais été identifié dans la littérature. 

Pour la suite de ce travail, ce composé n’a pas fait l’objet d’un seuil de détection gustative, car 

la dégustation présentée précédemment n’avait pas révélé d’activité gustative significative en 

dépit de sa présence dans une fraction sucrée. 
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2. Identification du composé m/z 641 

Le composé m/z 641, d’ion quasi moléculaire [M-H]- de m/z 641,2218, a pour formule 

brute C33H38O13 (avec une précision de 0,4 ppm par rapport à la valeur théorique). Son spectre 

HRMS en ionisation négative avec fragmentation HCD présente deux fragments majoritaires 

de m/z 417,1578 et 223,0606, correspondant respectivement à des pertes de neutre de 223,8422 

(C11H12O5) et de 418,1612 (C22H26O8), comme représenté à la Figure 48. Ces données 

suggèrent que ces deux fragments correspondent aux deux groupements principaux de la 

molécule d’intérêt.  

 

Figure 48 : Spectre HRMS de la molécule m/z 641. 

A notre connaissance, aucun composé avec cette formule brute n’a été décrit dans le 

bois ni dans le genre Quercus. Les spectres mono-dimensionnels (1H) et bi-dimensionnels (1H-

1H COSY, 1H-1H ROESY, 1H-13C HSQC et 1H-13C HMBC) ont été réalisés selon les conditions 

décrites dans la partie expérimentale générale II. B. 2. b. Aucune correspondance n’a été 

trouvée entre les données RMN expérimentales et celles de la littérature pour cette molécule 

m/z 641 (ANNEXE 6). Toutefois, l’ion fragment de formule C22H25O8
- pourrait correspondre 

au syringarésinol, un lignane présent dans diverses boissons, telles que le vin et le sirop d’érable 

(Liu et al. 2017 ; Nurmi et al. 2003 ; Sanz et al. 2012), ainsi que dans diverses essences de bois, 

et notamment le chêne (Seikel, Hostettler, et Niemann 1971). Pour valider cette hypothèse, une 

comparaison entre les données RMN et celles de la littérature a d’abord été initiée. Puis, la 

structure complète du composé m/z 641 a été réalisée. Le raisonnement conduisant à ce résultat 

est détaillé ci-dessous.  
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Identification du fragment C22H26O8 

Les données HRMS ont établi une formule brute C22H26O8 qui pourrait correspondre au 

syringarésinol. L’analyse du spectre RMN du proton a permis de repérer plusieurs signaux 

caractéristiques (ANNEXE 6). 

Douze protons, résonnant à 3,73 et 3,84 ppm, apparaissent sous forme de singulets ; ils 

correspondent aux protons de groupes méthoxy présents sur deux noyaux aromatiques. 

Quatre protons, résonnant à 6,68 et 6,66 ppm, apparaissent sous forme de singulets ; ils 

correspondent à des protons en position méta sur deux noyaux aromatiques. 

Les autres protons sont présents sur les deux tétrahydrofuranes : deux « broad bands » 

intégrant pour un proton chacun et résonnant à 3,11 et 3,13 ppm ; deux multiplets intégrant pour 

deux protons chacun et résonnant à 3,89 et 4,27 ppm ; deux doublets intégrant pour un proton 

chacun, résonnant à 4,78 et 4,74 ppm avec des constantes de couplage de 3,9 et 4,1 Hz 

respectivement. Ces différents signaux sont cohérents avec l’hypothèse initiale, il semblerait 

que ce fragment soit bien le syringarésinol (Casabuono et Pomillo 1994). 

La stéréo-isomérie de ce fragment a notamment été étudiée. Celle-ci présente 4 centres 

stéréogènes. En effet, si la RMN ne permet pas de caractériser la configuration absolue d’une 

molécule, il est en revanche possible de déterminer la configuration relative des cycles, grâce 

aux constantes de couplage des signaux 1H et à l’expérience ROESY. Les données RMN ainsi 

que la littérature montrent que cette partie de la molécule comporte des liaisons condensées de 

type résinol (β-β) (Davin et al. 2008). Ainsi, il est connu que pour les tétrahydrofuranes, la 

stéréo-isomérie entre H-8 et H-8' correspond toujours à une orientation cis (Rahman et al. 

1990). Les données RMN 1H pour les protons benzyliques H-7 et H-7' ne sont pas identiques 

et apparaissent comme doublets respectivement à 4,78 (J = 3,9 Hz) et 4,74 ppm (J = 4,1 Hz). 

En outre, le proton H-7, résonnant à 4,78 ppm, est corrélé en ROESY avec le proton H-9, 

résonant à 3,89 ppm, et avec les protons H-2 et H-6, résonnant à 6,68 ppm. De la même façon, 

le proton H-7', résonnant à 4,74 ppm, est corrélé en ROESY avec le proton H-9, résonnant à 

3,89 ppm, et avec les protons H-2' et H-6', résonnant à 6,66 ppm. Cette observation indique que 

les protons H-7 et H-8, ainsi que H-7' et H-8' sont en position trans diéquatoriale. Ces données 

sont cohérentes avec celles de la littérature (Casabuono et Pomillo 1994). 
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 Identification du fragment C11H12O5 

Après l’identification du syringarésinol, quatre signaux n’ont toujours pas été attribués 

(ANNEXE 6).  

Six protons, résonnant à 3,85 ppm, apparaissent sous forme de singulets et sont portés 

par deux carbones à 56,2 ppm. Le spectre HMBC montre que ce signal 1H corrèle avec un 

carbone situé dans la zone des aromatiques à 147,03 ppm. Les déplacements chimiques de ces 

deux derniers signaux suggèrent la présence de deux groupements méthoxy sur un cycle 

aromatique. 

Un singulet, intégrant pour deux protons à 7,35 ppm et portés par deux 13C de δ 105,8 

ppm, est caractéristique de deux C-H équivalents et inclus dans un cycle aromatique. Le spectre 

HMBC montre que ce signal 1H corrèle notamment avec des carbones situés dans la zone des 

aromatiques à 120,8, 147,0 ppm. Le déplacement chimique de ce dernier signal suggère la 

présence des deux groupements méthoxy décrits précédemment. En outre, le proton à δ 7,35 

ppm corrèle en HMBC avec un 13C à 195,3 ppm associé généralement à la présence d’une 

cétone. La molécule de formule brute C33H38O13 comporte 15 insaturations, dont 10 font parties 

du syringarésinol (1er groupement de la molécule). Ainsi, la deuxième partie du composé m/z 

641 comporte 5 insaturations. Sur la base des signaux identifiés, un cycle aromatique (4 

insaturations) et une cétone (1 insaturation) pourraient faire partie de ce fragment. Pour le cycle 

aromatique, il manquerait un signal aux alentours de δC 135 ppm, corrélé avec les protons 

résonnant à 7,35 ppm, pour valider cette hypothèse. Or celui-ci n’est pas observable sur le 

spectre, ce qui pourrait suggérer un problème de solvant ou un manque de sensibilité. 

L’opération pourra être renouvelée avec du chloroforme deutéré.  

Deux protons, résonnant à 3,95 ppm, apparaissent sous la forme d’un multiplet et sont 

portés par un carbone à 61,9 ppm. En général, le déplacement chimique caractéristique d’un 

CH2 se trouve se trouve aux alentours de 1-2 ppm. Ainsi, les deux protons correspondent 

vraisemblablement à un groupement méthylène rattaché à un alcool ou un oxyde, dont ces 

déplacements chimiques sont caractéristiques. En outre, le spectre HMBC montre que ce signal 

1H corrèle avec un carbone à 85,2 ppm, caractéristique d’un carbone portant un hydroxyle. 

Un proton, résonnant à 5,29 ppm, avec une constante de couplage de 5,6 Hz, apparait 

sous la forme d’un triplet. Il est porté par le 13C à δ 85,2 ppm, caractéristique d’un carbone 

portant un hydroxyle. Le spectre COSY montre que ce proton est corrélé qu’avec les protons 
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résonnant à 3,95 ppm. La ROESY a permis de voir que ce proton corrèle également avec les 

deux protons résonnant à 7,35 ppm présents sur le cycle aromatique.  

En comparant ces données avec celles de la littérature, ce fragment correspond 

vraisemblablement au 3-hydroxy-1-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl) propan-1-one (Lin et al. 

1994). Les données RMN devraient permettre de préciser la position du fragment C11H12O5 sur 

le syringarésinol. En effet, le triplet présent à 5,29 ppm intègre pour un proton au lieu de deux 

dans la molécule associée à ce fragment. En outre, le déplacement chimique pour ces 2 protons 

est normalement aux alentours de 3-3,5 ppm. Ainsi, il est possible que le proton résonnant à 

5,29 ppm ait été déblindé par la présence de la première partie de la molécule. Ce déblindage 

est notamment caractéristique des dérivés du syringarésinol (Kamaya, Nakatsubo, et Higuchi 

1983) ; les fragments se fixent préférentiellement sur l’alcool du C-4 (Davin et al. 2008 ; L. Li 

et Seeram 2011 ; S.-F. Li et al. 2010). C’est notamment le cas du (1S,2R)-2-[2,6-dimethoxy-4-

[(1S,3aR,4S,6aR)-tetrahydro-4-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-1H,3H-furo[3,4-c]furan-1-

yl]phenoxy]-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,3-propanediol, du buddlenol E, du 

(erythro,erythro)-4″,4‴-dihydroxy-3,3′,3″,3‴,5,5′-hexamethoxy-7,9′ ;7′,9-diepoxy-4,8″ ;4′,8‴-

bisoxy-8,8′-dineolignan-7″,7‴,9″,9‴-tetraol, ou encore de l’éther guaiacylglycerol-β-

syringarésinol (Kamaya, Nakatsubo, et Higuchi 1983 ; Y. Liu et al. 2017 ; Zhu et al. 2012). 

Les valeurs des δ 
13C ont été attribuées à l’aide du spectre HSQC et HMBC et sont 

reportés dans le Tableau 60 et à l’ANNEXE 6. 
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Tableau 60 : Données RMN 1H et 13C du composé m/z 641. 

 Numéro de l’atome 
δ 

1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

Syringarésinol 

1 / 134,8 

2/6 6,68 s 102,2 

3/5 / 152,1 

4 / 137,5 

7 4,78 d (3,9) 85,2 

8 3,11 brd 53,7 

9 3,89 m 70,8 

10/11 3,73 s 54,6 

1' / 134,2 

2'/6' 6,66 s 102,4 

3'/5' / 147,4 

4' / 131,5 

7' 4,74 d (4,1) 85,6 

8' 3,13 brd 53,7 

9' 4,27 m 71,0 

10'/11' 3,84 s 54,7 

Fragment C11H12O5 

1" / 140,8 

2"/6" 7,35 s 105,8 

3"/5" / 147,0 

4" / n.d 

7" / 195,5 

8" 5,29 t (5,6) 85,2 

9" 3,95 m 61,9 

10"/11" 3,85 s 56,2 

n.d : non déterminé. 

L’interprétation de ces données a permis de déterminer la configuration relative du 

composé m/z 641, qui n’avait jamais été décrite auparavant ; il s’agit de l’HDPP-syringarésinol 

(Figure 49). Par ailleurs, le pouvoir rotatoire spécifique de ce composé a été mesuré à partir 

d’1 mg d’extrait pur. Celui-ci a été établi à [α]25 = -74,2 (c = 0,1, MeOH), il est ainsi présent 

essentiellement sous forme lévogyre. 

A notre connaissance, cette molécule n’a jamais été identifié dans le bois de chêne ni 

dans d’autres espèces. Il a été évoqué dans une publication comme un possible produit de 

dégradation de la lignine par Fusarium solani M-13-1 (Kamaya, Nakatsubo, et Higuchi 1983) 

mais n’avait jamais fait l’objet d’une élucidation complète.  
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La configuration absolue de l’HDPP-syringarésinol pourrait être déterminée par 

dichroïsme circulaire vibrationnel (VCD). Il s’agit d’une technique chiroptique spectroscopique 

qui repose sur l’aptitude d’une molécule chirale à absorber différemment une lumière infra-

rouge polarisée circulairement gauche ou droite (Nafie, Keiderling, et Stephens 1976). Elle doit 

son efficacité à son association à des calculs de chimie quantique, permettant de simuler les 

spectres théoriques des différents énantiomères afin de les comparer aux données 

expérimentales. En revanche cette technique nécessite des quantités de produit importantes. 

Bien que fournissant des informations précieuses pour la caractérisation structurale complète 

d’une molécule (Buffeteau et al. 2007 ; Cretin et al. 2015), elle n’a pas pu être mise en œuvre 

ici.  

 

Figure 49 : Structure chimique de l’HDPP-syringarésinol (m/z 641). 

 

Par ailleurs, la dégustation a révélé que ce composé était sucré avec une forte intensité. 

Dans la poursuite de ce travail, sa présence dans les vins et les eaux-de-vie sera étudiée. Des 

analyses sensorielles complémentaires pourraient permettre de déterminer son seuil de 

détection gustative dans ces deux matrices. Cela nécessite une purification de ce composé en 

plus grande quantité, qui n’a pu être réalisée dans le cadre de ce travail.  
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 Composés de la fraction BNC_MtBE 

1. Identification des isomères m/z 639 

Les isomères m/z 639 présentent des spectres de masse identiques, avec un ion quasi-

moléculaire [M-H]- de m/z 639,1935, ce qui correspond à une formule brute de C29H36O16 (avec 

une précision de 0,1 ppm par rapport à la valeur théorique). L’ion négatif m/z 487,1826, de 

formule brute C22H31O12
-, correspond à une espèce formée par la perte d’un groupement neutre 

C7H4O4 caractéristique d’un groupement galloyle. De même, l’ion négatif m/z 335,1678, de 

formule brute C15H27O8
- correspond à une perte de C14H8O8 vis-à-vis de l’ion m/z 639,1935. 

Ces résultats suggèrent la présence de deux groupements galloyles dans la structure de la 

molécule. Par ailleurs, le spectre de fragmentation a montré l’existence des espèces m/z 

331,0587 (C13H15O10
-) et 313,0573 (C13H13O9

-), caractéristiques d’un groupement hexose-

gallate. Les isomères m/z 639 contiendraient donc 2 groupements galloyle et 1 groupement 

hexosyle, ce dernier étant fixé à au moins un des deux gallates. La présence des ions m/z 487 et 

m/z 335 suggère que le sucre n’est pas en position terminale. Ces groupements fonctionnels 

seraient fixés sur une molécule de formule brute C9H18O3. Le spectre HRMS correspondant aux 

isomères m/z 639 est représenté à Figure 50. 

L’ion fragment majoritaire, le m/z 487, pourrait correspondre au dérivé 6’-O-gallate de 

l’acide (3S,4S)-4-β-D-glucopyranosyloxy-3-méthyloctonoïque (P-WL), un précurseur de la 

whisky-lactone, qui a été identifié pour la première fois dans le bois de Platycarya strobilacea 

(Tanaka et Kouno 1996). Les données RMN expérimentales et celles de la littérature ont 

confirmé cette hypothèse (E. Masson et al. 2000). Les composés m/z 639-1 et 639-2 présentent 

les mêmes déplacements chimiques du proton pour les signaux correspondant au fragment m/z 

487. Ainsi, la molécule m/z 639 pourrait se composer de ce précurseur avec un galloyle 

supplémentaire. A notre connaissance, aucun dérivé galloylé de cette molécule n’est connu dans 

le bois de chêne. Néanmoins, deux composés de même formule brute ont été identifiés par 

Maeda et al. dans le genre Platycarya (Maeda et al. 2011).  
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Figure 50 : Spectre HRMS correspondant aux composés m/z 639-1, 639-2 et 639-3. 

 

a. Identification des composés m/z 639-1 et 639-2 

Afin de vérifier si les composés purifiés correspondent à ceux de la publication, les 

données RMN mono- et bi-dimensionnels ont été analysées. Pour la molécule m/z 639-1, deux 

protons résonnent à 7,10 et 7,13 ppm sous forme de singulets. Les mêmes singulets sont 

observés pour la molécule m/z 639-2 à 7,10 et 7,08 ppm. Ils correspondent aux protons des deux 

groupements galloyles. A l’inverse de l’article de Maeda et al., aucune information provenant 

des spectres COSY et HMBC ne permet d’affirmer que les galloyles sont liés l’un à l’autre. En 

outre, dans cette publication, trois déplacements chimiques, appartenant à la zone des 

aromatiques, sont observés (deux doublets à 7,48 et 7,37 ppm et un singulet à 7,26 ppm) contre 

deux ici.   

Les spectres COSY et ROESY ont été analysés afin de connaître la position du deuxième 

galloyle dans ces molécules (ANNEXE 7).  

Identification du deuxième groupement galloyle 

Pour les deux molécules, un signal diffère sur l’hexose par rapport au P-WL. En effet, 

un proton résonne sous la forme d’un triplet à 5,1 ppm pour le m/z 639-1 et à 5,04 ppm pour le 

m/z 639-2. A l’inverse pour le P-WL, les signaux des protons présents sur l’hexose apparaissent 

sur le spectre entre 3,20 et 4,40 ppm sous forme de multiplets ou de doublet de doublets. Ainsi, 

il est possible que le proton résonnant autour de 5 ppm ait été déblindé par la présence du 
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gallate. Cette hypothèse a été vérifiée avec l’analyse du spectre HMBC. En effet, le proton à 5 

ppm voit un carbone résonnant à 167 ppm, caractéristique d’un ester.  

La différence entre les m/z 639-1 et 639-2 vient de la position du deuxième gallate sur 

l’hexose. La COSY a permis de déterminer que le gallate est fixé sur le carbone C-3' de l’hexose 

pour le composé m/z 639-1 et sur le carbone C-4' pour le m/z 639-2. Ainsi ces deux composés 

sont des isomères, différant par la position d’un gallate sur le sucre. Les valeurs des δ 
13C ont 

été attribuées à l’aide du spectre HSQC et HMBC et sont reportées dans le Tableau 61 et à 

l’ANNEXE 7. 

Tableau 61 : Données RMN 1H et 13C du groupement hexose des m/z 639-1 et 639-2. 

    m/z 639-1 m/z 639-2 

  
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité (J en Hz) 

δ 13C (en 

ppm) 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité (J en Hz) 

δ 13C (en 

ppm) 

Hexose 

1' 4,51 d (7,8) 102,6 4,51 d (8) 102,8 

2' 3,45 dd (9,4 ; 8,1) 72,7 3,30 m 74,3 

3' 5,1 t (9,2) 77,6 3,73 t (9,6) 74,4 

4' 3,69 m 69,6 5,04 t (10,0) 71,3 

5' 3,71 m 73,6 3,86 m 71,4 

6' 
4,45 dd (11,8 ; 6,4 Hz) 

63,1 4,26 m 62,8 
4,50 dd (11,6 ; 2,2 Hz) 

 

Dans la publication de Maeda et al., aucun déplacement chimique n’a été attribué aux 

protons présents sur le glucose aux positions H-3' et H-4'. En outre, les auteurs ne mentionnent 

pas l’interprétation de leurs spectres HMBC et COSY pour déterminer où le deuxième 

groupement galloyle pourrait se fixer sur le P-WL. La comparaison avec leurs données est donc 

d’une pertinence limitée.  

A notre connaissance, ces composés n’ont jamais été décrits dans la littérature. Il s’agit 

de leur première élucidation structurale et de leur première identification dans le bois de chêne. 

Les structures chimiques de ces deux composés sont représentées à la Figure 51. Par ailleurs, 

les pouvoirs rotatoires spécifiques de ces composés ont été mesurés à partir d’1 mg d’extrait 

pur. Ils ont été établis à [α]25 = -2,3 (c = 0,1, MeOH) pour le m/z 639-1 et à [α]25 = -7,1 (c = 0,1, 

MeOH) pour le m/z 639-2. Ces composés semblent être présents avec un léger excès de la forme 
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lévogyre. Cependant, en considérant l’erreur de précision de la mesure et les valeurs obtenues, 

ces composés pourraient vraisemblablement être sous forme d’un mélange racémique.  

 

Figure 51 : Structure chimique des composés m/z 639-1 et 639-2. 

En outre, en fonction de la position du gallate sur l’hexose, des goûts différents ont été 

obtenus pour ces deux composés. En effet, le m/z 639-1 (gallate en C-3') a été jugé sucré tandis 

que le m/z 639-2 (gallate en C-4') a été jugé amer. Leur présence dans les vins et les eaux-de-

vie sera étudiée dans la poursuite de ce travail.  

b. Hypothèses d’identification du m/z 639-3 

Les spectres RMN expérimentales obtenus pour le composé m/z 639-3 n’étaient pas 

interprétables sans ambiguïté. Le problème vient probablement de la trop faible quantité 

disponible de produit pur.  

En revanche, puisque le spectre de fragmentation associé à cette molécule est le même 

que celui des composés m/z 639-1 et 639-2, une hypothèse de structure peut être émise. Comme 

pour les deux autres isomères, le m/z 639-3 est composé de l’ion fragment m/z 487, 

correspondant au P-WL, avec un gallate supplémentaire. En comparaison avec les 

configurations obtenues pour les isomères m/z 639-1 et 639-2, il est envisageable que la 

troisième structure corresponde à la fixation du gallate sur la dernière position disponible de 

l’hexose soit le carbone C-2'. Si tel était le cas, il devrait y avoir sur le spectre proton un signal 

aux alentours de 5 ppm, sous forme d’un triplet. Celui-ci est bien visible avec une constante de 

couplage de 5 Hz au lieu de 9 et 10 Hz constatés pour les m/z 639-1 et 639-2. Pour valider cette 

hypothèse, il faudrait que ce proton corrèle avec celui du carbone C-3' sur le spectre COSY 

(vers 3,6 ppm). Or, cette information n’est pas visible sur le spectre. Il faudrait également que 
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le proton à 5 ppm corrèle en HMBC avec les carbones C-1' (vers 101 ppm) et C-3' (vers 75 

ppm). Or, aucun signal n’est détectable sur le spectre. Ainsi, compte tenu de ces éléments 

manquants, il est impossible de déterminer la structure de façon certaine pour le composé m/z 

639-3.  

Afin de confirmer ou d’infirmer les hypothèses émises, une nouvelle purification devra 

être entreprise afin d’obtenir des quantités suffisantes en vue de son élucidation structurale. 

2. Hydrolyse enzymatique des composés m/z 639-1 et 639-2 

Dans leur publication, Maeda et al. ont considéré que les composés de m/z 639 qu’ils 

ont isolés étaient des précurseurs de la whisky-lactone, molécule volatile dont les propriétés 

olfactives ont été décrites dans la bibliographie générale de cette thèse. Afin d’étudier si les 

composés m/z 639-1 et 639-2 purifiés précédemment étaient de potentiels précurseurs de la 

whisky-lactone, leur hydrolyse enzymatique a été réalisée selon la méthodologie développée 

par Slaghenaufi et al. (Slaghenaufi et al. 2013). Les quantités du composé m/z 639-3 n’étaient 

pas suffisantes pour entreprendre cette réaction.  

La Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la Spectrométrie de Masse (GC-MS) 

a été utilisée afin d’identifier et de doser la whisky-lactone (WL), composé volatil, 

potentiellement formée par l’hydrolyse enzymatique. 

a. Matériels et méthodes 

1) Hydrolyse enzymatique des isomères m/z 639 

Afin d’effectuer cette réaction chimique, la Rapidase® AR 2000 (DSM Food 

Specialties, Delft, Pays-Bas) a été utilisée. Il s’agit d’une préparation enzymatique pectolytique 

à activités secondaires glycosidases et dérivée d’Aspergillus niger.  

Une quantité (0,2 mg) de chaque composé a été pesée précisément dans des piluliers 

distincts. Par la suite, chaque poudre a été dissoute dans 2 mL d’une solution tampon d’acétate 

de sodium (pH 5,0 ; 10 mM) puis complétée avec 200 µL d’une solution AR 2000 (70 mg/mL). 

Le mélange a été maintenu sous agitation pendant 24 h dans une étuve à 37 °C. Cette méthode 

a déjà été décrite dans la littérature et a été utilisée pour l’étude des précurseurs glycosidiques 

d’arôme (Sarry et Gunata 2004 ; Slaghenaufi et al. 2013).  
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2) Analyse en Chromatographie en Phase Gazeuse couplée à la 

Spectrométrie de Masse (GC-MS) 

Préparation des échantillons 

 La préparation des deux échantillons, en vue de l’analyse en GC-MS, a été réalisée de 

la façon suivante : 1 mL de la solution préparée précédemment a été prélevé à la fin des 24 h 

puis complété avec 1 mL de la solution tampon d’acétate de sodium, 10 µL d’étalon interne 

(octan-3-ol à 11,75 mg/L) et 2 mL de dichlorométhane. L’extraction liquide-liquide est 

accélérée par agitation sous vortex pendant 1 min puis le mélange a été centrifugé pendant 5 

min à 5000 rpm. Après séparation des deux phases, la phase aqueuse est jetée puis la phase 

organique est séchée avec du sulfate de sodium anhydre et concentrée sous flux d’azote jusqu’à 

atteindre un volume de 200 µL environ. 

 

  Préparation des solutions de calibration 

Une solution mère de whisky-lactone (cis et trans) a été préparée à 540 mg/L dans le 

mélange réalisé pour la préparation des échantillons. Une gamme d’étalonnage a été ensuite 

réalisée par dilutions successives de cette solution mère afin d’atteindre les concentrations 

suivantes : 108, 54, 27, 13,5, 6,75, 3,38, 1,69, 0,84 et 0,42 mg/L. La quantification a été réalisée 

avec l’ajout d’un étalon interne à 11,75 mg/L (octan-3-ol). Une courbe de calibration 

quadratique, passant par l’origine, a été obtenue avec un bon coefficient de corrélation (R² > 

0,999). 

 

Conditions chromatographiques 

Les échantillons ainsi que la gamme d’étalonnage ont été injectés en GC-MS, selon les 

conditions décrites dans le Tableau 62. L’étalon interne ajouté est bien séparé des autres 

constituants, ce qui est nécessaire pour une bonne analyse.  
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Tableau 62 : Conditions chromatographiques utilisées pour les échantillons en GC-MS. 

Appareil Agilent Technologies Intuvo 9000 GC System 

Injecteur 240 °C 

Mode Splitless 

Gaz vecteur Hélium 

Débit 1 mL/min 

Colonne DB-HeavyWax 

Dimensions 30 m x 250 µm x 0,25 μm 

Programme de température 45 °C pendant 1 min 

 10 °C/min jusqu’à 230 °C maintenu pendant 15 min 

Run 34,5 min 

Détecteur Spectrométrie de masse fonctionnant en impact électronique 

 Energie d’ionisation : 70 eV 

 Température : 230 °C 

 Détection en mode SIM 

 

L’analyse a été réalisée en mode d'ions sélectionnés (SIM). La méthode consiste en la 

sélection d’un ion de quantification majoritaire et de deux ions de confirmation par molécule 

étudiée. Pour la WL, les ions ciblés étaient les m/z 99, 114 et 156.  

b. Résultats et discussion 

L’hydrolyse enzymatique est une réaction chimique, catalysée par des enzymes du type 

hydrolase, au cours de laquelle intervient obligatoirement une molécule d'eau et qui aboutit à la 

scission d'un composé. Le produit AR 2000 possèdent plusieurs activités enzymatiques et 

notamment du type β-glucosidase (Sarry et Gunata 2004). Cette dernière joue un rôle clé dans 

la libération des composés aromatiques pour les précurseurs glycosidiques présents notamment 

dans les jus de fruits, les moûts ou encore les vins (Fan et al. 2011 ; Sestelo, Poza, et Villa 

2004). En pratique, le produit utilisé transforme les précurseurs non aromatiques en composés 

aromatiques libres.  

Les échantillons correspondant à l’hydrolyse enzymatique des composés m/z 639-1 et 

639-2 ont été injectés en GC-MS. L’analyse a révélé la présence du trans- et du cis-β-méthyl-

γ-octalactone aux temps de rétention respectivement de 14,34 et 15,07 min (Figure 52). 

L’attribution des pics chromatographiques a été réalisée en comparant les données avec celles 

de la littérature (Pérez-Olivero et al. 2014). Ainsi, les résultats obtenus valident les hypothèses 

précédemment émises. Les composés purifiés m/z 639-1 et 639-2 sont bien des précurseurs de 

la whisky-lactone (WL).  



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

178 

 

 

Figure 52 : Chromatogrammes GC-MS correspondant au standard de la WL (à gauche) et à 

l'hydrolyse enzymatique du m/z 639-1 (au milieu) et du m/z 639-2 (à droite) ; trans-WL (tR = 

14,34 min) et cis-WL (tR = 15,07 min). 

La WL a alors été quantifiée dans ces deux échantillons afin d’établir le rendement de 

cette réaction chimique. Les teneurs pour le mélange cis et trans de la WL sont de 0,76 et 0,69 

mg/L respectivement pour le m/z 639-1 et 639-2, ce qui correspond à des rendements de réaction 

de 3,16 et 2,88 %.  

Lors d’une précédente étude, où la quantification du P-WL a été réalisée dans le bois de 

chêne, les auteurs ont démontré que cette molécule était le principal précurseur de la whisky 

lactone (E. Masson, Baumes, et Puech 2001). La libération de celle-ci se fait au cours de la 

maturation du bois, sous l’action de microorganismes (Wilkinson et al. 2004). Le même 

phénomène pourrait alors se produire pour les composés m/z 639-1 et 639-2. Par ailleurs, une 

concentration plus élevée a été observée pour la cis-WL que pour la trans-WL (Figure 52). Le 

ratio entre les deux composés a été calculé à partir des aires et correspond à 96,5 % pour la cis-

WL et 3,5 % pour la trans-WL. La même tendance a été observée pour les deux échantillons. 

A la vue de ce résultat préliminaire, il est possible que, pour cette enzyme, les composés m/z 

639-1 et 639-2 libèrent davantage de cis-WL que de trans-WL. D’autres études pourront être 

menées pour valider ces hypothèses. 
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 Composés de la fraction BNC_BuOH 

1. Identification du composé m/z 169-neg 

Le composé m/z 169-neg présente un ion quasi-moléculaire [M-H]- de m/z 169,0142, ce 

qui correspond à une formule brute de C7H6O5 (avec une précision de 0,7 ppm par rapport à la 

valeur théorique). En comparant les données obtenues en LC-HRMS et ceux de la littérature, il 

est établi que ce composé est l’acide gallique (Figure 53). Le seul signal observé sur son spectre 

RMN 1H (acetone-d6) à 7,2 ppm, raisonnant pour deux protons, confirme son identification.  

 

Figure 53 : Structure chimique de l'acide gallique (m/z 169-neg) 

Ce composé très largement répandus dans le règne végétal, soit sous forme libre soit 

sous forme de dérivés estérifiés de catéchine ou de tannins hydrolysables. Ces molécules ont 

un intérêt particulier puisqu’elles possèdent des activités biologiques et pharmaceutiques 

diverses, telles que des propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires ou encore des effets 

neuroprotecteurs (Korani et al. 2014 ; Kroes et al. 1992 ; Z. Lu et al. 2006). Il a déjà été identifié 

dans le bois de chêne, les vins et les spiritueux (Chamkha et al. 2003 ; Puech et Moutonnet 

1992 ; Quinn et Singleton 1985 ; Seikel, Hostettler, et Niemann 1971 ; Viriot et al. 1993). Son 

goût a également été discuté dans la littérature. Il a été écrit comme astringent par Hufnagel et 

Hofmann (Hufnagel et Hofmann 2008) et ils ont établi son seuil de détection gustative dans de 

l’eau à 50 mg/L. D’autres auteurs ont jugé ce composé plus amer qu’astringent dans une 

solution modèle de vin (Robichaud et Noble 1990). Son goût amer a été reporté dans une autre 

publication de 2013 et l’auteur a calculé un nouveau seuil gustatif de détection à 34,02 mg/L 

dans de l’eau (Purwayanti 2013).  

Au laboratoire, la dégustation réalisée avec les cinq experts a permis de juger ce 

composé amer avec une intensité de 3/5, confirmant les données de la littérature. Dans la suite 

de ce travail, la détermination du seuil gustatif de détection de ce composé dans les vins et les 

eaux-de-vie sera présentée, en vue d’évaluer son influence dans ces deux matrices.  
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2. Identification du composé m/z 807 

Le composé m/z 807 d’ion quasi-moléculaire [M-H]- m/z 807,0702 possède une formule 

brute de C36H24O22 (avec une précision de 1,9 ppm par rapport à la valeur théorique). Cette 

molécule contient 25 insaturations, ce qui suggère la présence de plusieurs cycles aromatiques. 

Après une fragmentation avec une énergie de collision de 40 eV, un ion de m/z 169,0134 

(C7H5O5
-) a été observé, ce qui correspond à l’acide gallique. L’ion m/z 300,9991 (C14H5O8

-) a 

également été constaté. Celui-ci pourrait correspondre à la présence d’un acide ellagique dans 

la molécule. Par ailleurs, le spectre de fragmentation a montré l’existence d’un ion m/z 505,0607 

(C22H17O14
-), correspondant à la perte d’un groupement neutre C14H6O8 par rapport à l’ion m/z 

807, ce qui pourrait coïncider avec un groupement hexahydroxydiphénoyle (HHDP). En 

comparant les fragments obtenus avec les données de la littérature, la molécule m/z 807 pourrait 

être un ellagitannin C-glycosidique (Jourdes et al. 2011).  

L’interprétation des spectres RMN 1H et 13C (ANNEXE 8) et la comparaison avec la 

bibliographie a permis de confirmer cette hypothèse. Le spectre HMBC indique bien la présence 

de l’unité 4,6-hexahydroxydiphénoyle (HHDP) des ellagitannins C-glycosidiques. En outre, la 

corrélation HMBC d'un singulet aromatique à 6,96 ppm a révélé la présence d'un groupe 3,4,5-

trihydroxybenzoyle (cycle B). Le composé m/z 807 a été identifié comme étant la Quercusnine 

A (Figure 54) par comparaison avec les déplacements chimiques publiés par Omar et al. pour 

cette molécule (Omar et al. 2014).  

 

Figure 54 : Structure chimique de la Quercusnine A (m/z 807). 

Par ailleurs, le pouvoir rotatoire spécifique du composé purifié a été mesuré à partir d’1 

mg d’extrait, avec l’appareil et les conditions décrites en partie expérimentale générale. Celui-
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ci a été établi à [α]25 = -71,9 (c = 0,1, MeOH), ce composé est ainsi essentiellement présent sous 

forme lévogyre. Dans la littérature, le pouvoir rotatoire spécifique de cette molécule a 

également été mesuré par Omar et al. et a été établi à [α]20 = -75,8 (c = 0,1, MeOH) (Omar et 

al. 2014). Les valeurs sont quasiment similaires, ce qui permet de confirmer une nouvelle fois 

qu’il s’agit de la même molécule et que la configuration absolue est identique à celle publiée.  

Elle a été décrite pour la première fois en 2014 par Omar et al. et a été purifié à partir 

de l’aubier de Quercus crispula (Omar et al. 2014). A notre connaissance, ce composé n’a pas 

fait l’objet d’autres études pour le moment. Ainsi, il s’agit de sa première identification dans le 

bois de chêne sessile. Son goût sucré est également décrit pour la première fois. Dans la 

poursuite de ce travail, sa présence dans les vins et les eaux-de-vie sera étudiée. Sa purification 

en plus grande quantité serait nécessaire afin de préciser son seuil de détection gustative dans 

ces deux matrices. Elle n'a pu être réalisée dans le cadre de ce travail. 

3. Identification du composé m/z 783  

Le composé m/z 783 présente un ion quasi-moléculaire [M-H]- de m/z 783,0690, ce qui 

correspond à une formule brute de C34H24O22 (avec une précision de 1,6 ppm par rapport à la 

valeur théorique). Ce composé possède 23 insaturations. L’ion fragment m/z 481,0603 a été 

observé. Il représente une perte d’un groupement neutre C14H6O8 par rapport à l’ion m/z 783, 

caractéristique du groupement hexahydroxydiphénoyle (HHDP). Les mêmes pertes de neutres 

que pour le composé m/z 807 ont été observées. Ainsi, il est fort probable que le composé m/z 

783 soit également un ellagitannin (García-Villalba et al. 2017).  

L’analyse de la fragmentation HCD de cette molécule et l’interprétation des spectres 

RMN 1H et 13C (ANNEXE 9) confirment cette hypothèse et établissent le m/z 783 comme étant 

la pédunculagine (Figure 55), par comparaison avec les données publiées par Tsujita et al. 

(Tsujita et al. 2017). En LC-HRMS, ce composé présente deux pics chromatographiques à deux 

temps de rétention différents. Cette observation a déjà été mentionnée dans la bibliographie et 

est caractéristique de cette molécule (García-Villalba et al. 2017 ; Rauha et al. 2001). En effet, 

les anomères α et β du groupement glucose de la pédunculagine sont présents en même temps 

(Tsujita et al. 2017).  
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Figure 55 : Structure chimique de la Pédunculagine (m/z 783). 

Par ailleurs, le pouvoir rotatoire spécifique du composé m/z 783 a été mesuré à partir de 

0,5 mg d’extrait pur. Celui-ci a été établi à [α]25 = +85,1 (c = 0,5, MeOH), ce composé est ainsi 

essentiellement présent sous forme dextrogyre. Gao et al., l’avait mesuré à [α]26 = +78,8 (c = 

0,5, H2O + acétone) (Gao et al. 2010). Les résultats obtenus sont semblables à ceux de la 

littérature, ce qui permet de valider la structure de la pédunculagine et notamment sa 

configuration absolue.  

La pédunculagine a été mise en évidence pour la première fois en 1965 par Schmidt et 

al. (Schmidt, Wuertele, et Harreus 1965). Ce composé a été identifié dans plusieurs espèces 

naturelles et plus précisément dans le bois de chêne pédonculé Quercus robur (Ito et al. 2002 ; 

Salminen et al. 2004 ; Scalbert, Monties, et Favre 1988) mais également dans le Quercus 

crispula (Omar et al. 2013) ou encore dans la vigne brésilienne Myrciaria cauliflora (Pereira 

et al. 2017). Il a également été découvert dans plusieurs boissons à base de grenade, jus et vin 

(Borges et Crozier 2012 ; Mena et al. 2014 ; Ordoudi et al. 2014). Sa dégustation, réalisée ici 

pour la première fois, a révélé un goût sucré. Dans la poursuite de ce travail, sa présence dans 

les vins et les eaux-de-vie sera étudiée. 

4. Identification du composé m/z 539 

Le composé m/z 539 d’ion quasi-moléculaire [M-H]- de m/z 539,1411 possède une 

formule brute de C24H28O14 (avec une précision de 2,2 ppm par rapport à la valeur théorique). 

Son spectre HRMS en ionisation négative avec fragmentation HCD présente un fragment 

majoritaire de m/z 509,1304. Ce dernier correspond à une perte de neutre de 30,0107, 

caractéristique d’un groupement méthoxy (CH2O). De même, l’ion négatif m/z 479,1197, de 
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formule brute C22H23O12
- correspond à une perte de CH2O vis-à-vis de l’ion m/z 509,1304, 

suggérant la présence d’un deuxième groupement méthoxy dans la molécule. Par ailleurs, l’ion 

m/z 313,0567, correspondant à une perte de neutre de 226,0844 (C11H14O5) par rapport à l’ion 

quasi-moléculaire, est caractéristique d’un groupement hexose-gallate. La présence de l’ion m/z 

169,0125, caractéristique de l’acide gallique, tend à confirmer la précédente observation. Le 

spectre HRMS du composé m/z 539 est présenté à la Figure 56. 

 

Figure 56 : Spectre HRMS correspondant au composé m/z 539. 

A notre connaissance, aucun composé possédant cette formule brute n’a été décrit dans 

le genre Quercus. Les spectres mono-dimensionnels (1H) et bi-dimensionnels (1H-1H COSY, 

1H-1H ROESY, 1H-13C HSQC et 1H-13C HMBC) ont été réalisés dans les conditions décrites 

dans la partie expérimentale générale II. B. 2. b. Les données ont été traitées puis comparées 

avec celles de la littérature. Les spectres RMN expérimentaux obtenus pour le composé m/z 539 

n’étaient pas suffisamment lisibles pour être interprétables sans ambiguïté, en particulier pour 

les expériences 2D. Le problème vient probablement de la faible quantité disponible de produit 

pur ou que le solvant utilisé n’était pas adéquat pour avoir une bonne interprétation des spectres. 

Néanmoins, plusieurs signaux ont pu être enregistrés. A priori, aucune correspondance n’a été 

trouvée entre les données RMN 1H expérimentales et celles de la littérature pour des composés 

de même formule brute (ANNEXE 10). En dépit d’une absence vraisemblable de certains 

signaux, le raisonnement visant à interpréter la structure du composé m/z 539 est développé ci-

dessous. Tout d’abord, l’utilisation de la LC-HRMS a permis de nous renseigner sur la 

composition de la molécule ; elle contient 11 insaturations et comporte probablement deux 
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groupements méthoxy ainsi qu’un gallate et un hexose, liés l’un à l’autre. Les déplacements 

chimiques associés à ce dernier groupement ont été recherchés sur le spectre proton.  

Identification du groupement hexose-gallate 

Un singulet intégrant pour 2 protons à δ 7,1 ppm et portés par deux 13C de δ 108,7 ppm 

en HSQC, est caractéristique de deux C-H équivalents et inclus dans un cycle aromatique. Le 

spectre HMBC montre des corrélations avec des carbones à 120,1, 138,4 et 145,5 ppm, 

observables dans la zone des aromatiques. Les déplacements chimiques de ces deux derniers 

signaux suggèrent la présence de phénols. En outre, le proton à δ 7,1 ppm corrèle avec un 

carbone à 166,7 ppm, associé généralement à la présence d’un groupement carboxyle estérifié. 

Ces signaux sont caractéristiques d’un groupe galloyle. Ainsi, ces résultats sont cohérents avec 

les hypothèses émises suite à la fragmentation en spectrométrie de masse.  

Un proton, sous forme de doublet à δ 4,66 ppm (J = 7,8 Hz), est porté par un carbone à 

98,3 ppm. Ce signal est caractéristique d’un proton anomérique. Le spectre COSY montre que 

6 protons sont situés dans le même système de spin que cet anomère, à δ 4,62 et δ 4,42 ppm, δ 

3,55, δ 3,66, δ 3,77 et δ 3,20 ppm ; le spectre HSQC permet de voir que ces protons sont portés 

respectivement par des carbones à δ 62,9, 70,6, 73,5, 75,9 et 79,1 ppm. Ces signaux montrent 

que le composé m/z 539 contient un groupement hexose. La 1H-1H COSY permet ensuite 

d’assigner chaque proton, de proche en proche : le proton anomérique (H-1') corrèle avec le 

proton H-2' résonnant sous forme de triplet à 3,20 ppm (t, 8,7 Hz). Il est couplé au proton H-3' 

résonnant à 3,66 ppm sous forme de multiplet. Ce dernier est corrélé avec le H-4' qui résonne à 

3,55 ppm sous forme d’un triplet (t, 9,6 Hz). Puis, celui-ci est couplé avec le H-5' résonnant à 

3,77 ppm sous forme de multiplet. Les protons H-6' du méthylène apparaissent sous forme de 

doublet de doublets à 4,42 ppm (dd, 12,0 ; 5,5 Hz) et à 4,62 ppm (dd, 12,3 ; 2,5 Hz). Les 

constantes de couplage associées aux protons H-2' et H-4' sont élevées et caractérisent une 

configuration trans diaxiale. La multiplicité des signaux H-3' et H-5' ne peut être déterminée 

car ils apparaissent sous la forme de multiplets. En revanche, le spectre ROESY ne montre 

aucune corrélation de ces protons avec respectivement H-2' ou H-4', et H-4' ; ils sont donc 

vraisemblablement en position axiale. Le groupement hexose est donc un glucopyranose. 

Par ailleurs, l’anomère H-1' possède une constante de couplage élevée (7,8 Hz), ce qui 

caractérise une configuration β. La configuration absolue (D ou L) de l’hexose ne peut être 

déterminée sur la base des spectres RMN.  
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L’analyse du spectre HMBC permet de connaître la position du gallate sur l’hexose. En 

effet, une corrélation entre le carbone C-7 du gallate (166,7 ppm) et les H-6' (4,42 et 4,62 ppm) 

du méthylène a été observée, ce qui suggère la structure présentée à la Figure 57 pour ce 

groupement. 

Les valeurs des déplacements chimiques obtenus pour ce groupement sont reportées 

dans le Tableau 63 et à l’ANNEXE 10. 

Tableau 63 : Données RMN 1H et 13C du groupement hexose-gallate du composé m/z 539. 

 Numéro de l’atome 
δ 

1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

Gallate 

1 / 120,1 

2 7,1 s 108,7 

3 / 145,5 

4 / 138,4 

5 / 145,5 

6 7,1 s 108,7 

7 / 166,7 

Hexose 

1' 4,66 d (7,8) 98,3 

2' 3,20 t (8,7) 79,1 

3' 3,66 m 73,5 

4' 3,55 t (9,6) 70,6 

5' 3,77 m 75,9 

6' 
4,62 dd (12,3 ; 2,5) 

4,42 dd (12 ; 5,5) 
62,9 

 

 

Figure 57 : Structure du groupement hexose-gallate présent dans la molécule m/z 539. 
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Identification du groupement correspondant à la perte de neutre C11H14O5 

L’autre partie de la molécule correspond à un groupement de formule brute C11H14O5. Il 

possède donc cinq insaturations. Le spectre RMN présente des signaux dus à des impuretés, ce 

qui complique l’élucidation structurale de la molécule. Néanmoins, après l’identification du 

groupement hexose-gallate, il reste au moins sept signaux du spectre proton qui n’ont pas été 

attribués.  

Un proton, résonnant à 3,81 ppm, apparait sous la forme d’un multiplet. Il est fixé à un 

carbone résonnant à 81,2 ppm ; celui-ci doit probablement porter un hydroxyle. La COSY a 

montré que ce proton était corrélé avec un proton à 4,48 ppm et deux autres à 3,39 et 3,47 ppm. 

Un proton, résonnant à 3,39 ppm, apparait sous la forme d’un multiplet qui est couplé 

avec un proton, résonnant à 3,47 ppm, et qui apparait également sous la forme d’un multiplet ; 

il s’agit probablement d’un méthylène. Le spectre HMBC montre qu’ils sont portés par un 

carbone à 60,7 ppm. La COSY montre qu’ils sont corrélés avec le proton à 3,81 ppm.  

Un proton, résonnant à 6,71 ppm, et un autre proton, résonnant à 6,51 ppm, apparaissent 

chacun sous la forme d’un singulet. Le spectre HSQC montre qu’ils sont portés respectivement 

par un carbone à 106,3 ppm et à 104,9 ppm. Ils sont situés tous les deux dans la zone des 

aromatiques. Ainsi, le groupement est possiblement composé d’un cycle aromatique où les 

protons n’ont pas le même environnement chimique. Le spectre HMBC montre que ces protons 

sont corrélés avec deux carbones de δ 147,8 ppm. En outre, le proton à 6,71 ppm est corrélé 

avec un carbone de δ 127,9 ppm et le proton à 6,51 ppm à un carbone de δ 124,5 ppm. Ces 

déplacements chimiques correspondent à la zone des aromatiques. En outre, le spectre ROESY 

a permis de montrer des corrélations entre le proton à δ 6,71 ppm et ceux à 4,48 ppm et à 3,85 

ppm. En revanche, aucune corrélation en COSY et en ROESY n’a pu être observée pour le 

proton à 6,51 ppm.  

Un proton, résonnant à 4,48 ppm, apparait sous la forme d’un doublet de doublets, avec 

une constante de couplage de 9,8 et 5,6 Hz. Il est porté par un carbone à 78,3 ppm. La COSY a 

montré que le proton à δH 4,48 ppm est couplé avec celui à 3,81 ppm. Par ailleurs, la HMBC a 

donné des informations sur les possibles corrélations entre les carbones. Cinq signaux ont été 

observés à 4,48 ppm. Ainsi, ce proton corrèle avec un carbone résonnant à 81,2 ppm et qui porte 

le proton à 3,81 ppm, caractéristique d’un carbone portant un hydroxyle. Cette observation 

valide le résultat de la COSY. Il corrèle également avec un carbone, résonnant à 60,7 ppm, qui 

porte les deux protons à 3,39 et 3,47 ppm ; un carbone résonnant à 104,9 ppm et qui porte le 
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proton à 6,71 ppm ; un carbone résonnant à 127,9 ppm et qui correspond à l’un des carbones 

corrélés avec le proton à 6,71 ppm. Enfin ce proton à 4,48 ppm corrèle avec un carbone, 

résonnant à 79,1 ppm, et qui porte le proton H-2' de l’hexose résonnant sous forme de triplet à 

3,20 ppm (t, 8,7 Hz). Ce signal est plus faible en intensité sur le spectre HMBC que les 4 

précédents mais il est visible. Le spectre ROESY permet également de voir des corrélations 

entre le proton à 4,48 ppm et le proton à 3,20 ppm correspondant au H-2' de l’hexose (Figure 

58). Il est ainsi possible que le deuxième groupement de la molécule m/z 539 soit fixé sur 

l’alcool du C-2'.  

 

 

Figure 58 : Détail du spectre ROESY. Les corrélations présentées permettent de déterminer la 

position du deuxième fragment (1H à 4,48 ppm) sur l’hexose (H-2').  

Six protons, résonnant à 3,85 ppm, apparaissent sous forme de singulets et sont portés 

par au moins un carbone à 55,4 ppm. Le spectre HMBC montre que ce signal 1H corrèle avec 

un carbone situé dans la zone des aromatiques à 147,8 ppm. Pour ce dernier déplacement 

chimique, une seule tâche est visible sur le spectre HMBC et est caractéristique d’un carbone 

d’un cycle aromatique portant un groupement méthoxy. Or, il resterait encore 3 protons à 

assigner. Lors de la fragmentation en LC-HRMS, deux méthoxy semblaient être présents dans 

la molécule m/z 539. Si tel est le cas, il devrait y avoir deux tâches aux alentours de δC 147 ppm 

en HMBC. Il est donc possible que celles-ci soient superposées, soit à cause d’un problème de 

solvant soit à cause d’un manque de sensibilité. Les déplacements chimiques pourraient alors 

suggérer la présence de deux groupements méthoxy sur un cycle aromatique. Le spectre 
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ROESY montre une corrélation entre le signal à 3,85 ppm et celui à 6,71 ppm, appartenant au 

proton du cycle aromatique. 

En résumé, avec ces éléments, le nombre d’insaturations de ce fragment doit être de 5 

puisque celui de l’hexose-gallate en comptabilise déjà 6. Les protons, résonnant à 6,71 et 6,51 

ppm, appartiennent à un cycle aromatique (nombre d’insaturations : 4). Il est donc possible que 

ce fragment contienne un deuxième cycle. En outre, ce fragment semble se fixer sur l’oxygène 

du C-2' de l’hexose. Puis, un enchaînement de 5 carbones est visible.  

Sur ces bases, une hypothèse de structure pourrait être proposée pour ce fragment 

(Figure 59 et Tableau 64). Pour confirmer celle-ci, il faudrait tout d’abord vérifier la position 

des méthoxy, comme expliqué précédemment. En outre, il faudrait également la présence d’une 

tache de corrélation en ROESY entre le proton à 6,51 ppm et les protons du groupement 

méthoxy. Par ailleurs, sur le spectre HMBC, des taches de corrélations supplémentaires 

apparaissent pour les protons à 6,51 et 6,71 ppm à δC 134, 137 et 44 ppm, liés certainement à 

un manque de sensibilité. Afin de valider cette hypothèse de structure, une nouvelle purification 

du composé m/z 539 devra être entreprise. Un autre solvant que le methanol-d4 pourra 

également permettre une meilleure résolution des signaux. 

 

 

Figure 59 : Structure hypothétique du groupement C11H14O5 du composé m/z 539. 
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Tableau 64 : Valeurs hypothétiques attribuées aux protons et aux carbones du groupement 

C11H14O5 du composé m/z 539. 

 Numéro de l’atome 
δ 

1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

C11H14O5 

1" 4,48 dd (9,8 ; 5,6) 78,3 

2" / 127,9 

3" 6,71 s 104,9 

4" / 147,8 

5" / 147,8 

6" 6,51 s 106,3 

7" / 124,5 

8" 
3,39 m 

3,47 m 
60,7 

9" 3,81 m 81,2 

10" 3,85 s 55,4 

11" 3,85 s 55,4 

 

Une hypothèse de structure du composé m/z 539 est présentée ci-dessous. Celle-ci a été 

réalisée à partir des possibles corrélations COSY et HMBC observées (ANNEXE 10) et 

décrites précédemment (Figure 60).  

 

Figure 60 : Hypothèse de structure pour le composé m/z 539. 
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Par ailleurs, le pouvoir rotatoire spécifique du composé m/z 539 a été mesuré à partir de 

0,5 mg d’extrait pur. Celui-ci a été établi à [α]25 = +4,3 (c = 0,5, MeOH), ce qui pourrait suggérer 

un léger excès de la forme dextrogyre. Cependant, avec l’erreur de précision de la mesure et les 

valeurs obtenues, ce composé serait optiquement inactif. 

A notre connaissance, une telle structure n’a jamais été identifiée dans la littérature. Il 

pourrait s’agir de sa première identification dans le bois de chêne. Son goût n’a a priori pas 

encore été décrit. Sa présence dans les vins et les eaux-de-vie sera étudiée dans la poursuite de 

l’étude.  

 

Conclusion Chapitre IV 

 L’objectif de ce chapitre était de caractériser, au niveau sensoriel puis structural, les 

composés purifiés à partir des différents extraits de bois de chêne. Parmi les onze molécules 

isolées, six ont été perçues avec un goût sucré après leur ajout dans un vin blanc, trois avec un 

goût amer et deux avec une sensation d’astringence. Le syringaldéhyde, le sinapaldéhyde, 

l’acide vanillique, l’acide gallique, la pédunculagine et la quercusnine A avait déjà été identifiés 

dans le genre Quercus. En revanche, le goût sucré de trois de ces molécules (syringaldéhyde, 

pédunculagine et quercusnine A) n’avait jamais été décrit. La configuration relative des 

composés m/z 641, 639-1 et 639-2, correspondant respectivement à l’HDPP-syringarésinol et à 

deux précurseurs de la whisky-lactone, a été décrite ici pour la première fois. Il s’agit également 

de leur première identification dans le bois de chêne. Le goût sucré du m/z 641 et 639-1 et 

l’amertume du m/z 639-2 ont également été établis pour la première fois.  

 Des hypothèses de structure ont été proposées pour les composés m/z 639-3 et 539. 

D’autres études permettront de vérifier les conjectures formulées. Si elles étaient avérées, il 

s’agirait à notre connaissance de leur première identification dans le bois. Il en va de même 

pour leur goût qui n’a a priori pas encore été décrit.   
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CHAPITRE V. EXPLORATION DE NOUVELLES APPROCHES POUR LA 

RECHERCHE DE COMPOSÉS SAPIDES DES VINS ET DES EAUX-DE-

VIE 

  

Introduction 

La stratégie de purification guidée par le goût a permis de sélectionner les fractions les 

plus actives, qui étaient alors conservées pour la suite de la purification. Le succès de cette 

approche inductive repose sur le choix de l’extrait brut, la fiabilité du test gustatif mais 

également sur l’accès à différentes techniques analytiques. Néanmoins, afin d’améliorer la 

recherche de composés sapides, de nouvelles méthodologies pourraient être utilisées. L’objectif 

de ce chapitre est de proposer des techniques complémentaires, à titre exploratoire.  

Dans un premier temps, pour tenter de pallier les phénomènes de masquage intervenant 

lors de la dégustation, un criblage des fractions par mesure de l’activation des récepteurs 

gustatifs a été mis en place. Dans un deuxième temps, l’application d’une analyse différentielle 

non-ciblée par LC-HRMS à des extraits de bois de chêne a été proposée.  

I. Criblage des fractions par mesure de l’activation de récepteurs gustatifs 

Le développement d’une méthode de criblage des fractions par mesure de l’activation 

de récepteurs gustatifs apparait complémentaire à la gustatométrie utilisée au Chapitre III de 

cette partie. Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe du Docteur Loïc Briand (DR 

INRA, CSGA Dijon), spécialisée dans les mécanismes moléculaires associés à la perception 

des composés sapides.  

 Principe 

Cette équipe utilise des cellules qui expriment les récepteurs aux goûts sucré 

(Tas1R2/Tas1R3), umami (TasR1) et amer (Tas2R) (Behrens et al. 2018 ; Belloir et al. 2017 ; 

Maîtrepierre et al. 2012). L’activation de ces récepteurs peut être mesurée par imagerie calcique 

(Koizumi et al. 2011 ; Poirier et al. 2012). En effet, le calcium est impliqué dans plusieurs 

processus physiologiques mais également dans la signalisation intracellulaire.  

Dans le cadre de cette collaboration, une stratégie visant à la recherche de composés 

amers a été adoptée. L’Homme perçoit l’amertume grâce à 25 récepteurs, dont les plasmides 

ont été fournis par l’équipe du Professeur Wolfgang Meyerhof (Université de Postdam) au 

laboratoire du Docteur Loïc Briand.  
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L’approche originale mise en place consiste à coupler la démarche de séparation 

inductive, guidée classiquement par la gustatométrie, à la mesure de l’activation des récepteurs 

à l’amertume. Ainsi, à l’issue de chaque étape de fractionnement, les extraits obtenus ont été 

mis au contact des cellules exprimant les récepteurs Tas2R (Figure 61).  

 

Figure 61 : Stratégies de détection pour la sélection des fractions, par gustatométrie et par 

mesure de l’activation des récepteurs à l’amertume.  

L’inconvénient majeur de cette méthode est sa mise en œuvre puisqu’elle nécessite des 

quantités plus importantes, après le fractionnement. En revanche, elle apparait plus fiable et 

s’affranchit des disparités de sensibilité, importantes pour l’amertume (Campbell et al. 2014 ; 

Kim et al. 2003 ; Roudnitzky et al. 2016). Ce type de détection éviterait des phénomènes de 

masquage susceptibles d’atténuer la perception de certains composés amers par gustatométrie. 

A la fin du protocole, la nature chimique des composés présents dans les fractions pourra être 

identifiée (Soares et al. 2013). Enfin, cette approche permettra une meilleure compréhension 

des mécanismes physiologiques associés à la perception de l’amertume.  

 Application à des extraits de bois de chêne 

L’approche développée a été appliquée aux extraits de bois de chêne sessile du Chapitre 

III de cette deuxième partie. Le travail présenté ici correspond à des résultats préliminaires. 
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1. Matériels et méthodes 

a. Fractionnement guidé par la dégustation 

1) Extraction solide-liquide 

De nouvelles macérations ont été réalisées sur des extraits de bois de chêne sessile, pour 

les trois modalités de chauffe (BNC, BCN et BCF) et selon la méthode décrite au Chapitre III. 

II. B. de cette partie. En revanche, au lieu de concentrer les filtrats obtenus, ceux-ci ont été 

évaporés à sec puis lyophilisés. Des poudres homogènes ont été pesées, puis 100 mg de chaque 

modalité ont été envoyés au laboratoire de Dijon. 

2) Extraction liquide-liquide et CPC 

Les fractions MtBE, AcOEt, BuOH et phase Aqueuse du BNC ont également été 

sélectionnées pour cette étude. Le protocole pour les extractions liquide-liquide a été décrit au 

Chapitre III. II. C. de cette partie. Ainsi, 100 mg de chaque extrait ont été envoyés au 

laboratoire de Dijon.  

Les six extraits correspondant au fractionnement par CPC du BNC_BuOH, décrit au 

Chapitre III. V. A de cette partie, ont également été étudiés. Puisque le fractionnement 

demande des quantités importantes, seulement 10 mg de ces fractions ont été envoyés. 

b. Mesure de l’activité fonctionnelle des récepteurs à l’amertume 

Les mesures de l’activation des récepteurs à l’amertume au contact des extraits de bois 

de chêne ont été réalisées par Christine Belloir au sein de l’équipe du Dr Loïc Briand (CSGA, 

Dijon).  

Afin de pouvoir mesurer l’activation de ces récepteurs, deux étapes préliminaires ont 

été nécessaires. Un ensemencement, d’une durée de 24 h, sur des lignées de cellules HEK293 

transfectées avec la protéine Gα16-gus44 (gustducine) a d’abord été effectué. Puis la 

transfection, soit l’introduction d'un plasmide hTas2R dans une cellule hôte, a été réalisée et 

favorisée par un réactif de transfection commun, le lipofectamine 2000TM (Thermo Fisher 

Scientific). Par la suite, les cellules ont été chargées avec une sonde fluorescente, Fluo-4-AM, 

sensible au calcium. Cette sonde de synthèse sert à mesurer la libération calcique intracellulaire 

dépendante de l’activation des protéines hétérotrimériques de type G (Chambers et al. 2003 ; 

Gee et al. 2000). Un lavage des cellules a ensuite été réalisé afin d’éliminer les sondes encore 

présentes dans le milieu extracellulaire.  
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Les extraits de bois de chêne ont été ajoutés au contact des cellules à des concentrations 

croissantes : de 0,1 à 10 mg/mL pour l’extrait brut du chêne sessile, de 0,0003 à 1 mg/mL pour 

les extraits BNC, BCN et BCF, de 0,0033 à 3,3 mg/mL pour les extraits MtBE, AcOEt, BuOH 

et phase aqueuse du BNC, et de 0,001 à 1 mg/mL pour le premier fractionnement par CPC de 

l’extrait BNC_BuOH. La lecture des plaques a ensuite été réalisée avec un lecteur de type 

Flexstation® (Molecular Devices, Etats-Unis). Toutes les mesures ont été réalisées en duplicat.  

Quand la sonde est excitée avec une source lumineuse, à 488 nm, centrée sur son pic 

d'absorption, alors l’émission de photons par le fluorophore dépend principalement de la 

présence de calcium dans le milieu. Par conséquent, la réponse à l’activation, générant un flux 

de calcium, peut être suivie par fluorescence (ΔF/F0).  

Afin d’analyser la capacité des fractions à activer les récepteurs de l’amertume, une 

relation dose-réponse a été mise en place, ce qui a permis le calcul de la concentration efficace 

médiane (EC50). Il s’agit de la concentration en un composé induisant une réponse 

correspondant à 50 % de la réponse maximale. Elle traduit ainsi la puissance, gustative en 

l’occurrence, d’une substance. Plus la valeur obtenue est faible, plus la puissance de la 

substance est grande. 

2. Résultats et discussion 

a. Test de l’activation des Tas2Rs par un extrait de chêne sessile 

Le premier test a tout d’abord été réalisé sur un macérat brut de bois de chêne. L’origine 

botanique sélectionnée pour cette étude est le Quercus petraea (chêne sessile), pour rester dans 

des conditions similaires au fractionnement.  

Des solutions de macérat de concentrations croissantes ont été ajoutées aux cellules 

exprimant les 25 récepteurs de l’amertume. L’activation consécutive à cette stimulation a été 

mesurée. Les résultats sont représentés à la Figure 62. Les réponses ont été comparées avec un 

puits témoin, c’est-à-dire un puits sans ajout d’extrait. 
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Figure 62 : Représentation de l’activation des 25 récepteurs à l’amertume en fonction des 

concentrations croissantes en extrait brut de bois de chêne sessile. 

Pour la moitié des récepteurs à l’amertume, un signal d’activation a été mesuré, mais 

certains sont trop faibles pour être significatifs. Cette activation par l’extrait brut du bois de 

chêne sessile est en accord avec les résultats de la gustatométrie. La réponse la plus forte en 

amplitude est celle du Tas2R7, suivie du Tas2R4, Tas2R16, Tas2R38 et du Tas2R43. Pour le 

récepteur Tas2R7, la fluorescence augmente avec la concentration puis diminue à partir de 3 

mg/mL. En effet, à trop forte concentration, l’environnement pourrait devenir toxique pour les 

cellules, ce qui entraînerait une baisse de la réponse des récepteurs.  

L’extrait de bois de chêne n’active presque pas les récepteurs Tas2R10, Tas2R14 et 

Tas2R46. Ces récepteurs ont pourtant été décrits comme ayant un spectre large, c’est-à-dire 

qu’ils sont capables de détecter plusieurs composés amers (Born et al. 2013 ; Behrens et al. 

2004 ; Brockhoff et al. 2007). Au contraire, les récepteurs Tas2R7 et Tas2R4 ont un spectre 

plus spécialisé, c’est-à-dire qu’ils sont capables de ne détecter que quelques composés amers, 

comme la caféine pour le Tas2R7 ou l'amarogentine pour le Tas2R4 (Meyerhof et al. 2010). 

Ainsi, ces récepteurs n’activent pas les mêmes familles de molécules chimiques.  
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La poursuite de l’étude a été focalisée uniquement sur le récepteur pour lequel 

l’amplitude était la plus intense, soit le Tas2R7. Il sera toutefois intéressant de réaliser le même 

protocole sur le Tas2R4. Celui-ci a été décrit dans la littérature pour son activation par des 

molécules de la famille des flavonoïdes, comme l’épicatéchine ou l’épicatéchine gallate (Soares 

et al. 2013 ; 2018), mais également des acides aminés (Kohl et al. 2013). Il pourrait donc être 

activé par des composés différents de ceux interagissant avec le Tas2R7. 

b. Test de l’activation du Tas2R7 par les extraits BNC, BCN et BCF 

Le même protocole a été réalisé à partir des extraits BNC, BCN et BCF du chêne sessile. 

Des solutions de concentrations croissantes en ces extraits ont été ajoutées aux cellules, puis 

l’activation du récepteur Tas2R7 a été mesurée. Les résultats sont présentés à la Figure 63. 

 

Figure 63 : Réponse du récepteur Tas2R7 aux extraits BNC, BCN et BCF du chêne sessile. n.d 

= non déterminé. 

Le « vecteur vide » présent sur le graphique correspond à des cellules sans récepteurs. 

Ces témoins permettent de vérifier que les trois extraits n’induisent pas de fluorescence à 488 

nm lorsqu’ils sont mis au contact des cellules.  

Pour les trois extraits, le récepteurs Tas2R7 a été activé. Néanmoins, une meilleure 

réponse en amplitude a été observée pour le BNC avec une EC50 égale à 3,04 ± 0,65 µg/mL. A 

l’inverse, la réponse du BCF est deux fois moins puissante que celle du BNC, avec une EC50 

égale à 7,36 ± 1,52 µg/mL. Ces résultats sont en accord avec ceux de la dégustation 
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précédemment réalisée. En outre, ils valident les observations empiriques des tonneliers et 

démontrent que le bois « non chauffé » apporte davantage d’amertume que le bois « chauffe 

forte ». Cette diminution de la perception amère en lien avec la chauffe pouvait s’expliquer par 

la dégradation de composés amers du bois et/ou la formation de composés sucrés. L’utilisation 

de cette technique, insensible aux interactions perceptives comme les effets de masquage, 

permet de démontrer qu’il se produit, à tout le moins, une disparition partielle de composés 

amers présents dans le bois non-chauffé. Afin de préciser leur nature, le fractionnement suivi 

par test cellulaire a ensuite impliqué des extractions liquide-liquide.  

c. Test de l’activation du Tas2R7 par les extraits MtBE, AcOEt, BuOH et 

phase aqueuse du BNC 

Le protocole décrit précédemment a été réalisé sur les extraits MtBE, AcOEt, BuOH et 

phase aqueuse du BNC. Des solutions de concentrations croissantes en ces extraits ont été 

ajoutées aux cellules puis l’activation du récepteur Tas2R7 a été mesurée. Les résultats sont 

présentés à la Figure 64. 

 

Figure 64 : Réponse du récepteur Tas2R7 aux extraits MtBE, AcOEt, BuOH et phase aqueuse 

du BNC. n.d = non déterminé. 

Le « vecteur vide » présent sur le graphique correspond à des cellules sans récepteurs. 

Le signal de fluorescence associé à l’extrait MtBE du BNC apparait nul, indistinct du témoin 

négatif. L’extrait AcOEt active légèrement le récepteur Tas2R7, suivi par l’extrait BuOH du 

BNC, avec une EC50 égale à 44,8 ± 2,9 µg/mL. La meilleure réponse enregistrée est pour la 
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phase aqueuse EC50 égale à 10,4 ± 0,6 µg/mL, soit quatre fois supérieur à l’extrait BuOH. La 

variation en fluorescence observée suggère que la composition en molécules amères est 

différente d’un extrait à l’autre. En outre, l’EC50 de la phase aqueuse est proche de la valeur 

initiale du BNC (3 µg/mL). Ainsi, il est possible que les composés amers activés pour le BNC 

se retrouvent en grande partie dans sa phase aqueuse.  

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la dégustation. En effet, le manque de 

signal du Tas2R7 par l’extrait MtBE corrobore les résultats de la dégustation où celui-ci avait 

été décrit comme sucré. La fraction AcOEt avait également été jugée sucrée. Il est possible que 

par des effets de masquage, les dégustateurs n’aient pas pu distinguer la légère amertume de cet 

extrait. Les phases BuOH et aqueuse avaient été décrites amères mais de façon différentes. La 

phase aqueuse était notamment perçue plus astringente qu’amère. La comparaison des données 

entre gustatométrie et mesure de l’activation est résumée dans le Tableau 65.   

Tableau 65 : Comparaison entre les données obtenues par la dégustation et celles de l'activation 

du Tas2R7 pour les extraits pré-purifiés du BNC. 

Extraits pré-purifiés BNC Goût Récepteur Tas2R7 

Phase MtBE Sucré : 2/5 n.d. 

Phase AcOEt Sucré : 1/5 187 ± 363 µg/mL 

Phase BuOH 
Sucré : 2/5 

Amer : 3/5 
44,8 ± 2,9 µg/mL 

Phase Aqueuse 
Amer : 2/5 

Astringent : 4/5 
10,4 ± 0,6 µg/mL 

       n.d. : non déterminé. 

Pour la poursuite de ce travail, il aurait été intéressant de continuer cette approche sur 

l’extrait phase aqueuse du BNC. Malheureusement, le fractionnement guidé par gustatométrie 

n’a pas encore été réalisé sur cette fraction. Par ailleurs, la plupart des composés présents dans 

celle-ci sont des polyphénols, tels que les ellagitannins. Une récente étude de Soares et al., a 

montré que les principaux tannins hydrolysables activent le récepteur à l’amertume Tas2R7 

(Soares et al. 2018). Ainsi, il est possible que l’amertume perçue pour la phase aqueuse 

provienne de ces composés. D’autres études devront être menées pour valider cette hypothèse.  

Le fractionnement de l’extrait BNC_BuOH a ensuite été réalisé par CPC.  
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d. Test de l’activation du Tas2R7 par les fractions obtenues après CPC de 

l’extrait BNC_BuOH 

Le protocole décrit précédemment a été appliqué aux six fractions (F1 à F6) de l’extrait 

BNC_BuOH. Des solutions de concentrations croissantes en ces extraits ont été ajoutées aux 

cellules puis l’activation du récepteur Tas2R7 a été mesurée. Les résultats sont présentés à la 

Figure 65. 

 

Figure 65 : Réponse du récepteur Tas2R7 aux fractions F1 à F6 de l’extrait BNC_BuOH. n.d 

= non déterminé. 

La première fraction F1 du BNC_BuOH n’émet pas de signal, ce qui suggère qu’elle 

n’est pas active vis-à-vis du récepteur Tas2R7. La fraction F2 présente le plus faible EC50 des 

autres fractions. La BNC_BuOH_F6 est celle qui a la meilleure réponse en amplitude avec un 

EC50 égale à 28 ± 7 µg/mL, suivie de la fraction F4 puis F5 et F3. La variation en fluorescence 

observée entre les fractions F4, F5 et F6 suggère que la composition en molécules amères 

diffère de l’une à l’autre ou qu’il s’agit des mêmes molécules mais à des concentrations 

différentes.  

La comparaison de ces résultats avec ceux de la dégustation révèle des différences. La 

fraction BNC_BuOH avait été jugée amère mais également sucrée. Après sa séparation en CPC, 

une partition de ces saveurs avait été observée entre les différentes fractions qui en résultaient, 

mais avec une dominante de la sensation sucrée. La mesure de l’activation de ces fractions 

suggère le contraire, puisqu’elles activent toutes, à l’exception de F1, le récepteur Tas2R7. Il 

est possible que des phénomènes de masquage soient plus marqués pour ces fractions. La 
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dégustation avait toutefois permis de distinguer une fraction amère, la BNC_BuOH_F5, ce qui 

est en accord avec la réponse positive du récepteur à son contact.  

Les données obtenues par gustatométrie et par mesure de l’activation sont comparées 

dans le Tableau 66.   

Tableau 66 : Comparaison entre les données obtenues par la dégustation et celles de l'activation 

du Tas2R7 pour les extraits BNC_BuOH. 

Fraction Goût Récepteur Tas2R7 

BNC_BuOH_F1 / n.d. 

BNC_BuOH_F2 
Sucré : 1/5 

Amer : 2/5 
89 ± 14 µg/mL 

BNC_BuOH_F3 Sucré : 3/5 28 ± 26 µg/mL 

BNC_BuOH_F4 Sucré : 2/5 38 ± 9 µg/mL 

BNC_BuOH_F5 Amertume : 3/5 35 ± 7 µg/mL 

BNC_BuOH_F6 Sucré : 3/5 28 ± 7 µg/mL 

   / : aucun goût n’a été perçu ; n.d. : non déterminé. 

Pour la poursuite du protocole, il serait intéressant de cribler les fractions F1 à F4, 

obtenues après CPC de l’extrait BNC_BuOH_F6, en mesurant l’activation du récepteur Tas2R7 

à leur contact. En effet, la dégustation avait révélé parmi elles trois fractions amères, dont deux 

avec une forte intensité (voir chapitre III V. B de la partie II).  

L’activation des récepteurs Tas2R pourrait également être mesurée pour les molécules 

amères purifiées au cours du fractionnement guidé par la gustatométrie, telles que l’acide 

gallique ou le composé m/z 539. Cette manipulation permettrait de renforcer les résultats 

obtenus lors de la dégustation, et de préciser le récepteur impliqué. 

 

La stratégie de détection mise en place pour la sélection des fractions, c’est-à-dire par 

gustatométrie et par mesure de l’activation des récepteurs à l’amertume, s’est révélée pertinente. 

En effet, ce deuxième contrôle par les récepteurs est complémentaire à la dégustation 

puisqu’elle permet notamment de diminuer des phénomènes de masquage. Les résultats obtenus 

sur les extraits de bois de chêne ont permis de valider les observations émises lors de la 

dégustation. Par ailleurs, l’activation des récepteurs a pu être mesurée au contact d’un extrait 

brut. Les résultats ont révélé que 5 récepteurs sur les 25 ont eu une forte réponse en amplitude 

; il s’agit des Tas2R4, Tas2R7, Tas2R16, Tas2R38 et Tas2R43. L’étude a ensuite été limitée au 
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récepteur Tas2R7. De fortes fluorescences ont été constatées dans certaines fractions, ce qui a 

permis de montrer que leur composition en molécules amères devait varier. En outre, ce 

protocole pourra être mis en place sur les autres récepteurs, décrits précédemment. Il serait 

également intéressant de voir si de mêmes molécules activent un ou plusieurs récepteurs à 

l’amertume. Enfin, ce protocole, bien que fastidieux à mettre en œuvre, pourra être réalisé sur 

les autres fractionnements des BNC, BCN et BCF. Son développement ouvre de nouvelles 

perspectives quant à la recherche inductive de composés sapides inconnus dans des matrices 

complexes. 

II. Approche par analyse différentielle non-ciblée 

 État de l’art  

Depuis plusieurs années, les analyses non-ciblées ont fait l’objet de nombreux 

développements pour l’étude de substances naturelles (Hoffmann et al. 2014 ; Olsen et al. 2016 

; Stewart et al. 2018 ; Rutz et al. 2019). Plus précisément, la métabolomique apparait comme 

un domaine en pleine émergence et en développement pour la chimie des produits naturels. 

Celle-ci consiste en l’identification et la quantification non ciblée des métabolites présents dans 

un échantillon d’origine biologique. La HPLC-MSn et la RMN, principales techniques utilisées 

pour la recherche de molécules non-volatiles naturelles, ont été employées pour ces approches 

métabolomiques (Wolfender et al. 2019 ; Hubert, Nuzillard et Renault 2017). La technologie 

HRMS, utilisée dans ce travail, apparaît comme un outil de choix, par sa sensibilité, sa 

résolution et sa grande gamme dynamique. Si le recours à l’analyse globale peut limiter les 

conclusions à un cadre descriptif (Roullier-Gall et al. 2014), son utilisation couplée avec des 

outils permettant un criblage apparait prometteur pour la découverte de nouvelles substances 

actives (Cabral et al. 2016 ; Nothias et al. 2018). En outre, le développement de stratégies de 

déréplication, soit l’identification dans un mélange complexe de composés déjà décrits dans la 

littérature, couplées à l’utilisation de réseaux moléculaires (molecular networks) semble 

particulièrement puissant (Allard, Genta-Jouve et Wolfender 2017 ; Wang et al. 2016).  

Ces approches génèrent une grande quantité de données relatives à tous les composés 

détectés dans un échantillon, ce qui nécessite l'utilisation d'outils de bioinformatique (Pluskal 

et al. 2010 ; Blaženović et al. 2018). L’objectif est de mettre en évidence les informations 

d'intérêt contenues dans les données collectées. En outre, la déréplication associée à la 

consultation des bases de données de fragmentation des substances naturelles pourrait fournir 

in silico des informations structurales sur les composés présents et faciliter leur identification 

(Allard et al. 2016).   
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En œnologie, l’approche par analyse différentielle non-ciblée a été appliquée aux raisins 

(Roullier-Gall et al. 2014), aux bois de chêne (Gougeon et al. 2009), aux vins (Rocchetti et al. 

2018 ; Roullier-Gall et al. 2015 ; Arbulu et al. 2015 ; Gougeon et al. 2019) et aux spiritueux 

(Roullier-Gall et al. 2018).  

 Application de l’analyse différentielle non-ciblée à des extraits de bois de chêne 

Pour la recherche de nouveaux composés du bois modifiés par la chauffe, une approche 

par analyse différentielle non-ciblée a été appliquée à différents extraits de bois de chêne. 

L’analyse globale des échantillons a été réalisée par HRMS. Le travail présenté ici correspond 

à des résultats préliminaires. 

1. Matériels et méthodes 

a. Nature et origine des macérats de bois de chêne analysés 

Les échantillons de bois de chêne proviennent de la tonnellerie Seguin-Moreau. Deux 

facteurs ont été étudiés : l’influence de l’espèce de chêne et l’effet de la chauffe.  

 Pour le premier paramètre, deux espèces de chêne français ont été comparées. Pour cela, 

9 échantillons de chêne sessile (Quercus petraea (Matt.) Liebl., 1784) et 9 échantillons de chêne 

pédonculé (Quercus robur L., 1753) ont été sélectionnés. Ces échantillons ont été analysés au 

préalable par LC-HRMS, selon la méthode développée par Marchal et al. (Marchal, Prida et 

Dubourdieu 2016), afin de déterminer l’espèce de chêne sur la base de leur composition 

triterpénique.  

 Pour étudier le second paramètre, les 18 échantillons précédents ont subi les trois 

modalités de chauffe décrites au début de cette partie (le BNC, BCN et BCF), ce qui a donné 

54 échantillons de bois. 

 Par la suite, ces 54 échantillons ont été broyés sous forme de poudre puis mis à macérer 

dans une solution modèle de vin (H2O/EtOH : 88/12, 5 g/L d’acide tartrique, pH 3,5) à 50 g/L 

pendant 48 h. Ils ont ensuite été dilués et filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés. 

b. Analyse par LC-MS/MS (Q-ExactiveTM Plus Orbitrap) 

Les analyses ont été réalisées par le Docteur Eric Frérot, de la société Firmenich, à l’aide 

d’un Q-ExactiveTM Plus Orbitrap (Thermo Fischer Scientific) couplée à une chaîne LC 

(Waters), dont est équipé son laboratoire. 
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Ce spectromètre de masse à haute résolution est particulièrement adapté aux expériences 

MS/MS. A l’inverse de l’Exactive, où tous les ions formés dans la source sont collectés dans la 

« C-trap » puis injectés dans l’analyseur Orbitrap, le Q-Exactive va pouvoir sélectionner, à 

l’aide d’un quadripôle haute performance, des ions avec des m/z spécifiques puis les fragmenter 

avant la détection par l’analyseur Orbitrap (Figure 66). 

 

Figure 66 : Spectromètres de masse à analyseur Orbitrap. Différences entre l’Exactive et le Q-

Exactive (d’après Michalski et al. 2011). 

Tous les échantillons ont été injectés en mode positif et négatif. Les conditions 

chromatographiques et les paramètres spectroscopiques utilisés sont détaillés dans les tableaux 

suivants : Tableau 67 et Tableau 68. 
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Tableau 67 : Conditions chromatographiques pour l’analyse en LC-MS/MS des extraits de bois 

de chêne. 

Appareil : Q-Exactive Plus (Thermo Fischer Scientific) 

Colonne : BEH C18, 2,1 x 100 mm, 1,7 µm (Waters, Guyancourt, France) 

Phase mobile : Débit à 400 µL/min 

Solvant A : H2O + 0,1 % HCOOH 

Solvant B : ACN + 0,1 % HCOOH 

Gradient :  

Temps (min) : 0 0,5 10,5 14 16  

% de B : 5 5 100 0 0  

Injection : 2 µL       

 

Tableau 68 : Conditions spectrométriques pour l’analyse en LC-MS/MS des extraits de bois 

de chêne. 

 Mode négatif Mode positif 

Paramètre Full MS dd-MS²/dd-SIM Full MS dd-MS²/dd-SIM 

Débit du « sheath gas » a 48 48 

Débit du gaz auxiliaire a 11 11,25 

Débit du « spare gas »  2 2,25 

|Tension du spray| - 3,3 kV 3,5 kV 

Température du capillaire 300 °C 300 °C 

Température de la source 300 °C 400 °C 

Résolution b 35000 17500 35000 17500 

AGC c 106 ions 105 ions 106 ions 105 ions 

Gamme de masses 100 – 1500 Th 200 – 2000 Th 100 – 1500 Th 200 – 2000 Th 

HCD d - 28,33 eV - 28,33 eV 

Type de données Centroïde Centroïde 
a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

d Dissociation induite par collision de haute énergie 

 

Le Q-Exactive peut isoler successivement différents ions précurseurs et les fragmenter 

dans la cellule HCD, chacun à une énergie de collision normalisée individuelle adaptée à ses 

propriétés. Comme chaque population d’ions précurseurs n’est fragmentée qu’une fois lors de 

l’injection dans la cellule HCD, tous les ions fragments sont successivement stockés dans la 
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cellule HCD, puis soumis à une analyse conjointe dans l’analyseur Orbitrap. Un scan a été 

réalisé en « Full Scan » puis les données de la MS² ont été acquises ici en utilisant le mode 

« MS² data dependent ». Le but est de choisir les 4 ions précurseurs les plus abondants de 

l’analyse (100-1500 Th) en vue de la fragmentation en HCD (28,33 eV).  

 

c. Traitement des données avec MZmine 

MZmine est un logiciel libre dédié au traitement des données LC-MS, créé en 2005 

(Katajamaa, Miettinen et Orešič 2006). La version MZmine 2 (2.38), plus complète (Pluskal et 

al. 2010), a été utilisée pour traiter les données transmises par le Dr Eric Frérot après analyse 

des échantillons avec le Q-Exactive. Le protocole mis en place comprend cinq étapes majeures. 

La première consiste en la détection des pics chromatographiques à l’aide d’un algorithme qui 

va repérer les ions et placer le sommet de chaque pic. Dans la même étape, une suppression du 

bruit de fond a été réalisée. Par la suite, l’alignement inter-échantillons a été effectué, ce qui 

permet la création des chromatogrammes. La troisième étape consiste en la déconvolution des 

chromatogrammes et se traduit par une correction des temps de rétention pour chaque ion. Pour 

éliminer les complications dues à la présence d'isotopes dans un spectre de masse, les 

chromatogrammes ont été désisotopés à l'aide d’un algorithme. La quatrième étape réside en 

l’alignement des pics chromatographiques de tous les échantillons, ce qui permet de détecter 

ceux qui ont pu être supprimés en raison d’un bruit de fond trop important. Enfin, pour la 

cinquième étape, un « gap-filling » c’est-à-dire un remplissage des zéros de la matrice (des 

signaux manquants après l’alignement), a été effectué. La Figure 67 résume le protocole suivi 

pour le traitement des données métabolomiques des extraits de bois de chêne.  
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Figure 67 : Résumé du protocole pour le traitement des données métabolomiques (d’après 

Katajamaa et Orešič 2005). 

Ce protocole a été appliqué aux données obtenues en mode négatif puis à celles en mode 

positif. Les conditions utilisées pour chaque paramètre sont détaillées dans le Tableau 69. 
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Tableau 69 : Conditions utilisées pour le traitement des données métabolomiques des extraits 

de bois de chêne. Les paramètres sont écrits en anglais, comme sur le logiciel MZmine 2. 

Traitement des données Paramètres 

Détection des pics chromatographiques 
"Noise level MS1"(m/z 100-1500) 1.103 

"Noise level MS2"(m/z 200-2000) 1.101 

Création des chromatogrammes 

"Min time span" 0,01 min 

"Min height" 3.103 

"m/z tolerance"  10 ppm 

Déconvolution des chromatogrammes 

Algorithme : "Baseline cut-off" 

"Min peak height" 2.103 

"Peak duration range" 0,01 - 1,00 min 

"Baseline level" 1.103 

"m/z range for MS2 scan pairing"  0,02 Da 

"Retention time range for MS2 scan pairing" 0,1 min 

Suppression des isotopes 

Algorithme : "Isotopic peaks grouper" 

"m/z tolerance" 10 ppm 

"Retention time tolerance"  0,1 min 

"Maximum charge" 3 

"Representative isotope" Most intense 

Alignement des pics chromatographiques 

Algorithme : "Join aligner" 

"m/z tolerance"  10 ppm 

"Weight for m/z" 75 

"Retention time tolerance" 0,1 min 

"Weight for retention time" 25 

Gap-filling 

"Intensity tolerance" 10 % 

"m/z tolerance" 20 ppm 

"Retention time tolerance" 0,2 min 

 

A la suite de ces traitements, 41 026 ions ont été observés pour le mode d’ionisation 

négatif et 37 471 pour le mode d’ionisation positif. En appliquant un dernier filtre qui permet 

de conserver seulement les pics chromatographiques possédant un scan MS², plus que 312 ions 

ont été conservés pour le mode négatif et 236 pour le mode positif. La poursuite de l’étude est 

réalisée sur ces derniers ions. Il est important de préciser que la réduction de données, 

indispensable pour le traitement statistique, est également susceptible d’engendrer une perte de 

données, ce qui constitue une limite majeure à ce type d’approche.  

d. Traitements statistiques 

Les traitements statistiques ont été réalisés sous R, logiciel libre destiné aux statistiques, 

en collaboration avec le Docteur Warren Albertin (UR Œnologie).  

Les résultats ont été interprétés par une analyse de la variance à 2 facteurs (ANOVA) 

suivie d’un test post hoc de Tukey, selon la méthode décrite dans la partie expérimentale 
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générale. Les hypothèses d’homogénéité des variances (test de Levene) et de normalité des 

résidus (test de Shapiro-Wilk) ont été validées pour toutes les séries (modalité chauffe, espèce 

et interaction chauffe-espèce) et dans les deux modes d’ionisation. Puis, le test post hoc de 

Tukey, montre la formation de différents groupes en fonction des modalités : a et b pour les 

espèces de chêne, a, b et c pour les types de chauffe et a,b,c,d, e et f pour les interactions entre 

la chauffe et l’espèce. Compte-tenu du grand nombre de tests réalisés (plusieurs centaines), la 

correction de Benjamini-Hochberg pour les tests multiples a été appliquée aux probabilités 

calculées (p-values) pour chaque type d’analyse. Après correction, le seuil de significativité 

retenu est  = 5 %. 

Des analyses en composante principale (ACP) ont été réalisées. Les valeurs ont été 

exprimées en logarithme pour homogénéiser les données.  

2. Résultats et discussion des différents traitements de données 

a. Analyse des données métabolomiques des extraits de bois de chêne 

Le premier objectif de cette approche non-ciblée était de pouvoir observer de possibles 

différences entre les modalités par une analyse globale. Les données ont d’abord été traitées 

selon les stratégies de métabolomiques mises en place pour la recherche de molécules naturelles 

(Wolfender et al. 2019 ; Hubert, Nuzillard et Renault 2017).  

Après une utilisation de MZmine, les données ont été analysées statistiquement par une 

ANOVA à deux facteurs (facteur « espèce », facteur « chauffe » et effet d’interaction « espèce 

x chauffe ») pour les deux modes d’ionisation. Des ACP ont été réalisées à partir des 312 ions 

du mode négatif et des 236 ions du mode positif, obtenus après le traitement sur MZmine 2. La 

Figure 68 reporte les différentes représentations obtenues après le traitement statistique pour 

toutes les modalités. Les deux premiers axes factoriels (Dim 1 et Dim 2) expliquent 47,1 % de 

la variation totale pour le mode négatif et 51,3 % pour le mode positif. L’axe 1 permet la 

séparation des extraits de bois de chêne en fonction de la chauffe et l’axe 2 permet la séparation 

des échantillons en fonction de l’espèce de chêne. A partir de ces données, l’effet chauffe 

semble être plus marqué que l’effet espèce. En outre, cette différence est observée davantage 

en ionisation positive qu’en ionisation négative. A priori, il ne devrait pas y avoir de distinction 

majeure entre les deux modes d’ionisation. Cette légère différence pourrait venir des filtres 

choisis pour le traitement des données sur MZmine. Il est également possible que certains 

marqueurs moléculaires discriminants de l’espèce soient mieux ionisés en mode positif. 
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Figure 68 : Représentation des données métabolomiques pour l’effet espèce (1), l’effet chauffe 

(2) et les interactions chauffe-espèce (3), en mode d’ionisation négatif (à gauche) et positif (à 

droite). ACP réalisées sur 312 et 326 ions des modes négatif et positif respectivement. 
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En raison de l’effet prédominant de la chauffe mis en évidence précédemment, son 

incidence sur les composés présents dans les extraits de bois de chêne a été plus particulièrement 

étudiée. Les résultats ont montré des différences significatives de la composition en fonction 

du niveau de chauffe (p-value < 0,05) pour 163 ions (soit 69,1 %) et 183 ions (soit 58,7 %), 

respectivement en mode positif et en mode négatif. Les lettres a, b et c correspondent aux 

différents groupes de significativité. A la suite du traitement statistique, plusieurs profils ont été 

observés en fonction de la chauffe et en fonction des composés, de type « abc », « cba », « aab », 

« baa » et « bab » (Figure 69).  

 

Figure 69 : Représentation des différents profils observés pour les composés influencés 

significativement par la chauffe (mode négatif en haut et mode positif en bas) et exprimés en 

pourcentage. « a », « b » et « c » représentent des groupes de significativité. BCF : bois chauffe 

forte ; BCN : bois chauffe normale ; BNC : bois non chauffé. 



Deuxième partie : Recherche de nouveaux marqueurs sapides dans le bois de chêne 

211 

 

Quatre profils majoritaires ont été observés pour le mode positif et cinq pour le mode 

négatif. Celui le plus présent pour les deux modes d’ionisation est de type « cba » et correspond 

à une dégradation des composés au cours de la chauffe du bois. Il est suivi par le profil « baa » 

qui correspond à une dégradation des composés seulement par la chauffe la plus forte. Les 

profils de type « abc » et « aab » correspondent à des composés qui sont formés pendant la 

chauffe. Enfin, le profil de type « bab » correspond à des molécules qui sont formées pendant 

la chauffe normale mais dégradées par la chauffe forte. Les profils moins fréquents ont été 

rassemblés sous la catégorie « autres ». Au vu des résultats, il semblerait que davantage de 

composés soient dégradés par la chauffe plutôt que formés, pour ceux qui ont été conservés 

après le traitement par MZmine.  

L’identification des pics chromatographiques obtenus après le traitement de données par 

MZmine n’a pas été réalisée pour le moment. D’autres études devront s’attacher à cette partie 

afin de valider les hypothèses émises. Par ailleurs, cette étape devrait permettre d’identifier des 

molécules connues du bois de chêne par déréplication et de caractériser les composés 

majoritaires de ces échantillons. Ces résultats pourront être comparés avec une étude récente, 

portant sur une analyse différentielle non-ciblée appliquée à des extraits de bois d’érable et de 

chêne (He et al. 2019).  

En revanche, les données correspondant aux molécules purifiées au Chapitre III de cette 

partie, ont été extraites du jeu de données enregistré. Ainsi, l’approche métabolomique non-

ciblée des extraits de bois de chêne initialement mise en place permet également de renseigner 

l’évolution en fonction de la chauffe de composés donnés, par une quantification relative.  

b. Application aux molécules d’intérêt purifiées à partir des extraits de 

bois de chêne 

Les données obtenues pour les 54 échantillons après l’ANOVA ont été représentées de 

manière à mettre en évidence les moyennes et les écarts types associés à chaque composé, sous 

forme de « graphes des moyennes » ou « mean plot ». La Figure 70 représente les « mean plot » 

des composés purifiés dans le Chapitre III de cette partie pour les deux espèces de chêne.  
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Figure 70 : Evolution des composés d’intérêt (m/z 641, 639, 807, 783, 169-neg et 539 – de 

gauche à droite et de haut en bas) en fonction des 3 modalités de chauffe (BCF à gauche, BCN 

au milieu et BNC à droite) pour le chêne sessile (courbe en vert) et le chêne pédonculé (courbe 

en bleu). Les groupes de significativité « a », « b » et « c » (test de Tukey) sont mentionnés au-

dessus des graphiques. 
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Le composé m/z 641, de type « bac », semble se former pendant la chauffe et se dégrader 

légèrement avec la chauffe forte. Ce résultat est en accord avec les conditions de sa purification 

puisqu’il a été obtenu à partir de bois « chauffe forte » du chêne sessile. La même tendance a 

été observée pour les deux espèces de chêne, ce qui permet également d’identifier ce composé 

dans le chêne pédonculé.  

La quercusnine A (m/z 807), de type « cba », semble se dégrader avec la chauffe tant 

pour le chêne sessile que pour le chêne pédonculé. A titre de comparaison, les concentrations 

des principaux ellagitannins, comme la vescalagine et la castalagine, diminuent également au 

cours de la chauffe du bois (Glabasnia et Hofmann 2007 ; Sanz et al. 2010). Ce composé n’a 

jamais été identifié dans ces deux espèces. Il a été purifié à partir d’extraits de bois de chêne 

« non chauffé ». Ainsi, les résultats obtenus sont cohérents avec son protocole de purification.  

Les isomères m/z 639, la pédunculagine (m/z 783) et le composé m/z 539, sont tous de 

type « baa », ce qui correspond à une dégradation apportée par la chauffe forte. La même 

tendance semble être observée pour les deux espèces de chêne pour les composés m/z 783 et 

539. En revanche, pour les isomères m/z 639, une différence significative entre les chênes 

sessile et pédonculé a été constatée. Cette observation peut être reliée aux teneurs 

significativement plus élevées de whisky-lactone dans le bois de chêne sessile (Prida et Puech 

2006). Les protocoles de purification mis en place pour ces trois composés à partir du chêne 

sessile et dans du bois « non chauffé » concordent avec les résultats obtenus.  

Pour l’acide gallique (m/z 169-neg), aucun effet significatif de l’espèce de chêne, de la 

chauffe ou des interactions entre les deux n’a été remarqué.  

L’approche non-ciblée a permis de renseigner sur l’évolution des composés d’intérêt en 

fonction de la chauffe. Cependant, ces résultats devront être vérifiés par la quantification 

absolue des composés dans différents échantillons d’extraits de bois de chêne.  

 

L’analyse différentielle non-ciblée des extraits de bois de chêne a permis de mettre en 

évidence que l’effet chauffe est plus marqué que l’effet espèce pour 64 % des composés. En 

outre, plusieurs profils d’évolution des teneurs en composés en fonction de la chauffe ont été 

observés. Cette première expérience d’une approche non-ciblée s’est révélée prometteuse 

puisqu’elle pourrait permettre de mettre en lumière des molécules significativement affectées 

par un ou plusieurs paramètres, en vue de leur purification. Par exemple, des composés formés 
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par la chauffe pourront être repérés grâce au traitement statistique, purifiés après la mise en 

place d’un protocole de fractionnement, puis dégustés afin de les caractériser sensoriellement. 

Ce type de technique, qui n’avait pas encore été utilisée au laboratoire avant cette thèse, pourrait 

être mise en œuvre de façon complémentaire à l’approche inductive classiquement utilisée, afin 

de repérer des molécules affectées par des facteurs œnologiques définis. Néanmoins, il ne 

semble pas envisageable ni souhaitable que de telles approches métabolomiques remplacent la 

démarche guidée par le goût, qui offre davantage de garanties sur la pertinence sensorielle des 

composés isolés.  

 

Conclusion Chapitre V 

L’objectif de ce chapitre était de proposer de nouvelles méthodologies pour la 

découverte de molécules sapides. Le fractionnement parallèle des extraits de bois de chêne issus 

de différentes modalités de chauffe, expliqué au Chapitre III de cette partie, s’est révélé 

pertinent et efficace pour la purification de nouveaux composés. Néanmoins, avec ce type de 

démarche, des phénomènes de masquage peuvent se produire lors de la dégustation. Par 

conséquent, des fractions peuvent être ignorées alors qu’elles contiennent des composés amers 

ou sucrés. Pour remédier à cet écueil, une approche originale a été mise en place avec le 

laboratoire du Docteur Loïc Briand. Elle consiste en la mesure de l’activation des récepteurs à 

l’amertume pour guider le protocole de fractionnement. Cette méthode pourrait en outre 

permettre de fournir des indications sur la nature chimique des composés présents dans les 

fractions puis de détecter la présence de nouvelles molécules amères.   

Par ailleurs, afin de progresser dans la connaissance des composés sapides, le recours à 

d’autres approches peut être intéressant. C’est notamment le cas de l’analyse différentielle non-

ciblée. Dans un premier temps, son utilisation a été limitée à un cadre purement descriptif. 

Néanmoins, elle a permis de montrer que la purification de nouvelles substances actives pouvait 

être orientée par une étude par LC-HRMS suivie d’un traitement statistique.  

Les résultats obtenus dans ce chapitre sont préliminaires mais ont tout de même permis 

d’expérimenter de nouvelles approches afin d’en évaluer la pertinence et l’efficacité. 

Dans la continuité de ce travail, une analyse non-ciblée par spectrométrie de masse a été 

réalisée sur plusieurs eaux-de-vie de Cognac. Cette étude visant à caractériser et purifier de 

nouvelles molécules sapides fait l’objet de la prochaine partie de cette thèse. 
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TROISIÈME PARTIE :  

RECHERCHE DE NOUVEAUX MARQUEURS SAPIDES DANS LES EAUX-DE-VIE 

BOISÉES DE COGNAC 

CHAPITRE VI. SÉLECTION DE COMPOSÉS D’INTÉRÊT DANS DES EAUX-DE-VIE 

DE COGNAC PAR ANALYSE DIFFERENTIELLE NON-CIBLÉE  

 

Introduction 

La Partie II a été consacrée à l’étude de nouveaux composés sapides dans des extraits 

de bois de chêne. En effet, l’élaboration de nombreux grands vins et spiritueux comporte 

généralement une étape de maturation en fûts, au cours de laquelle sont libérés des extractibles 

du bois. Ce phénomène est particulièrement important pour les eaux-de-vie, dont la composante 

non-volatile est exclusivement conférée par l’élevage. Toutefois, après la libération dans les 

eaux-de-vie de composés du bois de chêne, certains d’entre eux peuvent évoluer, en se 

dégradant ou en réagissant avec des constituants de l’eau-de-vie ou d’autres molécules du bois. 

Une étude récente a ainsi montré, dans le cadre d’une analyse holistique, qu’il existait une plus 

grande diversité de composés dans les eaux-de-vie élevées sous bois que dans le bois lui-même 

(Roullier-Gall et al. 2018). Ce résultat conforte l’hypothèse de la co-existence, dans les eaux-

de-vie maturées en fûts, de composés nativement présents dans le bois et de molécules 

néoformées au cours du vieillissement. Afin de rechercher de tels composés, des travaux ont 

également été réalisés directement sur des eaux-de-vie maturées. En particulier, une analyse 

non-ciblée par HRMS a été réalisée sur des eaux-de-vie boisées de Cognac de différents âges. 

Son utilisation croisée avec des outils analytiques vise à isoler de nouveaux composés sapides. 

I. Analyse non-ciblée par HRMS d’eaux-de-vie de Cognac de différents âges 

 Matériels et méthodes 

1. Nature et origine des eaux-de-vie analysées 

Les eaux-de-vie de Cognac ont été fournies par la maison Rémy-Martin. Dix millésimes, 

de 1970 à 2015, ont été sélectionnés pour cette étude. Les échantillons proviennent de la même 

distillerie et sont élevés selon des conditions similaires. Pour chaque millésime, un échantillon 

a été prélevé dans cinq barriques différentes, afin de limiter des écarts liés à l’hétérogénéité du 

bois de chêne d’une barrique à une autre. Ces eaux-de-vie sont toujours en cours d’élevage. 

Elles ne résultent donc pas d’un assemblage et ne sont pas commercialisées pour le moment.  
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2. Analyse par LC-MS/MS (Q-ExactiveTM Plus Orbitrap) 

Les analyses ont été réalisées par le Docteur Eric Frérot, de la société Firmenich, à l’aide 

d’un Q-ExactiveTM Plus Orbitrap (Thermo Fischer Scientific) couplée à une chaîne LC 

(Waters), dont est équipé son laboratoire. 

Les conditions utilisées pour l’analyse des données sont les mêmes que celles décrites à 

la Partie II. Chapitre V. II. B. 1. b). Tous les échantillons ont été injectés en mode d’ionisation 

positif et négatif. 

3. Traitement des données avec MZmine  

Le traitement des données sur MZmine a été réalisé de la même façon que pour l’analyse 

métabolomique des extraits de bois de chêne, expliquée à la Partie II. Chapitre V. II. B. 1. c). 

Les conditions utilisées pour chaque paramètre sont détaillées dans le Tableau 70. Les deux 

modes d’ionisation ont été traités à part. 

Tableau 70 : Conditions utilisées pour le traitement des données métabolomiques des eaux-de-

vie de Cognac. Les paramètres sont écrits en anglais, comme sur le logiciel MZmine 2. 

Traitement des données Paramètres 

Détection des pics chromatographiques 
"Noise level MS1" (m/z 100-1500) 1.103 

"Noise level MS2" (m/z 200-2000) 1.101 

Création des chromatogrammes 

"Min time span" 0,01 min 

"Min height" 3.103 

"m/z tolerance"  20 ppm 

Déconvolution des chromatogrammes 

Algorithme : "Baseline cut-off" 

"Min peak height" 2.103 

"Peak duration range" 0,01 - 1,00 min 

"Baseline level" 1.103 

"m/z range for MS2 scan pairing"  0,02 Da 

"Retention time range for MS2 scan pairing" 0,1 min 

Suppression des isotopes 

Algorithme : "Isotopic peaks grouper" 

"m/z tolerance" 20 ppm 

"Retention time tolerance"  0,1 min 

"Maximum charge" 3 

"Representative isotope" Most intense 

Alignement des pics chromatographiques 

Algorithme : "Join aligner" 

"m/z tolerance"  10 ppm 

"Weight for m/z" 75 

"Retention time tolerance" 0,1 min 

"Weight for retention time" 25 

Gap-filling 

"Intensity tolerance" 10 % 

"m/z tolerance" 25 ppm 

"Retention time tolerance" 0,2 min 
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A la suite de ces traitements, 42 120 ions ont été observés pour le mode d’ionisation 

négatif et 47 243 pour le mode d’ionisation positif. En appliquant un dernier filtre qui permet 

de ne conserver que les pics chromatographiques possédant un scan MS², seulement 331 ions 

ont été conservés pour le mode négatif et 1 293 pour le mode positif. La poursuite de l’étude 

est réalisée sur ces ions.  

4. Traitements statistiques 

Les traitements statistiques ont été réalisés sous R, logiciel libre destiné aux statistiques, 

en collaboration avec le Docteur Warren Albertin (UR Œnologie).  

Les résultats ont été interprétés par une analyse de la variance à 1 facteur (facteur 

« millésime », ANOVA), selon la méthode décrite dans la partie expérimentale générale. Les 

valeurs ont préalablement été transformées en logarithme afin d’améliorer l’homogénéité des 

variances, condition d’application de l’ANOVA. La normalité des résidus (test de Shapiro-

Wilk) a été validée pour les deux modes d’ionisation. Des analyses en composante principale 

(ACP) ont également été réalisées, pour chaque triplicat. Des cartes auto-organisatrices (ou 

« self organizing maps ») ont également été effectuées pour la classification des données 

(Kohonen 1982). Des corrélations de Pearson ont ensuite été réalisées ( < 0,05, coefficient de 

corrélation r > 0,8) et ont permis la création de groupes de composés présentant une évolution 

similaire en fonction des millésimes. Le coefficient de Pearson est un indice reflétant une 

relation linéaire entre deux variables continues. Une corrélation positive indique que les deux 

variables varient ensemble dans le même sens. Celui-ci est calculé selon la formule suivante : 

𝑟 =  
∑ (𝑋𝑖 −  �̅�)(𝑌𝑖 − �̅�)𝑛

𝑖=1

√∑ (𝑋𝑖 − �̅�)2𝑛
𝑖=1 √∑ (𝑌𝑖 −  �̅�)²𝑛

𝑖=1

   

 

 Résultats et discussion des traitements statistiques 

L’objectif de cette analyse non-ciblée était de pouvoir observer de possibles différences 

de composition entre les jeunes et les vieux millésimes d’eau-de-vie par une analyse globale. 

Les données ont d’abord été traitées avec le logiciel MZmine 2.  

Une étude métabolomique implique parfois une analyse différentielle des empreintes, 

avec une expression semi-quantitative des résultats (Boudah, Roux et Junot 2012). Ici, une 

analyse en composante principale (ACP) des données a été effectuée à partir des aires des 331 

ions négatifs mis en évidence par l’ANOVA. La même analyse a été faite à partir des aires des 
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1 293 ions positifs. La Figure 71 reporte les représentations obtenues après le traitement 

statistique pour les deux modes d’ionisation. Les deux axes factoriels du mode négatif 

expliquent 79,7 % du jeu de données. L’effet millésime est nettement marqué et représente 71,5 

% de la variation totale du jeu de données. La même tendance est observée pour le mode positif 

mais les deux dimensions n’expriment que 53,1 % de la variance totale. Il semblerait qu’il y ait 

plus de variabilité dans le jeu de données du mode positif mais que ce dernier explique moins 

l’effet millésime.  

L’ANOVA a montré que l’effet millésime était significatif (p-value < 0,05) pour 321 

composés sur 331 (soit 97 %) pour le mode négatif et 1 036 composés sur 1 293 (soit 80 %) 

pour le mode positif.  
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Figure 71 : Représentation des données métabolomiques pour les eaux-de-vie de Cognac en 

mode d’ionisation négatif (en haut) et positif (en bas). 

Les « self organizing map » ainsi que les corrélations de Pearson ont permis de répartir 

les composés sous différents groupes. Les composés présents dans un groupe ont la même 

tendance d’évolution en fonction des millésimes. Sur les 321 composés détectés en mode 

négatif et significativement influencés par le millésime, 298 ont été attribués à un groupe parmi 

les 4 créés. Pour le mode positif, 854 composés sur les 1 036 significatifs ont été assignés à un 

groupe parmi les 5 créés. Tous les groupes sont présentés à la Figure 72.  
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Figure 72 : Représentation des différents groupes de composés en fonction de leurs évolutions 

dans les eaux-de-vie de Cognac pour le mode d’ionisation négatif (à gauche) et positif (à droite).  

Pour le mode négatif, les groupes 1, 3 et 4, représentant 92 % des composés significatifs, 

correspondent à des composés plus abondants dans les millésimes anciens. Le groupe 2 

comporte 24 composés dont les teneurs sont maximales dans les millésimes 1995 à 1993 puis 

à nouveau plus basses pour les millésimes 1973 à 1970.  

Pour le mode positif, les groupes 2, 3 et 5 représentent 76 % des composés dont les 

concentrations sont significativement influencées par le millésime. Ces groupes correspondent 

également à des composés plus abondants dans les millésimes anciens. Le groupe 1 comporte 

10 composés présents en plus grande concentration dans les eaux-de-vie jeunes puis de façon 

moins abondante au cours de l’élevage. Le groupe 4 est composé de 60 molécules dont les 

teneurs diminuent quand l’âge de l’eau-de-vie augmente. 
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D’après les évolutions présentées à la Figure 72, il semblerait qu’il y ait davantage de 

composés dans les millésimes anciens. Cette observation rejoint les teneurs en extrait sec 

obtenues pour les dix millésimes d’eaux-de-vie de Cognac, plus élevées dans les vieux 

millésimes que dans les jeunes (Tableau 71). Pour expliquer ces résultats, il est possible que 

davantage de composés soient détectés car ils sont plus abondants dans les vieux millésimes ou 

que des composés soient néoformés au cours du vieillissement, ce qui rejoindrait l’hypothèse 

formulée en introduction de cette partie. Dans une moindre mesure, on ne peut totalement 

exclure le fait que la composition du bois ait évolué au cours de ces dernières années, en lien 

avec des changements climatiques par exemple. 

Tableau 71 : Concentration en extrait sec (g/L) dans dix millésimes d’eaux-de-vie de Cognac. 

Extrait sec 2015 2010 2008 2005 2000 1995 1993 1990 1973 1970 

Moyenne 

(g/L) 

 ±  

Ic 

0,36 

± 

0,21 

1,06 

± 

0,16 

1,56 

± 

0,11 

1,58 

± 

0,11 

2,45 

± 

0,66 

2,95 

± 

0,15 

2,89 

± 

0,27 

2,96 

± 

0,32 

4,30 

± 

0,12 

5,57 

± 

0,13 

Ic : Intervalle de confiance. 

 La formation des groupes statistiques a permis de révéler la présence d’une grande 

diversité de composés dans ces eaux-de-vie de Cognac, toujours en cours d’élevage. Pour 

certains d’entre eux, les concentrations sont supérieures dans les eaux-de-vie âgées, alors que 

pour d’autres, l’inverse est constaté. Deux hypothèses peuvent alors être émises pour interpréter 

ces observations : les composés proviennent d’une extraction, du bois vers l’eau-de-vie, 

continue au cours du vieillissement, ou les composés sont néoformés par des réactions 

chimiques dans l’eau-de-vie. 

II. Utilisation de l’analyse non-ciblée pour sélectionner des molécules d’intérêt en vue de 

leur purification 

La dernière étape de l’analyse métabolomique consiste en l’identification des composés 

associés aux signaux détectés. Cette étape est la plus hasardeuse ; notamment, puisque pour un 

métabolite donné, l’ionisation ESI produit souvent plus d’un ion. Ils peuvent correspondre à 

des fragments produits dans la source, des pseudo-dimères, des adduits et leurs isotopes ayant 

échappé aux filtres du traitement. En outre, l’identification nécessite, en règle générale, 

l’utilisation conjointe de plusieurs techniques analytiques, telles que la spectrométrie de masse, 

la RMN, l’UV ou l’IR. Lors d’une approche LC-MS, l’identification formelle repose sur la 
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similarité du temps de rétention chromatographique, de la masse exacte et des spectres MSn, 

entre le composé à identifier et un standard ou un composé présent dans les bibliothèques 

spectrales. Si l’ensemble de ces critères n’est pas validé, la caractérisation du composé n’est 

pas complète et l’identification sera putative.  

 L’identification de tous les métabolites présents dans ces eaux-de-vie de Cognac n’a 

pas été entreprise pour le moment car cette étape demande un temps considérable et assez peu 

de composés non-volatils sont connus à ce jour. En revanche, la table de pics 

chromatographiques, obtenus à la suite du traitement MZmine, ainsi que les données des 

traitements statistiques ont été utilisées afin de cibler de nouvelles substances qui pourraient 

être formées au cours du vieillissement des eaux-de-vie, en vue de leur purification.  

Dans un premier temps, la création d’un tableau a permis de classer les molécules en 

fonction de leur intensité dans les eaux-de-vie, de 1970 et 2015. Par la suite, un criblage LC-

HRMS de ces molécules dans les eaux-de-vie et dans les extraits de bois de chêne a été effectué. 

La sélection des composés d’intérêt, en vue de leur purification a reposé sur trois critères : une 

forte influence de la durée d’élevage, une forte abondance du composé ciblé et un fort écart 

d’intensité entre le composé dans l’eau-de-vie et dans le bois. Malgré le nombre conséquent de 

pics chromatographiques présents dans les deux modes d’ionisation, deux composés répondant 

aux critères précédemment émis ont été ciblés pour la suite de l’étude.  

Les composés de m/z 331, en ionisation positive, et de m/z 703, en ionisation négative, 

étaient en effet présents en forte intensité dans l’eau-de-vie. Le composé m/z 331 a été classé 

parmi les composés ayant le plus grand écart d’intensité entre les eaux-de-vie de 1970 et 2015, 

avec une augmentation de 3 142 % ; il fait partie des 475 composés présents dans le Groupe 2 

pour le mode positif. La concentration en composé m/z 703 augmente jusqu’en 1993 puis 

diminue jusqu’en 1970, tout en restant abondant dans l’eau-de-vie ; il fait partie des 24 

composés présents dans le Groupe 2 pour le mode négatif. Les évolutions des deux composés 

sont représentées à la Figure 73. 
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Figure 73 : Evolution des composés m/z 331 (en haut) et m/z 703 (en bas) dans des eaux-de-

vie allant de 2015 à 1970. Les barres d’erreur représentent l’écart type des différents réplicats. 

Par ailleurs, le composé m/z 331 est présent de façon native dans le bois ; sa teneur dans 

l’eau-de-vie âgée pourrait donc s’expliquer par une extraction tout au long de la maturation en 

fûts. Le composé m/z 703 est observé uniquement dans l’eau-de-vie, ce qui pourrait s’expliquer 

par une possible réaction chimique au sein de la matrice lors du vieillissement.  
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CHAPITRE VII. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES COMPOSÉS CIBLÉS 

PROVENANT D’EAUX-DE-VIE DE COGNAC 

 

Introduction  

L’étude précédente a permis de mettre en évidence deux composés. L’objectif de ce 

chapitre est de les isoler puis de les caractériser sensoriellement et structuralement. Leur 

purification a été réalisée dans le cadre du Master 2 de Delphine Bahammou.  

Le composé m/z 703 n’est présent que dans les eaux-de-vie, il sera donc purifié à partir 

de cette matrice. En revanche, le composé m/z 331 est également présent dans le bois de chêne. 

Pour des raisons de disponibilité du matériel, son protocole de purification sera réalisé à partir 

d’extraits de bois de chêne.  

I. Développement d’un protocole de purification des composés ciblés 

 Suivi de fractionnement 

La LC-HRMS a été utilisée pour le criblage de l’extrait de bois de chêne ainsi que l’eau-

de-vie de Cognac. Les échantillons ont été injectés en mode positif pour le composé m/z 331 et 

en mode négatif pour le composé m/z 703. Les conditions chromatographiques et les paramètres 

spectroscopiques utilisés sont détaillés dans les tableaux suivants (Tableau 72 et Tableau 73).  

Tableau 72 : Conditions chromatographiques utilisées au cours du fractionnement des extraits 

de bois de chêne et d’eau-de-vie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min   

Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % HCOOH 

Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % HCOOH 

Gradient 1 
Temps (min) : 0 1,0 5,0 5,3 6,0 6,15 7,0 

% de B : 20 20 50 98 98 20 20 

Gradient 2 
Temps (min) : 0 1,0 5,0 5,3 6,0 6,15 7,0 

% de B : 10 10 50 98 98 10 10 

Injection : 5 µL 
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Tableau 73 : Conditions spectrométriques utilisées au cours du fractionnement des extraits de 

bois de chêne et d’eau-de-vie. 

Paramètre Mode négatif Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 70 70 

Débit du gaz auxiliaire a 15 15 

Débit du « sweep gas » 0 0 

|Tension du spray| - 3,5 kV 3,5 kV 

Température du capillaire 350 °C 350 °C 

Tension du capillaire - 25 V 25 V 

Tension du tube lens - 120 V 120 V 

Tension du skimmer - 20 V 20 V 

Température de la source 320 °C 320 °C 

Résolution b 25 000 25 000 

AGCc 106 ions 106 ions 

Gamme de masses 100 – 1500 Th 100 – 1500 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

 

La préparation des échantillons, en vue de l’analyse en LC-HRMS, a été réalisée de la 

façon suivante : une aliquote (0,5 mg) de chaque fraction a été reprise dans 1 mL de méthanol, 

100 μL ont été prélevés puis complétés avec 900 μL d’eau Milli-Q. Ils ont été ensuite filtrés à 

0,45 μm avant injection. 

 

 Purification du composé m/z 331 à partir d’extraits de bois de chêne 

1. Criblage d’extraits de bois de chêne 

Le criblage a été réalisé à partir d’échantillons de différentes espèces de chêne : le 

sessile, le pédonculé et le chêne blanc d’Amérique. Deux types de chauffe ont également été 

étudiés. L’analyse par LC-HRMS a révélé que le composé m/z 331 était présent en grande 

quantité dans le bois de chêne d’Amérique « non chauffé » (BNC_Am).  

Pour extraire au mieux le composé m/z 331, des solvants ont été testés en vue d’un 

premier fractionnement par extraction liquide-liquide. Les résultats ont montré que ce composé 

semblait avoir davantage d’affinité avec la phase MtBE. Une macération de ce bois ainsi que 
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des extractions liquide-liquide au MtBE avaient été réalisées précédemment au Chapitre III. 

IV. C. de la Partie II pour la purification des isomères m/z 639. Les fractions obtenues après 

le premier fractionnement par CPC de l’extrait BNC_Am_MtBE ont été criblées, en vue de la 

purification du composé m/z 331 (Tableau 74).  

 

 

Figure 74 : TIC (en haut) et XIC (en bas) en ionisation positive correspondant à l’ion m/z 331 

de l’extrait de bois de chêne BNC_Am_MtBE_F-II. 

 

La fraction II était riche en composé ciblé ; elle a donc été conservée pour la suite du 

fractionnement (Figure 74). Le criblage de ces fractions a ainsi permis de limiter la 

consommation de solvants, de matériel végétal et de gagner du temps.  
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Tableau 74 : Criblage des extraits obtenus après le fractionnement par CPC de l'extrait 

BNC_Am_MtBE, en vue de la purification du composé m/z 331. Gradient LC-MS : 1. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

F-I 20-30 224,4 / 

F-II 31-44 333,8 m/z 331 

F-III 45-61 146,7 m/z 639-1 

F-IV 62-67 49,5 m/z 639-1 ; 639-2 

F-V 68-89 180 m/z 639-2 

F-VI 90-107 88,3 m/z 639-3 

F-VII 108-150 276,7 / 

F-VIII 151-196 71,5 / 

F-IX 197-211 31,5 / 

F-X 212-230 134,8 / 

 

2. Fractionnements par CPC 

L’extrait BNC_Am_MtBE_F-II possédait un profil chromatographique complexe et 

contenait de nombreux composés. Par conséquent, une deuxième expérience de CPC a été 

réalisée. Différents systèmes de solvants de la gamme Arizona ont été testés afin de choisir 

celui permettant un fractionnement optimal (Tableau 75).  

Tableau 75 : Systèmes de solvants testés pour le fractionnement par CPC de l'extrait 

BNC_Am_MtBE_F-II. 

Systèmes H H’ H’’ J K 

Hept 1 1 1 2 1 

AcOEt 3 - 3 5 2 

MtBE - 3,64 - - - 

MeOH 1 1 - 2 1 

ACN - - 1,3 - - 

H2O 3 3 3 5 2 

 

Les KD ont été calculés l’extrait BNC_Am_MtBE_F-II (Tableau 76). 
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Tableau 76 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

BNC_Am_MtBE_F-II. 

   KD 

 
Elution Composés (m/z) H H’ H’’ J K 

BNC_Am_MtBE_F-II 

Début 193 0,46 0,72 0,19 1,81 0,74 

Milieu 331 0,64 1,17 0,23 11,40 1,90 

Milieu 291 0,73 1,24 0,18 15,05 2,10 

Fin 333 0,16 0,20 1,24 3,22 0,53 

 

Après le calcul des KD, le système K a été choisi pour le fractionnement de l’extrait 

BNC_Am_MtBE_F-II. L’expérience a été réalisée avec le rotor de 100 mL en mode ascendant, 

selon la méthode d’analyse décrite dans le Tableau 77. 

Tableau 77 : Méthode de fractionnement de la fraction II de l’extrait BNC_Am_MtBE. 

Méthode de fractionnement 7 : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor  

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2300 100 0 

35 60 5 2300 0 100 

Elution 0 70 5 2300 0 100 

Extrusion 70 100 10 2300 100 0 

 

La vitesse du rotor a été fixée à 2300 rpm. Les phases A et B correspondaient, 

respectivement, à la phase inférieure et la phase supérieure du système K. La pression et le 

volume à l’équilibre étaient de 63 bars et de 52 mL respectivement. Après analyse en LC-

HRMS, l’extrait a pu être décomposé en sept fractions distinctes (Tableau 78).  
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Tableau 78 : Masses obtenues après le fractionnement par CPC de l'extrait 

BNC_Am_MtBE_F-II. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

F-II_1 15-31 29,8 / 

F-II_2 32-38 44,0 / 

F-II_3 39-52 47,5 / 

F-II_4 53-66 29,4 / 

F-II_5 67-81 54,3 m/z 331 

F-II_6 82-89 30,0 / 

F-II_7 90-115 9,4 / 

 

3. Purification du composé m/z 331 par HPLC-Prep 

La fraction F-II_5 de l’extrait BNC_Am_MtBE a été injectée en HPLC-Prep pour la 

purification du composé m/z 331. La colonne Sunfire a été utilisée pour le fractionnement. La 

phase A était constituée d’H2O + 0,1 % d’acide formique et la phase B d’ACN + 0,1 % d’acide 

formique. Les conditions chromatographiques ont été optimisées pour une meilleure séparation 

des composés, selon les méthodes décrites dans le Tableau 79. 

Tableau 79 : Gradient utilisé pour la purification par HPLC-Prep du composé m/z 331 dans la 

fraction BNC_Am_MtBE_F-II_5. 

BNC_Am_MtBE_F-II_5 

Colonne Sunfire 
Gradient 14 

Temps (min) 0 7,4 37 39 44,2 45,3 52 

% B 20 20 25 98 98 20 20 

 

Les purifications réalisées par HPLC-Prep ont permis d’obtenir 3,1 mg du composé 

ciblé m/z 331. La Figure 75 résume le protocole de fractionnement mis en place pour sa 

purification à partir de l’extrait BNC_Am_MtBE. Son élucidation structurale est désormais 

possible. Sa caractérisation sensorielle dans de l’eau et dans un vin sera également conduite 

afin d’évaluer son intérêt potentiel dans ces deux matrices. Par ailleurs, sa quantification 

absolue dans les eaux-de-vie, les vins et le bois pourra être menée en fonction des résultats de 

la dégustation.  
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Figure 75 : Fractionnement de l'extrait BNC_Am_MtBE en vue de la purification du composé 

m/z 331. 

 Purification du composé m/z 703 à partir d’une eau-de-vie boisée de Cognac (EDV) 

Le composé m/z 703 était présent seulement dans les eaux-de-vie boisées de Cognac. Sa 

quantification relative a montré qu’il était présent en plus grande proportion dans les eaux-de-

vie élevées sous bois pendant 20 ans. Sa purification a alors été réalisée à partir d’un assemblage 

de trois EDV élevées en fûts pendant respectivement 19, 20 et 21 ans. Elles ont été fournies par 

la maison Rémy-Martin.  

1. Préparation des échantillons 

Les EDV étaient titrées autour de 64 % v/v d’alcool. Elles ont été évaporées à sec afin 

d’éliminer l’éthanol, susceptible de perturber les étapes de fractionnement ultérieures. Après 

évaporation et lyophilisation de 4 bouteilles de 750 mL d’EDV, un extrait sec d’une quantité 

de 7,35 g a été obtenu.  
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Figure 76 : TIC (en haut) et XIC (en bas) en ionisation négative correspondant à l’ion m/z 703 

dans l’extrait sec de l’eau-de-vie de Cognac. 

L’extrait sec a d’abord subi des extractions liquide-liquide avec des solvants de polarité 

croissante. Le protocole décrit dans la Partie II au Chapitre III. II. 2. a. a été appliqué à cette 

matrice. Après évaporation à sec, les extraits MtBE, AcOEt, BuOH et phase aqueuse ont été 

lyophilisés pour donner des poudres homogènes. Les masses récupérées après ces extractions 

sont reportées au Tableau 80.  

Tableau 80 : Quantités obtenues après les extractions liquide-liquide successives de l’extrait 

sec de Cognac. 

Extraits pré-purifiés EDV_Extrait-sec (g) 

Phase MtBE 1,78 

Phase AcOEt 1,33 

Phase BuOH 1,19 

Phase Aqueuse 2,95 
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Après analyse en LC-HRMS de ces quatre extraits, le composé m/z 703 a été observé 

dans les phases AcOEt, BuOH et la phase aqueuse. Cependant, il est essentiellement présent 

dans la phase BuOH. Cet extrait (EDV_BuOH) a été conservé pour la suite du fractionnement.  

2. Fractionnement de l’extrait EDV_BuOH par CPC 

L’extrait EDV_BuOH possédait un profil chromatographique complexe. L’utilisation 

de la CPC était nécessaire afin de le fractionner et d’obtenir une fraction enrichie en composé 

m/z 703. Pour injecter la totalité de la fraction en minimisant la consommation de solvants, deux 

expériences de CPC ont été effectuées à l’aide du rotor de 100 mL, plutôt qu’une seule à l’aide 

du rotor de 1 L. 

Dans un premier temps, différents systèmes ont été testés afin de choisir celui permettant 

un fractionnement optimal (Tableau 81).  

Tableau 81 : Systèmes testés de type « pont » pour le fractionnement de l'extrait EDV_BuOH. 

Systèmes P5 P6 P7 P11 P12 P13 P14 P18 P19 

MtBE - - - - - - - - - 

AcOEt 4 3 2 5 4 3 2 3 2 

ACN - - - - - - - 1 1 

iPrOH 1 1 1 - - - - - - 

MeOH - - - 1 1 1 1 - - 

H2O 4 3 2 5 4 3 2 3 2 

 

Les systèmes qui solubilisaient correctement l’extrait ont été conservés. Les phases 

inférieures et supérieures de chaque système ont été injectées en LC-HRMS, puis les KD ont 

été calculés (Tableau 82). 

Tableau 82 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

EDV_BuOH.  

   KD 

 
Elution Composés (m/z) P6 P7 

EDV_BuOH 

Début 703 5,74 2,26 

Milieu 635 0,64 0,55 

Fin 695 1,28 0,79 
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Dans le système P6, les principaux composés de l’extrait présentaient un KD élevé, peu 

compatible avec la mise en œuvre pratique de l’expérience de CPC. Dans le système P7, les KD 

obtenus sont plus proches de 1 ; ces conditions ont été retenues pour le fractionnement. Pour 

vérifier la pertinence de ce choix, une première injection de 500 mg de l’extrait a été réalisée 

avec le rotor de 100 mL, en mode ascendant, selon la méthode décrite dans le Tableau 83. 

Tableau 83 : Méthode de fractionnement de l’extrait EDV_BuOH. 

Méthode de fractionnement 8 : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor  

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2300 100 0 

35 60 5 2300 0 100 

Elution 0 90 5 2300 0 100 

Extrusion 90 120 10 2300 100 0 

 

La vitesse du rotor a été fixée à 2300 rpm. La pression et le volume à l’équilibre étaient 

de 51 bars et de 46 mL respectivement. Le profil chromatographique UV présentait plusieurs 

pics. Après analyse en LC-HRMS, l’extrait EDV_BuOH a pu être décomposé en trois fractions 

distinctes. Une deuxième expérience a été réalisée sur le reste de cette fraction (600 mg) avec 

la même méthode d’analyse. La pression et le volume à l’équilibre étaient de 46 bars et de 50 

mL respectivement. Le profil UV de la deuxième injection et les profils LC-HRMS des tubes 

collectés sont similaires à ceux de la première. Ainsi, les mêmes fractions ont été constituées 

pour les deux CPC. Les quantités obtenues sont reportées dans le Tableau 84.  

Tableau 84 : Masses obtenues après le fractionnement par CPC de l'extrait EDV_BuOH. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

EDV_BuOH_F1 37-52 421 m/z 703 

EDV_BuOH_F2 53-59 395,5 / 

EDV_BuOH_F3 60-125 580,8 / 

 

La fraction F1 de l’extrait EDV_BuOH était la plus enrichie en composé m/z 703. En 

revanche, le profil chromatographique étant toujours complexe, un autre fractionnement par 

CPC a été nécessaire. Les systèmes P11 à P19 ont alors été testés. Les KD ont été calculés pour 
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les systèmes qui solubilisaient le mieux l’échantillon, soit pour P14, P18 et P19. Les résultats 

sont présentés dans le Tableau 85. 

Tableau 85 : KD calculés pour les différents systèmes de solvants testés pour l’extrait 

EDV_BuOH_F1. 

   KD 

 
Elution Composés (m/z) P14 P18 P19 

EDV_BuOH_F1 

Début 675 8,50 20,59 39,3 

Milieu 703 1,61 3,78 3,03 

Fin 993 0,80 3,19 3,22 

 

Parmi les trois systèmes, le P14 est celui qui présentait des KD proche de 1. En outre, les 

valeurs entre les composés au début, milieu et fin d’élution sont différentes et éloignées, ce qui 

pourrait laisser envisager un bon fractionnement par CPC. L’expérience a été réalisée avec le 

rotor de 100 mL, en mode ascendant, selon la méthode décrite ci-dessous (Tableau 86).  

Tableau 86 : Méthode de fractionnement de l’extrait EDV_BuOH_F1. 

Méthode de fractionnement 9 : Rotor 100 mL ; Mode ascendant 

 Début 

(min) 

Fin  

(min) 

Débit 

(mL/min) 

Rotor  

(rpm) 
% A % B 

Equilibration 

0 15 10 0 100 0 

15 30 10 500 100 0 

30 35 5 2300 100 0 

35 60 5 2300 0 100 

Elution 0 70 5 2300 0 100 

Extrusion 70 110 10 2300 100 0 

 

La pression et le volume à l’équilibre étaient de 40 bars et de 52 mL respectivement. 

Après la CPC, les tubes ont été injectés en LC-HRMS et cinq fractions ont pu être regroupées 

selon leur profil chromatographique. Les quantités obtenues sont reportées dans le Tableau 87. 
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Tableau 87 : Masses obtenues après le fractionnement par CPC de l'extrait EDV_BuOH_F1. 

Fraction Tubes Masses (mg) Molécule d’intérêt 

EDV_BuOH_F1_1 32-37 284 m/z 703 

EDV_BuOH_F1_2 28-31 + 38-52  67,6 / 

EDV_BuOH_F1_3 53-100 3,3 / 

EDV_BuOH_F1_4 101-115 1,2 / 

EDV_BuOH_F1_5 116-125 19,8 / 

 

Le profil chromatographique en LC-HRMS de la fraction 1 de l’extrait EDV_BuOH_F1 

était simplifié (Figure 77). Celle-ci a donc été conservée pour la suite du protocole de 

purification.  

 

Figure 77 : TIC (en haut) et XIC (en bas) en ionisation négative correspondant à l’ion m/z 703 

dans l’extrait EDV_BuOH_F1_1. 
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3. Purification du composé m/z 703 par HPLC-Prep 

La fraction a été injectée en HPLC-Prep équipée d’une colonne Sunfire. La phase mobile 

était constituée d’un mélange H2O + 0,1 % d’acide formique (phase A) et ACN + 0,1 % d’acide 

formique (phase B). Le débit était fixé à 20 mL/min. Les gradients ont été optimisés afin de 

séparer au mieux les composés proches de la molécule m/z 703. Les conditions 

chromatographiques utilisées pour ces fractionnements sont reportées dans le Tableau 88. 

Tableau 88 : Gradient utilisé pour la purification par HPLC-Prep du composé m/z 703 dans la 

fraction EDV_BuOH_F1_1. 

EDV_BuOH_F1_1 

Colonne Sunfire 
Gradient 15 

Temps (min) 0 7,4 37 39 44,2 45,3 52 

% B 10 10 35 98 98 10 10 

 

Les profils LC-HRMS et UV présentaient peu de pics chromatographiques. En 

revanche, en ELSD le profil était plus complexe et le composé ciblé m/z 703 n’apparaissait pas 

comme le plus abondant. Néanmoins, sur les 284 mg injectés, 1,5 mg de la molécule m/z 703 

ont pu être récupérés. Ces éléments suggèrent la présence dans la fraction initiale de composés 

abondants répondant peu en spectrométrie de masse et en UV. La Figure 78 résume le protocole 

de fractionnement mis en place pour la purification du composé m/z 703 à partir de l’extrait 

EDV_BuOH.  

 

Figure 78 : Fractionnement de l'extrait EDV_BuOH en vue de la purification du composé m/z 

703. 
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II. Caractérisation structurale et sensorielle des composés purifiés 

 Etude de la molécule m/z 331 

1. Etude des propriétés sensorielles du composé m/z 331 

Les quantités obtenues pour le composé m/z 331 ont permis sa caractérisation sensorielle 

dans de l’eau et dans un vin blanc non boisé (Bordeaux 2013) par un panel restreint. Pour 

chaque matrice, il a été dégusté à une concentration fixe de 5 mg/L, selon les conditions décrites 

dans la partie expérimentale générale III. A. Le vin blanc a été utilisé comme témoin et le 

QTT I comme molécule de référence pour la sucrosité, comme décrit à la Partie II Chapitre 

IV. I. Les résultats de la dégustation sont reportés dans le Tableau 89. 

Tableau 89 : Propriétés gustatives du composé m/z 331 dans de l'eau et dans un vin blanc non 

boisé. 

 Eau 
Vin blanc non boisé 

Bordeaux 2013 

 Sucré Amer Sucré Amer Acide 

Témoin / / 0/5 0/5 5/5 

QTT I 4/5 0/5 4/5 0/5 2/5 

331 3/5 0/5 2/5 0/5 3/5 

 

La dégustation a permis d’établir le goût sucré de la molécule m/z 331 dans les deux 

matrices. Elle est notée avec une intensité plus faible que la molécule de référence. Dans le vin 

blanc, le composé m/z 331 procure une augmentation de la sucrosité ainsi qu’une diminution 

de l’acidité.  

Seule la détermination de son seuil de détection dans diverses matrices pourra permettre 

d’évaluer son influence organoleptique sur le goût des eaux-de-vie et des vins élevés sous bois.  

2. Caractérisation structurale 

La formule brute de cette molécule a été déterminée selon la méthodologie décrite à la 

Partie II Chapitre IV. II. 

Le spectre HRMS de la molécule présente un ion positif majoritaire m/z 331,1531, de 

formule brute C19H23O5
+. Celui-ci correspond à un fragment vis-à-vis de l’ion quasi moléculaire 

[M+H]+, observé à une intensité très faible quels que soient les paramètres d’ionisation. L’ion 

protoné de rapport m/z 361,1491 correspond à une formule brute de C20H24O6 (avec une 
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précision de 1,280 ppm). Cette molécule est vraisemblablement fragmentée dans la source 

d’ionisation. Ainsi, l’espèce majoritairement détectée correspond à une perte de neutre de 

29,9961 par rapport à l’ion m/z 361, caractéristique d’un groupement méthoxy (CH2O). En 

outre, l’ion positif m/z 313,1426, de formule brute C19H21O4
+, pourrait correspondre à une 

déshydratation vis-à-vis de l’ion m/z 331. Le spectre HRMS présentait également un ion 

correspondant à un adduit sodium [M+Na]+ de rapport m/z 383,1463 (C20H24O6Na+), comme 

présenté à la Figure 79.  

 

Figure 79 : Spectre HRMS de la molécule m/z 331 (sans fragmentation). 

Par la suite, les spectres mono-dimensionnels (1H) et bi-dimensionnels (1H-1H COSY, 

1H-1H ROESY, 1H-13C HSQC et 1H-13C HMBC) ont été réalisés selon les conditions décrites 

dans la partie expérimentale générale II. B. 2. b.  

En comparant, les données obtenues en LC-HRMS, l’interprétation des spectres RMN 

1H et 13C (ANNEXE 11) et les données de la littérature, le composé m/z 331 a pu être identifié. 

Il s’agit de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle (Figure 80). Le raisonnement conduisant à la 

détermination de la structure à partir des données RMN n’est pas détaillé puisque celle-ci a déjà 

été décrite dans la littérature (Hanawa, Shiro et Hayashi 1997 ; Pieters et al. 1993) . Il convenait 

toutefois de préciser sa configuration relative. Il a été démontré dans la littérature que la 

constante de couplage entre H-7 et H-8 (égale à 6,5 Hz ici) ne pouvait pas être un élément pour 

distinguer les diastéréoisomères cis/trans d’un squelette de ce type (García-Muñoz et al. 2006). 

Par ailleurs, le proton H-7, résonnant à 5,5 ppm sous la forme d’un doublet, est corrélé en 

ROESY avec le proton H-9, résonnant à 3,75 ppm sous la forme d’un multiplet. Cette 
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observation indique que les protons H-7 et H-8 sont en position trans, comme détaillé dans la 

littérature (García-Muñoz et al. 2006). 

 

Figure 80 : Structure chimique de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle (m/z 331). 

Par ailleurs, le pouvoir rotatoire spécifique de cette molécule a été mesuré à partir d’1 

mg de composé pur, avec l’appareil et les conditions décrites en partie expérimentale générale. 

Celui-ci a été établi à [α]25 = -2,6 (c = 0,1, MeOH). Cette valeur, très proche de zéro, pourrait 

suggérer un mélange racémique ou un très léger excès de forme lévogyre. Dans la littérature, le 

pouvoir rotatoire spécifique de cette molécule a également été mesuré par Hanawa et al. et a 

été établi à [α]23 = -6,1 (c = 0,99, MeOH) (Hanawa, Shiro et Hayashi 1997). Les valeurs sont 

quasiment similaires, ce qui permet de confirmer une nouvelle fois qu’il s’agit de la même 

molécule.  

Ce composé est un néolignane, mis en évidence pour la première fois par Weinges et al. 

en 1970 à partir du Chardon-Marie (Silybum marianum) (Weinges et al. 1970). Il a également 

été identifié dans plusieurs espèces naturelles, telles que le duramen du bouleau de Maximowicz 

(Betula maximowicziana) (Hanawa, Shiro et Hayashi 1997) et du pin (Pinus massoniana) (Suga 

et al. 1993), le bois du Viburnum awabuki (Fukuyama et al. 1996) et les feuilles du Peltophorum 

pterocarpum (Y.-C. Li et al. 2019), mais jamais dans le genre Quercus. Il a également été 

découvert dans le sirop et le sucre d’érable (Li et Seeram 2010 ; Liu et al. 2017). En revanche, 

aucune publication ne mentionne sa présence dans les eaux-de-vie.  

Ainsi, il s’agit de sa première identification dans le bois de chêne américain et dans les 

eaux-de-vie de Cognac. Son goût sucré est également décrit pour la première fois. Dans la 

poursuite de ce travail, sa présence dans le chêne sessile et pédonculé ainsi que dans d’autres 

spiritueux et dans les vins sera étudiée. Sa purification en plus grande quantité serait nécessaire 

afin de préciser son seuil de détection gustative. Elle n'a pu être réalisée dans le cadre de ce 

travail. 
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 Etude de la molécule m/z 703 

Les données RMN de ce composé ne sont pas disponibles à ce jour puisqu’il a été purifié 

à la fin de cette thèse. Toutefois, l’utilisation conjointe de la LC-HRMS et du logiciel Sirius a 

permis de fournir des informations importantes en vue de son élucidation structurale.  

1. Détermination de la formule brute par LC-HRMS 

La détermination de la formule brute par LC-HRMS a été effectuée de la même façon 

que pour les autres composés purifiés, selon la méthode décrite dans la Partie II Chapitre IV. 

II. Le détail du spectre de masse du composé m/z 703, présenté à la Figure 81, permet de 

montrer que cette espèce est monochargée (z = 1). 

 

Figure 81 : Détail du spectre de masse du composé m/z 703 en mode négatif. 

Le rapport isotopique expérimental (M+1)/M est d’environ 35 %. La formule 

correspondant à l’ion quasi-moléculaire m/z 703,1143, en mode d’ionisation négative, estimée 

par le logiciel Xcalibur est : C31H27O19
- avec une précision de 0,6 ppm par rapport à la valeur 

théorique. La formule brute de cette molécule a été déterminée comme étant C31H28O19 ; elle 

contient ainsi 18 insaturations.  

 A notre connaissance, aucun composé possédant cette formule brute n’a été décrit dans 

la littérature. 

2. Fragmentation par HCD 

La fragmentation du composé m/z 703, par application d’une énergie HCD de 35 eV, 

conduit à la formation de nombreux ions visibles sur le spectre de masse (Figure 82). 
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L’ion m/z 657,0731, de formule brute C29H21O18
-, correspond à une espèce formée par 

la perte d’un groupement neutre C2H6O vis-à-vis de l’ion m/z 703,1143. Ce groupement peut 

correspondre soit à la perte d’un éthoxy soit à une perte d’un méthyl et d’un groupe méthoxy. 

De même, l’ion négatif m/z 639,0626, de formule brute C29H19O17
-
 correspond à une 

déshydratation vis-à-vis de l’ion m/z 657,0731. Par ailleurs, le spectre de fragmentation a 

montré la présence d’un ion négatif de m/z 523,0513 et pourrait correspondre à une espèce 

formée par la perte d’un groupement C6H12O6, caractéristique d’un hexose, vis-à-vis de l’ion 

m/z 703,1143.  

En outre, un ion de m/z 169,0134 (C7H5O5
-) a été observé, ce qui correspond à l’acide 

gallique. L’ion m/z 300,9991 (C14H5O8
-) a également été constaté. Celui-ci pourrait 

correspondre à la présence d’un acide ellagique dans la molécule. En outre, les ions m/z 

249,0404 (C12H9O6
-) et m/z 275,0195 (C13H7O7

-) ont été observés ; ils pourraient correspondre 

respectivement au 2,2',3,3',4,4'-Biphénylhexol et au 3,4,8,9,10-Pentahydroxy-6H-

benzo[c]chromén-6-one. Ces trois derniers ions, m/z 300, 275 et 249, sont généralement des 

fragments caractéristiques des principaux ellagitannins, comme la vescalagine et la castalagine 

(Bowers et al. 2018).  

Par conséquent, en comparant les fragments obtenus avec les données de la littérature, 

la molécule m/z 703 pourrait être un ellagitannin C-glycosidique (Jourdes et al. 2011 ; Regueiro 

et al. 2014 ; Engström, Pälijärvi et Salminen 2015).  
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Figure 82 : Spectre HRMS du composé m/z 703 (HCD 35 eV). 
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3. Utilisation du logiciel Sirius 

Pour compléter les informations de la fragmentation HCD, le logiciel Sirius a été utilisé. 

C’est un logiciel libre, complémentaire de MZmine, destiné à l’analyse des métabolites à partir 

de données obtenues par la spectrométrie de masse en tandem (Dührkop et al. 2015 ; Böcker et 

al. 2009 ; Dührkop, Scheubert et Böcker 2013). Le logiciel détermine les formules brutes les 

plus probables associées à l’ion précurseur puis annote également des formules pour chaque 

fragment, grâce aux données MS/MS. Les pics qui ne reçoivent aucune annotation sont 

supposés être du bruit de fond. En outre, un arbre de fragmentation est prédit, ce qui permet de 

connaître les différentes réactions conduisant à la formation des ions fragments. Puis, 

l’utilisation de CSI:FingerID, une application permettant de rechercher des structures 

moléculaires dans les bases de données existantes, permet de proposer des structures associées 

à chaque formule brute.  

Ce logiciel a donc été utilisé pour obtenir de nouvelles informations sur la molécule m/z 

703. En partant du constat que l’espèce était monochargée, la formule brute proposée par ce 

logiciel était la même que celle obtenue sur Xcalibur. Par la suite, un arbre de fragmentation 

(Figure 83) a été généré pour l’espèce de formule brute C31H28O19.  

 

Figure 83 : Arbre de fragmentation généré par le logiciel Sirius pour la molécule m/z 703. 

L’intensité relative des fragments est exprimée en pourcentage. 
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L’arbre de fragmentation, généré à partir des données MS/MS (énergie de collision 

28,33 eV) en mode négatif, propose 8 fragments dont 3 majoritaires (représentés en bleu à la 

Figure 83). L’ion m/z 275,0196, correspondant à une perte de neutre de C18H20O12 vis-à-vis de 

l’ion moléculaire m/z 703,1153, a également été observé ; il s’agit vraisemblablement du 

3,4,8,9,10-pentahydroxy-6H-benzo[c]chromén-6-one de formule brute C13H8O7 (Figure 84). 

L’ion m/z 275 est associé à la fragmentation majoritaire, c’est-à-dire celle qui conduit au radical 

le plus stable.  

 

Figure 84 : Structure du 3,4,8,9,10-pentahydroxy-6H-benzo[c]chromén-6-one (m/z 275). 

Les deux autres fragments majoritaires de m/z 274 et 273, correspondent respectivement 

à la perte d’un et de deux protons vis-à-vis de l’ion m/z 275.  

Par ailleurs, le logiciel n’a trouvé aucune structure moléculaire associée à cette formule 

brute. Ainsi, le composé m/z 703 semble être une nouvelle substance naturelle. 

 

L’utilisation de la LC-HRMS ainsi que l’analyse des spectres MS² a permis d’obtenir la 

formule brute du composé m/z 703, mais également de suggérer la présence de certains 

groupements appartenant à la famille des ellagitannins. Bien que ces techniques ne permettent 

pas la détermination de formule brute semi-développée des molécules, elles fournissent des 

informations importantes afin de faciliter l’interprétation des futures données RMN. Par la suite, 

l’étude se portera en priorité sur la caractérisation structurale de ce composé puis dans un second 

temps sur son étude sensorielle.  
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Conclusion Partie III 

Cette partie visait à caractériser et purifier de nouvelles substances sapides à l’aide d’une 

approche métabolomique non-ciblée sur plusieurs eaux-de-vie boisées de Cognac. Dans un 

premier temps, son utilisation a été limitée à un cadre purement descriptif. Après une étude par 

LC-HRMS suivie d’un traitement statistique, une grande diversité de composés a été observée 

dans ces eaux-de-vie. Deux catégories de molécules se sont distinguées, celles extraites du bois 

de chêne dans l’eau-de-vie et celles formées par des réactions chimiques dans l’eau-de-vie. 

Dans un second temps, un protocole de fractionnement a été mis en place afin de purifier un 

composé présent dans chacune de ces catégories. Ainsi, le composé m/z 331 a été purifié à partir 

d’extraits de bois de chêne et le composé m/z 703 à partir d’une eau-de-vie élevée depuis 20 

ans.  

Le composé m/z 331 a été identifié comme l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle grâce 

aux données LC-HRMS et RMN. Son élucidation sensorielle a permis de révéler son goût sucré. 

Dans la suite de cette thèse, sa présence dans des extraits de bois de chêne, des spiritueux et des 

vins a été étudiée.  

Le composé m/z 703 n’a pas été caractérisé structuralement ni sensoriellement à ce jour. 

En revanche, au vu des données LC-HRMS, ce composé est vraisemblablement une nouvelle 

substance naturelle, possiblement un ellagitannin. Les données RMN permettront de valider 

cette hypothèse. 

L’utilisation de l’approche non-ciblée s’est révélée prometteuse puisqu’elle a permis de mettre 

en lumière des molécules significativement affectées par l’élevage en barriques. Ce travail 

pourra être continué en le couplant à l’approche inductive classiquement utilisée. 
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QUATRIÈME PARTIE :  

CARACTÉRISATION SENSORIELLE DU SYRINGALDÉHYDE ET DE L’ACIDE 

GALLIQUE. QUANTIFICATION DES COMPOSÉS PURIFIÉS DANS LES VINS ET 

LES EAUX-DE-VIE ; ÉTUDE DE L’INFLUENCE DES PARAMÈTRES DE 

TONNELLERIE  

CHAPITRE VIII. CARACTÉRISATION SENSORIELLE DU SYRINGALDÉHYDE ET DE 

L’ACIDE GALLIQUE DANS LES VINS ET LES EAUX-DE-VIE 

 

Introduction 

L’utilisation du protocole de fractionnement guidé par la gustatométrie, décrit à la Partie 

II, a permis d’isoler des composés sapides. Leurs propriétés sensorielles ont d’ailleurs été 

étudiées dans le deuxième chapitre de la Partie II. Au-delà de la description de la saveur des 

molécules, la détermination de leur seuil de détection gustative est nécessaire afin de préciser 

leur influence réelle sur le goût des vins et des eaux-de-vie. Néanmoins, une telle caractérisation 

sensorielle nécessite des quantités de produits importantes, ce qui peut constituer une limite 

majeure. C’est notamment le cas de la plupart des composés de ce travail puisqu’ils ne sont pas 

commercialisés, à l’exception du syringaldéhyde et de l’acide gallique. Ainsi, ce chapitre vise 

à déterminer le seuil de détection gustative de ces deux composés dans un vin blanc non boisé 

et dans une eau-de-vie dite « blanche », c’est-à-dire non boisée également. 

I. Détermination des seuils de détection gustative du syringaldéhyde et de l’acide 

gallique dans deux matrices 

 Les conditions de la dégustation ont été décrites dans la partie expérimentale générale 

III. B. Pour le syringaldéhyde, les dégustations ont été réalisées avec des pince-nez pour que le 

panel ne soit pas influencé par son odeur caractéristique.   

 Dans un vin blanc non boisé 

Le seuil de détection du syringaldéhyde et de l’acide gallique ont été déterminés dans 

un vin blanc sec (Pays d’Oc ; 12 % vol. ; pH 3,43 ; AT = 3,62 g/L d’H2SO4). Ce vin, élaboré 

sans contact avec le bois de chêne, a été au préalable injecté en LC-HRMS afin de valider 

l’absence des deux composés. 

Pour chaque concentration, trois verres ont été présentés aux dégustateurs, l’un d’entre 

eux contenant le vin additionné du composé étudié, les deux autres contenant le vin témoin. Il 
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a été demandé à chaque individu de désigner l’échantillon différent (test à choix forcé de 1 

parmi 3). Le panel était constitué de 21 personnes, appartenant au personnel des laboratoires de 

l’ISVV, entraînées à la dégustation des vins et sensibilisées à la perception des différentes 

saveurs. Pour l’acide gallique, cinq concentrations ont été présentées aux dégustateurs, dans un 

ordre croissant et suivant une progression géométrique de raison 2 : 5, 10, 20, 40, 80 et 160 

mg/L. Cinq concentrations (2, 4, 8, 16, 32 et 64 mg/L) ont également été présentées pour le 

syringaldéhyde, suivant toujours un ordre croissant et une progression géométrique de raison 

2. 

 Dans une eau-de-vie blanche 

Le panel qui a été entraîné à la dégustation des eaux-de-vie (partie expérimentale 

générale III. B. 3.) a été choisi pour déterminer le seuil gustatif de détection du syringaldéhyde 

et de l’acide gallique dans cette matrice. Les seuils ont été déterminés dans une eau-de-vie 

blanche réduite à 40 % d’alcool. Comme pour le vin blanc, l’eau-de-vie a été injectée en LC-

HRMS afin de valider l’absence des deux composés.  

Afin d’éviter d’éventuels phénomènes de saturation ou de rémanence dus à la matrice, 

deux sessions différentes ont été organisées. Pour chacune d’elle, des tests triangulaires ont été 

présentés aux dégustateurs, selon la méthodologie décrite dans la partie expérimentale générale.  

Pour l’acide gallique, trois concentrations croissantes ont été présentées au panel lors de 

la première session : 20, 40 et 80 mg/L. Les concentrations présentées à chaque dégustateur lors 

de la seconde session dépendaient de leurs résultats lors de la première session. En effet, si le 

panéliste donnait des réponses correctes, il dégustait à nouveau la concentration la plus basse 

pour laquelle il avait donné une bonne réponse, afin de confirmer son jugement, ainsi que 2 

concentrations inférieures (5 et 10 mg/L). En revanche, si le panéliste ne trouvait aucune bonne 

réponse, trois nouvelles concentrations lui étaient présentées : deux plus hautes (120 et 240 

mg/L) et une plus basse (60 mg/L), afin de mettre en évidence ou non des phénomènes de 

saturation liés à la matrice lors de la première session. La même méthodologie a été appliquée 

pour le syringaldéhyde, mais avec d’autres concentrations (8, 16 et 32 mg/L). Puis, pour la 

deuxième session, des concentrations plus basses (2, 4 et 8 mg/L) et plus hautes (32, 64 et 128 

mg/L) ont été présentées en fonction des réponses données lors de la première session.  

II. Résultats et discussion 

Les concentrations utilisées pour la détermination du seuil de détection de l’acide 

gallique et du syringaldéhyde ont été choisies à partir des données de la littérature. En effet, ces 
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deux composés sont présents à des concentrations de l’ordre du mg/L dans les vins (Chamkha 

et al. 2003 ; Barnaba et al. 2015 ; Sirén, Sirén et Sirén 2015), voire de la dizaine de mg/L dans 

les eaux-de-vie (Canas 2017 ; Viriot et al. 1993).   

Le panel a discerné le goût sucré du syringaldéhyde, malgré le port du pince-nez, et 

l’amertume de l’acide gallique. Les seuils de détection ont été déterminés pour les deux 

composés dans les deux matrices de l’étude. Le Tableau 90 les récapitule. Les traitements 

statistiques conduisant aux résultats ont été expliqués dans la partie expérimentale générale III. 

B. 2.  

Tableau 90 : Seuils de détection gustative du syringaldéhyde et de l’acide gallique dans un vin 

blanc non boisé et une eau-de-vie jeune. 

Molécules 
Seuil de détection gustative 

dans un vin blanc non boisé 

Seuil de détection gustative 

dans une eau-de-vie blanche 

Syringaldéhyde 19,2 mg/L 9,3 mg/L 

Acide gallique 33,4 mg/L 29,6 mg/L 

 

Dans le vin, les seuils de détection gustative du syringaldéhyde et de l’acide gallique 

ont été évalués respectivement à 19,2 et 33,4 mg/L, avec des variabilités interindividuelles très 

importantes. En effet, les seuils de détection individuels pour cette matrice s’étalaient de 1,4 à 

90,5 mg/L pour le syringaldéhyde et de 3,5 à 226,3 mg/L pour l’acide gallique. Dans l’eau-de-

vie, la même tendance a été observée. Ces seuils vont de 1,4 à 90,5 mg/L pour le syringaldéhyde 

et de 3,5 à 169,7 mg/L pour l’acide gallique. Ces différences de détection ont déjà été observées 

pour d’autres composés tels que le lyonirésinol (Marchal, Cretin et al. 2015 ; Winstel et Marchal 

2019). Le seuil de détection de l’acide gallique ne semble pas être significativement influencé 

par la nature de la matrice. En outre, ces résultats rejoignent ceux de Purwayanti où le seuil de 

détection avait été déterminé dans l’eau à 34,02 mg/L (Purwayanti 2013). A l’inverse, le 

syringaldéhyde a un seuil de détection plus haut dans les vins (19,2 mg/L) que dans les eaux-

de-vie (9,3 mg/L), malgré une plus forte concentration en alcool dans cette dernière. Ces 

résultats permettent de confirmer de précédentes observations décrites dans la partie I de cette 

thèse, c’est-à-dire que l’on ne peut systématiquement présumer de la contribution sensorielle 

d’un composé dans une matrice à partir de ses propriétés dans une autre matrice. 

 



Quatrième partie : Caractérisation sensorielle et quantification 

249 

 

CHAPITRE IX. QUANTIFICATION DES COMPOSÉS PURIFIÉS DANS LES VINS ET 

LES EAUX-DE-VIE ; ÉTUDE DE L’INFLUENCE DES PARAMÈTRES 

DE TONNELLERIE. 

 

Introduction 

L’effet d’une molécule sur le goût du vin dépend d’une part de son activité gustative, 

mais également de son abondance. Les seuils de détection gustative ayant été déterminés pour 

l’acide gallique et le syringaldéhyde, il convient alors de les comparer aux concentrations 

retrouvées dans les vins et les eaux-de-vie pour évaluer leur incidence sensorielle.  

L’étude sensorielle des composés purifiés au cours des parties II et III a également été 

réalisée. Afin de connaître leur possible influence sur les vins et les eaux-de-vie, il est nécessaire 

de disposer de données quantitatives dans ces deux matrices.   

Ce dernier chapitre traite d’un développement de deux méthodes de dosage par LC-

HRMS des composés sapides purifiés précédemment, dans les vins ainsi que dans les eaux-de-

vie. L’influence des différents paramètres de tonnellerie sur la composition en ces composés 

sera également étudiée.  

I. Développement de deux méthodes de dosage par LC-HRMS des composés purifiés 

La mesure des teneurs en composés purifiés dans les vins et les eaux-de-vie nécessite le 

développement d’une méthode de dosage robuste et fiable. Ainsi, la LC-HRMS, dont les 

caractéristiques ont été décrites dans la partie expérimentale générale, a été choisie pour leur 

quantification.  

 Composés quantifiés 

Les différents protocoles de fractionnement mis en place, décrits dans les parties II et 

III, ont permis d’obtenir suffisamment de quantités de produits pour la quantification absolue 

de dix composés. Parmi eux, six ionisent davantage en mode négatif et quatre en mode positif. 

Ainsi, deux méthodes de quantification ont été mises en œuvre.  

Les six composés quantifiés en mode négatif sont : l’acide gallique, la pédunculagine, 

la quercusnine A, les précurseurs de la whisky-lactone (notés P-WL-1 pour le m/z 639-1 et P-

WL-2 pour le m/z 639-2) et le composé m/z 539.  

Pour le mode positif, les composés quantifiés sont : le syringaldéhyde, le sinapaldéhyde, 

le HDPP-syringarésinol et l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle (noté Alc-diHDDC).  
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 Préparation des échantillons et des solutions de calibration 

1. Préparation des échantillons 

Pour la quantification, les vins et les macérats de bois ont été dilués par cinq avec de 

l’eau ultra-pure puis filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés en LC-HRMS. Le taux d’alcool 

volumique des échantillons d’eaux-de-vie, initialement compris 38 et 71 % v/v, a été réduit à 8 

% par addition d’eau. Le facteur de dilution ainsi appliqué a été pris en compte dans le calcul 

de la concentration finale. 

2. Préparation des solutions de calibration 

Deux solutions mères, soit une pour chaque méthode, ont été préparées dans de 

l’éthanol. Les composés purs y étaient placés à une concentration initiale de 1 g/L. Pour chaque 

solution mère, une gamme d’étalonnage a été réalisée par dilutions successives de celle-ci dans 

de l’eau ultrapure afin d’atteindre les concentrations suivantes : 10 mg/L, 5 mg/L, 2 mg/L, 1 

mg/L, 500 μg/L, 200 μg/L, 100 μg/L, 50 μg/L, 20 μ/L, 10 μg/L, 5 μg/L, 2 μg/L et 1 µg/L.  

 Conditions chromatographiques et spectrométriques 

Pour les deux modes d’ionisation, les conditions chromatographiques ont été optimisées 

afin d’améliorer la séparation des composés. Le Tableau 91 récapitule ces données. 

Les paramètres spectrométriques ont également été adaptés à la détection des composés. 

L’optimisation des valeurs de gaz, des tensions ainsi que des températures appliquées pour 

l’ionisation et le transfert des ions a été réalisée pour chaque mode d’ionisation par injection 

directe des standards. Les valeurs choisies résultent d’un consensus des paramètres permettant 

une ionisation optimale des différents composés (Tableau 92). 
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Tableau 91 : Conditions chromatographiques utilisées pour la quantification des dix molécules 

purifiées. 

Tableau 92 : Conditions d’ionisation et paramètres spectrométriques utilisés pour la 

quantification des dix molécules purifiées. 

Paramètre Mode négatif Mode positif 

Débit du « sheath gas » a 60 60 

Débit du gaz auxiliaire a 15 15 

Débit du « sweep gas » 0 0 

|Tension du spray| - 3,5 kV 4,0 kV 

Température du capillaire 330 °C 300 °C 

Tension du capillaire - 92,5 V 57,5 V 

Tension du tube lens - 170 V 140 V 

Tension du skimmer - 40 V 18 V 

Température de la source 360 °C 300 °C 

Résolution b 10 000 10 000 

AGCc 3.106 ions 3.106 ions 

Gamme de masses 100 – 1000 Th 100 – 1000 Th 

a Les débits du « sheath gas » et du gaz auxiliaire (azote) sont exprimés en unités arbitraires 

b Résolution m/Δm, fwhm à m/z 200 Th 

c Contrôle automatique de gain  

Appareil : U-HPLC Accela (Thermo Fischer Scientific) 

Colonne : Hypersil Gold C18 ; 100 x 2,1 mm ; Taille des particules 1,9 µm 

Phase mobile : Débit à 600 µL/min   

Solvant A : H2O ultrapure + 0,1 % HCOOH 

Solvant B : ACN LC-MS Optima + 0,1 % HCOOH 

Gradient Quantification 1 (négatif) 

Temps 

(min) : 
0 1,6 6,3 7,0 6,0 8,0 9,3 

% de B : 10 40 50 98 98 10 20 

 

Gradient Quantification 2 (positif) 

Temps 

(min) : 
0 1,6 6,3 7,0 6,0 8,0 9,3 

% de B : 5 5 50 98 98 5 5 

Injection : 5 µL 
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 Traitement des résultats 

L’analyse a été réalisée en mode de balayage total. La détection de l’acide gallique, de 

la pédunculagine, de la quercusnine A, des P-WL-1 et P-WL-2 et du composé m/z 539 a été 

effectuée à partir de la masse exacte de leur ion déprotoné [M-H]- et de leur temps de rétention 

(Tableau 93). Cette méthode a également été appliquée pour le syringaldéhyde, le 

sinapaldéhyde et le HDPP-syringarésinol, mais à partir de leur ion protoné [M+H]+ (Tableau 

94). En revanche, pour l’Alc-diHDDC, le signal correspondant à l'ion protoné (C20H25O6
+) était 

très faible, quels que soient les paramètres d'ionisation. Par conséquent, sa quantification a été 

effectuée à partir de son ion le plus intense, l'ion fragment de m/z 331,1531 (C19H23O5
+).  

Les pics chromatographiques ont été intégrés automatiquement grâce à l’application 

Quanbrowser du logiciel Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). 

Tableau 93 : Caractéristiques des ions utilisés pour la quantification en mode négatif des 

molécules purifiées.  

 

  

Molécules 

(Mode négatif) 

Ion quasi-moléculaire 

[M-H]- 

Masse exacte  

théorique 

Temps de rétention  

(min) 

Acide gallique C7H5O5
- 169,0132 0,63 

Pédunculagine C34H23O22
- 783,0683 

0,80 

1,16 

m/z 539 C24H27O14
- 539,1389 3,24 

Quercusnine A C36H23O22
- 807,0683 3,72 

P-WL-1 C29H35O16
- 639,1922 6,21 

P-WL-2 C29H35O16
- 639,1922 6,30 
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Tableau 94 : Caractéristiques des ions utilisés pour la quantification en mode positif des 

molécules purifiées. 

 

 Validation de deux méthodes de quantification 

Les méthodes de quantification doivent être validées sur la base de leur sensibilité, leur 

linéarité, leur répétabilité, leur justesse et leur spécificité. Les données sont présentées dans les 

Tableau 95 et Tableau 96.  

1. Sensibilité 

De la même manière qu’à la partie I, la sensibilité de la méthode LC-HRMS a été 

déterminée suivant l’approche décrite par De Paepe et al. (De Paepe et al. 2013). La limite de 

détection de chaque molécule a été définie comme la concentration la plus basse de cette 

molécule pour laquelle un signal fiable et répétable a été observé. En outre, le signal doit être 

différent d’un blanc réalisé dans les mêmes conditions.  

Cette limite de détection a été établie ici à 1 µg/L pour les P-WL-1 et -2 ; à 2 µg/L pour 

le sinapaldéhyde, l’alc-diHDDC, l’HDPP-syringarésinol et le composé m/z 539 ; à 5 µg/L pour 

le syringaldéhyde et les deux ellagitannins ; et à 20 µg/L pour l’acide gallique.  

 Des tests préalables de justesse ont permis de montrer qu’il n’y avait pas d’effet matrice 

significatif. De ce fait, les gammes de calibration ont été réalisées dans de l’eau ultra pure. La 

limite de quantification est définie comme la concentration la plus basse de la molécule pouvant 

être déterminée quantitativement par la méthode avec une variabilité mesurée, soit avec une 

précision inférieure à 10 % et une justesse supérieure à 90 %. La sensibilité obtenue est 

Molécules 

(Mode positif) 

Ion quasi-moléculaire 

[M+H]+ 

Masse exacte 

théorique 

Temps de rétention 

(min) 

Syringaldéhyde C9H11O4
+ 183,0648 4,65 

Sinapaldéhyde C11H13O4
+ 209,0806 5,23 

HDPP-Syringarésinol C33H39O13
+ 643,2374 6,30 

    

Molécules 

(Mode positif) 
Ion fragment 

Masse exacte 

théorique 

Temps de rétention 

(min) 

Alc-diHDDC C19H23O5
+ 331,1531 5,57 
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suffisante au regard des concentrations observées dans les vins, les eaux-de-vie et dans le bois 

de chêne. 

2. Linéarité 

Sur la base des études précédentes, la gamme de travail a été choisie en prenant en 

compte la limite de quantification déterminée précédemment, jusqu’à 10 mg/L. Une courbe de 

calibration quadratique, avec une pondération en 1/x, a été obtenue, avec des coefficients de 

corrélation corrects pour chaque molécule (R² entre 0,9960 et 0,9995). Le rapport de 

recouvrement entre la concentration mesurée et celle attendue était supérieur à 90 % pour tous 

les points de la gamme. Ces résultats établissent la linéarité de la méthode. 

3. Spécificité  

 La spécificité de l’Orbitrap a été évaluée par la précision de mesure des masses et la 

répétabilité des temps de rétention. Les paramètres ont été vérifiés pour chaque injection des 

solutions de calibration ainsi que pour tous les échantillons. De faibles variations du temps de 

rétention ont été observées (< 0,07 min) et des écarts entre masse théorique et masse 

expérimentale inférieurs à 3 ppm ont été enregistrés pour les différentes concentrations, ce qui 

garantit la spécificité de la méthode. 

 Des valeurs de répétabilité d’un jour sur l’autre insuffisantes ont été obtenues. Pour 

pallier cet écueil, des nouvelles gammes de calibration sont injectées lors de chaque série 

d’analyse.  

4. Répétabilité et justesse 

Pour déterminer la répétabilité intra-journalière (% Coefficient de Variation), cinq 

réplicats de trois points de la gamme de calibration (10 µg/L, 200 µg/L et 10 mg/L) ont été 

injectés successivement. Des valeurs inférieures à 9,9 % ont été obtenues pour les trois 

concentrations, garantissant la répétabilité de la méthode. 

La justesse a été déterminée en calculant le ratio de recouvrement pour deux échantillons 

(un vin blanc non boisé et une eau-de-vie blanche) dans lesquels des ajouts dosés de 100 µg/L, 

1 mg/L et 10 mg/L des composés ont été réalisés. Ces ratios de recouvrement variaient de 85 

% à 114 %. Ces légères variations pourraient s'expliquer par la matrice très complexe des 

spiritueux et des vins. Toutefois, les résultats sont restés conformes aux spécifications 

communes (Guidance for Industry 2018) et ont permis d'établir la justesse de la méthode. Tous 

ces résultats permettent de valider les deux méthodes de quantification par LC-HRMS des dix 

composés purs.  
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Tableau 95 : Paramètres de validation de la méthode de quantification 1 (mode négatif). La justesse a été mesurée dans un vin blanc non boisé et 

une eau-de-vie blanche. 

    

Molécules Sensibilité   Linéarité   Spécificité   Répétabilité et justesse 

Ionisation  

négative 

LOD  

(µg/

L) 

LOQ 

(µg/L) 
 

Gamme de 

linéarité 
R2  

Variation tR 

(min) 

Exactitude de la 

masse (ppm) 
 

Répétabilité 
Justesse 

Vin blanc 

Justesse 

Eau-de-vie 

10  

µg/L 

200 

µg/L 

10  

mg/L 

100 

µg/L 

1  

mg/L 

10  

mg/L 

100 

µg/L 

1  

mg/L 

10  

mg/L 

Acide gallique 20 50  
50 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9971  0,05 0,95  / 7,9 % 8,3 % 97 % 90 % 102 % 108 % 106 % 100 % 

Pédunculagine 5 10  
10 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9990  0,04 1,62  9,9 % 8,5 % 6,9 % 92 % 92 % 103 % 111 % 106 % 101 % 

m/z 539 2 5  
5 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9990  0,06 2,27  5,6 % 7,1 % 5,9 % 85 % 91 % 100 % 86 % 104 % 105 % 

Quercusnine A 5 10  
10 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9995  0,07 1,94  7,3 % 3,4 % 9,6 % 88 % 99 % 103 % 99 % 101 % 102 % 

P-WL-1 1 2  
2 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9970  0,03 2,58  5,5 % 7,4 % 6,2 % 85 % 98 % 103 % 113 % 98 % 102 % 

P-WL-1 1 2   
2 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9991   0,04 1,16   9,4 % 5,9 % 8,2 % 100 % 102 % 107 % 114 % 104 % 104 % 
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Tableau 96 : Paramètres de validation de la méthode de quantification 2 (mode positif). La justesse a été mesurée dans un vin blanc non boisé et 

une eau-de-vie blanche. 

 

Molécules Sensibilité   Linéarité   Spécificité   Répétabilité et justesse 

Ionisation  

positive 

LOD  

(µg/L) 

LOQ 

(µg/L) 
 

Gamme de 

linéarité 
R2  

Variation 

tR (min) 

Exactitude 

de la masse 

(ppm) 

 

Répétabilité 
Justesse 

Vin blanc 

Justesse 

Eau-de-vie 

10  

µg/L 

200 

µg/L 

10  

mg/L 

100 

µg/L 

1  

mg/L 

10  

mg/L 

100 

µg/L 

1  

mg/L 

10  

mg/L 

Syringaldéhyde 5 10  
10 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9963   0,04 2,34  7,8 % 2,5 % 6,5 % 87 % 89 % 94 % 85 % 92 % 97 % 

Sinapaldéhyde 2 5  
5 µg/L  

- 10 mg/L 
0,9996  0,03 2,65  6,1 % 9,2 % 9,5 % 88 % 87 % 90 % 91 % 94 % 93 % 

Alc-diHDDC 2 5  
5 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9960  0,04 0,31  9,3 % 5,2 % 5,3 % 85 % 95 % 94 % 87 % 91 % 94 % 

HDPP-Syringarésinol 2 5   
5 µg/L 

- 10 mg/L 
0,9995   0,03 0,39   8,4 % 1,4 % 8,6 % 94 % 103 % 97 % 92 % 93 % 96 % 
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II. Application de la méthode à l’analyse des vins 

Les méthodes développées et validées précédemment ont été appliquées pour le dosage 

des composés purifiés dans plusieurs vins. Parmi les dix composés, seulement quatre ont été 

identifiés et quantifiés dans ces échantillons ; il s’agit de l’acide gallique, le syringaldéhyde, 

l’Alc-diHDDC et l’HDPP-syringarésinol. Tous les résultats de la quantification sont reportés à 

l’ANNEXE 12. 

 Origine des vins analysés 

1. Vins commerciaux 

Les quatre composés ont été dosés dans 90 vins commerciaux, 43 vins rouges (24 de 

diverses appellations de Bordeaux, 6 de Bourgogne, 2 du Languedoc-Roussillon, 2 de la Vallée 

du Rhône, 1 du Beaujolais, 7 d’Espagne et 1 d’Allemagne) et 47 vins blancs (13 provenant de 

divers vignobles de Bourgogne, 11 d’Alsace, 9 de Bordeaux, 6 du Val de Loire, 4 du 

Languedoc-Roussillon et 4 de la Vallée du Rhône). Les millésimes s’étendaient de 1995 à 2017. 

La grande majorité de ces vins a été élevée en barriques, mais les informations sur les durées 

d’élevage et les pourcentages de barriques neuves n’étaient pas disponibles. 

2. Vins issus du même cru sur plusieurs millésimes  

Cette deuxième série était constituée de dix-sept millésimes, de 1982 à 2016, provenant 

d’un même cru classé de l’appellation Pauillac. Ces vins rouges ont tous été élevés avec un 

pourcentage de barriques neuves supérieures à 78 %, à l’exception de l’année 1992 (72 %) et 

1994 (66 %), avec des barriques appartenant à trois tonneliers différents.  

 Résultats et discussion 

La concentration de l’acide gallique a été exprimée en mg/L et les trois autres molécules 

en µg/L.  

1. Vins commerciaux 

Les résultats du dosage sont présentés à la Figure 85. La concentration moyenne de 

chaque molécule dans les vins blancs et les vins rouges a été exprimée. 
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Figure 85 : Concentrations moyennes en acide gallique, syringaldéhyde, Alc-diHDDC et 

HDPP-syringarésinol dans 43 vins rouges et 47 vins blancs commerciaux. Les barres d’erreurs 

indiquent un intervalle de confiance de 95 %. 

Les teneurs moyennes mesurées en acide gallique dans les vins rouges (43 mg/L) sont 

14 fois plus élevées que dans les vins blancs (3 mg/L). Cette différence pourrait s’expliquer par 

un vieillissement en fûts plus long pour les vins rouges que pour les vins blancs. En effet, dans 

la région bordelaise, les vins rouges subissent un élevage en barriques entre 12 à 18 mois contre 

6 à 9 mois pour les vins blancs. En Bourgogne, les vins rouges peuvent être élevés en barriques 

jusqu’à 24 mois et les vins blancs jusqu’à 16 mois. 

Ces valeurs ont déjà été décrites dans la littérature et ont fait l’objet de plusieurs travaux 

(Chamkha et al. 2003 ; Padilha et al. 2017 ; Barnaba et al. 2015 ; Belmiro, Pereira et Paim 

2017). Le Tableau 97 reporte les concentrations mesurées en acide gallique pour les 43 vins 

rouges. Ainsi, à partir du 1er quartile, les vins analysés possèdent une concentration supérieure 

au seuil gustatif de détection (33,4 mg/L), mesurée au Chapitre VIII de cette partie. Ce résultat 

suggère une possible contribution sensorielle de l’acide gallique à l’amertume de ces vins.  
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Tableau 97 : Concentrations en acide gallique dans les 43 vins rouges commerciaux (mg/L). 

Acide 

gallique 

Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Vins rouges 43,1 ± 5,2 9,79 32,6 44,9 53 86,4 

Ic : intervalle de confiance. 

 A l’inverse de l’acide gallique, les teneurs moyennes mesurées en syringaldéhyde sont 

six fois plus élevées dans les vins blancs (349 µg/L) que dans les vins rouges (54 µg/L). Cette 

observation pourrait s’expliquer par la durée d’élevage plus longue des vins rouges, mais 

surtout par leur composition phénolique particulière. En effet, il a été déjà observé qu’après une 

accumulation pendant environ 9 mois, les teneurs en syringaldéhyde d’un vin rouge diminuaient 

avec le vieillissement (Ortega-Heras, González-Sanjosé et González-Huerta 2007). Ces 

résultats suggèrent l’existence de deux phases d’évolution du syringaldéhyde dans le vin. Dans 

un premier temps, la libération par le bois serait prédominante : les teneurs augmentent. Puis, 

cette extraction deviendrait insuffisante pour compenser la dégradation du syringaldéhyde : les 

concentrations baissent. Il a en effet été démontré que des réactions de condensation pouvaient 

se produire entre des flavanols et des aldéhydes libérés par le bois de chêne des barriques (Es-

Safi, Cheynier et Moutounet 2000) ou d’autre nature. Des réactions du même type ont 

également été observées avec des anthocyanes (Fulcrand, dos Santos et al. 1996 ; Fulcrand, 

Doco et al. 1996 ; Saucier et al. 1997). Les faibles à inexistantes quantités de ces composés 

dans les vins blancs pourraient expliquer la préservation du syringaldéhyde dans ce type de 

matrice. 

Ces ordres de grandeur ont déjà été décrits dans la littérature (Sirén, Sirén et Sirén 2015 

; Barnaba et al. 2015). Par ailleurs, les concentrations retrouvées pour le syringaldéhyde dans 

les différents vins sont toutes nettement inférieures à son seuil de détection gustative dans cette 

matrice (19,2 mg/L). Il semble peu probable que ce composé contribue à la saveur sucrée des 

vins élevés sous bois de chêne. 

Les teneurs moyennes mesurées en Alc-diHDDC sont deux fois plus élevées dans les 

vins rouges (370 µg/L) que dans les vins blancs (172 µg/L). En fonction des vins analysés, de 

fortes variations en ce composé ont été observées (Tableau 98). Par ailleurs, sa présence et ses 

teneurs dans ces deux matrices sont décrites ici pour la première fois.  
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Tableau 98 : Concentrations en Alc-diHDDC dans les vins rouges et vins blancs commerciaux 

(µg/L). 

Alc-

diHDDC 

Moyenne ± Ic 

(µg/L) 

Minimum 

(µg/L) 

1er quartile 

(µg/L) 

Médiane 

(µg/L) 

3ème quartile 

(µg/L) 

Maximum 

(µg/L) 

Vins rouges 370 ± 37 159,7 261,5 361,8 456,9 665,3 

Vins blancs 172 ± 26 38,4 99,6 156,8 205,6 425,4 

Ic : intervalle de confiance. 

 Les teneurs mesurées pour l’HDPP-syringarésinol sont moins élevées que pour les trois 

autres composés. En effet, les concentrations moyennes en ce composé dans les vins blancs ont 

été déterminées à 19,1 µg/L et à 37,6 µg/L dans les vins rouges, soit quasiment deux fois plus. 

De fortes variations en ce composé ont été observées entre les vins analysés. Le Tableau 99 

reporte les concentrations mesurées.  

Tableau 99 : Concentrations en HDPP-syringarésinol dans les vins rouges et vins blancs 

commerciaux (µg/L). 

HDPP-

syringarésinol 

Moyenne ± Ic 

(µg/L) 

Minimum 

(µg/L) 

1er quartile 

(µg/L) 

Médiane 

(µg/L) 

3ème quartile 

(µg/L) 

Maximum 

(µg/L) 

Vins rouges 19,1 ± 7,1 0 0 0 33,7 90,3 

Vins blancs 37,6 ± 4,2 0 29,2 35,0 45,3 67,1 

Ic : intervalle de confiance. 

2. Vins issus du même cru sur plusieurs millésimes 

Ces molécules ont également été dosées dans des vins rouges issus du même cru sur 17 

millésimes. Les résultats sont présentés à la Figure 86 et à l’ANNEXE 12.  
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Figure 86 : Concentrations en acide gallique, syringaldéhyde, Alc-diHDDC et HDPP-

syringarésinol dans 17 millésimes issus du même cru. Les barres d’erreurs indiquent la 

précision de la méthode. Sd : seuil de détection gustative.  

Douze des dix-sept vins analysés possèdent une concentration en acide gallique 

supérieure au seuil de détection gustative, représentée en rouge sur le graphique. La 

concentration maximale mesurée en ce composé est de 58,2 mg/L pour le millésime 1986. Les 

teneurs dans les autres vins sont proches de la valeur du seuil, soit 33,4 mg/L. Ce résultat 

suggère une possible contribution sensorielle de l’acide gallique à l’amertume de ces vins, et ce 

de façon durable. Par ailleurs, aucun effet notable du vieillissement sur la concentration en cet 

acide n’a été observé, à l’exception des millésimes 1996 et 1992 où le pourcentage en barriques 

neuves était inférieur par rapport aux autres années. Par ailleurs, il est envisageable qu’une 

variabilité importante puisse exister d’une barrique à une autre, comme il a été démontré pour 

d’autres composés dans de précédentes études (Cretin, Dubourdieu et Marchal 2016).  

Le syringaldéhyde a pu seulement être détecté dans les millésimes allant de 2016 à 2008 

et ceux de 2004 et 2000. La concentration maximale enregistrée est de 935 µg/L pour le 

millésime 2016 et la plus basse de 292 µg/L pour le millésime 2000. Les valeurs observées sont 

plus élevées que celles mesurées pour les vins commerciaux. Il est possible que les vins de cette 

verticale aient été élevés dans un pourcentage de barriques neuves supérieur à celui des vins 
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commerciaux. Par ailleurs, le syringaldéhyde ne semble pas être stable dans le temps, suggérant 

sa dégradation partielle ou totale au cours de la conservation en bouteille, ce qui rejoint les 

hypothèses émises précédemment. En outre, ces résultats sont cohérents avec les teneurs plus 

élevées trouvées dans les vins blancs commerciaux que dans les vins rouges. 

Les teneurs mesurées en Alc-diHDDC dans cette verticale coïncident avec les valeurs 

obtenues pour les vins commerciaux. La concentration maximale est de 435 µg/L pour le 

millésime 2006. Les valeurs les plus faibles correspondent à nouveau aux millésimes 1996 et 

1992 où le pourcentage de barriques neuves était inférieur. Ce composé semble être stable dans 

le vin à cette échelle de temps. Les variations observées entre les différents échantillons 

semblent donc plutôt être liées aux pratiques œnologiques qu’au temps de vieillissement en 

bouteille. 

Les teneurs mesurées en HDPP-syringarésinol dans cette verticale sont en accord avec 

les valeurs obtenues pour les vins commerciaux. La concentration maximale est de 79,7 µg/L 

pour le millésime 2008. Par ailleurs, des concentrations plus faibles sont observées pour les 

millésimes les plus anciens. Toutefois, la variabilité pouvant exister d’une barrique à une autre 

au sein d’un même millésime n’est pas connue ; si celle-ci est trop grande, l’écart des 

concentrations entre les millésimes n’est pas forcément lié à des phénomènes de dégradation 

du composé avec le temps. 

La détermination des seuils de détection gustative de l’Alc-diHDDC et de l’HDPP-

syringarésinol dans les vins permettrait, après comparaison avec les teneurs mesurées, de 

déterminer leur contribution sensorielle et leur pertinence comme marqueur lors de la 

fabrication des barriques.  

III. Application de la méthode à l’analyse des spiritueux 

Les méthodes développées et validées précédemment ont été appliquées pour le dosage 

des dix composés purifiés dans plusieurs spiritueux par LC-HRMS. Tous les résultats de la 

quantification sont reportés à l’ANNEXE 12. 

 Nature et origine des eaux-de-vie analysées 

 Deux séries de spiritueux ont été utilisées pour cette étude. Les composés ont d’abord 

été quantifiés dans 28 eaux-de-vie commerciales, comprenant 12 cognacs, 4 eaux-de-vie de vin 

(ou « brandy »), 3 rhums, 5 whiskies et 4 bourbons. Toutes ces eaux-de-vie ont été élevées en 

fûts de chêne, avec des durées d’élevage non précisées, mais variables (ANNEXE 2).  
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 La deuxième série de spiritueux a été fournie par la maison Rémy-Martin et comprenait 

dix millésimes, de 1970 à 2015, toujours en cours d’élevage dans des barriques à gros grains de 

350 litres. Il s’agit des mêmes échantillons que ceux présentés au Chapitre I – III. C. 1. a. de 

la Partie I. 

 Résultats et discussion  

1. Eaux-de-vie commerciales 

Les résultats du dosage sont présentés à la Figure 87 pour le syringaldéhyde, le 

sinapaldéhyde, l’acide gallique, le composé m/z 539, l’HDPP-syringarésinol et l’Alc-diHDDC. 

La concentration moyenne de chaque molécule a été exprimée, en mg/L, pour chaque catégorie 

de spiritueux. 

 Les concentrations moyennes mesurées pour le syringaldéhyde varient entre 7,1 mg/L 

pour les brandies et 33,3 mg/L pour les bourbons. Cette différence entre ces deux catégories de 

spiritueux a déjà été décrite dans la littérature (Goldberg et al. 1999). A première vue, les écarts 

de concentrations pourraient venir de l’origine botanique du bois utilisé. En effet, les brandies 

sont généralement vieillis dans des fûts de chêne français, sessile ou pédonculé, alors que les 

bourbons sont vieillis dans des fûts de chêne américain. Cependant, Prida et al. ont dosé ce 

composé dans différents extraits de bois de chêne français et américain et n’ont pas remarqué 

des différences de teneurs entre ces deux types de bois, ce qui tend à infirmer cette hypothèse 

(Prida et Puech 2006). Il est donc possible que les écarts observés proviennent des durées 

d’élevage différant d’un échantillon à un autre. Par ailleurs, les résultats présentent une 

variabilité importante en fonction de chaque catégorie de spiritueux. Le Tableau 100 reporte 

les concentrations mesurées pour toutes les eaux-de-vie confondues. Les valeurs observées sont 

du même ordre de grandeur que celles décrites dans la littérature (Canas 2017 ; Barnaba et al. 

2015 ; Puech 1988). Sur les 28 eaux-de-vie commerciales, seulement 5 ont une concentration 

en ce composé inférieure au seuil de détection gustative (9,3 mg/L), mesurée dans cette matrice. 

Ainsi, ces résultats démontrent une contribution sensorielle du syringaldéhyde à la sensation 

sucrée de ces eaux-de-vie. 

Tableau 100 : Concentrations en syringaldéhyde dans les eaux-de-vie commerciales (mg/L). 

Syringaldéhyde 
Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Spiritueux 17,6 ± 3,9 3,3 10,3 14,2 23,0 43,0 

Ic : intervalle de confiance. 
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Figure 87 : Concentrations moyennes (mg/L) en syringaldéhyde, sinapaldéhyde, acide 

gallique, composé m/z 539, HDPP-syringarésinol et Alc-diHDDC dans 24 eaux-de-vie 

commerciales (de gauche à droite et de haut en bas). Les barres d’erreurs indiquent un intervalle 

de confiance de 95 %. 

Les teneurs moyennes mesurées pour le sinapaldéhyde vont de 0,13 mg/L pour les 

brandies à 3,9 mg/L pour les rhums. Ces valeurs sont en accord avec les données observées 

dans la littérature (Canas 2017 ; Cernîşev 2017). Cette molécule avait été perçue comme 

astringente lors de la dégustation. A notre connaissance, son seuil de détection gustative n’a pas 

été décrit dans les eaux-de-vie. Il pourra être déterminé dans de futures études afin d’établir son 

influence sensorielle vis-à-vis de cette matrice.  
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Les concentrations moyennes mesurées pour l’acide gallique varient de 6,8 mg/L pour 

les bourbons à 45,1 mg/L pour les cognacs. Les écarts de teneurs entre ces deux catégories de 

spiritueux ont déjà été décrits dans la littérature (Goldberg et al. 1999). Ces résultats sont 

cohérents avec de précédentes études, où des teneurs plus élevées en acide gallique ont été 

enregistrées dans le chêne français par rapport au chêne américain (Cadahía et al. 2001 ; 

Martínez‐Gil et al. 2019). Par ailleurs, les résultats soulignent une variabilité importante au sein 

d’une même catégorie de spiritueux. Le Tableau 101 reporte les concentrations mesurées pour 

toutes les eaux-de-vie confondues. Les valeurs observées sont du même ordre de grandeur que 

celles décrites dans la littérature (Zacaroni et al. 2011 ; Silva et al. 2009). Sur les 28 eaux-de-

vie commerciales, seules les 12 eaux-de-vie de Cognac ont une concentration en acide gallique 

supérieure à son seuil de détection gustative (29,6 mg/L), mesurée dans cette matrice. Ainsi, ce 

résultat démontre une contribution sensorielle de l’acide gallique à l’amertume de ces cognacs.  

Tableau 101 : Concentrations en acide gallique dans les eaux-de-vie commerciales (mg/L). 

Acide gallique 
Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Spiritueux 26,4 ± 7,8 0,9 10,6 20,6 36,2 85,8 

Ic : intervalle de confiance. 

Les teneurs moyennes mesurées en Alc-diHDDC s’étalent de 0,8 mg/L pour les 

brandies à 3,41 mg/L pour les bourbons. En fonction des spiritueux analysés, de fortes 

variations des teneurs en ce composé ont été observées (Tableau 102).  

Tableau 102 : Concentrations en Alc-diHDDC dans les eaux-de-vie commerciales (mg/L). 

Alc-

diHDDC 

Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Spiritueux 1,68 ± 0,4 0,4 0,7 1,2 2,6 4,0 

Ic : intervalle de confiance. 

Les teneurs mesurées pour l’HDPP-syringarésinol s’étalent de 0,2 mg/L pour les 

brandies à 0,7 mg/L pour les bourbons. De fortes variations des teneurs en ce composé ont été 

observées entre les spiritueux analysés, jusqu’à une concentration maximale de 1,2 mg/L pour 

un bourbon. Le Tableau 103 reporte les concentrations mesurées. Par ailleurs, ce composé 

n’avait jamais été dosé ni même décrit dans cette matrice. 
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Tableau 103 : Concentrations en HDPP-syringarésinol dans les eaux-de-vie commerciales 

(mg/L). 

HDPP-

syringarésinol 

Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Spiritueux 0,4 ± 0,1 0,07 0,2 0,4 0,6 1,2 

Ic : intervalle de confiance. 

 Les concentrations moyennes mesurées pour le composé m/z 539 sont plus élevées dans 

les cognacs (1,10 mg/L) que dans les autres spiritueux, 0,01 mg/L pour les bourbons par 

exemple. Le Tableau 104 reporte les différentes concentrations en ce composé dans les 24 

eaux-de-vie commerciales. De fortes variations des teneurs en ce composé ont ainsi été 

observées. En revanche, puisque sa structure n’a pas été clairement élucidée, aucune 

comparaison n’a pu être faite avec la littérature. 

Tableau 104 : Concentrations en composé m/z 539 dans les eaux-de-vie commerciales (mg/L). 

m/z 539 
Moyenne ± Ic 

(mg/L) 

Minimum 

(mg/L) 

1er quartile 

(mg/L) 

Médiane 

(mg/L) 

3ème quartile 

(mg/L) 

Maximum 

(mg/L) 

Spiritueux 0,6 ± 0,2 0 0,03 0,5 0,9 2,3 

Ic : intervalle de confiance. 

Les résultats du dosage sont présentés à la Figure 88 pour les deux précurseurs de la 

whisky-lactone (P-WL-1 et P-WL-2). Leurs concentrations, exprimées en µg/L, sont 

représentées pour chaque eau-de-vie. Elles s’élèvent de 0 µg/L à 64,6 µg/L. Ces composés ont 

donc été identifiés dans certains spiritueux à la différence des vins commerciaux. Cette 

observation est en accord avec les résultats obtenus à partir du bois de chêne. En effet, ces 

composés sont davantage extraits dans une solution plus riche en alcool. Les écarts de 

concentrations observés entre les eaux-de-vie pourraient venir de l’origine botanique du bois 

utilisé pour le vieillissement en barriques. En effet, le bois de chêne français est davantage 

utilisé pour l’élaboration des cognacs et des « brandies » tandis que le bois de chêne américain 

est privilégié pour l’élevage des bourbons. Le rhum (R-3), où la concentration en P-WL-1 et P-

WL-2 atteint respectivement 64,5 µg/L et 42,7 µg/L, a également été élevé dans des fûts de 

chêne blanc d’Amérique qui avaient précédemment accueilli du whisky américain. Cette 

observation peut être reliée aux teneurs significativement plus élevées de la trans-whisky-

lactone dans le bois de chêne sessile et de la cis-whisky-lactone dans le bois de chêne américain 

(Prida et Puech 2006). Étonnamment, les teneurs obtenues en ces composés dans les bourbons 
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sont plus faibles que la plupart des cognacs analysés. Ces écarts pourraient alors venir des temps 

d’élevage différant d’une eau-de-vie à une autre. Cette hypothèse ne peut être vérifiée puisque 

ces informations n’ont pas été communiquées.   

 

Figure 88 : Concentrations (µg/L) en P-WL-1 et P-WL-2 dans les 24 eaux-de-vie 

commerciales. Les barres d’erreurs indiquent la précision de la méthode. 

Les deux ellagitannins, la pédunculagine et la quercusnine A, ont été identifiés 

seulement dans les eaux-de-vie de Cognac. Les résultats de leur dosage sont présentés à la 

Figure 89. 

 

Figure 89 : Concentrations moyennes (µg/L) en pédunculagine (à gauche) et en quercusnine A 

(à droite) dans les 12 eaux-de-vie de Cognac commerciales. Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. 
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Les teneurs moyennes mesurées sont de 33,7 µg/L et de 70,5 µg/L pour la pédunculagine 

et la quercusnine A respectivement. Par ailleurs, leur présence et leur teneur n’avaient jamais 

été décrites auparavant. A titre de comparaison, les principaux ellagitannins ont été identifiés 

dans le cognac (Glabasnia et Hofmann 2007). A notre connaissance, la vescalagine et la 

castalagine ont seulement été mesurées en équivalent d’acide gallique (Canas 2017). Par 

ailleurs, la plupart des articles mentionnent seulement la concentration moyenne des 

ellagitannins totaux (jusqu’à 127 mg/L) dans les spiritueux (Puech et al. 1990 ; Viriot et al. 

1993).  

De façon générale, les teneurs de ces dix composés sont nettement plus élevées dans les 

eaux-de-vie que dans les vins commerciaux analysés précédemment. Ainsi, ils sont davantage 

extraits lorsque le pourcentage en alcool augmente, ce qui est cohérent avec les conditions du 

protocole de purification.   

2. Eaux-de-vie millésimes 

Les résultats du dosage sont présentés à la Figure 90. 

Neuf des dix millésimes analysés possèdent une concentration en syringaldéhyde 

supérieure à son seuil de détection gustative (9,3 mg/L), représentée en rouge sur le graphique. 

La concentration moyenne la plus élevée est de 35,03 mg/L pour le millésime 1995. A partir du 

millésime 2008, les valeurs sont sensiblement les mêmes, suggérant que le composé reste stable 

au cours du vieillissement en barriques. Ce résultat démontre une contribution sensorielle du 

syringaldéhyde à la sucrosité de ces eaux-de-vie boisées de Cognac, de façon durable. Les 

variations de concentration peuvent provenir des écarts liés à l’hétérogénéité du bois de chêne 

d’une barrique à une autre.  

Huit des dix spiritueux analysés possèdent une concentration en acide gallique 

supérieure à son seuil de détection gustative (29,6 mg/L), représentée en rouge sur le graphique. 

Plus l’eau-de-vie est âgée, plus la concentration en acide gallique est élevée. Par exemple, une 

concentration maximale de 99,8 mg/L a été enregistrée pour le millésime 1970 et une 

concentration de 7,6 mg/L pour le millésime 2015. Ce résultat démontre sa contribution 

sensorielle à l’amertume de ces eaux-de-vie de Cognac et ce au cours du temps.  

De 2015 à 2005, les résultats montrent que plus l'eau-de-vie est vieillie, plus les teneurs 

en sinapaldéhyde sont élevées. A l’inverse, pour les plus vieux millésimes, des concentrations 

plus faibles en ce composé ont été mesurées. Cette observation pourrait suggérer une première 

phase d’extraction du sinapaldéhyde, puis sa dégradation après un long vieillissement en fûts.  
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Figure 90 : Concentrations moyennes (n = 5 de 2015 à 1990 ; n = 4 pour 1973 et 1970) en 

syringaldéhyde (mg/L), acide gallique (mg/L), sinapaldéhyde (mg/L), Alc-diHDDC (mg/L), 

composé m/z 539 (mg/L), HDPP-syringarésinol (mg/L), quercusnine A (µg/L), pédunculagine 

(µg/L), P-WL-1 (µg/L) et P-WL-2 (µg/L) dans dix millésimes d’eaux-de-vie de Cognac de la 

même distillerie (de gauche à droite et de haut en bas). Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. Sd : Seuil de détection. 
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Les teneurs mesurées pour l’Alc-diHDDC sont plus élevées dans les vieux millésimes, 

jusqu’à atteindre une concentration moyenne de 3,3 mg/L pour le millésime 1970. Ainsi, un 

élevage long semble favoriser l’extraction de ce composé. Ces résultats concordent avec sa 

quantification relative obtenue lors de l’approche métabolomique non ciblée décrite à la partie 

III, pour laquelle la même tendance avait été observée.  

Pour l’HDPP-syringarésinol, les résultats montrent que plus l'eau-de-vie est vieillie, plus 

les teneurs en sont élevées. En revanche, à partir de 1995, des concentrations légèrement plus 

faibles en ce composé ont été mesurées. Cette observation pourrait suggérer une légère 

dégradation du HDPP-syringarésinol après un long vieillissement en fûts. D’autre part, le 

vieillissement en fûts usagés implique un potentiel d’extractibilité des composés inférieur à 

celui des barriques neuves, ce qui pourrait influencer la teneur en HDPP-syringarésinol dans 

ces eaux-de-vie millésimes.  

Par ailleurs, la détermination du seuil gustatif de détection de l’Alc-diHDDC et de 

l’HDPP-syringarésinol dans cette matrice permettra de préciser leur contribution potentielle au 

goût sucré des eaux-de-vie.  

La cinétique d’extraction du composé m/z 539 semble être rapide puisque ses teneurs 

augmentent jusqu’en 2008 (2,5 mg/L) puis restent stables jusqu’en 1970 (3,1 mg/L). En 

fonction des millésimes, de grandes variabilités ont été enregistrées. Ces écarts peuvent être liés 

à l’hétérogénéité du bois de chêne d’une barrique à une autre. D’autres études devront être 

menées pour déterminer son seuil gustatif de détection et ainsi connaître sa possible 

contribution au goût amer des eaux-de-vie.  

L’évolution des teneurs observées pour la quercusnine A, de l’ordre de la centaine de 

µg/L, suit une courbe de Gauss. En effet, des concentrations plus élevées ont été enregistrées 

jusqu’en 2005 (127 µg/L) puis, pour les vieux millésimes, des valeurs plus faibles ont été 

observées (33,8 µg/L pour le millésime 1970). A titre de comparaison, la concentration des 

principaux ellagitannins dans des eaux-de-vie de Cognac au cours du vieillissement a été décrite 

dans la littérature (Viriot et al. 1993) ; ils se comportent de la même façon que la quercusnine 

A. 

La cinétique d’extraction de la pédunculagine semble être très lente puisqu’elle a été 

principalement identifiée dans les vieux millésimes, jusqu’à atteindre une concentration 

maximale de 67,3 µg/L pour le millésime 1970. En fonction des millésimes, de grandes 

variations ont été enregistrées. Ces écarts peuvent être liés à l’hétérogénéité du bois de chêne 



Quatrième partie : Caractérisation sensorielle et quantification 

271 

 

d’une barrique à une autre. Ces résultats pourraient également être dus à des modifications des 

pratiques de vieillissement de la distillerie ou à des changements dans l'approvisionnement en 

barriques. 

Les précurseurs de la whisky-lactone ont également été identifiés dans ces eaux-de-vie 

boisées de Cognac. Les concentrations observées sont de l’ordre du µg/L. Les valeurs sont 

cohérentes avec celles du dosage dans les eaux-de-vie commerciales. En revanche, le 

vieillissement en barriques, même sur une longue période, ne semble pas affecter leur 

extraction. Ces composés semblent rester stables au cours du temps, à de faibles concentrations.  

IV. Étude de l’influence des paramètres de tonnellerie 

Les dix molécules, présentées dans cette partie, ont toutes été purifiées à partir d’extraits 

de bois de chêne. Par conséquent, les méthodes de quantification développées précédemment 

ont été appliquées à cette matrice avant de mesurer l’incidence éventuelle de paramètres liés à 

la nature et au traitement du bois de chêne sur les teneurs en composés purifiés. Deux 

paramètres ont été étudiés : l’influence de l’espèce de chêne et l’influence de la température de 

chauffe sur la composition en ces composés. Tous les résultats de la quantification sont reportés 

à l’ANNEXE 12. 

 Origine et préparation des échantillons 

Les échantillons de bois de chêne proviennent de la tonnellerie Seguin-Moreau. Leur 

nature a déjà été décrite lors de l’approche non ciblée au Chapitre V. II. B. 1. a. de la partie II. 

Les 54 échantillons ont été broyés sous forme de poudre puis mis à macérer dans une solution 

modèle de vin (H2O/EtOH : 88/12, 5 g/L d’acide tartrique, pH 3,5) à 50 g/L pendant 48 h. Ils 

ont ensuite été dilués par cinq et filtrés à 0,45 µm avant d’être injectés. Les concentrations ont 

été exprimées en µg/g de bois sec. 

 Résultats et discussion 

1. Influence de l’espèce de chêne 

Pour chaque espèce de chêne, sessile et pédonculé, 27 échantillons ont été préparés puis 

utilisés pour la quantification des dix composés purifiés. Les résultats du dosage sont présentés 

à la Figure 91 pour toutes les molécules, à l’exception des P-WL-1 et P-WL-2 (Figure 92). 

Pour chaque molécule, la concentration moyenne a été considérée, ainsi que l’intervalle de 

confiance, déterminé à partir de cette dernière.  
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Figure 91 : Concentrations moyennes (µg/g de bois sec, n = 27) en syringaldéhyde, acide 

gallique, quercusnine A, pédunculagine, composé m/z 539, Alc-diHDDC, HDPP-syringarésinol 

et sinapaldéhyde pour les échantillons de bois de chêne des espèces sessile et pédonculé (de 

gauche à droite et de haut en bas). NS : Non Significatif. Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. 
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 Un traitement statistique de Kruskal-Wallis, décrit dans la partie I, a été réalisé sur les 

données obtenues après la quantification des composés purs. L’objectif était de déterminer si 

une différence significative pouvait être observée entre les deux espèces de chêne. Cependant, 

les résultats ont montré qu’aucune molécule n’était influencée par l’espèce (p-value > 0,05). 

 Les teneurs en syringaldéhyde varient de 132 à 230 µg/g de bois sec pour le chêne sessile 

et de 168 à 295 pour le chêne pédonculé, ce qui rejoint des résultats de la littérature (Brígida 

Fernández de Simón et al. 2010 ; Brígida Fernández de Simón, Sanz, et al. 2014). Pour l’acide 

gallique, les teneurs moyennes mesurées sont respectivement de 347 et de 338 µg/g de bois sec 

pour le chêne sessile et le chêne pédonculé. Ces valeurs coïncident également avec celles 

publiées dans la littérature (Garcia et al. 2012 ; Brígida Fernández de Simón et al. 2006). Par 

ailleurs, d’une barrique à une autre, de faibles écarts de teneurs en ces composés ont été 

observés, ce qui semble suggérer une certaine homogénéité de composition du bois de chêne 

pour ces deux composés. Ainsi, les variations des teneurs en ces composés observées 

précédemment dans les 10 millésimes d’eaux-de-vie de Cognac pourraient être davantage dues 

à des modifications des pratiques de vieillissement de la distillerie ou à des changements dans 

l'approvisionnement en barriques. 

 Des concentrations plus élevées ont été mesurées pour le sinapaldéhyde, jusqu’à 1167 

µg/g de bois sec, et sont cohérentes avec celles décrites dans la littérature (Garcia et al. 2012). 

Les concentrations mesurées pour les deux ellagitannins sont quasiment similaires. En 

effet, elles varient de 31 à 197 µg/g de bois sec pour la pédunculagine et de 42 à 204 µg/g de 

bois sec pour la quercusnine A. A titre de comparaison, les concentrations des principaux 

ellagitannins, la vescalagine et la castalagine, sont respectivement aux alentours de 1,5 et 3,5 

mg/g de bois sec (Glabasnia et Hofmann 2006). Ainsi, la pédunculagine et la quercusnine A 

sont présents en quantités bien inférieures. A notre connaissance, la quercusnine A n’avait 

jamais été identifiée dans le chêne sessile ni dans le chêne pédonculé. La pédunculagine avait 

déjà été identifiée dans le genre Quercus (Scalbert, Monties et Favre 1988), mais n’avait jamais 

été quantifiée dans celui-ci. Malgré des teneurs moyennes plus élevées dans le chêne pédonculé 

(130,2 µg/g de bois sec pour la pédunculagine et 134,9 µg/g pour la quercusnine A) que dans 

le chêne sessile (64,2 µg/g pour la pédunculagine et 86,6 µg/g pour la quercusnine A), les 

différences ne sont pas significatives, en raison de la forte disparité inter-individuelle au sein 

de chaque espèce. Ces résultats rejoignent en ce sens ceux-déjà observés précédemment pour 

d’autres ellagitannins (Prida et al. 2006). En outre, ces résultats sont également cohérents avec 
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les variations de teneurs en ces composés observées précédemment dans les 10 millésimes 

d’eaux-de-vie de Cognac.  

Les teneurs moyennes mesurées pour l’Alc-diHDDC (34 µg/g de bois sec pour le chêne 

sessile et 30 µg/g de bois sec pour le chêne pédonculé) et l’HDPP-Syringarésinol (17 µg/g de 

bois sec pour les deux espèces) n’avaient jamais été établies dans le bois de chêne et ne peuvent 

donc être comparées à des travaux antérieurs. Le composé m/z 539 a également été dosé dans 

le bois de chêne. Les concentrations moyennes obtenues sont de 82 et 70 µg/g de bois sec 

respectivement pour les chênes sessile et pédonculé. Puisque sa structure n’a pas été clairement 

élucidée, aucune comparaison n’a pu être faite avec la littérature. 

Les précurseurs de la whisky-lactone (P-WL-1 et P-WL-2) ont également été dosés dans 

ces échantillons (Figure 92). Les résultats ont montré que ces composés ont été extraits 

seulement à partir du chêne sessile avec une macération à 12 % d’alcool. Or, lors du criblage 

des extraits de bois de chêne en vue de leur purification, au chapitre III de la partie II, leur 

présence dans le bois de chêne pédonculé avait été montrée. Pour vérifier ces observations, une 

nouvelle macération des échantillons a été réalisée, mais avec une solution à 50 % d’alcool. 

Après analyse en LC-HRMS, les résultats ont prouvé que ces composés étaient davantage 

extraits dans une solution plus riche en éthanol. Ainsi, les deux précurseurs ont pu être 

quantifiés à une concentration moyenne de 25,6 µg/g de bois sec pour le P-WL-1 et de 20,6 

µg/g pour le P-WL-2 dans le chêne sessile et à des concentrations de 2,9 µg/g et de 4,0 µg/g 

dans le chêne pédonculé. La Figure 92 présente les concentrations obtenues pour chaque 

macération et pour chaque molécule en fonction des deux espèces de chêne. Avec une 

macération de 50 %, une forte disparité d’un échantillon à un autre a été observée pour les deux 

espèces de chêne. Ainsi, ils ne sont pas significativement différents l’un de l’autre malgré des 

écarts importants des teneurs moyennes. D’autres macérations de ces extraits de bois devront 

être réalisées pour valider ces résultats. En revanche, à une macération de 12 %, les écarts de 

teneurs entre le chêne pédonculé et le chêne sessile sont significatifs au risque de 0,1 %. Cette 

observation peut être reliée aux teneurs significativement plus élevées de la whisky-lactone 

dans le bois de chêne sessile (Prida et Puech 2006). 

Par rapport aux autres composés, les P-WL-1 et P-WL-2 sont présents dans le bois de 

chêne en quantités plus faibles, avec des concentrations moyennes respectivement de 2,6 et de 

5,7 µg/g de bois sec. Leur teneur n’avait jamais été décrite auparavant.  
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Figure 92 : Concentrations moyennes (µg/g de bois sec, n = 27) en P-WL-1 et P-WL-2 pour 

les échantillons de bois de chêne des espèces sessile et pédonculé, avec une macération réalisée 

à 12 % d’alcool (à gauche) et à 50 % d’alcool (à droite). Les barres d’erreurs indiquent un 

intervalle de confiance de 95 %. NS : Non Significatif ; Significatif au risque de 0,1 % (***). 

2. Influence de la température de chauffe 

Pour chaque modalité de chauffe (BNC, BCN et BCF), 9 réplicats ont été préparés, et 

ce pour chaque espèce de chêne. Ainsi, 27 échantillons d’extraits de bois de chêne sessile et 27 

échantillons d’extraits de bois de chêne pédonculé ont été utilisés pour la quantification des dix 

composés purifiés. Les résultats du dosage sont présentés à la Figure 93 pour toutes les 

molécules, à l’exception des P-WL-1 et P-WL-2 (Figure 94). Pour chaque composé et chaque 

modalité, la concentration moyenne a été utilisée, ainsi que l’intervalle de confiance, déterminé 

à partir de cette dernière.  

Après le dosage de ces échantillons, un test de Kruskal-Wallis avec la procédure de 

Dunn, décrit dans la partie I, a été effectué. Les résultats ont montré une influence significative 

de la température de chauffe pour toutes les molécules (p-value < 0,05). Le test de Dunn a 

permis de classer les modalités en plusieurs groupes pour chaque molécule. Pour chaque 

composé, l’effet de la chauffe suit la même tendance que ce soit pour le chêne sessile ou pour 

le chêne pédonculé. La Figure 93 présente seulement les résultats obtenus pour le chêne sessile. 

Les analyses ont montré que les teneurs en syringaldéhyde augmentent 

significativement au cours de la chauffe, au seuil de 0,1 %. En effet, la modalité non chauffée 

(BNC), groupe « a », est différenciée des deux autres chauffes groupe « b » (BCN) et groupe 

« c » (BCF). Ces résultats confirment de précédentes études (Garcia et al. 2012 ; Sanz et al. 

2010 ; Chatonnet, Boidron et Pons 1989).  
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Figure 93 : Concentrations moyennes (µg/g de bois sec, n = 9) en syringaldéhyde, 

sinapaldéhyde, HDPP-syringarésinol, acide gallique, Alc-diHDDC, composé m/z 539, 

quercusnine A et pédunculagine pour les extraits de bois de chêne sessile avec trois types de 

chauffes (de gauche à droite et de haut en bas). « a », « b » et « c » représentent des groupes 

statistiques. Les barres d’erreurs indiquent un intervalle de confiance de 95 %. L’effet de la 

chauffe est significatif au risque de 0,1 % (***). 
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Les teneurs en sinapaldéhyde augmentaient également au cours de la chauffe, au seuil 

de 0,1 %. En revanche, aucun écart significatif n’a été enregistré entre la modalité chauffe 

normale (BCN) et la modalité chauffe forte (BCF). Ces observations ont déjà été décrites dans 

la littérature (Sanz et al. 2010). 

A l’inverse, les teneurs en acide gallique diminuaient significativement entre la chauffe 

« normale » et la chauffe « forte », au seuil de 0,1 %. En outre, aucune différence significative 

n’a été observée entre le bois « non chauffé » et chauffe « normale ». Ces observations ont 

également été décrites dans la littérature (Sanz et al. 2010). 

Pour les deux ellagitannins, la même tendance a été observée. En effet, leurs 

concentrations diminuent avec la chauffe. La modalité non chauffée (BNC), groupe « a », est 

différenciée des deux autres chauffes groupe « b », au seuil de 1 % avec le BCN et de 0,1 % 

avec le BCF. Les résultats obtenus confirment ceux observés dans l’approche métabolomique 

non ciblée au Chapitre V de la Partie II. A titre de comparaison, les concentrations des 

principaux ellagitannins, comme la vescalagine et la castalagine, diminuent également au cours 

de la chauffe du bois (Glabasnia et Hofmann 2007 ; Sanz et al. 2010).  

Les teneurs en Alc-diHDDC diminuent significativement entre le BCN et le BCF, au 

seuil de 0,1 %. En outre, aucune différence significative n’a été observée entre le BNC et le 

BCN.  

Les teneurs en HDPP-syringarésinol augmentent significativement entre le BNC et le 

BCN, au seuil de 0,1 %. En outre, une chauffe poussée n’augmente pas sa concentration. Les 

résultats obtenus varient légèrement par rapport à la quantification relative de l’approche 

métabolomique non ciblée présentée au Chapitre V de la Partie II. En effet, trois groupes 

avaient été distingués au lieu de deux ici.  

Pour le composé m/z 539, les teneurs diminuent significativement entre le BCN (89,4 ± 

31,8 µg/g de bois sec) et le BCF (19,2 ± 7,2 µg/g de bois sec), au seuil de 1 % ; les écarts de 

concentrations moyennes entre le BNC (137,9 ± 54,1 µg/g de bois sec) et le BCN (89,4 ± 31,8 

µg/g de bois sec) semblent traduire un effet de la chauffe. Or, le test de Kruskal-Wallis, n’a pas 

distingué significativement ces deux chauffes, avec une p-value égale à 0,41. Cela pourrait 

provenir d’un artéfact, lié à de très grands écarts individuels d’une barrique à une autre pour 

chaque modalité de chauffe. Les intervalles de confiance, présentés sur la figure, sont très 

importants et suggèrent une forte disparité inter-individuelle au sein de l’espèce. Le dosage de 

ce composé pourra être réalisé avec un plus grand nombre d’extraits de bois de chêne afin de 
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valider les tendances obtenues. Les résultats obtenus sont tout de même en accord avec ceux 

obtenus au Chapitre 5 de la Partie II. En revanche, puisque sa structure n’a pas été clairement 

élucidée, aucune comparaison n’a pu être faite avec la littérature. 

Les P-WL-1 et P-WL-2 ont également été dosés dans cette série d’échantillons (Figure 

94). Ils ont été observés seulement dans le chêne sessile pour la macération à 12 % d’alcool, 

comme expliqué à la partie précédente, et dans les deux espèces pour la macération à 50 % 

d’alcool. Pour cette dernière, seulement un échantillon de chaque modalité de chauffe a été 

réalisé pour chaque espèce puis quantifié. Le test de Kruskal-Wallis n’a donc pas été appliqué 

à ces échantillons ; des groupes de significativité n’ont pu être attribués. En revanche, cette 

macération à 50 % d’alc. permet d’observer les évolutions de ces composés en fonction de la 

chauffe. Les mêmes tendances ont été notées pour les deux composés. Pour les deux espèces 

de chêne, une chauffe poussée semble diminuer significativement les teneurs en P-WL-1 et en 

P-WL-2, au seuil de 1 %. En revanche, pour la macération à 12 % d’alcool, aucune différence 

n’est perçue entre le BNC et BCN, avec des p-value égales à 0,07 pour le P-WL-1 et à 0,18 

pour le P-WL-2. Pour la macération à 50 % d’alcool, les trois chauffes semblent influencer les 

teneurs en ces composés. Par ailleurs, cette quantification absolue coïncide avec la 

quantification relative réalisée au Chapitre V de la Partie II. 

A titre de comparaison, les teneurs en précurseurs de la whisky lactone, déjà identifiés 

dans la littérature (Masson et al. 2000 ; Tanaka et Kouno 1996 ; Wilkinson et al. 2004), 

semblent évoluer de la même façon que les P-WL-1 et P-WL-2 en fonction de la chauffe. En 

effet, Wilkinson et al. les ont quantifié dans des extraits de bois à différentes températures et 

ont remarqué une dégradation thermique de ces composés à partir d’une chauffe réalisée à 200 

°C pendant 30 minutes (Wilkinson, Prida et Hayasaka 2013). La chauffe BCF correspond à ce 

dernier paramètre, mais avec un temps de chauffe plus long. A l’inverse, les concentrations en 

cis- et trans-whiskylactone augmentent notablement avec la chauffe du bois (Chatonnet, 

Boidron et Pons 1989 ; Doussot et al. 2002). Il a été démontré que la whiskylactone pouvait 

être produite par ses précurseurs lors de la chauffe des douelles, pendant laquelle la température 

et la durée de chauffe jouent un rôle primordial (Wilkinson, Prida et Hayasaka 2013). Ainsi, il 

est tout à fait envisageable que les P-WL-1 et P-WL-2 se comportent de la même façon ; ces 

précurseurs pourraient libérer de la whiskylactone lors de leur dégradation pendant la chauffe 

des douelles. 
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Figure 94 : Concentrations moyennes (µg/g de bois sec) en P-WL-1 et P-WL-2 pour les 

échantillons de bois de chêne sessile (macération à 12 % d’alcool, en haut) et pour les 

échantillons de bois de chêne sessile et pédonculé (macération à 50 % d’alcool, en bas). « a » 

et « b » représentent des groupes. Pour la macération à 12 % d’alc., les barres d’erreurs 

indiquent un intervalle de confiance de 95 %. Pour la macération à 50 % d’alc., les barres 

d’erreurs indiquent la précision de la méthode. L’effet de la chauffe est significatif au risque de 

0,1 % (***). 

 

Suite à l’étude de deux paramètres de tonnellerie, des différences significatives ont été 

constatées en fonction des molécules. Le contrôle de la chauffe notamment semble être un 

élément pertinent pour moduler l’apport de certains composés et modifier l’équilibre gustatif 

des vins et des eaux-de-vie.  
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Conclusion Partie IV 

Dans un premier temps, les seuils de détection gustative du syringaldéhyde, pour son 

goût sucré, et de l’acide gallique, pour son amertume, ont été déterminés dans un vin blanc non 

boisé (respectivement 19,2 mg/L et 33,4 mg/L) et une eau-de-vie blanche (respectivement 9,3 

mg/L et 29,6 mg/L). Les résultats ont montré que le seuil du syringaldéhyde était influencé par 

la matrice, contrairement à celui de l’acide gallique.  

Dans un second temps, deux méthodes de quantification par LC-HRMS ont été 

développées et validées. Tout d’abord, la contribution gustative du syringaldéhyde et de l’acide 

gallique dans les vins et les eaux-de-vie a été étudiée. Il a été montré que l’acide gallique confère 

de l’amertume à la plupart des vins rouges et des eaux-de-vie analysés. Le syringaldéhyde, 

quant à lui, contribue au goût sucré des eaux-de-vie, et ce de façon durable. Puis, des dosages 

ont été réalisés, pour huit molécules purifiées lors des parties II et III : le sinapaldéhyde, la 

pédunculagine, la quercusnine A, les précurseurs de la whisky lactone (P-WL-1 et P-WL-2), 

l’HDPP-syringarésinol, l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle (Alc-diHDDC) et le composé m/z 

539, dans des vins, des eaux-de-vie et des extraits de bois de chêne.  

Parmi les composés de cette partie, quatre ont été identifiés et quantifiés dans des vins 

blancs et rouges, dont deux pour la première fois (HDPP-syringarésinol et Alc-diHDDC). Les 

dix composés purs ont été identifiés et quantifiés dans divers spiritueux, dont sept pour la 

première fois (pédunculagine, quercusnine A, P-WL-1, P-WL-2, HDPP-syringarésinol, Alc-

diHDDC et le composé m/z 539).  

Dans la poursuite de ce travail, les seuils de détection gustative, de l’HDPP-

syringarésinol et de l’Alc-diHDDC dans les vins et les eaux-de-vie et du composé m/z 539 dans 

les eaux-de-vie, devront été déterminés afin d’établir leur réelle contribution sensorielle dans 

ces matrices.  

Par ailleurs, le contrôle de la chauffe a semblé être un élément pertinent pour moduler 

l’apport de certains composés et donc de modifier l’équilibre gustatif des vins et des eaux-de-

vie. En outre, l’effet de la température sur l’HDPP-syringarésinol, Alc-diHDDC, la 

pédunculagine, la quercusnine A et les deux précurseurs de la whisky lactone n’avait pas encore 

été étudié. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

La recherche en œnologie vise notamment à caractériser les déterminants moléculaires 

à l’origine de la construction de l’image sensorielle des vins et des eaux-de-vie dans la tête du 

dégustateur. L'élevage sous bois est une étape clé de leur élaboration, modifiant leur expression 

aromatique et influençant leur saveur. La composition des vins et spiritueux élevés en barriques 

est en effet modulée par l’extraction de composés du bois et différentes réactions physico-

chimiques en partie liées à la dissolution d’oxygène. Si les principaux composés volatils libérés 

par le bois de chêne ont été identifiés, les déterminants moléculaires des saveurs amères et 

sucrées demeurent, dans une large mesure, inconnus. Leur identification constitue un préalable 

à la maîtrise des paramètres du vieillissement affectant le goût des vins et des eaux-de-vie élevés 

en fûts de chêne. 

Le premier axe de ce travail a consisté à apporter de nouvelles connaissances sur des 

familles de molécules déjà identifiées dans le bois de chêne : les lignanes et les coumarines. 

Dans un premier temps, le seuil de détection gustative du (±)-lyonirésinol a été évalué dans une 

eau-de-vie blanche et établi à 2,6 mg/L. Après le développement et la validation d'une méthode 

par LC-HRMS, une influence significative de ce composé sur l’amertume des spiritueux a été 

démontrée. L’étude des paramètres œnologiques a permis d’établir que l’essence ainsi que le 

type de grain du bois pouvaient avoir un effet important sur les teneurs en lyonirésinol. Dans 

un second temps, l’utilisation d’un criblage par LC-HRMS d’un extrait de bois de chêne a 

permis de mettre en évidence six coumarines. Leur étude sensorielle a établi l’amertume de 

cinq de ces composés. Les seuils gustatifs de détection de la scopolétine, l’esculétine et la 4-

méthylombelliférone, notées comme les plus intenses, ont été déterminés, dans un vin blanc et 

une eau-de-vie blanche, de l’ordre de la centaine de µg/L. La confrontation des données 

sensorielles et quantitatives a permis de montrer que ces trois coumarines ne contribuaient pas, 

individuellement, à l’amertume des vins et des eaux-de-vie. En revanche, des analyses 

sensorielles complémentaires ont mis en évidence le rôle des six coumarines en mélange dans 

l'amertume des deux matrices de l’étude, via des effets de synergie. Le dosage a permis de 

mettre en évidence un effet significatif de l’origine botanique et/ou de l’intensité de la chauffe 

du bois sur les concentrations de certaines coumarines. Le contrôle de ces paramètres vise à 

moduler l’apport des coumarines et à maîtriser davantage la contribution amère de l’élevage en 

fûts. 
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Ce travail sur l’amertume des lignanes et des coumarines s’inscrit dans le prolongement 

des recherches effectuées au laboratoire depuis quelques années sur l’effet gustatif du bois de 

chêne. Toutefois, ces composés à eux seuls ne peuvent expliquer l’importance gustative de 

l’élevage en barriques. Un grand nombre de molécules sapides non volatiles libérées par le bois 

de chêne restent vraisemblablement à identifier. Le second axe de ce travail visait à en isoler 

certaines. La sensation de sucrosité conférée au vin par la chauffe des douelles lors de la 

fabrication des barriques a tout d’abord été étudiée, ce qui a permis de confirmer et d’interpréter 

des observations empiriques. Afin de donner un éclairage moléculaire à ces phénomènes 

sensoriels, une approche inductive a été adoptée. Un protocole de fractionnement et de 

purification d’extraits de bois de chêne guidé par la gustatométrie a été développé. Plusieurs 

fractions possédant un goût amer et/ou sucré ont été mises en évidence et onze molécules 

sapides ont été purifiées, ce qui démontre l’intérêt de la démarche utilisée. Leur identification 

a été réalisée par HRMS et RMN. Les structures de l’HDPP-syringarésinol et de deux 

précurseurs de la whisky-lactone (P-WL-1 et P-WL-2) n’avaient jamais été décrites. Six 

composés avaient déjà été identifiés dans le genre Quercus. A l’exception de l’acide gallique, 

le goût des composés purifiés n’avait jamais été mentionné dans la littérature. Par ailleurs, la 

structure de deux molécules amères, les m/z 639-3 et m/z 539, n’a pu être élucidée de façon 

formelle, faute de données RMN suffisamment robustes. Des hypothèses de structure ont 

seulement pu être émises. D’autres études devront être menées pour vérifier les conjectures 

formulées.  

En parallèles de la sélection des fractions par gustatométrie, désormais classique au 

laboratoire, des approches méthodologiques complémentaires ont également été développées. 

Une stratégie de détection de ces fractions par mesure de l’activation des récepteurs à 

l’amertume a notamment été proposée pour tenter de pallier les phénomènes de masquage 

intervenant lors de la dégustation. Cette approche originale a été mise en œuvre en collaboration 

avec l’équipe du Dr Loïc Briand, au CSGA de Dijon. Cinq récepteurs (les Tas2R4, Tas2R7, 

Tas2R16, Tas2R38 et Tas2R43) sur les vingt-cinq ont eu une réponse en amplitude au contact 

d’un extrait de bois. L’étude a ensuite été limitée au récepteur Tas2R7. Il a été démontré que 

celui-ci était activé, de façon plus ou moins intense, par certaines fractions de bois. Ce nouveau 

développement ouvre des perspectives quant à la recherche de composés amers dans des 

matrices complexes. Parallèlement, une approche par analyse différentielle non-ciblée 

d’extraits de bois de chêne a été discutée, en vue de la recherche de nouveaux composés dont 

la teneur est significativement influencée par un paramètre, comme la chauffe du bois dans le 
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cas présent. Cette analyse globale a notamment permis de montrer que l’effet chauffe était plus 

marqué que l’effet espèce pour plus de la moitié des composés sélectionnés après le traitement 

par MZmine. Elle a également permis de pointer certains composés fortement affectés par la 

chauffe du bois, ce qui permettrait d’orienter leur purification. 

  Le troisième axe de ce travail visait à appliquer cette nouvelle approche métabolomique 

non ciblée à plusieurs eaux-de-vie boisées de Cognac, en vue de la caractérisation et la 

purification de nouvelles molécules potentiellement sapides. Un plus grand nombre de 

composés a été observé par rapport aux extraits de bois de chêne, ce qui a confirmé la présence 

de molécules néoformées dans les spiritueux. Après ces observations, un protocole de 

fractionnement a permis d’isoler deux molécules. Ainsi, l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 

(Alc-diHDDC) a été identifié et purifié à partir d’extraits de bois de chêne ; sa présence dans 

cette matrice ainsi que dans l’eau-de-vie n’avait jamais été décrite, de même que son goût sucré. 

Puis, le composé m/z 703 a été purifié à partir d’une eau-de-vie élevée depuis 20 ans. Il s’agirait 

possiblement d’un ellagitannin, absent des extraits de bois de chêne et formé pendant l’élevage 

en barriques. Les données RMN devront valider cette hypothèse. 

La dernière partie de cette thèse visait à quantifier dix molécules, purifiées au cours de 

ce travail, dans des extraits de bois de chêne, des vins et des spiritueux. Les seuils gustatifs de 

détection de l’acide gallique et du syringaldéhyde dans les vins et les eaux-de-vie ont été établis, 

ce qui a permis de discuter de leur incidence sensorielle. L’acide gallique contribue à 

l’amertume de la plupart des vins rouges et des spiritueux analysés. En outre, le syringaldéhyde 

participe de façon durable au goût sucré des eaux-de-vie. La pédunculagine, la quercusnine A, 

le composé m/z 539, les P-WL-1 et P-WL-2 n’avaient jamais été mentionnés dans des 

spiritueux. De la même façon, l’HDPP-syringarésinol et l’Alc-diHDDC n’avaient jamais été 

identifiés, à la fois dans les spiritueux mais aussi dans les vins. Aucun effet significatif de 

l’origine botanique n’a été observé pour ces composés à l’inverse de la température de chauffe. 

En outre, en fonction des molécules, des teneurs variables ont été obtenues entre différents 

échantillons de la même espèce. L’origine de ces écarts devra faire l’objet d’études ultérieures 

afin de mieux maîtriser la contribution de ces composés à l’élevage sous bois. Pour la suite de 

l’étude, une nouvelle dégustation des composés purs, en prenant en compte leur teneur dans les 

vins et les eaux-de-vie, devra être réalisée pour confirmer leur goût. Puis la détermination de 

leur seuil de détection gustative, nécessitant de grandes quantités de composé pur, permettra 

d’établir leur réelle contribution sensorielle.  
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Ce travail de thèse visait à poursuivre la caractérisation des composés sapides libérés 

par le bois de chêne, tant dans les vins que dans les eaux-de-vie de Cognac. Les modifications 

gustatives induites par la chauffe du bois ont été plus particulièrement étudiées. Au-delà 

d’approfondir les connaissances sur les propriétés sensorielles de composés déjà connus, cette 

thèse a conduit à l’identification de nouveaux marqueurs sapides, à partir d’extraits de bois de 

chêne et d’eaux-de-vie boisées de Cognac. Cependant il sera nécessaire de poursuivre ces 

travaux, car la compréhension moléculaire des équilibres gustatifs des vins et des eaux-de-vie 

n’est encore que partielle. En premier lieu, il conviendra de caractériser structuralement et 

sensoriellement les composés m/z 639-3, 539 et 703.  

Cette thèse ouvre diverses perspectives d’applications pratiques, et notamment l’étude 

de l’influence des paramètres de tonnellerie sur la teneur en composés sapides. Ces travaux 

possèdent une visée pratique et, à terme, devront permettre de transmettre des préconisations 

aux viticulteurs et aux tonneliers. 

D’un point de vue plus académique, les résultats préliminaires obtenus avec le criblage 

des fractions par mesure de l’activation de récepteurs gustatifs et les approches différentielles 

non ciblées, ouvrent de nombreuses perspectives de recherche. Ces développements pourront 

être utilisés de façon complémentaire à l’approche inductive, classiquement employée au 

laboratoire, afin de repérer des molécules affectées par des facteurs œnologiques définis. Par 

exemple, des composés, formés par la chauffe ou formés au cours de l’élevage en barriques 

dans les vins et les eaux-de-vie, pourront être repérés grâce au traitement statistique, purifiés 

après la mise en place d’un protocole de fractionnement, puis dégustés afin de les caractériser 

sensoriellement.  

Une autre approche, plus déductive, pourrait également être employée. Celle-ci fait 

appel à la modélisation moléculaire et consiste à calculer l’orientation préférée d’une molécule 

vers un second édifice, afin de former un complexe stable. En effet, des chercheurs ont mis au 

point des modèles de prédiction in silico pour la recherche de nouveaux composés sucrés. Il 

serait également intéressant de préciser les modes de fixation des composés sapides du vin et 

des eaux-de-vie sur les récepteurs gustatifs. Ainsi, ce modèle pourrait permettre de mieux 

comprendre les mécanismes d’interaction entre les composés et ces récepteurs, mais également 

de mieux comprendre les phénomènes de synergie et de masquage contribuant à l’équilibre 

gustatif des vins et des eaux-de-vie.  
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ANNEXES 

ANNEXE 1 – Exemple d’une fiche d’analyse sensorielle 

Test triangulaire et profil sensoriel 

 

TEST TRIANGULAIRE 

 

NOM / 

PRENOM 
     Date : 

       

Veuillez examiner (évaluation gustative) les trois échantillons proposés puis entourez le 

numéro de l'échantillon que vous percevez différent. 

       

 347  988  211  

          

 757  982  099  

          

 083  847  444  

          

 942  759  585  

          

 086  824  048  

       

 608  239  917  

       

       

Descripteur gustatif : ………………………………………………………….………… 
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PROFIL SENSORIEL 

Nom/Prénom :                              Date : 

Evaluez ces échantillons en bouche dans l’ordre indiqué sur la feuille, pour les descripteurs 

suivants : 

 

Poste 1 

Sucrosité/douceur 

 

 

 

Amertume 

 

 

 

 

Poste 2 

Sucrosité/douceur 

 

 

 

Amertume 

 

  

0 

0 

10 

10 

907 

522 

0 

0 

10 

10 

907 

522 

0 

0 

10 

10 

943 

667 

0 

0 

10 

10 

943 

667 
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Poste 3 

Sucrosité/douceur 

 

 

 

Amertume 

 

 

 

 

Poste 4 

Sucrosité/douceur 

 

 

 

Amertume 

 

 

 

 

  

0 

0 

10 

10 

590 

494 

0 

0 

10 

10 

590 

494 

0 

0 

10 

10 

427 

356 

0 

0 

10 

10 

427 

356 
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ANNEXE 2 – Caractéristiques des eaux-de-vie commerciales 

 

Echantillon Marque Type Origine TAV (%) 

C-1 Marque A Cognac France 40 

C-2 Marque A Cognac France 40 

C-3 Marque A Cognac France 40 

C-4 Marque A Cognac France 40 

C-5 Marque B Cognac France 40 

C-6 Marque B Cognac France 40 

C-7 Marque C Cognac France 40 

C-8 Marque C Cognac France 40 

C-9 Marque C Cognac France 40 

C-10 Marque D Cognac France 40 

C-11 Marque D Cognac France 40 

C-12 Marque E Cognac France 42 

B-1 Marque F Brandy Afrique du Sud 38 

B-2 Marque G Brandy France 40 

B-3 Marque H Brandy Allemagne 38 

B-4 Marque I Brandy France 40 

W-1 Marque J Whisky Irelande 43 

W-2 Marque K Whisky Ecosse 40 

W-3 Marque L Whisky Ecosse 43 

W-4 Marque L Whisky Ecosse 40 

W-5 Marque M Whisky Irelande 40 

R-1 Marque N Rhum Jamaïque 40 

R-2 Marque O Rhum Guyane 40 

R-3 Marque P Rhum La Barbade 50 

Bo-1 Marque Q Bourbon Etats-Unis 50 

Bo-2 Marque R Bourbon Etats-Unis 45 

Bo-3 Marque S Bourbon Etats-Unis 43,2 

Bo-4 Marque T Bourbon Etats-Unis 43 
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ANNEXE 3 – Données brutes de quantification du (±)-lyonirésinol dans les divers 

spiritueux analysés 

 

 Eaux-de-vie commerciales 

Echantillon Type 
Lyonirésinol  

(mg/L) 

C-1 Cognac 1,69 

C-2 Cognac 2,91 

C-3 Cognac 0,41 

C-4 Cognac 0,20 

C-5 Cognac 8,43 

C-6 Cognac 5,86 

C-7 Cognac 11,77 

C-8 Cognac 5,37 

C-9 Cognac 3,65 

C-10 Cognac 6,19 

C-11 Cognac 4,10 

C-12 Cognac 0,99 

B-1 Brandy 2,61 

B-2 Brandy 2,61 

B-3 Brandy 0,32 

B-4 Brandy 0,86 

W-1 Whisky 1,82 

W-2 Whisky 0,73 

W-3 Whisky 4,60 

W-4 Whisky 1,57 

R-1 Rhum 0,83 

R-2 Rhum 0,79 

R-3 Rhum 10,13 

Bo-1 Bourbon 0,23 
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 Eaux-de-vie millésime 

Millésime 
Réplicat 

(N°) 

Lyonirésinol  

(mg/L) 
 Millésime 

Réplicat 

(N°) 

Lyonirésinol  

(mg/L) 

2015 

1 0,76  

1995 

1 5,02 

2 0,70  2 4,61 

3 0,82  3 5,09 

4 1,13  4 4,89 

5 0,89  5 5,50 

2010 

1 2,04  

1993 

1 4,41 

2 2,31  2 4,53 

3 2,19  3 5,90 

4 2,49  4 4,33 

5 2,74  5 4,51 

2008 

1 3,62  

1990 

1 4,16 

2 4,30  2 3,59 

3 2,77  3 4,95 

4 2,58  4 3,81 

5 2,82  5 4,71 

2005 

1 3,16  

1973 

1 2,60 

2 2,72  2 3,07 

3 3,23  3 3,02 

4 2,93  4 2,61 

5 3,04  

1970 

1 3,05 

2000 

1 3,95  2 2,65 

2 3,45  3 2,75 

3 2,90  4 3,32 

4 3,40     

5 3,04     
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 Eaux-de-vie : influence de l’essence et origine géographique 

Lyonirésinol  

(mg/L) 

Réplicat 

(N°) 
6 mois d'élevage 12 mois d'élevage 23 mois d'élevage 

Chêne Français 

1 0,88 1,42 1,99 

2 1,12 1,34 1,63 

3 1,03 1,42 1,93 

Chêne Européen 

1 1,02 0,95 1,27 

2 0,80 0,91 1,23 

3 0,74 0,99 1,49 

Chêne du Caucase 

1 1,10 1,25 1,70 

2 0,75 1,49 1,79 

3 1,06 1,07 1,66 

Chêne Américain 

1 1,33 1,60 2,49 

2 1,49 1,92 2,39 

3 1,34 1,92 2,19 

Châtaignier 

1 0,12 0,09 0,17 

2 0,06 0,14 0,24 

3 0,09 0,16 0,22 

 

 Eaux-de-vie : influence de la sélection gros grain/grain fin 

Modalité Réplicat (N°) 
Lyonirésinol  

(mg/L) 
 Modalité Réplicat (N°) 

Lyonirésinol  

(mg/L) 

Gros grain 

1 5,33  

Grain fin 

1 3,80 

2 5,16  2 3,02 

3 4,88  3 3,61 

4 4,99  4 3,16 

5 5,06  5 2,90 

6 5,88  6 3,40 

7 5,19  7 3,76 

8 5,01  8 3,54 

9 5,16  9 3,42 

10 5,35  10 2,89 
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ANNEXE 4 – Données brutes de quantification des coumarines dans les vins, les 

spiritueux et les extraits de bois de chêne analysés 

 Vins commerciaux  

 Num. Millésime Région 
Esculétine 

(µg/L) 

Fraxétine 

(µg/L) 

Scopolétine 

(µg/L) 

Omb. 

(µg/L) 

Coumarine 

(µg/L) 

V
in

s 
R

o
u

g
es

 c
o
m

m
er

ci
a
u

x
 

VR-1 2011 Bordeaux 255,02 62,06 8,95 43,62 196,16 

VR-2 2011 Bordeaux 111,41 77,03 0,00 11,64 153,26 

VR-3 2011 Bordeaux 42,34 60,84 0,00 30,59 329,98 

VR-4 2011 Bordeaux 105,06 61,92 27,53 5,93 88,64 

VR-5 2011 Bordeaux 42,81 75,62 64,31 5,62 168,20 

VR-6 2011 Bordeaux 63,01 63,18 23,40 7,49 101,46 

VR-7 2006 Bordeaux 65,15 48,43 307,25 < LOQ 221,53 

VR-8 2006 Bordeaux 75,45 45,31 11,41 < LOQ 77,05 

VR-9 2014 Allemagne 206,25 6,60 < LOQ < LOQ 0,00 

VR-10 2015 
Languedoc-

Roussillon 
268,86 25,29 < LOQ 94,57 278,48 

VR-11 2015 Beaujolais 79,18 23,93 0,00 0,00 29,02 

VR-12 2003 Bordeaux 69,37 < LOQ < LOQ 9,92 32,40 

VR-13 2017 
Languedoc-

Roussillon 
91,57 13,71 0,00 7,04 0,00 

VR-14 2012 Bordeaux 12,34 19,58 0,00 0,00 141,79 

VR-15 2005 Bordeaux 65,01 5,73 < LOQ 0,00 135,84 

VR-16 2006 Bordeaux 48,51 < LOQ 0,00 8,81 201,54 

VR-17 2015 Bordeaux 91,50 < LOQ < LOQ 8,27 277,69 

VR-18 1999 Bordeaux 110,04 33,71 < LOQ 11,91 0,00 

VR-19 2017 Espagne 26,53 6,96 7,48 9,06 397,81 

VR-20 2011 Bordeaux 21,98 22,53 < LOQ 0,00 294,12 

VR-21 2017 Bordeaux 29,42 < LOQ 6,76 9,17 370,95 

VR-22 2007 Bordeaux 145,93 21,87 7,22 < LOQ 90,36 

VR-23 2017 Espagne 25,72 6,61 < LOQ 12,96 230,74 

VR-24 2016 Espagne 50,54 11,15 6,37 < LOQ 289,90 

VR-25 2010 Espagne 79,96 < LOQ < LOQ < LOQ 298,10 

VR-26 2010 Espagne 127,22 5,86 5,55 8,65 243,46 

VR-27 2014 Espagne 57,24 < LOQ < LOQ 0,00 198,52 

VR-28 2016 Espagne 34,09 8,81 10,63 < LOQ 180,80 

VR-29 2014 
Vallée du 

Rhône 
93,62 5,75 6,77 19,59 121,52 

VR-30 2010 
Vallée du 

Rhône 
132,89 8,65 < LOQ < LOQ 175,09 

VR-31 2005 Bordeaux 74,82 < LOQ 0,00 0,00 36,95 

VR-32 2010 Bordeaux 113,14 < LOQ 5,49 15,88 204,53 

VR-33 2014 Bourgogne 203,11 6,35 < LOQ < LOQ 0,00 
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VR-34 2014 Bourgogne 158,93 16,77 0,00 < LOQ 56,48 

VR-35 2014 Bourgogne 139,29 24,28 12,06 < LOQ 55,88 

VR-36 2014 Bourgogne 109,65 5,95 7,54 0,00 65,64 

VR-37 2014 Bourgogne 166,29 < LOQ 0,00 0,00 27,21 

VR-38 2013 Bourgogne 189,91 8,97 9,61 0,00 28,77 

VR-39 2000 Bordeaux 51,48 12,32 < LOQ 8,79 235,11 

VR-40 2008 Bordeaux 74,57 21,60 9,97 0,00 103,74 

VR-41 1995 Bordeaux 41,51 < LOQ < LOQ 14,24 94,49 

VR-42 2005 Bordeaux 77,72 9,39 0,00 20,94 31,88 

VR-43 2003 Bordeaux 210,49 6,01 0,00 0,00 45,36 

V
in

s 
B

la
n

cs
 c

o
m

m
er

ci
a

u
x

 

VB-1 2016 Alsace 40,68 12,55 43,40 0,00 18,45 

VB-2 2017 
Languedoc-

Roussillon 
34,42 6,72 9,39 0,00 0,00 

VB-3 2014 
Languedoc-

Roussillon 
22,70 10,74 < LOQ 0,00 5,19 

VB-4 2017 
Languedoc-

Roussillon 
38,54 8,88 26,00 0,00 0,00 

VB-5 2017 Bourgogne 21,88 10,43 23,37 0,00 0,00 

VB-6 2016 Bourgogne 59,95 13,35 28,86 0,00 7,33 

VB-7 2014 Bourgogne 26,52 15,00 7,58 0,00 0,00 

VB-8 2014 Bourgogne 38,98 28,16 18,73 0,00 0,00 

VB-9 2013 Bourgogne 44,97 36,55 13,40 0,00 10,73 

VB-10 2016 Bourgogne 65,28 20,07 17,24 0,00 < LOQ 

VB-11 2014 Alsace 43,11 9,21 45,96 5,07 0,00 

VB-12 2014 Alsace 30,51 7,39 < LOQ 0,00 0,00 

VB-13 2014 Alsace 48,17 14,69 49,25 0,00 0,00 

VB-14 2014 Alsace 65,71 8,86 < LOQ 0,00 0,00 

VB-15 2014 Alsace 27,26 9,64 51,79 0,00 0,00 

VB-16 2015 
Vallée du 

Rhône 
67,05 11,24 < LOQ 0,00 1,98 

VB-17 2015 Bourgogne 94,39 30,95 0,00 0,00 0,00 

VB-18 2015 Bourgogne 32,25 15,19 < LOQ 0,00 0,00 

VB-19 2000 Bordeaux < LOQ < LOQ 21,38 0,00 0,00 

VB-20 2015 Bordeaux 39,04 7,01 < LOQ 0,00 0,00 

VB-21 2018 
Val de 

Loire 
47,70 5,22 < LOQ 0,00 0,87 

VB-22 2016 Bordeaux 17,20 7,97 9,65 0,00 0,00 

VB-23 2013 Bordeaux 66,18 10,59 14,81 0,00 0,00 

VB-24 2003 Bordeaux 58,44 < LOQ 9,79 0,00 0,00 

VB-25 2015 
Val de 

Loire 
10,31 7,92 13,15 0,00 0,00 

VB-26 2014 Bordeaux 50,68 < LOQ 34,94 6,72 0,00 

VB-27 2017 
Languedoc-

Roussillon 
74,66 < LOQ 13,83 0,00 22,08 
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VB-28 2016 Alsace 26,67 6,87 19,22 25,33 0,00 

VB-29 2014 Alsace 38,82 < LOQ 56,30 5,66 0,00 

VB-30 2015 Alsace 43,59 < LOQ 43,96 0,00 21,86 

VB-31 2016 Bordeaux 10,38 < LOQ < LOQ 0,00 0,00 

VB-32 2015 Bordeaux 52,43 7,75 28,32 < LOQ 17,42 

VB-33 2016 Bordeaux 56,81 < LOQ 13,54 0,00 22,79 

VB-34 2013 
Vallée du 

Rhône 
15,97 6,77 0,00 0,00 10,01 

VB-35 2010 
Vallée du 

Rhône 
34,15 5,47 14,44 0,00 29,22 

VB-36 2008 
Vallée du 

Rhône 
11,15 < LOQ 5,64 0,00 14,27 

VB-37 2016 Bourgogne 26,67 5,13 9,45 0,00 16,88 

VB-38 2016 Bourgogne 22,51 21,57 0,00 0,00 0,00 

VB-39 2013 Bourgogne 56,00 15,20 13,85 0,00 31,55 

VB-40 2014 Bourgogne 16,18 11,83 10,15 0,00 8,67 

VB-41 2015 Bourgogne 26,67 8,26 0,00 0,00 10,72 

VB-42 2009 
Val de 

Loire 
47,81 < LOQ 31,22 0,00 27,31 

VB-43 2017 
Val de 

Loire 
15,23 < LOQ 0,00 0,00 6,93 

VB-44 2017 
Val de 

Loire 
21,63 < LOQ < LOQ 0,00 28,80 

VB-45 2009 
Val de 

Loire 
33,55 < LOQ < LOQ 0,00 47,24 

VB-46 2008 Alsace 92,18 < LOQ < LOQ 0,00 55,55 

VB-47 2017 Alsace 98,51 < LOQ < LOQ 0,00 11,24 

Num. : numérotation ; Omb. : ombelliférone ; LOQ : limite de quantification 
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 Eaux-de-vie commerciales 

Echantillons Type 
Esculétine 

(µg/L) 

Fraxétine 

(µg/L) 

Scopolétine 

(µg/L) 

Omb. 

(µg/L) 

Coumarine 

(µg/L) 

4-Me 

(µg/L) 

C-1 Cognac 41,68 22,71 40,08 0,00 121,82 68,43 

C-2 Cognac 118,72 63,73 96,12 0,00 117,21 90,07 

C-3 Cognac 73,64 69,43 72,45 0,00 125,04 116,01 

C-4 Cognac 91,18 45,13 70,11 0,00 77,11 41,11 

C-5 Cognac 92,65 58,80 72,34 0,00 128,88 190,20 

C-6 Cognac 95,81 28,81 66,83 0,00 71,20 7,18 

C-7 Cognac 106,20 49,24 88,25 84,82 109,03 103,98 

C-8 Cognac 53,58 36,90 45,15 0,00 66,96 79,79 

C-9 Cognac 64,07 42,92 53,62 0,00 109,88 189,45 

C-10 Cognac 97,26 16,11 75,85 0,00 99,03 198,73 

C-11 Cognac 130,42 14,39 82,89 0,00 79,20 188,83 

C-12 Cognac 212,36 8,71 177,63 0,00 86,23 28,66 

B-1 Brandy 109,32 6,68 91,39 0,00 103,67 14,82 

B-2 Brandy 43,28 18,72 40,49 0,00 32,49 271,98 

B-3 Brandy 66,12 7,71 59,92 0,00 38,41 265,41 

B-4 Brandy 43,45 9,24 48,79 0,00 21,11 154,21 

W-1 Whisky 161,91 27,17 406,01 0,00 66,58 6,12 

W-2 Whisky 59,13 15,93 170,43 0,00 30,16 11,23 

W-3 Whisky 293,12 18,15 727,68 23,18 115,09 12,59 

W-4 Whisky 87,57 < LOQ 522,64 0,00 222,25 51,09 

W-5 Whisky 169,61 16,34 357,88 0,00 80,97 8,39 

R-1 Rhum 151,44 10,60 502,40 0,00 107,80 15,94 

R-2 Rhum 175,64 0,00 549,47 0,00 67,69 6,06 

R-3 Rhum 391,28 214,93 1443,42 0,00 465,64 87,91 

Bo-1 Bourbon 110,91 7,47 1303,42 0,00 172,42 43,96 

Bo-2 Bourbon 203,94 17,63 995,63 0,00 248,92 70,09 

Bo-3 Bourbon 188,52 28,92 890,92 0,00 414,77 77,40 

Bo-4 Bourbon 237,65 20,12 1133,99 0,00 193,82 46,33 

Omb. : ombélliférone ; 4-Me : 4-méthylombelliférone 
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 Eaux-de-vie millésimes 

Millésime 
Réplicat 

(N°) 

Esculétine 

(µg/L) 

Fraxétine 

(µg/L) 

Scopolétine 

(µg/L) 

Omb. 

(µg/L) 

Coumarine 

(µg/L) 

4-Me 

(µg/L) 

2015 

1 9,37 12,95 14,42 0,00 30,21 67,40 

2 15,22 18,49 23,60 0,00 47,80 99,05 

3 38,33 28,35 39,50 0,00 28,28 41,83 

4 45,88 22,01 32,76 0,00 35,58 79,90 

5 9,14 11,75 20,63 0,00 33,80 57,86 

2010 

1 69,41 41,23 55,96 0,00 47,31 72,56 

2 77,11 58,36 71,91 0,00 50,00 89,31 

3 75,09 61,12 82,77 0,00 54,03 117,62 

4 85,93 62,40 91,62 0,00 129,25 328,65 

5 91,17 59,69 98,06 0,00 73,84 164,58 

2008 

1 94,61 74,79 72,68 0,00 144,41 355,02 

2 274,57 205,23 213,50 0,00 264,78 614,98 

3 134,47 74,33 106,00 0,00 116,19 239,58 

4 122,11 73,25 110,27 0,00 92,26 175,72 

5 76,64 98,38 138,26 0,00 97,44 150,30 

2005 

1 252,60 194,77 274,79 0,00 209,19 357,59 

2 104,31 67,01 106,53 0,00 87,59 147,25 

3 96,24 75,73 129,47 0,00 112,43 185,85 

4 133,40 109,78 170,47 0,00 108,65 172,38 

5 112,88 97,52 144,12 0,00 92,10 171,62 

2000 

1 149,01 97,81 153,32 0,00 113,45 125,94 

2 141,86 95,03 133,35 0,00 115,82 136,98 

3 116,57 86,25 133,84 0,00 103,50 125,86 

4 159,21 103,06 158,29 0,00 112,20 130,35 

5 172,40 96,28 148,06 0,00 114,69 114,96 

1995 

1 241,43 153,35 198,33 0,00 194,87 185,33 

2 239,35 135,46 201,44 0,00 200,81 95,56 

3 269,12 173,48 226,91 0,00 215,02 201,67 

4 249,95 157,51 210,25 0,00 210,96 216,71 

5 238,63 155,85 208,90 16,75 197,06 188,08 

1993 
1 275,77 162,06 285,84 0,00 172,16 130,76 

2 183,81 109,77 179,74 0,00 95,88 53,22 
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3 266,14 245,38 316,04 0,00 224,47 234,20 

4 222,76 132,61 192,47 0,00 127,04 73,92 

5 224,80 155,76 257,67 27,58 143,62 86,88 

1990 

1 197,90 92,32 188,39 54,84 129,17 76,15 

2 184,73 90,31 163,11 45,36 103,38 43,03 

3 357,83 198,09 363,23 22,51 139,90 91,50 

4 273,19 114,16 213,40 16,96 110,51 45,71 

5 291,18 116,74 201,79 0,00 120,91 73,23 

1973 

1 254,62 82,05 177,56 0,00 116,65 24,99 

2 205,73 59,25 152,66 28,41 105,73 20,89 

3 258,77 79,37 182,05 0,00 139,61 33,00 

4 238,25 77,88 159,67 243,18 113,18 29,94 

1970 

1 329,12 66,45 256,37 0,00 181,77 35,51 

2 341,97 73,45 274,24 0,00 182,80 34,17 

3 322,46 70,15 262,99 0,00 192,09 37,09 

4 359,60 80,00 262,68 0,00 201,06 47,74 

Omb. : ombélliférone ; 4-Me : 4-méthylombelliférone 

 

 Extraits de bois de chêne 

 

 Chauffe 
Réplicat 

(N°) 
Esculétine Fraxétine Scopolétine Coumarine 4-Me 

   (µg/g de bois sec) 

C
h

ên
e 

se
ss

il
e 

BCF 1 0,14 0,35 1,44 3,55 9,27 

BCF 2 0,05 0,16 0,04 7,10 20,57 

BCF 3 0,17 0,83 1,00 2,99 11,30 

BCF 4 0,08 0,34 0,24 6,19 18,58 

BCF 5 0,20 0,91 1,03 3,11 10,02 

BCF 6 0,05 0,26 0,07 4,49 15,21 

BCF 7 0,07 0,48 0,21 5,16 17,59 

BCF 8 0,15 0,78 0,98 3,76 13,01 

BCF 9 0,15 0,53 1,13 2,73 8,25 

BCN 1 0,62 1,42 2,78 4,41 9,00 

BCN 2 0,05 0,17 0,02 4,85 7,68 

BCN 3 0,53 1,24 1,68 3,70 8,26 

BCN 4 0,30 0,93 0,25 4,83 10,63 

BCN 5 1,15 1,47 1,58 3,11 6,67 

BCN 6 0,08 0,26 0,03 4,44 7,66 



Annexes 

327 

 

BCN 7 0,30 0,10 0,31 3,92 8,30 

BCN 8 0,60 0,97 1,82 3,18 6,26 

BCN 9 1,02 0,98 2,76 3,72 7,03 

BNC 1 1,05 0,86 5,40 0,18 0,10 

BNC 2 0,04 0,13 0,02 0,18 0,14 

BNC 3 0,96 0,77 3,63 0,14 0,13 

BNC 4 0,33 0,75 0,50 0,19 0,11 

BNC 5 2,97 2,26 3,75 0,15 0,19 

BNC 6 0,05 0,20 0,10 0,15 0,03 

BNC 7 0,14 0,58 0,44 0,16 0,07 

BNC 8 0,76 0,90 4,13 0,17 0,07 

BNC 9 1,47 1,07 4,35 0,16 0,10 

C
h

ên
e 

p
éd

o
n

cu
lé

 

BCF 1 0,08 0,37 0,07 1,98 6,82 

BCF 2 0,05 0,13 0,08 5,15 16,18 

BCF 3 0,04 0,10 0,05 5,27 17,91 

BCF 4 0,04 0,26 0,12 3,89 14,19 

BCF 5 0,07 0,10 0,11 3,10 10,80 

BCF 6 0,04 0,25 0,09 3,13 8,27 

BCF 7 0,05 0,16 0,04 2,83 9,57 

BCF 8 0,05 0,15 0,07 4,71 16,75 

BCF 9 0,05 0,52 0,20 4,94 17,17 

BCN 1 0,24 0,55 0,11 4,51 10,91 

BCN 2 0,05 0,16 0,15 5,19 10,32 

BCN 3 0,06 0,10 0,03 5,00 11,15 

BCN 4 0,04 0,33 0,17 4,71 13,56 

BCN 5 0,22 0,23 0,10 5,02 13,02 

BCN 6 0,05 0,32 0,08 4,75 10,28 

BCN 7 0,05 0,14 0,05 3,96 8,84 

BCN 8 0,06 0,31 0,13 4,69 11,08 

BCN 9 0,16 0,77 0,38 4,23 10,17 

BNC 1 0,27 0,41 0,23 0,13 0,07 

BNC 2 0,05 0,15 0,30 0,14 0,04 

BNC 3 0,05 0,12 0,02 0,14 0,11 

BNC 4 0,05 0,21 0,35 0,11 0,07 

BNC 5 0,19 0,27 0,32 0,19 0,12 

BNC 6 0,04 0,24 0,08 0,12 0,03 

BNC 7 0,08 0,14 0,08 0,14 0,11 

BNC 8 0,07 0,17 0,14 0,13 0,19 

BNC 9 0,04 0,43 0,56 0,16 0,04 

4-Me : 4-méthylombelliférone 
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ANNEXE 5 – Données RMN des composés m/z 517-1 (acide barrinique) et 517-2 (acide 

bartogénique) 

 

 

m/z 517-1 (acide barrinique) 

  

 

m/z 517-2 (acide bartogénique) 
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 Déplacements chimiques 1H et 13C du m/z 517-2 (CD3OD, 1H NMR 600 MHz) 

 

 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité (J en 

Hz) 
δ 13C (en ppm) 

1 
1,26 m 

1,63 brd 
41,6 

2 4,15 td (12,1, 3,4) 65,8 

3 3,96 d (2,5) 73,7 

4 / 50,6 

5 1,46 m 48,0 

6 
1,72 m 

1,87 m 
19,6 

7 
1,35 m 

1,53 m 
32,6 

8 / 39,1 

9 1,87 m 46,8 

10 / 38,6 

11 
1,95 m 

2,02 m 
23,5 

12 5,35 t (3,6) 124,0 

13 / 143,4 

14 / 41,9 

15 
1,03 m 

1,77 m 
28,4 

16 
1,64 m 

2,30 m 
27,3 

17 / 45,1 

18 3,07 m 43,9 

19 3,27 m 81,1 

20 / 34,7 

21 
1,05 m 

1,78 m 
27,9 

22 
1,65 m 

1,78 m 
32,6 

23 / 176,0 

24 1,33 s 23,6 

25 0,88 s 13,3 

26 0,79 s 16,2 

27 1,35 s 29,1 

28 / 179,6 

29 0,98 s 28,2 

30 0,95 s 23,7 
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 Déplacements chimiques 1H et 13C du m/z 517-2 (CD3OD, 1H NMR 600 MHz) 

 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité (J en 

Hz) 
δ 13C (en ppm) 

1 
0,92 m 

2,0 brd 
46,8 

2 4,10 td (10,5, 4,8) 67,8 

3 2,90 d (9,8) 82,9 

4 / 49,3 

5 1,05 m 56,1 

6 
1,51 m 

1,81 m 
20,1 

7 
1,36 m 

1,52 m 
32,7 

8 / 38,8 

9 1,78 m 47,4 

10 / 38,3 

11 
1,96 m 

2,02 m 
23,5 

12 5,35 t (3,9) 123,2 

13 / 143,2 

14 / 41,3 

15 
1,03 m 

1,77 m 
28,2 

16 
1,63 m 

2,30 td (13,5, 3,5) 
27,3 

17 / 45,3 

18 3,07 m 43,8 

19 3,27 d (3,5) 80,8 

20 / 34,5 

21 
1,00 m 

1,76 m 
28,1 

22 
1,62 m 

1,76 m 
32,7 

23 1,45 s 23,5 

24 / 178,9 

25 0,96 s 13,7 

26 0,80 s 16,1 

27 1,32 s 23,5 

28 / 180,8 

29 0,98 s 27,5 

30 0,95 s 23,7 
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ANNEXE 6 – Données RMN de l’HDPP-syringarésinol 

 

 Déplacements chimiques 1H et 13C (CD3OD, 1H NMR 600 MHz) 

 

Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 

δ 13C  

(en ppm) 

1 / 134,8 

2/6 6,68 s 102,2 

3/5 / 152,1 

4 / 137,5 

7 4,78 d (3,9) 85,2 

8 3,11 brd 53,7 

9 3,89 m 70,83 

10/11 3,73 s 54,6 

1' / 134,2 

2'/6' 6,66 s 102,4 

3'/5' / 147,4 

4' / 131,5 

7' 4,74 d (J = 4,1) 85,6 

8' 3,13 brd 53,7 

9' 4,27 m 70,96 

10'/11' 3,84 s 54,7 

1" / 140,8 

2"/6" 7,35 s 105,8 

3"/5" / 147,03 

4" / 138,1 

7" / 195,5 

8" 5,29 t (5,6) 83,5 

9" 3,95 m 61,9 

10"/11" 3,85 s 56,2 
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 Spectre 1H de l’HDPP-syringarésinol 

 

 

 

 

 Spectre 1H-1H COSY de l’HDPP-syringarésinol 
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 Spectre 1H-1H ROESY de l’HDPP-syringarésinol 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC de l’HDPP-syringarésinol 
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 Spectre 1H-13C HMBC de l’HDPP-syringarésinol 
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ANNEXE 7 – Données RMN des précurseurs de la whisky-lactone (P-WL-1 et P-WL-2) 

 Déplacements chimiques 1H et 13C du P-WL-1 et P-WL-2 (CD3OD, 1H NMR 600 

MHz) 

 

P-WL-1 

 

 

P-WL-2 
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P-WL-1 
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

Chaîne 

1 / 177,26 

2 

2,14 m 

2,56 d (15,1 ; 6,0) 
37,16 

3 2,22 m 32,81 

4 3,63 m 82,33 

5 

1,43 m 

1,50 m 
30,56 

6 

1,22 m 

1,31 m 
27,11 

7 

1,12 m 

1,18 m 
21,8 

8 0,74 t (7,2) 12,34 

9 0,93 d (6,8) 13,09 

Glucopyranosyle 

1' 4,51 d (7,8) 102,55 

2' 3,45 dd (9,4 ; 8,1) 72,7 

3' 5,1 t (9,2) 77,6 

4' 3,69 m 69,6 

5' 3,71 m 73,6 

6' 
4,45 dd (11,8 ; 6,4 Hz) 

4,50 dd (11,6 ; 2,2 Hz) 
63,08 

Galloyle 1 

1" / 120,12 

2" 7,13 s 108,8 

3" / 138,4 

4" / 144,8 

5" / 144,8 

6" 7,13 s 108,8 

7" / 166,8 

Galloyle 2 

1''' / 119,75 

2''' 7,10 s 108,7 

3''' / 138,5 

4''' / 144,8 

5''' / 144,8 

6''' 7,10 s 108,7 

7''' / 167,06 
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P-WL-2 
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

Chaîne 

1 / 178,5 

2 

2,14 dd (14,5 ; 7,6) 

2,55 dd (14,6 ; 6,5) 
33,04 

3 2,23 m 33,17 

4 3,65 m 82,15 

5 

1,42 m 

1,51 m 
30,68 

6 

1,22 m 

1,30 m 
27,11 

7 

1,12 m 

1,18 m 
21,8 

8 0,74 t (7,3) 12,34 

9 0,94 d (7,0) 13,26 

Glucopyranosyle 

1' 4,51 d (8) 102,77 

2' 3,30 m 74,3 

3' 3,73 t (9,6) 74,4 

4' 5,04 t (10,0) 71,3 

5' 3,86 m 71,4 

6' 

4,26 m 

4,25 m 
62,76 

Galloyle 1 

1" / 119,52 

2" 7,10 s 108,63 

3" / 138,52 

4" / 145,12 

5" / 145,12 

6" 7,10 s 108,63 

7" / 166,75 

Galloyle 2 

1''' / 119,52 

2''' 7,08 s 108,63 

3''' / 138,52 

4''' / 145,12 

5''' / 145,12 

6''' 7,08 s 108,63 

7''' / 166,75 
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 Spectre 1H des P-WL-1 et P-WL-2 

 

 

 

 

 Spectre 1H-1H COSY du P-WL-1 
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 Spectre 1H-1H ROESY du P-WL-1 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC du P-WL-1 
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 Spectre 1H-13C HMBC du P-WL-1 

 

 

 

 Spectre 1H-1H COSY du P-WL-2 
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 Spectre 1H-1H ROESY du P-WL-2 

 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC du P-WL-2 
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 Spectre 1H-13C HMBC du P-WL-2 
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ANNEXE 8 – Données RMN de la quercusnine A 

 Déplacements chimiques 1H et 13C de la quercusnine A (CD3OD, 1H NMR 600 MH) 

 

 

 

 

  



Annexes 

344 

 

 
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 
δ 13C (en ppm) 

Cycle A 

1 /  

2 / 140,1 

3 / 149,1 

4 / 141,3 

5 / 133,6 

6 7,86 s 116,1 

7 / 171,4 

8 7,32 s 77,1 

9 / 169,8 

Cycle B 

1 / 122,9 

2 / 112,5 

3 / 147,5 

4 / 138,1 

5 / 146,5 

6 6,96 s 112,5 

7 / 164,9 

Glucose 

1' 5,80 d (4,1) 84,9 

2' 4,27 d (4,1) 74,6 

3' 2,78 s 69,4 

4' 4,78 dd (8,3 ; 1,0) 76,2 

5' 5,14 dd (8,3 ; 2,6) 74,1 

6' 
4,85 brd 

3,82 brd 
65,9 

HHDP 

(Glucose-4) 

1" /  

2" / 116,1 

3" / 144,1 

4" / 137,2 

5" / 145,1 

6" 6,72 s 109,8 

7" / 163,6 

HHDP 

(Glucose-6) 

1''' /  

2''' / 116,2 

3''' / 144,1 

4''' / 136,9 

5''' / 145,5 

6''' 6,56 s 108,9 

7''' / 170,4 
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 Spectre 1H de la quercusnine A 

 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC de la quercusnine A 
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 Spectre 1H-13C HMBC de la quercusnine A 

 

 

 

  



Annexes 

347 

 

ANNEXE 9 – Données RMN de la pédunculagine 

 

 Déplacements chimiques 1H et 13C de la pédunculagine (CD3OD, 1H NMR 600 MHz) 
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  α-glucose  β-glucose 

 
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité (J en Hz) 

δ 13C (en 

ppm) 

δ 
1H (en ppm) 

multiplicité (J en Hz) 

δ 13C (en 

ppm) 

Glucose 

 

1' 5,36 m 90,7 4,96 d (8,1) 94,2 

2' 5,12 m 74,9 4,86 m 77,13 

3' 5,49 m 75,1 5,27 m 76,5 

4' 5,11 m 68,5 5,11 m 68,5 

5' 4,15 t (7,8) 66,2 4,58 t (8,6) 71,4 

6' 
3,88 dd (13 ; 1,2) 

5,32 m 
62,4 

3,82 dd (13 ; 1,4) 

5,32 m 

62,4 

Cycle A 

1 / n.d / n.d 

2 / 115,1 / 115,1 

3 / 144,5 / 144,5 

4 / 135,9 / 135,6 

5 / 144,5 / 144,5 

6 6,50 s 106,5 6,53 s 106,5 

7 / 167,7 / 167,7 

Cycle B 

1 / n.d / n.d 

2 / 113,6 / 113,6 

3 / 144,1 / 144,1 

4 / 135,6 / 135,6 

5 / 144,1 / 144,1 

6 6,37 s 106,3 6,39 s 106,5 

7 / 169,3 / 169,3 

Cycle C 

1 / n.d / n.d 

2 / 115,1 / 115,1 

3 / 144,2 / 144,2 

4 / 135,6 / 135,6 

5 / 144,2 / 144,2 

6 6,62 s 107,7 6,62 s 107,7 

7 / 165,3 / 165,3 

Cycle D 

1 / n.d / n.d 

2 / 113,6 / 113,6 

3 / 144,2 / 144,2 

4 / 136,0 / 136,0 

5 / 144,2 / 144,2 

6 6,59 s 106,5 6,60 s 106,5 

7 / 168,5 / 168,5 
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 Spectre 1H de la pédunculagine 

 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC de la pédunculagine 
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 Spectre 1H-13C HMBC de la pédunculagine 
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ANNEXE 10 – Données RMN du composé m/z 539 

 Hypothèse de structure et déplacements chimiques 1H et 13C du composé m/z 539 

(CD3OD, 1H NMR 600 MHz) 

 

 
Numéro de 

l’atome 

δ 
1H (en ppm) multiplicité 

(J en Hz) 

δ 13C (en 

ppm) 

Gallate 

1 / 120,1 

2 7,1 s 108,7 

3 / 145,5 

4 / 138,4 

5 / 145,5 

6 7,1 s 108,7 

7 / 166,7 

Hexose 

1' 4,66 d (7,8) 98,3 

2' 3,20 t (8,7) 79,1 

3' 3,66 m 73,5 

4' 3,55 t (9,6) 70,6 

5' 3,77 m 75,9 

6' 
4,62 dd (12,3 ; 2,5) 

4,42 dd (12 ; 5,5) 
62,9 

C11H14O5 

1" 4,48 dd (9,8 ; 5,6) 78,3 

2" / 127,9 

3" 6,71 s 104,9 

4" / 147,8 

5" / 147,8 

6" 6,51 s 106,3 

7" / 124,5 

8" 
3,39 m 

3,47 m 
60,7 

9" 3,81 m 81,2 

10" 3,85 s 55,4 

11" 3,85 s 55,4 
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 Spectre 1H du composé m/z 539 

 

 

 

 

 Spectre 1H-1H COSY du composé m/z 539 
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 Spectre 1H-1H ROESY du composé m/z 539 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC du composé m/z 539 
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 Spectre 1H-13C HMBC du composé m/z 539 
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ANNEXE 11 – Données RMN de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 

 Déplacements chimiques 1H et 13C de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle (CD3OD, 
1H NMR 600 MHz) 

 

 

Numéro de l’atome δ 
1H (en ppm) multiplicité (J en Hz) δ 13C (en ppm) 

1 - 133,4 

2 6,95 d (1,8 Hz) 108,3 

3 - 147,3 

4 - 146,2 

5 6,77 d (8,3 Hz) 114,5 

6 6,82 dd (8 ; 2 Hz) 117,9 

7 5,5 d (6,5 Hz) 84,6 

8 3,47 dd (12,7 ; 6,3 Hz) 53,3 

9 3,83 m ; 3,75 m 63,3 

10 3,82 s 54,2 

1' - 135,6 

2' 6,73 s 117,1 

3' - 128,3 

4' - 146,4 

5' - 143,9 

6' 6,73 s 112,4 

7' 2,63 t (7,7 Hz) 30,82 

8' 1,82 m 34,0 

9' 3,57 t (6,3 Hz) 60,35 

10' 3,85 s 55,1 
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 Spectre 1H de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 

 

 

 

 Spectre 1H-1H COSY de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 
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 Spectre 1H-1H ROESY de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 

 

 

 

 Spectre 1H-13C HSQC de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 
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 Spectre 1H-13C HMBC de l’alcool dihydrodéhydrodiconiféryle 
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ANNEXE 12 – Données brutes de quantification de la Partie IV 

 Vins commerciaux 

 

Num. Millésime Région 

Acide 

gallique  

(mg/L) 

Syr. 

(µg/L) 

Alc-

diHDDC 

(µg/L) 

HHDP-

syringarésinol 

(µg/L) 

V
in

s 
R

o
u

g
es

 c
o
m

m
er

ci
a
u

x
 

VR-1 2011 Bordeaux 86,39 0,00 485,72 56,69 

VR-2 2011 Bordeaux 72,31 0,00 464,75 53,79 

VR-3 2011 Bordeaux 78,49 0,00 361,82 22,35 

VR-4 2011 Bordeaux 53,66 0,00 500,85 67,06 

VR-5 2011 Bordeaux 43,23 0,00 412,60 48,25 

VR-6 2011 Bordeaux 45,82 0,00 410,62 56,22 

VR-7 2006 Bordeaux 65,53 0,00 349,52 35,52 

VR-8 2006 Bordeaux 57,70 0,00 374,10 44,21 

VR-9 2014 
Ahr 

Allemagne 
52,32 0,00 252,93 30,35 

VR-10 2015 
Languedoc-

Roussillon 
52,12 0,00 555,38 35,00 

VR-11 2015 Beaujolais 48,53 0,00 348,67 25,92 

VR-12 2003 Bordeaux 9,79 0,00 364,17 31,40 

VR-13 2017 
Languedoc-

Roussillon 
34,54 0,00 323,34 24,71 

VR-14 2012 Bordeaux 45,88 0,00 589,44 57,20 

VR-15 2005 Bordeaux 30,73 0,00 216,59 21,86 

VR-16 2006 Bordeaux 44,04 0,00 277,14 30,79 

VR-17 2015 Bordeaux 45,16 389,13 391,69 63,48 

VR-18 1999 Bordeaux 10,15 0,00 203,59 39,18 

VR-19 2017 Espagne 51,20 0,00 643,78 0,00 

VR-20 2011 Bordeaux 44,35 0,00 326,52 34,64 

VR-21 2017 Bordeaux 36,63 0,00 395,94 21,55 

VR-22 2007 Bordeaux 30,97 0,00 348,04 45,72 

VR-23 2017 Espagne 33,67 0,00 359,45 21,56 

VR-24 2016 Espagne 32,91 305,36 409,54 32,47 

VR-25 2010 Espagne 28,88 0,00 395,15 52,91 

VR-26 2010 Espagne 56,38 0,00 479,51 37,67 

VR-27 2014 Espagne 32,29 320,14 490,77 34,45 

VR-28 2016 Espagne 32,01 0,00 665,35 21,14 

VR-29 2014 
Vallée du 

Rhône 
46,88 0,00 405,73 55,49 

VR-30 2010 
Vallée du 

Rhône 
57,43 295,75 459,52 63,27 

VR-31 2005 Bordeaux 58,79 0,00 509,74 26,34 

VR-32 2010 Bordeaux 54,00 196,56 454,30 31,38 
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VR-33 2014 Bourgogne 12,29 358,40 207,20 30,24 

VR-34 2014 Bourgogne 49,08 0,00 215,75 28,21 

VR-35 2014 Bourgogne 52,13 0,00 258,79 32,81 

VR-36 2014 Bourgogne 59,82 0,00 258,44 44,86 

VR-37 2014 Bourgogne 25,77 0,00 159,66 31,53 

VR-38 2013 Bourgogne 32,87 264,56 252,40 44,25 

VR-39 2000 Bordeaux 38,16 191,43 264,15 35,20 

VR-40 2008 Bordeaux 44,92 0,00 329,84 42,17 

VR-41 1995 Bordeaux 11,63 0,00 202,68 36,16 

VR-42 2005 Bordeaux 12,92 0,00 287,93 43,78 

VR-43 2003 Bordeaux 40,42 0,00 212,45 27,79 

V
in

s 
B

la
n

cs
 c

o
m

m
er

ci
a

u
x

 

VB-1 2016 Alsace 0,80 0,00 85,74 0,00 

VB-2 2017 
Languedoc-

Roussillon  
2,92 0,00 204,28 0,00 

VB-3 2014 
Languedoc-

Roussillon  
2,71 0,00 206,32 20,77 

VB-4 2017 
Languedoc-

Roussillon  
2,67 0,00 157,17 21,19 

VB-5 2017 Bourgogne 1,28 0,00 109,12 0,00 

VB-6 2016 Bourgogne 0,52 0,00 94,81 0,00 

VB-7 2014 Bourgogne 0,73 0,00 156,77 0,00 

VB-8 2014 Bourgogne 4,80 1833,31 353,91 90,27 

VB-9 2013 Bourgogne 3,77 793,02 262,71 75,49 

VB-10 2016 Bourgogne 2,59 609,74 205,00 33,01 

VB-11 2014 Alsace 1,26 0,00 100,22 0,00 

VB-12 2014 Alsace 0,51 0,00 133,82 0,00 

VB-13 2014 Alsace 0,98 0,00 73,79 0,00 

VB-14 2014 Alsace 0,90 0,00 71,07 0,00 

VB-15 2014 Alsace 0,36 0,00 66,49 0,00 

VB-16 2015 
Vallée du 

Rhône 
2,60 408,75 370,92 34,30 

VB-17 2015 Bourgogne 4,47 348,87 336,74 34,90 

VB-18 2015 Bourgogne 0,59 0,00 147,69 0,00 

VB-19 2000 Bordeaux 4,85 494,17 182,26 26,24 

VB-20 2015 Bordeaux 3,27 256,23 196,84 20,97 

VB-21 2018 Val de Loire 1,28 0,00 115,91 0,00 

VB-22 2016 Bordeaux 2,01 0,00 153,32 0,00 

VB-23 2013 Bordeaux 5,12 1819,62 221,56 64,78 

VB-24 2003 Bordeaux 3,52 522,85 86,86 34,52 

VB-25 2015 Val de Loire 1,40 0,00 123,53 0,00 

VB-26 2014 Bordeaux 7,77 720,26 166,09 49,89 

VB-27 2017 
Languedoc-

Roussillon  
1,55 100,47 112,44 0,00 

VB-28 2016 Alsace 0,87 0,00 75,00 0,00 
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VB-29 2014 Alsace 2,22 0,00 114,23 0,00 

VB-30 2015 Alsace 0,92 0,00 175,07 0,00 

VB-31 2016 Bordeaux 0,88 0,00 99,02 0,00 

VB-32 2015 Bordeaux 3,29 661,76 165,39 34,91 

VB-33 2016 Bordeaux 3,68 341,82 301,95 31,90 

VB-34 2013 
Vallée du 

Rhône 
18,78 425,38 171,89 23,57 

VB-35 2010 
Vallée du 

Rhône 
2,35 520,91 425,45 31,65 

VB-36 2008 
Vallée du 

Rhône 
3,45 461,73 253,82 22,06 

VB-37 2016 Bourgogne 3,71 528,16 157,21 38,98 

VB-38 2016 Bourgogne 5,37 2624,65 306,58 84,99 

VB-39 2013 Bourgogne 4,49 1003,57 259,46 43,21 

VB-40 2014 Bourgogne 3,44 874,58 306,83 45,37 

VB-41 2015 Bourgogne 2,64 832,67 187,66 32,47 

VB-42 2009 Val de Loire 7,86 224,61 85,25 0,00 

VB-43 2017 Val de Loire 2,24 0,00 98,21 0,00 

VB-44 2017 Val de Loire 3,15 0,00 87,68 0,00 

VB-45 2009 Val de Loire 4,91 0,00 129,03 0,00 

VB-46 2008 Alsace 0,65 0,00 136,83 0,00 

VB-47 2017 Alsace 0,54 0,00 38,44 0,00 

Num. : numérotation ; Syr. : Syringaldéhyde 

 

 Vins issus du même cru sur plusieurs millésimes 

Millesime 
Barriques neuves 

(%) 

Acide 

gallique 

(mg/L) 

Syringaldéhyde  

(µg/L) 

Alc-

diHDDC 

(µg/L) 

HHDP-

syringarésinol 

(µg/L) 

2016 100 33,89 935,46 324,31 61,03 

2014 100 33,37 444,57 316,35 60,77 

2012 80 32,04 870,12 355,04 47,73 

2010 100 31,42 362,01 313,72 64,93 

2008 100 36,85 234,17 375,64 79,70 

2006 100 45,84 0,00 434,67 47,92 

2004 90 39,00 318,08 373,56 52,22 

2002 90 47,70 0,00 406,70 47,12 

2000 85 37,14 291,54 402,28 49,16 

1998 90 49,07 0,00 359,46 24,23 

1996 83 16,58 0,00 176,62 25,01 

1994 66 44,56 0,00 261,39 39,64 

1992 72 13,66 0,00 235,19 31,35 
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1988 78 36,00 0,00 267,28 32,87 

1986 78 58,24 0,00 359,00 26,00 

1984 95 34,32 0,00 341,77 44,05 

1982 98 38,09 0,00 337,08 27,22 

 

 Eaux-de-vie commerciales 

Num. Type 
Syr. 

(mg/L) 

Sina. 

(mg/L) 

Alc-

diHDDC 

(mg/L) 

HDPP-

Syr. 

(mg/L) 

Acide 

gallique 

(mg/L) 

m/z 

539 

(mg/L) 

Péd. 

(µg/L) 

Quer. 

A 

(µg/L) 

P-WL-

1 

(µg/L) 

P-WL-

2 

(µg/L) 

C-1 Cognac 9,46 1,58 0,48 0,21 20,39 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 

C-2 Cognac 12,13 0,18 1,05 0,24 46,87 0,97 0,00 122,22 5,77 9,93 

C-3 Cognac 18,60 0,08 1,21 0,36 34,53 0,76 74,67 162,28 14,67 23,55 

C-4 Cognac 20,77 0,00 1,62 0,34 43,05 0,83 0,00 73,63 10,15 11,36 

C-5 Cognac 15,21 2,07 1,21 0,67 60,52 1,59 0,00 228,39 5,73 6,65 

C-6 Cognac 11,93 4,26 0,76 0,48 41,36 1,15 0,00 0,00 3,06 2,31 

C-7 Cognac 14,00 4,11 1,19 0,67 85,75 2,33 0,00 39,45 1,82 3,12 

C-8 Cognac 13,03 2,70 0,99 0,59 68,90 1,24 66,39 101,71 11,64 8,26 

C-9 Cognac 9,77 4,52 0,66 0,46 34,09 0,72 67,04 118,29 3,43 1,61 

C-10 Cognac 10,78 0,75 1,04 0,35 48,21 1,44 65,32 0,00 0,00 0,00 

C-11 Cognac 5,38 1,75 0,51 0,16 25,55 0,92 65,32 0,00 0,00 0,00 

C-12 Cognac 24,76 0,00 2,75 0,57 31,36 0,81 65,32 0,00 0,00 0,00 

B-1 Brandy 14,16 0,18 1,23 0,56 20,89 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00 

B-2 Brandy 6,36 0,24 0,60 0,14 24,43 0,68 0,00 0,00 2,54 3,24 

B-3 Brandy 4,83 0,02 0,61 0,11 19,08 0,38 0,00 0,00 2,91 0,00 

B-4 Brandy 3,30 0,08 0,44 0,10 15,00 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 

W-1 Whisky 12,07 0,29 1,32 0,42 12,37 0,43 0,00 0,00 1,73 0,00 

W-2 Whisky 4,08 0,25 0,58 0,07 4,73 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 

W-3 Whisky 21,32 0,37 2,58 0,75 16,28 0,53 0,00 0,00 3,81 0,00 

W-4 Whisky 29,21 0,08 2,66 0,49 5,12 0,00 0,00 0,00 0,82 0,00 

W-5 Whisky 14,58 0,24 1,32 0,24 8,02 0,21 0,00 0,00 8,37 4,39 

R-1 Rhum 28,92 0,26 2,79 0,45 10,89 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 

R-2 Rhum 19,42 0,10 1,98 0,36 10,11 0,02 0,00 0,00 3,04 0,08 

R-3 Rhum 34,45 11,22 3,74 0,72 24,44 0,02 0,00 0,00 64,60 42,72 
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Bo-1 Bourbon 31,03 0,03 3,37 0,27 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Bo-2 Bourbon 33,57 0,08 3,65 0,72 7,41 0,01 0,00 0,00 3,75 1,90 

Bo-3 Bourbon 42,97 1,05 3,96 1,19 10,73 0,01 0,00 0,00 2,76 0,71 

Bo-4 Bourbon 25,58 0,69 2,65 0,75 8,23 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 

Num. : numérotation ; Syr. : Syringaldéhyde ; Sina. : Sinapaldéhyde ; HDPP-syr. : HDPP-

syringarésinol ; Péd. : Pédunculagine ; Quer. A : Quercusnine A 

 

 Eaux-de-vie millésimes 

Millésime 
Rép. 

(N°) 

Syr. 

(mg/L) 

Sina. 

(mg/L) 

Alc-

diHDDC 

(mg/L) 

HDPP-

Syr. 

(mg/L) 

Acide 

gallique 

(mg/L) 

m/z 539 

(mg/L) 

Péd. 

(µg/L) 

Quer. 

A 

(µg/L) 

P-WL-1 

(µg/L) 

P-WL-2 

(µg/L) 

2015 

1 6,00 1,91 0,32 0,30 6,33 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 

2 6,12 3,45 0,28 0,29 7,91 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 

3 5,16 1,36 0,30 0,21 8,89 0,40 0,00 59,21 0,00 0,00 

4 8,03 2,41 0,39 0,35 8,90 0,47 0,00 46,27 0,00 0,00 

5 6,44 2,08 0,37 0,32 6,12 0,46 0,00 44,16 0,00 0,00 

2010 

1 8,50 1,91 0,51 0,41 24,84 0,74 0,00 115,54 0,00 0,00 

2 13,62 2,87 0,86 0,65 21,33 1,11 0,00 83,62 2,39 0,00 

3 15,14 3,22 0,77 0,67 20,35 1,21 0,00 59,84 4,88 0,42 

4 26,85 8,84 1,15 1,06 28,99 1,65 0,00 68,05 11,09 5,34 

5 18,47 4,50 1,01 0,86 29,09 1,32 0,00 82,40 7,55 7,99 

2008 

1 26,25 9,96 1,46 1,59 50,32 1,41 0,00 118,75 0,00 0,00 

2 56,48 14,62 3,65 2,18 101,21 5,77 0,00 149,24 40,38 69,54 

3 18,28 6,31 1,08 1,03 30,50 1,44 0,00 99,13 0,00 0,00 

4 20,23 4,65 1,15 0,99 30,86 1,72 105,94 123,79 0,73 0,00 

5 17,63 4,07 1,10 0,85 35,53 2,17 0,00 135,32 0,00 0,00 

2005 

1 47,29 8,29 3,48 1,54 98,22 4,25 112,61 147,03 15,79 16,35 

2 22,04 3,91 1,13 0,86 34,40 1,39 0,00 79,29 0,00 0,00 

3 22,60 4,65 1,27 1,08 45,05 1,84 0,00 112,98 9,37 4,74 

4 22,63 4,15 1,24 1,09 52,10 2,39 0,00 157,18 12,88 20,15 

5 21,07 4,28 1,40 0,96 42,79 1,89 0,00 139,51 3,28 0,00 

2000 

1 26,41 2,86 1,76 1,12 53,84 2,14 0,00 130,94 4,53 0,00 

2 27,34 3,51 1,71 1,09 47,97 1,88 0,00 56,27 0,03 0,00 

3 27,10 3,56 1,68 1,21 43,88 1,83 0,00 77,62 2,92 0,00 

4 27,95 3,09 1,74 1,13 49,91 1,92 0,00 85,41 3,62 0,00 

5 26,85 2,90 1,72 1,17 57,23 2,05 0,00 53,55 4,32 0,00 

1995 

1 35,93 4,83 2,53 1,95 73,61 2,55 0,00 124,97 1,25 0,00 

2 33,94 2,14 2,72 1,60 72,29 2,79 0,00 0,00 2,17 1,51 

3 37,27 4,12 2,58 1,70 76,74 2,71 106,07 136,33 2,15 2,38 
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4 34,85 4,95 2,34 1,72 74,29 2,82 0,00 152,65 2,45 0,00 

5 33,16 3,62 2,40 1,65 83,86 3,37 0,00 118,52 3,21 0,00 

1993 

1 35,14 2,54 2,40 1,72 87,20 3,46 0,00 93,50 6,42 7,07 

2 25,85 1,19 2,45 1,21 73,32 3,33 0,00 69,97 13,03 4,48 

3 40,73 4,18 3,33 2,27 103,67 4,01 106,29 193,91 0,04 0,00 

4 28,38 1,97 2,44 1,48 76,56 2,91 0,00 72,34 2,12 0,07 

5 29,04 1,86 2,27 1,37 80,49 3,24 0,00 146,96 1,01 0,00 

1990 

1 33,59 1,36 2,84 1,50 66,69 2,24 0,00 53,03 1,49 0,63 

2 27,58 1,33 2,54 1,27 79,15 2,75 105,95 56,29 0,05 0,00 

3 39,70 2,22 3,15 1,87 110,01 3,36 0,00 109,62 -2,31 1,23 

4 26,65 0,99 2,28 0,94 78,71 2,73 105,99 51,43 3,29 0,00 

5 32,19 1,27 2,93 1,38 80,04 3,33 0,00 69,30 1,71 0,00 

1973 

1 28,12 0,61 2,74 1,12 84,04 2,38 68,01 31,30 2,02 1,57 

2 25,75 0,69 2,49 1,08 84,99 2,46 70,94 28,22 5,34 6,49 

3 27,39 0,48 3,01 1,23 104,24 2,71 66,76 30,70 9,53 5,51 

4 24,12 0,44 2,51 1,03 78,90 2,56 66,73 45,00 4,38 0,51 

1970 

1 30,82 0,63 3,45 1,34 94,29 3,19 68,64 40,93 7,59 3,13 

2 28,24 0,32 3,08 1,21 101,07 3,12 67,37 32,03 10,53 9,93 

3 30,36 0,62 3,32 1,18 105,92 3,02 66,75 33,81 6,18 9,43 

4 32,81 0,50 3,45 1,43 98,01 3,09 66,50 28,60 5,45 11,12 

Rep. : réplicat ; Syr. : Syringaldéhyde ; Sina. : Sinapaldéhyde ; HDPP-syr. : HDPP-

syringarésinol ; Péd. : Pédunculagine ; Quer. A : Quercusnine A 

 

 Extraits de bois de chêne 

 

Nom 
Rép. 

(N°) 
Syr. Sina. 

Alc-

diHDDC 

HDPP-

Syr. 

Acide 

gallique 

m/z 

539 
Péd. 

Quer. 

A 

P-WL-

1 

P-WL-

2 

   (µg/g de bois sec) 

C
h

ên
e 

se
ss

il
e 

BCF 1 303,15 436,25 10,86 11,31 111,29 14,29 0,00 0,00 0,10 0,20 

BCF 2 327,94 1603,67 13,85 21,52 95,00 17,18 2,25 0,92 0,01 0,00 

BCF 3 286,46 751,22 8,51 7,10 168,56 19,61 1,74 1,33 0,07 0,34 

BCF 4 333,40 1323,94 14,56 15,26 120,12 9,09 1,54 1,68 0,11 0,10 

BCF 5 337,25 742,88 7,34 6,82 149,48 21,06 0,00 0,64 0,05 0,23 

BCF 6 341,19 1217,14 13,92 12,05 105,25 43,52 1,68 0,90 0,05 0,00 

BCF 7 398,93 1658,31 17,32 19,72 94,79 5,06 0,00 0,79 0,10 0,08 

BCF 8 319,86 1201,02 11,56 13,62 211,72 25,47 2,15 3,05 0,15 0,46 

BCF 9 345,40 662,19 7,33 7,88 134,12 17,35 0,00 0,60 0,07 0,26 

BCN 1 189,77 768,83 41,62 25,09 503,67 111,12 80,42 48,29 3,47 7,54 
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BCN 2 177,70 532,32 23,67 19,78 182,68 46,98 9,02 7,90 0,63 0,59 

BCN 3 186,49 700,71 31,00 21,52 600,09 85,63 24,26 18,41 2,08 4,64 

BCN 4 204,22 912,93 32,47 23,33 276,14 24,24 36,71 12,43 1,25 1,47 

BCN 5 192,97 879,47 40,10 27,13 623,44 137,73 16,74 2,84 3,02 6,56 

BCN 6 217,51 668,12 42,22 26,74 220,56 150,84 4,27 9,95 1,25 0,57 

BCN 7 206,83 878,43 37,28 23,20 265,20 18,51 33,72 22,63 1,47 1,81 

BCN 8 160,86 573,39 41,56 23,78 483,69 114,29 44,87 49,02 2,98 7,78 

BCN 9 152,74 736,05 38,58 24,10 483,78 115,72 24,93 31,30 3,02 6,59 

BNC 1 20,40 51,72 61,55 14,95 527,37 188,38 286,71 337,90 7,96 23,12 

BNC 2 24,76 39,60 36,15 13,58 251,87 79,50 105,15 124,80 1,74 1,91 

BNC 3 21,08 53,75 68,66 15,35 547,90 189,96 217,51 303,90 7,27 20,85 

BNC 4 27,86 29,52 40,46 11,05 316,03 37,44 322,01 304,86 4,28 6,25 

BNC 5 21,73 55,87 60,73 20,09 843,83 230,08 70,60 79,97 7,87 19,67 

BNC 6 23,33 55,33 64,95 16,17 372,32 247,79 137,84 215,20 3,80 1,82 

BNC 7 30,42 57,58 50,64 12,24 310,06 14,65 58,42 210,03 3,45 4,69 

BNC 8 23,44 34,50 49,47 14,72 625,46 123,81 159,83 305,22 6,67 19,59 

BNC 9 17,03 21,62 63,07 14,90 733,34 129,27 91,36 243,70 7,08 16,89 

C
h

ên
e 

p
éd

o
n

cu
lé

 

BCF 1 360,91 852,68 6,31 2,87 222,29 3,67 2,90 1,10 0,00 0,00 

BCF 2 422,25 1935,33 18,86 21,00 183,21 1,03 2,22 3,59 0,00 0,00 

BCF 3 433,12 1793,73 11,29 8,29 146,46 0,62 4,25 5,60 0,00 0,00 

BCF 4 433,12 1793,73 11,29 8,29 147,13 17,89 5,27 8,13 0,00 0,00 

BCF 5 389,61 1200,17 9,01 3,33 266,07 37,83 14,35 4,11 0,00 0,00 

BCF 6 413,07 872,29 10,50 3,50 219,87 49,75 1,55 2,23 0,00 0,00 

BCF 7 437,26 1211,92 8,27 8,10 106,33 0,26 1,54 1,12 0,00 0,00 

BCF 8 467,03 1595,37 10,69 7,13 232,03 11,05 4,81 2,50 0,00 0,00 

BCF 9 467,80 1911,78 16,00 12,83 192,67 53,63 7,55 5,87 0,00 0,00 

BCN 1 238,44 1176,24 25,78 23,92 460,55 19,44 44,20 19,13 0,00 0,00 

BCN 2 227,34 993,63 40,15 16,22 314,99 3,36 20,10 26,05 0,00 0,00 

BCN 3 202,05 1322,78 21,39 32,10 240,12 2,48 81,32 44,69 0,00 0,00 

BCN 4 244,35 1446,69 29,85 37,99 290,81 59,48 73,59 36,33 0,00 0,00 

BCN 5 246,54 1227,18 27,29 29,89 326,47 95,11 86,43 31,12 0,00 0,00 

BCN 6 249,01 1337,55 39,11 28,08 433,87 165,12 26,17 19,00 0,00 0,00 

BCN 7 262,54 1069,45 30,63 33,34 274,30 1,78 20,55 27,41 0,00 0,00 
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BCN 8 275,20 1381,31 34,86 36,75 420,05 35,73 49,98 13,18 0,00 0,00 

BCN 9 245,41 1079,62 44,78 29,78 253,02 112,07 36,16 23,39 0,00 0,00 

BNC 1 35,68 50,86 37,03 15,40 687,03 42,44 386,17 273,72 0,00 0,00 

BNC 2 20,47 37,99 59,49 6,48 388,39 5,53 259,81 387,11 0,00 0,00 

BNC 3 26,22 58,96 25,92 11,74 349,68 1,14 131,93 306,94 0,00 0,00 

BNC 4 21,65 30,66 36,67 12,80 427,61 95,59 584,66 430,94 0,00 0,00 

BNC 5 25,95 46,42 37,38 15,70 610,93 266,46 639,23 465,91 0,00 0,00 

BNC 6 21,26 21,61 61,03 14,25 662,58 475,52 252,69 284,96 0,00 0,00 

BNC 7 23,86 56,60 38,68 17,86 380,37 3,39 255,84 550,58 0,00 0,00 

BNC 8 31,86 43,15 54,49 15,30 458,72 74,18 289,02 367,76 0,00 0,00 

BNC 9 21,64 13,64 69,37 9,11 434,38 239,57 232,05 299,13 0,00 0,00 

Rep. : réplicat ; Syr. : Syringaldéhyde ; Sina. : Sinapaldéhyde ; HDPP-syr. : HDPP-

syringarésinol ; Péd. : Pédunculagine ; Quer. A : Quercusnine A 

 

 Extraits de bois de chêne macérés à 50 % d’alcool 

 

Macération à 50 % d'alcool 

Espèce Chauffe 
P-WL-1 

(µg/g de bois sec) 

P-WL-2 

(µg/g de bois sec) 

Sessile 

BCF 6,96 5,91 

BCN 16,09 12,63 

BNC 53,81 43,25 

Pédonculé 

BCF 0,69 0,50 

BCN 1,57 1,51 

BNC 6,62 10,02 
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