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SUMMARY 

Simultaneous determination of aromatic aldehydes and coumarins by high-performance 
liquid chromatography. Application to wines and brandies stored in oak barrels 

Aromatic aldehydes (vanillin, syringaldehyde, coniferaldehyde and sinapal- 
dehyde) and coumarins (esculetin, umbelliferone, scopoletin and methylumbellife- 
rone) are natural wood compounds. Storage of wines and brandies in oak barrels 
increases notably aldehydes and coumarins (particularly scopoletin) concentrations. 
These compounds were separated by high-performance liquid chromatography, on 
hydrocarbon bonded reversed-phase packings, with a water-acetonitrile elution gra- 
dient. They were first extracted from wines and brandies by diethyl ether and then 
injected on chromatographic column. A double detection was used to determine 
simultaneously aromatic aldehydes and coumarins by UV absorption and fluores- 
cence respectively. 

INTRODUCTION 

Au tours du vieillissement des eaux-de-vie en flit de chine, certains constituants 
du bois sont extraits preferentiellement. Nous nous inttresserons en particulier a deux 
familles de composes phtnoliques provenant du bois: les aldehydes qui sont des pro- 
duits de degradation de la lignine et les coumarines. Nous tenterons de retrouver ces 
substances dans les eaux-de-vie mais aussi dans les vins conserves en barriques de 
chene. 

Depuis une quinzaine d’annees, plusieurs travaux sur la separation des aldb 
hydes aromatiques dans les eaux-de-vie uiilisent la chromatographie sur couche min- 
ce (CCM) ou sur colonne1*2 mais ces techniques se pretent ma1 a l’analyse quanti- 
tative. Plus recemment, la chromatographie liquide haute performance (CLHP) sur 
colonne de silice greffee type C is avec une detection par absorption dans 1’UV a 
permis de s&parer et de doser de facon rapide et sensible les aldehydes en solution 
synthetique3 mais aussi dans les eaux-de-vie vieillies en fut de ch&ne4-‘. Dans les vins, 
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les aldthydes aromatiques n’ont pratiquement pas CtC &dies mais leur presence est 
tout a fait probable et ils constituent vraisemblablement un Clement organoleptique 
important apporte au vin par le bois 8. Cependant ils sont certainement moins abon- 
dants que dans les eaux-de-vie, car d’une part les vins sejournent moins longtemps 
en barriques et d’autre part les aldthydes sont extraits moins facilement du bois, les 
vins presentant des teneurs en ethanol plus faibles. De plus, il est probable que dans 
les vins ces aldehydes soient partiellement combines. 

En ce qui concerne les coumarines, peu de travaux ont et6 effectues a ce jour. 
Outre les aldehydes aromatiques, Bricout’ a identifie la scopoletine dans les eaux- 
de-vie d’Armagnac par spectrometrie de masse. Joseph et Marche ont Cgalement 
mis en evidence dans le cognac la presence de coumarines (scopoletine, aesculetine, 
ombelliferone et methyl ombelliferone) et de leur hetbrosides; ils ont &part ces sub- 
stances par CCM et les ont identifiees grace a leur fluorescence caracteristique. Plus 
rtcemment Tamma et ~1.‘~ ont utilist la CLHP sur colonne de silice greffee type Cl8 
avec detection par absorption dans 1’UV a 340 nm pour &parer et doser les cou- 
marines dans des tissus vegetaux. 

Ces diffirents travaux sur les aldehydes et les coumarines nous ont permis, 
dans un premier temps, de mettre au point une mtthode de separation et de dosage 
simultane de ces deux types de substances par CLHP, et ensuite de les mettre en 
evidence dans les eaux-de-vie, ainsi que dans les vins ayant sijourne en barriques de 
chene. 

MATfiRIEL ET MkTHODES 

Appareillage et rPactijYs 
Le chromatographe en phase liquide utilise est un systeme compose. des tle- 

ments suivants: une pompe permettant l’utilisation de gradients d’elution et de debit 
(Strie 5060, VARIAN Instrument Group, Palo Alto, CA, U.S.A.); un injecteur d’e- 
chantillon a boucle de 20 ~1 (Valco, Houston, TX, U.S.A.); un spectrophotometre 
UV-VIS a longueur d’onde variable (Modele 770, Spectra Physics, Santa Clara, CA, 
U.S.A.); un spectrofluorimetre a longeur d’onde variable (Modele SFM 23/B, Kon- 
tron, Zurich, Suisse). 

Les substances de reference sont d’origines diverses: la vanilline et le syringal- 
dehyde sont des produits commerciaux (Fluka, Buchs, Suisse); le conifiraldehyde et 
le sinapaldehyde ont Ctt synthetises au Laboratoire de Chimie Organique de l’Uni- 
versite de Bordeaux I, respectivement a partir des acides ferulique et sinapique selon 
la technique de Nakamura et al. l l. l’aesculetine, la scopoletine, l’ombelliferone et la , 
methyl ombelliferone nous ont tte fournies par la Societe Sarsynthlse (Merignac, 
France). 

Conditions chromatographiques 
La separation simultanee des aldthydes aromatiques et des coumarines est 

rtalisee sur une colonne de silice greffee par des groupements octadtcyl (Ultrasphere 
ODS, 15 cm x 4,7 mm I.D., 5 pm, Beckman Instruments, Berkeley, CA, U.S.A.) d 
l’aide d’une phase mobile constitute de deux solvants: (A) eau distillte contenant 3% 
d’acide acttique; (B) acttonitrile contenant 3% d’acide acetique. Tow les solvants 
utili& sont de purete analytique (Merck, Darmstadt, R.F.A.). 
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Le gradient d’elution retenu pour obtenir une separation correcte est le suivant: 

t (min) A (%) B (%) 

0 94 6 
10 94 6 
30 82 18 
35 67 33 
40 42 58 

Le debit de la phase mobile est de 1 ml/min. La separation est realisee a tem- 
perature ambiante. Les aldehydes sont detect& au moyen d’un spectrophotometre 
UV regle a 313 nm. 

Quant aux coumarines, elles sont contenues en trop faibles quantites pour 
pouvoir &tre do&es par absorption dans WV; cependant, elles possedent une fluo- 
rescence naturelle12 qui permet de les detecter a des concentrations tres faibles (de 
l’ordre de 1 mg/l pour I’aesculttine et de 1 pg/l pour les autres) au moyen d’un 
fluorimetre place a la sortie de la colonne. L’enregistrement de leur spectre de fluo- 
rescence nous a permis de determiner les longeurs d’onde optimales de detection: 340 
nm pour I’excitation et 425 nm pour l’emission. 

Extraction des aldkhydes et des coumarines 
Les aldehydes et les coumarines ne peuvent pas &tre doses par injection directe 

des eaux-de-vie ou des vins qui sont des milieux complexes, riches en composes phe- 
noliques. 11 est nkessaire d’avoir recours a un procede permettant de les isoler avant 
de les analyser. 

Puech et Jouret4 prtconisent une extraction par l’ether des aldthydes aro- 
matiques sur les eaux-de-vie ajustees a pH 7. En ce qui concerne les coumarines, les 
travaux sont peu nombreux: Joseph et Marche signalent qu’elles sont solubles dans 
l’adtate d’ethyle et dans I’ether. Nous avons compare l’extraction par ces deux sol- 
vants; les rendements obtenus sont sensiblement les mimes mais l’acetate d’ethyle 
extrait, outre les aldehydes et les coumarines, de nombreuses substances presentes 
dans les vins et les eaux-de-vie qui absorbent dans 1’UV et g&rent ainsi la detection 
des aldehydes a 313 nm. Nous avons done pratiqut une extraction par l’ether dans 
les conditions suivantes: 

Le vin ou I’eau-de-vie (20 ml) sont amenes a pH 7 avec une solution de soude 
0,l N. 11s sont ensuite satures en chlorure de sodium puis extraits a trois reprises par 
20,20 et 10 ml d’ether Cthylique en agitant chaque fois pendant 5 min au moyen d’un 
barreau magnetique et en centrifugeant pendant 10 min. La phase surnageante, con- 
tenant les aldehydes aromatiques et les coumarines en solution dans l’ether, est trans- 
vaste dans un ballon apres chaque extraction; l’ensemble est evapore a set a l’eva- 
porateur rotatif et repris par 2 ml de methanol, puis injecte dans le chromatographe. 

Cette extraction prtsente le double avantage: d’eliminer les substances qui 
pourraient polluer la phase stationnaire ou g&ner la detection des aldehydes et des 
coumarines; de concentrer dix fois les aldehydes et les coumarines dont les teneurs 
sont trk faibles dans les eaux-de-vie et surtout dans les vins. 
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RkXJLTATS ET DISCUSSION 

Sparations obtenues 
Les chromatogrammes des Figs. l-3 ont Cte obtenus dans les conditions ope- 

ratoires preddemment d&rites par injection des extraits a l’ether d’une solution stan- 
dard d’aldehydes aromatiques et de coumarines (Fig. l), d’un vin rouge ayant se- 
journe 1 an en barriques de chene (Fig. 2) d’une eau-de-vie d’Armagnac vieillie en 
fiit pendant 4 ans (Fig. 3). 

FLU0 min 

Fig. 1. Chromatogramme de l’extrait a l’ether dune solution standard d’aldihydes aromatiques et de 
coumarines. 1 = Vanilline (lo,6 mg/l); 2 = syringaldehyde (10,O mg/l); 3 = coniferaldihyde (8,6 mg/l); 
4 = sinapaldehyde (4,0 mg/l); 5 = aesculetine (15,O mg/l); 6 = ombelliferone (62 pg/l); 7 = scopoletine 
(58 pg/l); 8 = methyl ombelliferone (64 pg/l). 

L’utilisation d’un spectrophotometre UV et d’un fluorimetre places en serie a 
la sortie de la colonne permet d’obtenir simultanement le chromatogramme des al- 
dehydes et celui des coumarines sur un enregistreur deux voies. 

L’identification des pits a Cti: effectuee par injection de solutions synthitiques 
d’aldthydes et de coumarines pures dans les memes conditions que les vins et eaux- 
de-vie analysts. 

Nous noterons que le furfural et l’hydroxymethylfurfural peuvent Cgalement 
etre doses dans ces conditions, ils sont extraits par l’ether et absorbent dans I’UV a 
313 nm. 11s sont d’ailleurs presents dans l’eau-de-vie d’Armagnac analysee (Fig. 3). 

Rendement de l’extraction 
Le rendement de l’extraction a ttC calcule a partir des chromatogrammes d’une 

solution standard d’aldehydes et de coumarines inject&e directement et analysee apres 
extraction par l’tther. Les resultats sont don&s dans le Tableau I, ils ont eti: obtenus 
en faisant la moyenne de trois analyses. 
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Fig. 2. Chromatogramme de I’extrait a I’tther d’un vin rouge ayant sejourne en barrique de chene. 1 = 
Vanilline; 2 = syringaldthyde; 3 = coniferaldthyde; 4 = sinapaldthyde; 5 = aesculetine; 6 = ombelli- 
ferone; 7 = scopolttine; 8 = methyl ombelliferone. 
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Fig. 3. Chromatogramme de I’extrait a I’tther d’une eau-de-vie d’Armagnac vieillie en ftit de chine. 1 = 
Vanilline; 2 = syringaldihyde; 3 = coniferaldehyde; 4 = sinapaldehyde; aesculttine; 5 = 6 = ombelli- 
ferone; 7 = scopoletine; 8 = methyl ombelliferone; 9 = hydroxymethylfurfural; 10 = furfural. 
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TABLEAU I 

RENDEMENT DE L’EXTRACTION PAR L’l?THER DES ALDeHYDES ET DES COUMARINES 

Vanilline 
Syringaldkhyde 
ConifkraldChyde 
Sinapaldkhyde 

Aesculktine 
Ombellifkrone 
Scopolktine 
M&thy1 ombellifkrone 

Hauteur du pit Hauteur du pit 
avant extraction aprh extraction 

(mm) (mm) 

48 33 
58 48 
52 50 
22 19 

62 40 
176 157 
121 94 
118 114 

Rendement 

(%) 

68 
a3 
96 
86 

65 
89 
78 
97 

Le rendement est compris entre 65 et 97% suivant les substances. Une qua- 
trieme extraction par l’ether pratiquee sur les tchantillons apres les trois premieres 
n’augmente pas le rendement de facon sensible. Afin de rendre l’analyse quantitative, 
les teneurs en aldthydes et en coumarines des vins et des eaux-de-vie doivent done 
etre calculees a partir dune solution standard extraite elle aussi par l’tther. 

Rt!p&abilitP 
La repetabilitt du dosage des aldehydes et des coumarines a Cte etudiee a partir 

du meme tchantillon de vin extrait et inject& six fois dans les m&mes conditions. Les 
resultats obtenus sont group&s dans le Tableau II. 

Le coefficient de repttabilitt, z, a ttC calcule en utilisant le facteur de Student 

to,05 

~t0,05100 
z= 

t; 

z d&nit l’intervalle [lo0 - z, 100 + z] dans lequel on a 95 chances sur 100 de trouver 

TABLEAU II 

Rl?Pl?TABILITI? DU DOSAGE DES ALDfiHYDES ET DES COUMARINES 

Hauteur moyenne, 

fi (mm) 

Ecart type, 
0 

Coeficient de 
rhptQabilit& 
z (X) 

Vanilline $83 0,40 16 
Syringaldthyde 12,83 l,oo 19 
Conifkraldkhyde 13,33 I,00 18 
Sinapaldthyde 22,20 0,63 7 

Aesculttine 5,17 0,40 19 
Ombellifkone 18,50 0,45 6 
ScopolCtine 125,75 3,13 6 
M&thy1 ombellifkone 6,70 0,45 16 
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le resultat pour une valeur de la moyenne ramenee a 100. Le calcul de z permet done 
de chiffrer la rtpetabilite du dosage. Les resultats obtenus sont satisfaisants, les va- 
leurs de z restant inferieures a 20% pour toutes les substances dostes. 

&alonnage 
Trois solutions standard de concentrations croissantes en aldehydes et en cou- 

marines ont tte ajustees d pH 7, saturees en chlorure de sodium puis extraites par 
l’ether. Les extraits obtenus ont en.5 inject&s dans le chromatographe. La regression 
lineaire donnant la hauteur du pit en fonction de la concentration en aldehyde ou 
en coumarine, ainsi que le coefficient de correlation sont don&s dans le Tableau III. 

TABLEAU III 

RBGRESSION LINBAIRE POUR LES ALDBHYDES ET LES COUMARINES 

h (mm) = aC (mg/l)* + 6 

a b r** 

Vanilline 1,765 -0,499 0,9999 
Syringaldehyde 1,935 + 0,750 0,9997 

Coniferaldehyde 3,978 -0,749 0,9998 

Sinapaldehyde 3,464 -0,500 0,9985 

Aesculetine 1,809 + 0,999 0,9993 

Ombelliferone 1,058 + 0,750 0,9999 

Scopoletine 0,848 + 0,750 0,9999 
Methyl ombelliferone 1,189 -0,499 0,9995 

* De 5 a 30 mg/l pour les aldehydes et l’aesculetine, de 0,03 a 0,15 mg/l pour les autres coumarines. 
l * Coefficient de correlation. 

Applications 
A titre d’exemple, nous donnons les teneurs en aldehydes aromatiques et en 

coumarines trouvees dans un vin rouge conserve en cuve en acier inoxydable et dans 
le meme vin ayant sejoume 1 an en barriques de chene neuves (Tableau IV), ainsi 

TABLEAU IV 

TENEURS EN ALDEHYDES AROMATIQUES ET EN COUMARINES DANS UN VIN ROUGE 
CONSERVB EN CUVE EN ACIER INOXYDABLE ET EN BARRIQUE DE CHfiNE 

Vanilline (mg/l) 
Syringaldehyde (mg/l) 
Coniferaldthyde (mg/l) 
Sinapaldthyde (mg/l) 

Aesculetine (mg/l) 
Ombelliferone @g/l) 
Scopoletine @g/l) 
Methyl ombelliferone @g/l) 

Cuve en acier 
inoxydable 

O,l 
0 

O,5 
037 

0,4 
1,7 
1,9 
024 

Barrique neuve 

034 
O,5 
O,5 
O,9 

094 
1,5 

15,5 

0,s 
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TABLEAU V 

TENEURS EN ALDl?HYDES AROMATIQUES ET EN COUMARINES DANS DES EAUX-DE- 
VIE DE VIN (ARMAGNAC) ET DE POMMES (CALVADOS) VIEILLIES EN FOTS DE CHl?NE 

Armagnac Calvados 

Vanilline @g/l) 
Synringaldkhyde (mg/l) 
Conifkaldkhyde (mg/l) 
Sinapaldkhyde @g/l) 

Aesculktine (mg/l) 
Ombellifkrone @g/l) 
Scopolttine @g/l) 
M&thy1 ombellifkone (w/l) 

24 1,9 
2,5 331 
1,9 1,4 
O,6 1,l 

1,9 1,2 
2,8 238 

301,l 220,8 
2,8 I,4 

que dans deux eaux-de-vie vieillies pendant plus de 5 ans en flit de chine: une eau- 
de-vie de vin d’Armagnac et une eua-de-vie de pommes du Calvados (Tableau V). 

Comme prtvu, le vin rouge conserve en barriques neuves est plus riche a la fois 
en aldehydes aromatiques et en coumarines que celui qui est rest6 dans la cuve en 
acier inoxydable; il faut cependant noter que les substances qui ont le plus augment&, 
done qui sont vraisemblablement les plus caracttristiques du bois, sont la vanilline 
et le syringaldlhyde, mais surtout la scopoletine. En ce qui concerne les eaux-de-vie 
vieillies en flit, elles sont beaucoup plus riches que le vin, ceci en raison d’un plus 
long sejour au contact du bois et d’une plus forte teneur en alcool, ce qui facilite la 
dissolution des aldehydes et des coumarines. 

CONCLUSIONS 

La mtthode mise au point pour le dosage simultane de ces differentes sub- 
stances est rapide, reproductible et sensible. Les premiers resultats obtenus sur les vins 
et les eaux-de-vie semblent satisfaisants; ils doivent maintenant ttre confirrks par 
I’analyse d’un grand nombre d’bchantillons conserves dans des conditions differentes. 
La presence de substances particulierement caracteristiques du bois, telles que la 
vanilline, le syringaldthyde et la scopoletine dans un vin ou une eau-de-vie devrait 
permettre de presumer de son mode de conservation. 

Les aldehydes aromatiques (vanilline, syringaldbhyde, coniferaldthyde et si- 
napaldehyde) et les coumarines (aesculetine, scopolbtine, ombelliferone et methyl 
ombelliferone) sont des constituants naturels du bois. Le sejour en flit de chine enri- 
chit de faGon notable les vins et les eaux-de-vie a la fois en aldthydes aromatiques et 
en coumarines (plus particulierement en scopolitine). 

Ces substances peuvent etre stparees et dosees par chromatographie liquide 
haute performance sur une colonne de silice greffee type C, B en utilisant un gradient 
d’tlution. Elles sont prtalablement extraites par Y&her des vins ou des eaux-de-vie 
avant d’etre inject&es sur la colonne chromatographique. Une double detection per- 
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met de doser simultanlment les aldkhydes aromatiques par absorption dans 1’UV et 
les coumarines par fluorescence. 
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