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Abstract. Proceeding with a similar way as previous works, we characterised the presence of lignins in wines. This natural poly-
mer was chosen as biomarker. It's a remarkably stable in time and typical wood component. We used the thioacidolysis reaction
with ethanethiol and boron trifluoroetherate as reagents, to obtain some characteristic phenylpropane units from the lignin poly-
mer. ldentification was performed by mass spectrometry coupled with gas chromatography (GPG/SM) of thioacidolysis products
in trimethylsililated form. The aim of this study is the demonstration of wine aging in barrel before bottling.
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La barrique en bois constitue un trés ancien récipient des-
tiné a la fois a la vinification, a I’ élevage, au transport et a
la conservation des vins [10]. Mais le bois n'est pas un
matériau inerte: il favorise d'abord les échanges gazeux
entre le vin et I'amosphére environnante et permet ensuite
la dissolution de nombreux constituants sapides et odorants
qui participent aux caractéres organoleptiques des vins
(Vivas et a. 1991; [12]). C'est essentiellement de la durée
du s§our en barrique que dépend I'intensité de ces diverses
réactions. Pour de longues périodes, le vin est a ce point
modifié que sa composition et sa qualité sont radicalement
différentes de celles du départ.

Sur le plan de I"histoire, a partir du 1* siécle aprés J.-C,
le tonneau commence a s'imposer pour la conservation des
vins, Jusgu'alors, il était pour I'essentiel destiné a la biére
de la civilisation celtique. Face a elle, la civilisation gréco-
romaine rayonnante avait imposé partout |'amphore
(« amphoreus» qui signifie en grec qu on porte par deux
anses). C'est le déclin de I'empire romain qui a permis aux
Gaulois de constater par eux-mémes les avantages et les
inconvénients respectifs de ces deux récipients. Le tonneau
moins fragile, plus facile & manipuler et a empiler, S'est trés
facilement imposé. Par le passé, le principal réle du tonneau
était marchand, il constituait alors le moyen de transporter
les vins par bateaux. Au fil des siecles, les amateurs de vin
finirent par découvrir que pendant le transport, pour peu
gu’ aucune altération ne vienne gacher la qualité du vin, il
se produisait un véritable affinage & I'origine de la notion
actuelle « d’élevage ». Mais lorsque les tonneaux se vidaient
au fur et a mesure de la consommation du vin, le produit se
dépréciait rapidement et devenait vite «acétique» et
impropre a la consommation. C'est a partir du XVI1I® siécle
qu’ apparut la solution: la mise en bouteille. L’élevage des
vins est devenu alors I' affaire des producteurs qui ont pris,

* Correspondance et tirés-a-part.
Regu le 9 octobre 1997 ; révisé le 13 janvier 1998 ; accepté le 16 janvier 1998.

trés progressivement, au fil des siécles, pour habitude, d'in-
tégrer au sein de « I'art et la maniére de faire le vin » |’ étape
d’ élevage en barriques. 1l est donc intéressant, pour retracer
I"histoire des pratiques omologiques au fil du temps**, de
repérer dans les vins, I'indice de I utilisation éventuelle de
la barrique.

Recherche de biomarqueurs spécifiques

Les marqueurs servant a déterminer |'origine et |’histoire
d'un vin, doivent étre stables sur le plan de leur structure
native, surtout lorsqu’il s'agit d'un vin tres &gé et conservé
dans des conditions difficiles.

Certaines substances ont été mentionnées dans la littérature
pour servir de marqueurs. ainsi [9] proposerent le dosage
d'une coumarine, la scopolétine, comme marqueur de I’ éle-
vage en barrique ; maheureusement, il s avére que les cou-
marines sont progressivement dégradées au cours du temps
et disparaissent apres quelques dizaines d’années ; elles sont
donc inutilisables dans le cas qui hous intéresse.

Les polymeres du bois sont des marqueurs beaucoup plus
stables que les coumarines et savérent beaucoup plus
fiables: les polysaccharides (polymeres osidiques), les
lignines et les formes polymérisées des ellagitanins (poly-
méres phénoliques). Afin de déerminer la nature de ces
polymeéres, on peut mettre en cauvre une méthode de dépo-
lymérisation en milieu acide, puis analyser les unités élé&
mentaires libérées caractéristiques de ces macromolécules.

L es polyméres présents dans les bois, susceptibles d' étre uti-
lisés comme marqueurs, sont de trois sortes:

* les polysaccharides du bois: ils n’ont maheureuse-
ment pas une composition suffisamment différente de ceux

** A ce propos, nous suggérons d’ utiliser le terme d’ Archoanologie pour I’ ensemble des disciplines qui s intéressent aux vins d origine ancienne.
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du vin et leurs utilisation comme marqueurs a été abandon-
née;

« les ellagitanins sont spécifiques de quel ques espéces de
bois (chénes européens, chétaignier, chéne blanc
d’ Ameérique). Ces molécules sont cependant trop oxydables
pour les retrouver dans des vins d'age supérieur a 10 ans
[13]. En revanche, I'acide ellagique représentant I'unité
structurale élémentaire des ellagitanins est une molécule par-
ticulierement stable dont on peut facilement détecter la pré-
sence;

* la lignine semble étre le marqueur le plus riche en
informations sur la nature du récipient ayant contenu le vin.
Ce polymeére naturel, constitué d'unités d'acools phéno-
ligues hydroxylés (hydroxyphényles), monométhoxylés
(gaiacyles) et diméthoxylés (syringyles), est typique de I’ éle-
vage en barriques. La lignine est stable dans le temps, peu
sensible & I"hydrolyse dans les conditions de pH acide; de
plus, les vins en sont naturellement dépourvus. L’ aspect par-
ticulierement stable de ce biomarqueur a été démontré [7] a
I’occasion d'une étude sur les suspensions dans les eaux de
riviere; la méthode leur a permis de déterminer la source
végétale majoritaire a I'origine de la matiére organique
adsorbée sur les particules en suspension. Les lignines peu-
vent donc étre utilisées comme marqueurs spécifiques de la
conservation des vins en contact avec le bois; cette
démarche a dailleurs déa éé employée [11] sur des
cognacs élevés en barrique durant des périodes plus ou
moins longues.

Origine de I’échantillon

Notre étude porte sur un échantillon de vin datant de la fin
du XIXe siécle et ne constitue donc pas réellement un sup-
port archéologique stricto sensu. Cependant, I'intérét du tra-
vail présenté est de mettre a la disposition des spéciaistes
de ce secteur scientifique une méthodologie adaptée au cas
des vins anciens, permettant de retracer une partie de leurs
techniques de production.

Le vin &udié provient de I'épave du Marie-Thérése, un
trois-mats-barque de 503 tonneaux construit en 1865 a
Bordeaux. Ce navire marchand a fait naufrage le 29 février
1872 au sud-ouest de I'lle de Belitung située dans le détroit
de Gaspar (séparant les fles de Sumatra et de Bornéo), alors
qgu'il transportait diverses marchandises a destination de
Saigon. Dans I'inventaire des fouilles, réalisé le 5 octobre
1991, figuraient 2022 bouteilles de vin de Bordeaux, parmi
lesquelles des Gruaud-Larose (Saint-Julien, Médoc) du mil-
Iésime 1868. Ce vin se présente en bouteilles bouchées par
du liége recouvert par de la cire. Seuls des échantillons issus
de bouteilles intactes ont été retenus pour les analyses.

Matériel et méthodes

Echantillon de lignine pure

Nous utilisons, comme échantillons de référence, des frac-
tions lignines extraites au dioxane (LD), dans les conditions
décrites par Vivas et a. (1996). Des lignines LD provenant
de Quercus robur et Q. petraea (chénes Européens habi-
tuellement utilisés), servent de témoin. A titre de comparai-
son nous avons purifié, dans les mémes conditions, des
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lignines des espéces Q. alba (chéne blanc d’'Amérique),
Castanea sativa (chétaignier Européen) et Q. lanuginosa
(chéne pubescent trés répandu en France), Q. farnetto (chéne
de I'Europe centrale) et Q. toza (chéne rencontré dans le
nord de I’ Espagne et en Italie).

Isolement des lignines du vin

Au cours du temps, il S'est produit une lente pénétration du
sel marin, principalement du chlorure de sodium, au travers
du bouchon. L’ augmentation de la force ionique du milieu a
provogué la précipitation de la plus grande partie des com-
posés phénoliques. Nous récoltons alors la fraction phéno-
lique insoluble au fond de la bouteille. L’ élimination des sels
est ensuite réalisée par dialyse contre 40 L d'eau distillée
désionisée. Le précipité dessalé est alors lyophilisé et 50 mg
sont utilisés pour déterminer la présence éventuelle de
lignines.

Analyse générale des vins

Les analyses habituellement pratiquées sur les vins (alcool,
sucres réducteurs, pH, acidité totale, acidité volatile) sont
réalisées selon les protocoles recommandés par I'OIV
(Office International de lavigne et du Vin, 1977). Le dosage
des chlorures et du sodium est pratiqué par absorption ato-
mique [4]. Les composés phénoliques et la couleur des vins
sont évalués par les méthodes classiques [1].

Dosage de I'acide ellagique

L'acide ellagique, dilactone de I’ acide gallique, est dosé par
« Chromatographie Liquide Haute Performance » (HPLC) en
phase inverse, dans les conditions décrites par Vivas et a.
(1996). Pour améliorer la détection de ce composé nous
extrayons 100 mL de vin centrifugé (4000 tpm, 30 min) par
successivement 20, 10 et 10 ml d éther diéthylique. Les
phases organiques sont collectées puis I’ éther est éliminé a
I’ évaporateur rotatif (40 °C). Le résidu est repris par 1 mL
de méthanol et analysé par HPLC. L’identification du com-
posé est permise par la comparaison du temps de rétention
avec celui du composé de référence et d’ aprés son spectre
UV (maximum & 280 et 370 nm). Une confirmation est don-
née par la réalisation d'un spectre de masse en impact élec-
tronique (70 eV) du résidu d' extraction.

Thioacidolyse et analyse par couplage

« Chromatographie en Phase Gazeuse/
Spectrométrie de Masse » CPG/SM) des produits
formés, sous forme de dérivés triméthylsilylés

La méthode appliquée est décrite dans le détail par
Rolando et a. (1992). Elle avait é&é mise au point par
Lapierre (1986). Briévement, elle consiste en une thioacido-
lyse de la lignine (traitement au BF; dans du dioxane/étha-
nethiol ; 8,75:1). Les produits de dégradation, se présentant
sous forme de dérivés thioéthylés, sont analysés par
CPG/SM aprés silylation (BSTFA/TMS). Dans le cas de
cette étude, ou les concentrations attendues en lignine sont
faibles, nous avons amélioré le rendement de la réaction en
augmentant la proportion de réactifs permettant la thioaci-
dolyse quasi-compléte des traces de lignines collectées. En
accord avec nos travaux antérieurs [14], il apparait que
15mL de réactif pour 50 mg de précipité correspond a la
quantité optimale. L'analyse CPG/SM des produits de
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thioacidolyse est réalisée dans les conditions suivantes:
colonne Chrompack CPSIilI5-CB™ (longueur 25 m, diamétre
0,25 mm), température de I'injecteur 240 °C, température du
four programmée de 120 °C a 260 °C a raison de 4 °C/min
- spectrometre de masse Fisons Autospec-Q (conditions
d’ionisation: 70 eV, 150 pA, 200 °C).

Résultats et discussion

Composition générale du vin

Dans le tableau | nous avons regroupé les résultats concer-
nant les analyses classiques des vins, les analyses de
quelques ééments minéraux et les analyses des composés
phénoliques, dont I'acide ellagique, marqueur d’'un contact
entre du bois et le vin. A titre de comparaison nous donnons
la composition moyenne des vins du Médoc produits de nos
jours.

Le degré alcoolique du vin de 1868 est faible mais en
accord avec les niveaux rencontrés pour les vins de I’ époque
(9,5 % vol.). L’acidité totale et le pH indiquent que le vin
a été produit avec des raisins particulierement mdrs, car a
I"époque, pour des raisons sanitaires, les raisins étaient
récoltés plus précocement, avec pour conségquence des aci-
dités totales nettement plus élevées. La disparition de |’ acide
malique et le faible taux de sucres réducteurs résiduel, sont
les témoins d’une vinification bien maltrisée avec un aché-
vement de la fermentation alcoolique et de la fermentation

Tableau |. Résultats des dosages classiques sur les vins, du dosage
de quelques éléments minéraux et de I’ analyses des composés phé-
noliques du raisin et du bois des barriques.

Paramétres Résultats de dosages
1868t 19957
Analyses générales:
Alcool (% vol.) 9,45 12
Sucres réducteurs (g/L) 1,8 <2
pH 34 338
Acidité totale* 39 35
Acidité volatile* 0,92 <05
Acide malique (g/L)# 0 0
Eléments minéraux :
Sodium (mg/L) 490 <25
Potassium (mg/L) 880 < 1000
Composés phénoliques :
Phénols totaux§ 40 50
Procyanidines (g/L)° 11 35
Acide ellagique (mg/L)E 38 -
Anthocyanes (mg/L)° <30 600

T échantillon de I'épave du Marie-Thérése; + Composition moyenne des
vins actuels du Médoc

* en g H2S04/I; # dosage enzymatique

§ D.O 280 nm

° provenant du raisin; £ provenant du bois des barriques.
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malolactique, gages d'une bonne et longue stabilité des vins
en bouteille. Enfin, I’acidité volatile, bien qu'a un niveau
supérieur a celui enregistré de nos jours, reste acceptable
pour I’ époque.

L'eau de mer a pénétré lentement au travers du bouchon
de liege; la teneur trés élevée du sodium en atteste. Par
ailleurs, I'augmentation de la concentration du milieu en sel
a provoqué la précipitation d’une grande partie des compo-
s&s phénoliques.

Ces différents résultats ne permettent pas, a eux seuls, de
démontrer I’éventualité de [|'élevage en barrique.
Néanmoins, la présence d'une faible quantité d'acide dla
gique indique que le vin a été en contact avec du bois ou
des extraits de bois. Ce sont probablement des chénes euro-
péens ou des chétaigniers, qui possédent des ellagitanins
hydrosolubles s hydrolysant facilement pour donner de
I’acide ellagique.

Mise en évidence de lignines
dans le précipité phénolique dialysé

Les chromatogrammes obtenus par CPG-SM (Fig. 1) a par-
tir des thioacidolysats, aprés dérivation (triméthylsilylation),
donnent relativement peu de pics. A partir des spectres de
masse enregistrés en impact électronique, nous retrouvons
deux structures provenant des motifs monométhoxylés (gaia
cyles, G: 1, 3) et deux provenant des motifs dimethoxylés
(syringyles, S: 2, 4) caractéristiques des lignines « SG »
(formules Fig. 2). Si les produits 1 et 2 ont été parfaitement
caractérisés a partir de produits purs [8], en revanche, I’ at-
tribution certaine des produits 3 et 4 reste basée seulement
sur des modeles établis a partir de spectres de masse. Les
travaux [2] suggérent, toujours par spectrométrie de masse,
gu'il s'agit de monoméres obtenus par réarrangement des
chaines latérales en milieu acide [CH(SEt),-CHAr-CH,SE(].
Cependant a ce jour, aucune preuve structurale (RMN) n’a
formellement établi leur structure. Les spectres enregistrés
pour ces molécules (Fig. 3) sont conformes a ceux enregis-
trés pour les lignines pures et conformes avec les données
de la littérature [8]. Les produits 1 et 2 se présentent cha
cun sous forme de deux pics correspondant a leurs structures

Tle: STSUNCCET-VIVES ¥FI-290Z Aeq:Z1<SEF-1957 I1:55:07 OC EI+ Hagnel
[FIC (4RP) Exp:EIMS
[Fila Text:PE-vin.vieux(si)

100!
95,
se,

85,
80,
5.
70.
65.
69,
55.
50.
45]
16
a5,
30.
253
20
154

~€.3E6
£5.9E6
L5.6E6
£5.3E6
£5.0E6
F4.726
L¢.4E6
E4.1E6
[.3.8E6
E3.4E6
F3.186
L2.8E6

pmm—

L2526
L2256
Ex.sze
E1.6es
E1.386
%.4E5
L. 3es

—_—

104
Lx E3.1ES

o 0.0EQ
1200 ' 1220 1240 1260 1780 1300 4320 1340 1360 1380 1400 1420 1440 1460 1420 1500 Scan|

Fig. 1. Chromatogramme en phase gazeuse des produits trimé-
thylsilylés provenant de la thioacidolyse du précipité dialysé du vin
de 1868 (identification des pics cf. Fig. 2).



érythro/thréo respectives. L’ensemble de ces molécules

identifiées dans les produits de thioacidolyse des lignines

EtS ESS.
SEt SEt
OCH, H,CO OCH,
OH OH
1 2
EtS._SEt EtS._.SEt
SEt SEt
OCH, HiC OCH,4
H H
3 4

Fig. 2. Principaux produits de thioacidolyse sous forme de déri-
vés thioéthylés (1 et 3 issus des motifs gaiacyles des lignines, 2 et
4 issus des motifs syringyles des lignines).
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contenues dans le vin de 1868, sont typiques des liaisons
« B-O-4 » présentes dans les lignines SG.

La présence de lignine de type SG spécifique des bois
d angiospermes (feuillus), dans le vin d origine archéolo-
gique éudié ici, indique que celui-ci est resté en contact
avec du bois pendant plusieurs mois. En effet, si les ellagi-
tanins sont trés rapidement solubilisés, en revanche, la dis-
solution de la lignine nécessite un long s&our en barriques
et sa présence constitue donc la preuve d'une phase d éle-
vage de quelques mois.

Conclusion

Les analyses courantes pratiquées sur |’ échantillon de 1868
montrent que celui-ci présente tous les indices d’un grand
vin : niveau de maturité des raisins satisfaisant (degré acoo-
lique et acidité totale bons pour I’ époque), conduite des vini-
fications dans de bonnes conditions (sucres réducteurs totaux
inférieurs a 2 g/L, acidité volatile limitée et acide malique
totalement dégradé). En outre, la richesse en composés phé-
noliques totaux et la teneur relativement élevée en procya
nidines résiduelles, sont caractéristiques d’une cuvaison
longue. Si ce n'est le caractére salé du vin, ses qualités gus-
tatives sont tout a fait satisfaisantes au regard de son &ge.
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Fig. 3. Spectres de masse des différents produits identifiés dans le précipité dialysé du vin de 1868 (dérivés triméthylsilylés).
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La preuve d'une conservation prolongée du vin au contact
de bois est donnée par I’identification des produits caracté-
ristiques provenant de la thioacidolyse des lignines. La
nature SG des lignines indique que le bois appartient a la
famille des angiospermes et la présence d'acide ellagique
libre tend a suggérer qu'il s'agit soit de chénes européens
soit de chétaigniers.

Ainsi en 1868 pour de grands vins se présentant en bou-
teille pour la commercialisation, I'élevage en barriques sur
plusieurs mois congtituait donc une pratique vinicole effec-
tive. Alors qu'a cette époque les développements de
I’Enologie Pastorienne ne s étaient pas encore implantés
dans le Bordelais [6], |'élevage constituait certainement, a
cette époque plus qu'aujourd’ hui, un risgue réel pour la salu-
brité du vin. Néanmoains, les agréments apportés sur le plan
gustatif ont probablement joué en faveur de cette pratique.
Ce probléme sanitaire ne se pose plus actuellement, I’ oano-
logie moderne permettant des élevages en barriques avec des
risques mieux contrélés et des moyens de prévention bien
mieux maitrisés qu’en 1868.
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