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Résumé

L'objectif premier de ce travail de thése était de développer des analyses métabolomiques non
ciblées de vins en bouteilles afin de déchiffrer les informations chimiques relatives a 1’évolution de
leurs compositions avec le temps. Cette recherche initiale était fondée sur I'hypothése que, lors de
l'analyse, les vins en bouteilles gardent une mémoire chimique des parameétres environnementaux a
I’ceuvre au moment de leur élaboration (gestion du vignoble, pratiques cenologiques, climat, terroir).
Une seconde hypothése reposait sur la nécessité d’étudier le passé pour anticiper I’évolution de la
qualité du vin du point de vue de sa composition chimique.

A cet effet et pour la premiére fois dans la science du vin, la Spectrométrie de Masse a
Résonance Cyclotronique des lons et a Transformée de Fourier (FTICR-MS), la Chromatographie
Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse (UPLC-Q-TOF-MS), la spectroscopie de Fluorescence
d’Excitation et d’Emission (EEMF) et les statistiques multivariées ont été combinées. Le
développement méthodologique a révélé l'avantage de coupler les mesures de masses exactes par
FTICR-MS a la discrimination des isomeéres par UPLC-Q-TOF-MS afin d'é¢tendre la gamme des
métabolites détectables. Ces outils ont été appliqués a l'identification de marqueurs de vieillissement
sur des séries verticales de vins rouges et blancs de Bourgogne, y compris sur des vins trés anciens
(millésimes inconnus) considérés comme des points extrémes d'évolution, introduisant ainsi la notion
de verticalomics. La caractérisation d'une série de vins blancs de Bourgogne (Chardonnay) a révélé
que les espaces chimiques spécifiquement liés a des pratiques cenologiques (SO, ajouté lors du
pressurage, niveau de débourbage ou perméabilité du bouchon) pourraient étre déchiffrés, bien que les
signatures de millésimes étaient les plus significatives. Des expériences similaires sur les vins de
Champagne (Chardonnay, et mélanges de Chardonnay, Pinot noir et Pinot Meunier) aprés la prise de
mousse et le vieillissement sur lattes ont mis en évidence 1'effet d'hormesis associé a 1'oxygénation du
vin. Enfin, les analyses non ciblées d'extraits de raisin et des vins correspondants provenant de
différentes appellations et élaborés par le méme vigneron ont révélé qu’il était possible de lire des
signatures liées au terroir, en particulier aprés quelques années de vieillissement en bouteille. Plus
largement, nos résultats fournissent une description globale sans précédent de la composition

chimique du vin et de sa modification par le vieillissement.

Mots clés: Chardonnay, Pinot noir, Pinot meunier, vin, vieillissement, oxydation, métabolomique,

FTICR-MS et UPLC-Q-ToF-MS, EEMF.



Abstract

The main objective of this work was to develop non-targeted metabolomics analyses of
bottled wines in order to decipher chemical informations from the time-related evolution of their
composition. This original research was based on the hypothesis that, when analyzed, bottled wines
would still hold chemical memories of envionmental parameters (vineyard management, oenological
practices, climate, terroir...) at the moment of their elaboration, even after several years of ageing. A
second hypothesis was that in order to anticipate the future evolution of the wine quality in terms of
chemical composition, it is necessary to know what it was in the past.

To that purpose, and for the first time in wine science, Fourier Transform Ion Cyclotron
Resonance — Mass Spectrometry (FTICR-MS), Liquid Chromatography coupled with mass
spectrometry (UPLC-Q-ToF-MS), Excitation Emission Matrix Fluorescence (EEMF) and multivariate
statistics were used in combination. Methodological develoments revealed the advantage of coupling
exact mass measurements by FTICR-MS to isomeric discrimination by =~ UPLC-Q-ToF-MS in order
to extend the range of detectable metabolites. Such tools were applied to the identification of ageing
markers in vertical series of red and white wines from Burgundy, including very old wines (unknown
vintages) considered as evolution end points, thus introducing the concept of verticalomics. The
characterization of series of white wines from Burgundy (Chardonnay) revealed that chemical spaces
specifically related to eonological practices (SO2 addition at pressing, settling level, and permeability
of the stopper) could indeed be deciphered although the vintage signatures were confirmed to be the
most significant. Similar experiments on Champagne wines (Chardonnay, and blends of Chardonnay,
Pinot noir and Pinot Meunier) after the "prise de mousse" and the ageing "sur lattes" further
highlighted the hormesis effect associated with the oxygenation of wine. Finally, non-targeted
analyses of series of grape extracts and corresponding wines from different appelations — though
elaborated by the same winemaker — revealed that terroir-related signatures could be indeed read in
wines, in particular after a few years of bottle ageing. Altogether our results provide an unprecedented

comprehensive description of the chemical composition of wine and its modification through ageing.

Key words: Chardonnay, Pinot noir, Pinot meunier, wine, ageing, oxidation, metabolomics, FTICR-

MS, UPLC-Q-ToF-MS, EEMF.
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« La phrase la plus excitante a entendre en science, celle qui annonce de nouvelles
découvertes, n’est pas « Euréka » mais plutdt « tiens, c’est marrant... » »

[saac Asimov
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Introduction générale

Selon le rapport de 'OIV (2012), le raisin représente 1'un des fruits les plus cultivés du
monde. Vitis vinifera L. représente la seule espece du genre Vitis (1). Elle est reconnue
comme ’espece la plus importante et constitue la base de production du raisin de table, de
cuve ainsi que celle destinée au séchage. Elle est cultivée sur une superficie de 7585 Mha
avec une production de 692 MhL de raisin et 265 MhL de vin en 2011. Presque 70% de la
production des raisins sont destinés a la vinification et environ 60% de la viticulture est
concentrée en Europe (1). Cependant la production de vins issus d’Amérique, d’Australie,
d’Afrique du Sud et de Nouvelle Zélande ne cesse de se développer. Dans ce contexte de
globalisation du secteur viti-vinicole, il est primordial pour valoriser les vins frangais de

miser sur leur qualité ainsi que sur leur appartenance culturelle a des terroirs reconnus.

Le vin, produit riche et complexe qui fait partie de notre culture, est avant tout un
produit plaisir. En Bourgogne, cette notion de plaisir renvoie a I’histoire des pratiques de
vinification qui, depuis des siécles, s’appuient sur la tradition, cependant réguli¢rement
revisitée en bonne intelligence. Pourtant le vin n'a cessé d'évoluer : il n’y a rien de commun
entre les premiers vins et ceux que nous consommons actuellement, de méme qu'il y a autant
de vins différents que d'occasions d'en boire. On peut naturellement s'interroger sur l'origine
de ces différences, notamment en Bourgogne ou la pratique de mono-encépagement est de

mise (2), avec le pinot noir pour les vins rouges, et le Chardonnay pour les vins blancs.

A ce jour, I’archéologie nous montre que des vins existaient déja il y a plus de 7500
ans. Des résidus de vins retrouvés a Hajji Firuz Tepe dans les Montagnes Zagros au nord de
I'Iran proviennent du début du cinquieme millénaire av. J.-C. (3). Des résidus de vin
retrouvés en Géorgie dans des poteries datant de 1’époque néolithique, suggérent quant a eux
que la production de vin a été dispersée dans cette région d’Europe centrale (3). La présence
de résidus de vin est généralement identifiée par la présence d'acide tartrique, méme si des
procédures supplémentaires pour 1'identification de résidus de raisin ainsi que de tanins sont

en développement (4).

235 constituants du vin avaient déja été isolés et identifiés en 1975 (5). Depuis, a

l'aide de nouvelles techniques d'analyses telles que 1'UPLC, 1'¢lectrophorése capillaire, la
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spectrométrie de masse ou la résonance magnétique nucléaire (RMN), des milliers d’autres
composés ont été identifiés et quantifiés (6—-10). Cependant, les travaux les plus récents
montrent que la majorité (de 1'ordre de 90%) des molécules organiques présentes dans un vin
reste non identifiée (10-12).

Une telle diversité moléculaire, toujours partiellement inconnue, justifie donc les
interrogations quant a 1’origine et la nature des processus qui transforment la baie de raisin en
vin et leur réle sur I’enrichissement de la diversité métabolomique. Il est important de noter
que cette diversification de composition ne cessera d'augmenter lors du vieillissement du vin
en bouteille. En effet, en plus des composés présents initialement dans la baie, on retrouve
dans le vin ceux ajoutés ou transformés sous Il'action des levures, de la fermentation
alcoolique ou de la dégradation malolactique.

D’autre part, I'environnement module énormément la composition initiale du vin. Le
terroir, incluant le climat, la géologie des sols, mais également les pratiques viti-vinicoles, les
échanges avec l'oxygeéne au cours de I'élaboration du vin ou au cours de son vieillissement et
bien sir l'action humaine lors des différentes étapes de vinification sont des facteurs
environnementaux déterminants de cette diversité de composition (13—16). Toutes ces étapes
soigneusement agencées vont permettre au vin d’acquérir les clés nécessaires a sa stabilité et

a son évolution harmonieuse vers un optimum sensoriel durant sa conservation en bouteille.

Les approches analytiques ciblées, utilisées pour I’étude de la composition du vin,
sont principalement des techniques de séparation chromatographique en phase gazeuse (GC)
(17-20) ou en phase liquide (LC) (21-25) couplées a des méthodes de détection telles que la
spectrométrie UV, la fluorimétrie ou la spectrométric de masse (25, 26). Cependant, au
regard de la diversité chimique potentielle des vins, si ces approches ciblées ont apporté des
informations précieuses, elles restent insuffisantes a ce jour et mettent en lumicre la nécessité
de développer des méthodes analytiques non ciblées permettant d’appréhender un systeme

biologique complexe de maniére plus holistique.

Parmi ces méthodes non ciblées et de par sa grande sélectivité, la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN) permet l'analyse structurale simultanée de nombreux
meétabolites du vin, mais sa sensibilité est un frein a I’obtention d’informations fines sur les
molécules actives présentes en faibles concentrations (27). A I’inverse, la grande sélectivité et
sensibilit¢ de la Spectrométric de Masse a Résonnance Cyclotronique des lons et a

Transformée de Fourier (FTICR-MS) permet d'analyser directement un systéme biologique
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complexe et d'obtenir en une seule analyse une représentation d’un trés grand nombre de
métabolites ionisables dans une gamme de masse donnée (27-29). La chromatographie
liquide couplée a la spectrométric de masse (UPLC-MS) permet alors d'apporter une
dimension supplémentaire au travers d’une sélection de molécules en fonction de leurs

affinités pour une interface (30).

Le vin est un produit qui évolue avec le temps dans sa composition globale, sa couleur
et bien entendu son golt. Chaque millésime possede son propre style en fonction des
conditions environnementales. Certains ont des points communs, mais aucun ne se ressemble.
Il est donc évident que pour étudier I’évolution de la complexité chimique au cours du
vieillissement, 1’idéal serait de choisir un millésime et d’en étudier le devenir au cours des
années. Cependant dans le cadre d’un travail de thése, le temps est une limite inéluctable et
I’¢tude du phénomene sur les deux ou trois millésimes que traverse la theése n’est pas
satisfaisante. Pour s’affranchir de cette limite temporelle, nous avons décidé pour cette étude
d’analyser des vins ayant vieilli en bouteille, en développant des approches combinées de
méthodes d'analyses non ciblées dans le but de caractériser I’évolution de la complexité

chimique du vin au cours de son vieillissement en bouteille.

L’hypothése fondamentale sur laquelle reposait ce travail était qu’un vin conserve
dans sa composition métabolique des signatures relatives a différentes conditions
environnementales a l’ccuvre au moment de son élaboration (pratiques viticoles ou
cenologiques, climat...), et ce, méme aprés plusieurs années de vieillissement en bouteille.
Ainsi la démarche conceptuelle originale de ce travail pourrait étre : « lire le passé du vin

pour en comprendre le présent ».

Dans cette optique sont présentés ici, d’une part divers aspects — tous originaux — du
développement méthodologique et d’autre part les applications de ces développements a
I’analyse du vin. Pour se rapprocher des conditions réelles de vieillissement en bouteilles,
I'analyse non ciblée de différentes séries verticales de vins de bourgogne (blanc et rouge) a
été réalisée afin de suivre 1'évolution des espaces chimiques de ces vins au cours d’une
période allant de 1934 (pour la plus grande série) jusqu’a nos jours. Cependant, notre voyage
temporel nous emménera ponctuellement jusqu’au 19°™ siécle a travers 1’étude de vieux
millésimes considérés ici comme des points ultimes du processus de vieillissement en

bouteille. Notre démarche conceptuelle sera plus spécifiquement appliquée a 1’étude de
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I’oxydation des vins blancs de Bourgogne et de Champagne — en considérant peu de
millésimes, mais avec différentes pratiques cenologiques, et a la lecture de signatures de

terroirs dans des raisins et des vins issus de différentes appellations d’un méme viticulteur.
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1 De la baie de raisin au vin

De l'extérieur vers l'intérieur, la baie de raisin est constituée successivement de la
pellicule (exocarpe), de la pulpe (mésocarpe) et de I'endocarpe entourant les pépins. Elle est
reliée par le pédicelle a la rafle, partie ligneuse ramifiée supportant le grain (Figure 1). Le
développement du raisin est divis¢é en trois phases principales selon des criteres
phénologiques, biochimiques et physiologiques: la fleur puis le développement herbacé ou
végétatif (1'ovaire) de la fin du mois de mars jusqu’a la nouaison qui est la formation de la
baie au début du mois de juin, puis la véraison qui commence début aolit et correspond aux
changements de texture (amollissement) et de couleur (ambre pour les raisins blancs, violet
foncé pour les noirs) et enfin la période de maturation (31). La maturation entraine de
profondes modifications qualitatives et quantitatives des constituants biochimiques et des

paramétres physicochimiques de la baie (32).

Rafle
Pédicelle
Bourrelet
Pinceau
Pulpe
Pépin
Pellicule

Figure 1: Schéma d’une baie de raisin

D'un point de vue chimique, le vin est un milieu hydro alcoolique acide composé de
750 a 900 g/L d'eau. Le vin n'est pourtant pas qu'une simple solution contenant de l'eau, de
l'alcool, des acides organiques (etc...) (Table 1). La plupart des produits présents dans le vin
sont liés a ceux que l’on retrouve dans le raisin, auxquels s’ajoutent ceux produits ou
transformés par la fermentation sous 1’action des levures et des bactéries lactiques (11, 29).
Ainsi le vin contient en moyenne 87% d’eau, 12% d’alcool, 0,5% d’acides organiques et
0.5% d’autres composés qui font toute la différence (31, 33). La composition chimique d'un
vin est le résultat d'interactions complexes entre des facteurs environnementaux, génétiques
et des pratiques viticoles (34). Ainsi, une cascade de modifications de la composition en
métabolites va conduire a ce que, a maturité, la baie de raisin contienne l'ensemble des

molécules essentielles pour I'¢laboration d'un vin, en particulier les sucres, les acides
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organiques, les composés phénoliques et les précurseurs de composés aromatiques. Durant
les étapes de la vinification (Figure 2), ces composés vont étre soit transférés directement du
raisin dans le vin, soit réagir pour donner naissance a de nouveaux composés qui vont
enrichir la composition métabolique du vin. Cette composition chimique contient donc un
grand nombre de petites molécules provenant de trois sources principales : les grappes de
raisin, les souches levuriennes et bactériennes utilisées pour la fermentation ainsi que celles
présentes a la surface du raisin au moment des vendanges et le contenant utilisé¢ lors de la
vinification et du stockage (35). Des milliers de composés sont donc potentiellement présents

en quantités variables et transitoires dans un vin.

Table 1: Composition du vin (5)

Type de constituant Constituant Concentration (g/L)
eau 750 - 900
alcool éthylique 85-170
Composés volatils alcools supérieurs 0,15-0,5
ethanal 0,005 -0,5
esters 0,5-1,5
acide acétique 0,15-0,9
glucides 0,8-1,8
Composés non volatils glycérol 5120
polysaccharides 0,5-1,5
tannins et matiéres colorantes 0,4-4
gommes et mati€res pectiques 1,0 -3,0
acide tartrique 5,0-10,0
acide malique 0-1,0
Acides organiques Acide lactique 0,2-1,2
acide succinique 0,5-1,5
acide citrique 0,12 -0,88
CO, 0,2-0,7
Gaz dissous SO, total 0,006
SO, libre 0,002
, Fer 0,005 - 0,016
M¢étaux -
Cuivre 0-0,001

I existe deux grands types de vinification en Bourgogne associés aux deux cépages
emblématiques de cette région : le Pinot noir et le Chardonnay. Ces deux procédés ont de

nombreuses étapes communes auxquelles s’ajoutent quelques spécificités responsables des
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différences entre vins blancs et rouges. Les principales étapes de ces deux modes de
vinification sont rappelées dans la figure ci-dessous (Figure 2), qui montre que la différence
fondamentale entre les deux procédés réside dans la sélection de la matiére premiére a
fermenter : les baies entiéres avec éventuellement les rafles pour la vinification en rouge,
alors que seul le jus issu du pressurage des raisins a la vendange est fermenté dans le cas de
vinification en blanc.

La vinification est suivie de 1’¢levage en flit ou en cuve. Dans le cas du fiit, cette étape
a pour objectif de faire évoluer les ardbmes du vin ainsi que de stabiliser sa couleur et
complexifier sa structure par 1’apport de tannins par exemple. De nombreux travaux ont
montré en particulier 1'impact de la chauffe du bois et/ou l'impact de 1'dge du fit sur les
transferts de matiére entre le bois et le vin (36, 37) notamment sur le chardonnay (38).

Une des caractéristiques de 1’¢levage Bourguignon est liée a 1’¢levage traditionnel
effectué¢ sur lies. De fortes interactions entre les lies et les composés phénoliques
permettraient notamment de stabiliser la couleur du vin rouge (39, 40). Il apparait que la
fraction macromoléculaire des vins, et tout particulierement les polysaccharides, jouent un
role prépondérant dans les propriétés organoleptiques et notamment dans la sapidité et dans
les propriétés physico-chimiques telles que la filtrabilit¢ (41, 42). Or a ce jour, nous ne
connaissons que trées peu de choses sur la composition polysaccharidique et

oligosaccharidique des vins issus de Pinot noir ou de Chardonnay.

Egrappage, foulage Pressurage

Mise en bouteille Aﬁ EncJtL/age Mise en bouteille Cﬁ EncJLLvage
Pigeage, remontage

Collage, filtration

Débourbage, soutirage

Collage, filtration Q Fermentation alcoolique
, ' - 4 Fermentation alcoolique
Soutirage, assemblage g Ecoulage, décuvage Soutirage, assemblage g
Elevage Pressurage E tati lolacti
ermentation malolactique
Soutirage, sulfitage Assemblage,débourbage Elevage 9
Fermentation malolactique Soutirage, sulfitage

Figure 2: Schémas illustrant les procédés de vinification en Bourgogne incluant la

vinification des vins rouge d'une part et la vinification des vins blancs d'autre part.

2 L’analyse du vin

En cenologie comme dans d'autres disciplines scientifiques, les méthodes analytiques
utilisées peuvent étre classées en deux catégories en fonction de la démarche conceptuelle

développée. Lorsque la méthode vise a détecter, a caractériser et a quantifier des molécules
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ou des familles de molécules spécifiques, nous parlerons d'une méthode ciblée. A l'inverse,
lorsque la méthode permet de considérer le systeme d'étude dans toute la complexité de sa
composition chimique sans nécessairement la réduire a une seule famille de composés, nous
parlerons alors d'une méthode non ciblée. Ces deux catégories d'analyses sont
complémentaires et donc nécessaires. Cette complémentarité se manifeste notamment par le
fait que les approches non ciblées effectuant I'analyse simultanée d'un plus grand nombre de

composés ne permettent que des analyses qualitatives ou semi-quantitatives.

2.1 Approche ciblée

Les outils analytiques ciblés, comprenant les techniques de séparation
chromatographique en phase gazeuse (GC) ou en phase liquide (HPLC, UPLC) couplées aux
méthodes de détection telles que la spectrophotométrie UV, la fluorimétric ou la
spectrométrie de masse, ont ét¢ de loin les plus utilisés et les plus appliqués dans le suivi de
I’évolution et de la teneur en composés (composés phénoliques, composés volatiles, etc.) au
cours des différentes étapes de I’élaboration du vin ou pour étudier et expliquer des
mécanismes réactionnels. Dans le cadre de cette introduction bibliographique, nous ne nous
attarderons pas sur la technique de GC permettant 1’analyse des composés volatils qui ne sont

pas I’objet de cette these.

La chromatographie en phase gazeuse, apparue en 1952, est une technique qui permet
de séparer les composés volatils d'une matrice complexe (43). Elle s'applique principalement
aux composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Sur
une colonne capillaire GC appropriée aux composés d’intérét, plutét a caractére hydrophobe,
ces substances seront ¢éluées avec un gaz inerte (azote, hélium). Les analyses en
chromatographie gazeuse peuvent étre couplées a divers détecteurs allant de la spectrométrie
de masse (GC-MS) a Dolfactométric (GCO). Le spectrométre de masse permet
I’identification et la caractérisation des substances volatiles par fragmentation de chacune des
molécules séparées en molécules ionisées suivis de leur détection en fonction de leur rapport
masse sur charge (m/z) (44, 45). L’olfactometre détermine la nature des odeurs pergues a

I’aide d’un nez humain ou d’un nez artificiel (46).
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La littérature fait apparaitre que les premiéres €tudes analysant les composés d’arome
dans le vin et le raisin utilisent la GC couplée a un détecteur a ionisation de flamme (FID)
(47, 48), qui est aussi utilisé dans le suivi de I’évolution des changements qualitatifs des
ardmes au cours du vieillissement (17). Différents détecteurs peuvent étre couplés avec la
GC, notamment le Détecteur par Photométrie de Flamme (FPD) spécifique des composés
soufrés volatils, le Détecteur de Phosphore Azote (NPD) spécifique des composés contenant
de I’azote ou du phosphore et enfin le détecteur a ionisation de flamme (FID) qui est utilisé

plus généralement pour 1’analyse des composés organiques.

L’étude des composés soufrés est primordiale pour une meilleure compréhension de la
composition du vin puisque peu de choses sont connues a leur sujet dans le chardonnay alors
qu’environ 10% des composés volatils détectés dans les boissons et plus généralement dans
la nourriture sont des composés soufrés (49). Les composés soufrés se déclinent en cing
familles structurales, les thiols, les sulfures, les polysulfures, les thioesters et les composés
hétérocycliques (49, 50). Cependant et de facon générale, ces composés sont classés en deux
grandes familles, les composés soufrés légers et les composés soufrés lourds. Dans le premier
cas, les composés soufrés sont rarement perceptibles dans le vin et possédent un caractere
organoleptique plutot négatif, odeur de réduit, d’oignon ou d’ceuf pourri pour le méthyl-
mercaptan (CH4S), I’éthyl-mercaptan (C,HgS) et I’hydrogene sulfuré (H,S). Dans le second
cas, les composés soufrés impactent le vin de fagon plus ou moins agréable (aréme de fruit de
la passion, notamment dii a la présence en faible quantit¢ du 3-mercaptohexanol, du 4-
mercapto-4-methylpentan 2-ol ou du 4-mercapto-4-methylpentan 2-one) et peuvent exalter

les notes typiques de certains cépages comme pour le sauvignon (50-53).

Les composés soufrés se comportent différemment en fonction de la matrice du vin,
cependant l'analyse de ces composés soufrés volatils par GC-FPD dans des vins blancs (Pinot
gris, Pinot blanc et Chardonnay) provenant de Californie, du Canada et d’Oregon n’a pas

permis de discriminer ces différents cépages (Table 2) (54).
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Table 2: Concentration des composés soufrés volatils dans des échantillons de vins blancs

commerciaux (Pinot gris, pinot blanc et chardonnay) (54).

Sulfur compound Wine sample

Wine A Pinot Grigio Wine B Pinot Grigio Wine C Pinot Gris, Wine D Pinot Blanc Wine E Chardonnay Wine F Chardonnay Wine G Chardonnay
from California from Canada from Oregon from Oregon from California from California From Oregon
H2S (ppb) 4.60 £ 1.20 1.66 = 0.49 7.89 £1.32 9.03 £ 1.60 1.45 £ 0.58 2,14 £ 043 3.59 +£0.39
MeSH (ppb) 488 £ 0.37 1.09 = 0.32 428 £ 0.77 294 £ 029 1.02 £ 0.40 0.48 4+ 0.11 1.64 £ 0.14
EtSH (ppb) nd nd nd nd nd nd nd
DMS (ppb) 17.00 £ 1.03 3537 £ 215 18.08 £ 0.84 12,05 £ 0.25 2738 £ 1.13 52.60 + 1.54 31.57 £ 1.20
DES (ppb) nd nd nd 0.274+0.05 nd nd nd
MeSOAe (ppb) 1.68 & 0.11 0.32 £ 0.00 1,55 £ 029 3.50 £ 0.82 2,18 £ 0.10 1.42 + 0.06 1.60 + 0.06
EtSOAc (ppb) 0.17 £ 0.00 1.00 = 0.19 206 2+6 0.51 + 0.03 0.58 + 0.04 1H£+0
DMDS (ppt) 191 70 £ 10 034 = 0.02 0.64 £ 0.20 65£7 2442 nd
DEDS (ppt) nd nd nd nd nd nd nd
DMTS (ppt) 18 %2 5x6 nd nd 11 =29 356 In+1
Methionol (ppm) 041 £0.14 0.22 = 0.06 0.75 £ 0.02 0.83 £ 0.04 0.43 £ 0.11 0.47 £ 0.13 0.67 £ 0.10

nd: Not detected.

La chromatographie liquide est une technique de séparation qui permet 1’identification
ainsi que la purification des composés non volatils (55-57). Elle est basée sur 1’affinité des
composés pour une phase stationnaire (la colonne) et pour une phase mobile (I’¢luant). Elle
peut étre couplée a différents types de détecteurs, UV, DAD, Fluorescence et MS. Les
premicres analyses en LC ont été effectuées il y a environ un siécle par le botaniste russe
Tzvet qui a fait des tests de séparation de divers pigments végétaux (58), suivi par ceux de
Synge et Martin qui ont introduit les débuts du concept de chromatographie liquide haute
performance en suggérant que l'utilisation de petites particules et de hautes pressions pour la
chromatographie liquide pourrait améliorer la séparation (59). Aujourd’hui, la LC a beaucoup

progress¢ et est largement utilisée dans divers domaines comme méthode d’analyse chimique.

Plus récemment, la Chromatographie Liquide a Ultra-haute Pression (UPLC) est
apparue comme une nouvelle technique d’analyse qui fait appel aux mémes principes que
I’HPLC dont elle constitue une amélioration sur différents points : résolution des pics, vitesse
d’analyse (temps de séparation) et sensibilité. Elle a été rapidement appliquée dans
I’identification des composés du raisin et du vin (12, 24, 60-62). En cenologie, la
chromatographie liquide est notamment utilisée pour étudier la complexité et la diversité
chimique des raisins et des vins a travers I’analyse de leurs composés aprés une éventuelle
extraction et séparation (21, 63). Il y a encore peu de temps, la LC couplée a une détection
UV, DAD (LC-UV, LC-DAD), ou fluorescence (LC-Fluo) représentait la méthode la plus
appliquée dans I’analyse des composés du vin tels que le sotolon (25), les polyphénols (64—

66) et notamment le resvératrol (67), les acides organiques (66), ou encore les produits
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d’oxydation tels que 1’acétaldéhyde, le glyceraldéhyde, I’acide pyruvique, I’acide 2-
cetoglutarique et le formaldéhyde (68).

Toutes ces analyses par LC ont principalement été appliquées pour la détermination et le
dosage de petites molécules (composés phénoliques, sucres, acides aminés, etc.) ou des
macromolécules (peptides, protéines, polysaccharides) (6, 69-73). Les composés phénoliques
sont sans aucun doute les métabolites secondaires non volatils les plus étudiés dans le vin en
raison de leur role dans les propriétés organoleptiques et thérapeutiques des vins rouges (24,
62, 74-79), mais aussi pour leurs propriétés anti oxydantes qui peut contribuer a la protection
des vins blancs, comme dans le cas des principaux acides phénoliques présent dans le

chardonnay : I’acide caftarique et 1’acide coutarique (80, 81).

Depuis quelques années, la spectrométric de masse (MS) est apparue comme une
nouvelle méthode de détection utilisée en LC permettant d’augmenter significativement non
seulement la sensibilité¢ de la détection et donc de mesurer des composés présents en quantité
infime (comme pour la recherche de composés allergénes, présents a 1’état de trace (82)),
mais également ’augmentation de la résolution permettant d’identifier des composés de
structures inconnues. Le développement de techniques de LC-MS/MS permet, en plus de la
détection de composés nouveaux, la caractérisation structurale de ces composés (83, 84).
C’est pour I’étude de ces nouveaux composés que I’analyse non ciblée est primordiale
puisqu’elle permet une grande résolution et une haute sensibilit¢ afin d’identifier ces

composés parfois concentrés mais dont on ne connait pas la structure.

2.2 Approche non ciblée

L’utilisation des outils classiques de chromatographie liquide et gazeuse couplés avec
des détecteurs plus puissants permet de passer de 1’analyse quantitative sur des métabolites
ciblés et connus a I’exploration de la composition moléculaire inconnue du vin. Pour ce faire,
I’utilisation de techniques couplant sélectivité et haute résolution telle que la LC-MS se
développe. Cependant, dans 1’optique d’une analyse non ciblée et donc non sélective, on peut
ne garder que le détecteur, comme dans le cas de la FTICR-MS (technique de détection haute

résolution sans séparation préalable et donc sans sélection). La Résonance magnétique
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nucléaire vient parfaitement compléter ces deux techniques de spectrométrie de masse. Celle-

ci ne sera que briévement présentée ici puisqu’elle ne fait pas I’objet de notre étude.

Enfin I’analyse non ciblée passe également par des approches non sélectives telles que
la fluorescence par matrice d’excitation et d’émission (EEMF), complémentaire des
techniques de spectrométrie de masse de par son faible cott et sa facilit¢ de mise en ceuvre.
Enfin I’analyse non ciblée renvoie vers des approches omiques et par conséquent vers le

concept d’analyse métabolomique.

La métabolomique est le plus récent descendant des technologies dites "omiques",
incluant la génomique, la transcriptomique et la protéomique (Figure 3). Dans un systéme
défini par sa composition en métabolites, l'identification de biomarqueurs ainsi que la
quantification de l'ensemble des métabolites et la compréhension des changements de
composition par des mécanismes et interactions biochimiques définissent la métabolomique
(85-87). Cette idée a été introduite par Holmes, Lindon et Nicholson a la fin des années 1990

pour étre rapidement développée par la suite (87).

La métabolomique est appliquée dans différents domaines, de la recherche
fondamentale a la science médicale. D’un point de vue biologique, les informations vont du
géne aux protéines qui sont ensuite dirigées en fonction de leurs fonctions cellulaires, vers le
métabolisme (Figure 3). Comparé au génome, le métabolome est relativement petit, de
quelques centaines de métabolites différents dans une bactérie simple a des dizaines de
milliers dans les plantes. A ce jour, I’intégralité des métabolites et des voies métaboliques
reste inconnue. Pourtant la métabolomique devient un outil de plus en plus performant pour

I’¢étude et I’identification de biomarqueurs discriminants.

En 2001 Cooper et Marshall étaient les premiers a appliquer l'outil de I'analyse
métabolomique au systéme vin (88). En 2008 Skogerson et ses collaborateurs ont introduit la
notion de «oenomique» a 1’analyse métabolomique dans le domaine aenologique (89). Depuis
ce concept est largement utilisé pour l'analyse du vin et du raisin (10-12, 90-93). Pour
couvrir la grande diversité chimique de I’ensemble des métabolites présent dans un

échantillon, la métabolomique non ciblée nécessite des outils analytiques divers et
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complémentaires. Cette stratégie complétée par des analyses statistiques multivariées permet
notamment 1’identification de marqueurs responsables de la discrimination de groupes
d’échantillons (94). Les plateformes utilisées couramment en métabolomique sont la
spectroscopie RMN, la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse, la
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse et la spectrométrie de masse a

injection directe a trés haute résolution (30, 87, 95-102).
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Figure 3: Génes, transcrits, protéines et métabolites agissent ensemble dans un réseau
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complexe pour construire la vie. Bien que le nombre de génes, de transcrits et de protéines
soient plus nombreux que celui des métabolites ceux-ci sont bien plus divers chimiquement.

Adapté a partir de (103).

La description qualitative du métabolome peut étre réalisée par la mesure de la masse
exacte de chaque métabolite auquel est attribuée une composition ¢lémentaire. En plus d’une
description qualitative, la spectrométrie de masse apporte une mesure quantitative en
mesurant I’abondance des ions de chaque masse. La spectrométrie de masse a haute
résolution utilise différents types d’analyseurs qui se différencient par le principe de mesure
du rapport m/z des ions (104). La FTICR-MS est basée sur la précession des ions en réponse a
I’application d’un champ magnétique, le ToF-MS est basé¢ sur la vitesse des ions qui
parcourent une distance donnée et I’OrbiTrap est basé sur le mouvement périodique dans un

champ magnétique ou électrodynamique.

Avant d’étre analysé par spectrométrie de masse, le composé doit en premier lieu étre
ionisé et transféré de la phase liquide a une phase gazeuse. Cette étape est généralement
effectuée par pulvérisation de I'échantillon a travers un capillaire métallique contourné par un

flux d'air. Sur la base de ce principe, trois méthodes principales d'ionisation sont utilisées:
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photo ionisation a pression Atmosphérique (APPI), ionisation chimique a pression
Atmosphérique (APCI) et €lectro ionisation (ESI). Les bases de données internet, telles que
Web of knowledge (www.webofknowledge.com) ou PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), compilant la littérature sur la métabolomique, montrent
que 90% des publications utilisent I’ionisation par electrospray (ESI) contre 5.85% pour

I'APCI et 1.8% pour I'APPI (30).

Les spectrometres de masse tels que le ToF-MS, I’Orbitrap et la FTICR-MS sont
communément utilisés lors d’analyses métabolomiques et le détail de leurs qualités et défauts
est présenté dans plusieurs études (30, 104). Ces techniques de spectrométrie de masse sont
principalement caractérisées par leur pouvoir de résolution de masse, leur sensibilité et leur
précision dans la mesure de masse. Le pouvoir de résolution est défini par la largeur
maximale a mi-hauteur du pic maximal (voir partie Matériels et Méthodes). La précision de
la mesure de masse est définie comme la différence entre les masses expérimentales et
théoriques d’un composé.

Elle peut étre calculée comme (Mpesyrée — Mealcutce) €N Dalton (Da) ou par ((Mmesurce —

Mealeutée)/ Meateuice) X 1000000 en ppm (voir partie Matériels et Méthodes).

2.2.2.1 Chromatographie liquide couplée a la Spectrométrie de masse (LC-MS)

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse est largement utilisée
en métabolomique. Les spectrométres de masse les plus fréquemment utilisés sont le spectre
de masse a triple quadrupole (QQQ-MS), principalement pour les analyses ciblées, et le
spectrometre de masse a quadrupole et temps de vol (Q-ToF-MS) pour les analyses non
ciblées (Figure 4). La spectrométrie de masse Temps de vols (ToF) posséde une haute
résolution de masse et est suffisamment rapide pour permettre le couplage avec des
techniques de séparation (Figure 4). La nouvelle génération d’instruments ToF offre des
résolutions supérieures a 60000 et une précision de masse inférieure a 2 ppm (30). De plus en
plus d’études non ciblées associent la séparation par chromatographie liquide a la détection
par spectrométrie de masse, la détection par Q-ToF-MS est alors majoritairement utilisée (95,
105-107), couvrant de vastes domaines comme celui de la santé (30, 95, 108, 109), des

plantes (110, 111) ou encore de I’cenologie (97, 112—-115).
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La séparation par chromatographie liquide permet de réduire au maximum la
compétition des composés pour I’ionisation, ce qui permet une meilleure précision dans la
quantification des métabolites par rapport a 1’analyse par spectrométrie de masse en injection
directe (28, 30, 116). En effet, méme si elle prend plus de temps, la séparation
chromatographique offre deux principaux avantages par rapport a I’injection directe :
I’amélioration de la quantification des métabolites et la séparation des composés isomeres (de
méme poids moléculaire) (30). Les problémes majeurs dus a la séparation chromatographique
sont notamment le possible chevauchement de pics et le décalage des temps de rétention.
Pour pallier a ces problémes, des logiciels sont disponibles, libres d’acceés comme mzMine et
metalign ou commerciaux comme Genedata Expressionist Refiner MS ou MarkerLynx (117—
119). Tous ces logiciels fonctionnent de facon identique et produisent des matrices de
données comprenant les noms d’échantillons, leurs identifications chromatographiques ainsi
que I’aire et I’intensité maximum des pics qui seront utilisées pour des analyses statistiques

multivariées.

Différents modes de séparation peuvent étre employés. La chromatographie en phase
inverse (RP) est la plus commune et permet la séparation des compos€s moyennement
polaires a apolaires, tandis que la séparation des métabolites polaires est effectuée par la

chromatographie HILIC (106, 120).
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Figure 4: Principe de I’'UPLC-Q-ToF-MS. (A) photo de 1’équipement, (B) principe de la

spectrométrie de masse Q-ToF.
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2.2.2.2 Spectrométrie de masse a ultra haute résolution et a transformée de Fourier

La spectrométrie de masse a résonance cyclotronique des ions et a transformée de
Fourier (FTICR-MS - Figure 5) offre une excellente résolution (supérieure a 1000000) et une
précision de mesure de masse inférieure a 0.1 ppm lorsqu’elle est utilisée comme technique
métabolomique (12, 28, 121). Cette technique permet I’annotation de métabolites potentiels
et le calcul de formules élémentaires possibles en utilisant I’information donnée par la masse
exacte. La FTICR-MS est une analyse de masse basée sur la précession des ions dans un

champ magnétique homogene.

Apres ionisation, les ions chargés positivement ou négativement sont transférés dans
le champ magnétique d’un aimant supraconducteur ot un courant électrique oscillant leur
impose une trajectoire (Figure 5). Les masses sont ensuite résolues en fonction de leurs
fréquences de rotation dans le champ magnétique. L’oscillation des ions est détectée par une
paire de détecteur et le signal temporel induit par cette détection est la superposition de
plusieurs fréquences associées aux ions de masses différentes. La transformation de Fourier
est utilisée pour convertir ce signal temporel en signal fréquentiel : le spectre de masse (30,
102, 122). Pour bénéficier des avantages du pouvoir de résolution élevé ainsi que de la
précision de masse, la FTICR-MS est généralement utilisée en injection directe sans

séparation chromatographique ou électrophorétique préalable (122).

La premicere utilisation de la FTICR-MS comme méthode d’analyse non ciblée a été
publiée en 2002 par Asaph Aharoni sur I’étude des changements a maturité de la fraise (123).
Depuis cette étude, de nombreux travaux rapportent 1’utilisation de la FTICR-MS pour
I’é¢tude métabolomique dans des domaines variés allant de la santé avec par exemple 1’étude
d’infections par Chlamydia pneumoniae, jusqu'aux matiéres organiques naturelles, en passant

par le champagne ou encore par ’étude de météorites (12, 27, 29, 92, 121, 124-127).

La FTICR-MS est maintenant régulierement utilisée pour I’analyse du raisin et du vin,
ou encore de la vigne (11, 29, 92, 128, 129). A titre d’exemple, I’étude métabolomique de
feuilles de vignes saines ou atteintes de mildiou a permis de distinguer les deux groupes
d’échantillons par FTICR-MS (128). L’empreinte chimique du vin analysée par FTICR-MS a

également permis de révéler non seulement 1’origine géographique du bois de chéne dans
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lequel le vin a été élevé mais également l'espéce de ces chénes, pédonculé ou sessile ayant
servi a faire le ft (10, 130). D’autre part, la comparaison de la diversité chimique de vins de
champagne apres versement avec celle de I’aérosol formé au-dessus de celui-ci a montré
) ’ s s . . .
qu'un grand nombre de masses se retrouvent concentrées dans I’aérosol illustrant ainsi le

phénomeéne de partitionnement naturel associé au processus d’effervescence (92).
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Figure 5 : Principes de la FTICR-MS (A) photo de I’instrument, (B) Illustration du systéme

de détection du signal temporel et de sa transformation en signal fréquentiel.

La spectrométrie de fluorescence en matrice d'excitation et d'émission (EEMF) est une
technique analytique non ciblée, régulierement utilisée notamment pour I’étude de maticére
organique naturelle (131-133), d’eaux douce (126, 134-136), des eaux de mer (137), des
eaux potables (138) et des effluents (139). Cette méthode est particulierement intéressante
pour son cotit abordable comparé aux techniques analytiques par spectrométrie de masse ou a

la RMN et est également facile mettre en place, non destructive et rapide (138).

Le principe de la fluorescence repose sur la propriété de certaines molécules d’absorber
de la lumiére provoquant une émission de cette énergie absorbée sous forme de photon. La
relation entre la longueur d'onde d'excitation (qui sera absorbée par la molécule) et la
longueur d'onde d'émission dépend de l'identit¢ de la molécule et de son environnement
chimique précis, donc de la cohabitation des molécules et de la matrice de 1'échantillon (140).
Dans la spectroscopie de fluorescence EEMF, les longueurs d'onde d'excitation et d'émission
sont enregistrées simultanément afin de produire une matrice prenant en compte les spectres
d'émission de chaque longueur d'onde d'excitation. La matrice obtenue a donc trois
dimensions, la longueur d'onde d'excitation, la longueur d'onde d'émission et l'intensité de

I'émission fluorescente (Figure 6A).
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Depuis 2006, cette technique est également utilisée pour ’analyse de vin rouge ou de
dérivés de vinification (141-146). Dans la littérature, les ¢tudes d'EEMF sur le vin ont
tendance a employer la spectroscopie de fluorescence de surface ("Front Face") pour analyser
les vins rouges (142-144, 146). Par exemple en 2009, Airado-Rodriguez a utilis¢ la
spectrométrie EEMF pour caractériser 1I’empreinte spécifique de 57 vins rouges de cépages
différents (Merlot et Cabernet Sauvignon) provenant d’origines différentes (Figure 6B)
(143). Deux ans plus tard cette méme équipe affinait les résultats en discriminant des vins en
fonction de leurs appellations pour des vins d’ages différents (144). Depuis une équipe de
Nouvelle-Zélande a utilisé la spectrométrie de fluorescence pour identifier les facteurs
contribuant a discriminer des vins rouges (Pinot noir) en fonction de leur origine de
production (147). L’intégralité¢ des analyses utilisant la spectrométrie EEMF a donc été
réalisée sur des vins rouges, or celui-ci a une concentration plus importante de composés

fluorescents, notamment associés aux composés phénoliques.

La EEMF est maintenant régulierement utilisée en combinaison avec des analyses de
FTICR-MS pour I’analyse de matieres organique (OM), que ce soit des matieres organiques

naturels (NOM) ou de matieres organiques dissoue (DOM) (126, 134).

CabAaRiS i narrAn )
CabernetSauvignon(4)

CabernetSauvignon(10)
CabernetSauvignon(8)

ICabernetSauvignon(11 babemetSauvignon(é)

CabernetSauvignon(3)
CabernetSauvignon(12)

emission wavelength (nm)
Scores (C4)

Merlot(53)
Merlot(9) _
285 305 2 3 M S
i Scores (C1)
excitation wavelength (nm)

Figure 6: (A) Carte de fluorescence correspondant a un échantillon de vin rouge indiquant les
propriétés fluorescentes de fluorophores typiques du vin tel que 1’acide cinnamique, ou le
flavan-3-ol (144) (B) Représentation 2D des scores (Composante 1 et 4) en fonction du
cépage merlot ou cabernet sauvignon (143).

2.2.4 Larésonance magnétique nucléaire
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La spectroscopie RMN, aussi bien en phase liquide qu'en phase solide, est d’une
grande sélectivité dans 1’analyse moléculaire et apporte des renseignements extrémement
intéressants sur la structure des molécules (148, 149). Son principe de fonctionnement est
bas¢ sur I'utilisation des propriétés de résonance des atomes placés dans un champ
magnétique. Au méme titre que la spectrométrie de masse, la RMN est une technique
incontournable pour la caractérisation structurale de nouvelles molécules et a ¢été déja
largement utilisée dans le domaine de I’cenologie pour la caractérisation, par exemple, des
produits de condensation et de polymérisation des vins (malvidine 3,5-diglucoside/flavanol

ou flavanol/flavanol) au cours du vieillissement (150).

Ce sont cependant les récents progres technologiques avec l'apparition de
spectrometres a trés hauts champs équipés de sondes cryogéniques qui permettent d’utiliser la
RMN comme outil d'analyse non ciblée des vins avec la perspective d’obtenir une signature
de I'ensemble des molécules organiques présentes dans un échantillon. En réalité et a ce jour,
la plupart des études mentionnées dans la littérature ont démontré que méme en RMN du
proton 'H (100 % d'abondance isotopique naturelle), seuls les composés en concentrations

relatives suffisamment élevées peuvent étre potentiellement détectés (27, 151).

L’approche métabolomique par RMN permet de différencier les raisins ou les vins en
fonction de leurs cépages (152, 153), leurs origines géographiques (153, 154) ou leurs années
de production (151, 155). Elle a été notamment appliquée a 1’étude de vins de cépage
chardonnay, pour étudier I’'impact de Botrytis cinerea sur la composition chimique du vin de
base champenois (156). Ces études ont ainsi montré que la composition métabolomique des
vins issus de raisins sains peut étre clairement séparée de celle des vins issus de raisins
infectés par ACP. Cette séparation semble étre due a une concentration plus basse en
glycérol, 2,3-butanediol, succinate, tyrosine, dérivés de valine et phénylpropanoides ainsi
qu’a un niveau plus haut en oligosccharides provoquant un retard de la fermentation

alcoolique (156).

3 Le vieillissement en bouteille

Apres avoir fait 1’état des lieux des approches méthodologiques de 1’analyse du vin, il
convient de s’intéresser au vieillissement en bouteille et notamment a celui du vin blanc.

Selon Ribéreau-Gayon (31), le vieillissement en bouteille correspond a une évolution du vin
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en état de réduction (contrairement a la théorie de Pasteur qui en 1866, pensait que le
vieillissement du vin était de type oxydatif) dans lequel celui-ci doit étre protégé de
I’oxygene et progresse vers une qualité organoleptique supérieure a celle qu’il possédait au
départ, résultat d’une chimie complexe dont on commence a pénétrer les secrets. En plus de
la modification de la couleur (du rouge vif au rouge brique pour les vins rouges, de jaune pale
au doré pour les vins blancs secs), le vieillissement s‘accompagne d’une augmentation de la
complexité et de la finesse des aromes (diminution des aromes fruités et floraux comme le
litchi, la framboise ou encore la pivoine et la vanille, vers des aromes de vieillissement tel
que le miel, le café, la truffe, la violette, la cerise, ’amande ou encore le musc) (157-160). Le
temps nécessaire a 1’obtention de cet optimum varie beaucoup en fonction du type de vin, de
quelques années a plusieurs dizaines années. Les «grands vins» sont généralement
caractérisés par une trés longue tenue au vieillissement, contrairement aux vins plus modestes
qui ne doivent étre conservés que peu de temps pour développer leur potentiel (31). La nature
faisant bien les choses, chaque millésime est différent et on trouve ainsi des « petites » années
ou les vins sont a leur optimum jeunes et au contraire de « grandes » années ou il faut avoir la
sagesse d’attendre plus longtemps avant que le vin ne dévoile toute sa capacité. Trois phases
d’évolution sont a distinguer au cours du vieillissement : la premiére phase correspond a la
phase de maturation, suivie d’une phase de maturité ou d’épanouissement et enfin une

troisiéme phase qui pourrait correspondre a une phase de déclin.

Nous nous attarderons successivement sur les conditions de conservation, sur les deux
principaux mécanismes chimiques associés au vieillissement (estérification/hydrolyse et
oxydation), sur le vieillissement simulé¢ avec I’étude de la micro-oxygénation et enfin sur

I’étude du vieillissement a 1’aide de séries verticales de vins.

3.1 Conditions de conservation

Les conditions d’entreposage des bouteilles de vins jouent un rdle capital dans la
qualité du vieillissement en raison de quatre €¢léments primordiaux : la température ambiante,
I’hygrométrie, la lumicre et les vibrations. Plusieurs vins de millésimes identiques et
provenant d’un méme viticulteur peuvent avoir des espérances de vie totalement différentes,
variant aisément de plusieurs années a ’avantage de celui qui aura été stocké dans des
conditions idéales de conservation (température constante comprise entre 10 et 12°C,

hygrométrie oscillant entre 70 et 80%, absence totale de lumiére et aucune vibration) (161).
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Les conditions et la durée de conservation ont donc une influence considérable sur la qualité
du vin. Pour évaluer I’effet global de la conservation, une étude a suivi la composition de 20
vins rouges, sur deux ans, conservés en cave (température comprise entre 15 et 17 °C,
humidité relative de 70 %) ou dans une maison (température comprise entre 20 et 27 °C en
fonction des saisons, humidité non contrélée). Les analyses de la composition, réalisées par
LC-MS montrent que le vin conservé dans la maison évolue plus rapidement, atteignant une
composition similaire aux vins conservés en cave pendant 2 ans aprés seulement 6 mois
(129). Les anthocyanes (cyanidine 3-glucoside, delphinidine 3-glucoside, malvidine 3-
glucoside et peonidine 3-glucoside), les procyanidines B1l, B3 et B4 ainsi que I’acide
pantothenique ont été identifiés comme des marqueurs de la «condition cave» tandis que la
malvidine 3-glucoside-4-vinylcatechol, la quercétine et le proanthocyanidine-bisuflide ont été

identifiés comme des marqueurs de la conservation domestique (129).

Une fois encore, la majorité des études impliquant les conditions de conservation ont
été réalisées sur des vins rouges. Or la température de conservation a un impact majeur sur la
couleur, les composés phénoliques et les composés volatils des vins blancs. Une étude menée
par Recamales (161) sur des vins blancs conservés en bouteilles et ayant subi des variations
de températures a montré que la durée du vieillissement a un effet significatif sur les
paramétres de couleur et la teneur totale en composés phénoliques (161). La modification de
la teneur en composés phénoliques détectée lors du vieillissement a été mise en évidence par
de nombreuses équipes (7, 8, 161-165) et se traduit notamment par un changement de
couleur, pour les vins blancs du jaune pale au jaune brun (161, 166—168). 1l a également été
noté que la perte en composés phénoliques était significativement plus élevée dans des vins
soumis a des variations de température que dans le cas de vins stockés a une température
constante pour la méme durée de vieillissement (129, 161, 168). L’étude de la composition et
du profil sensoriel de sauvignons blancs en fonction de leurs températures de conservation (5,
10 et 18 °C) montre qu’une température élevée accélere le taux d’hydrolyse des esters et par
conséquent, les vins ont des concentrations inférieures en acétate d’esters et éthyle esters
d’acides gras comparés aux vins gardés a des températures plus fraiches (5 et 10 °C) (169,
170). Enfin ces mémes vins sont caractérisés par des ardmes fruités et végétaux lorsqu’ils
sont conservés aux températures les plus fraiches (5 et 10 °C) tandis que ceux a haute
température de conservation (18 °C) ont des notes aromatiques dominantes de beurre, de

bois, de fumé ou encore de silex (169, 170).
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Le bouchage représente 1’ultime intervention du vinificateur sur le vin. Au-dela,
I’évolution de la qualité du produit embouteillé est supposée ne dépendre plus que des
conditions de stockage et des performances de 1’obturateur employé. En effet, le bouchon
contribue aux échanges existant entre le vin et son environnement. C’est pourquoi le choix de
I’obturateur selon ses propriétés barriéres est déterminant (171). Différentes études se sont
penchées sur la perméabilité des obturateurs et l'impact de celles-ci sur les qualités
organoleptiques et/ou les propriétés physico-chimiques des vins (171-174), dans l'optique
d'une part de mesurer les propriétés barrieres de ces obturateurs, et d'autre part d'évaluer le
role éventuel de cette perméabilité dans les phénoménes d'oxydation prématurée des vins
blancs. En effet, qu'il s'agisse de SO, (172) ou d'oxygene (173), ces études ont montré que des
quantités non négligeables de gaz peuvent pénétrer dans la bouteille ou s'en échapper et ainsi
provoquer une accélération du processus d'évolution du vin. Cependant, bien que de telles
études suggerent que ces transferts de mati¢re au travers du bouchon pourraient expliquer une
évolution prématurée des vins blancs, d'autres études récentes tendent a montrer que les
quantités de matiéres mises en jeu — dans le cas du SO, par exemple — ne seraient pas
suffisantes pour étre a elles seules responsables de ce défaut d’évolution (171). Le mécanisme
de diffusion de I'oxygene a travers le bouchon reste partiellement inexpliqué, mais il se
pourrait que I’oxygene initial contenu dans le bouchon se diffuse dans le vin suivi par une

diffusion de I’oxygéne atmosphérique (175).

Enfin, la qualit¢ du vieillissement pourrait également étre liée au volume du
contenant. En effet, méme si trés peu d’études se sont intéressées a I’impact du volume de la
bouteille sur 1I’évolution du vin contenu, I’étude des pertes de CO; a travers le bouchon lors
du vieillissement du champagne dans trois différents formats de bouteilles (demi-bouteille
(37.5cl), bouteille standard (75cl) et magnum (150cl)) montre que plus le volume du contenu
est important, plus les pertes de CO, dissous a travers le bouchon de licge sont faibles (176).
I est en effet bien connu que les Champagnes et les vins mousseux vieillissent mieux en
magnum que dans des bouteilles plus petites (176). Aucune étude similaire n’a été réalisée
sur des vins Bourguignons, cependant on peut facilement s’imaginer que de méme que pour
le Champagne, selon le volume de la bouteille, les processus chimiques responsables de

I’évolution du vin seraient plus ou moins ralentis.
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3.2 Les phénomenes d’hydrolyse et d’estérification

Deux cas illustrant les connaissances récentes des mécanismes chimiques lors du
vieillissement en bouteille sont présentés ici au travers de 1’étude des phénomenes
d’hydrolyse et d’estérifications. L’estérification permet d’obtenir a partir d’un acide et d’un
alcool, un ester, la réaction inverse (hydrolyse) se produisant simultanément. Les
phénomenes d’estérification et d’hydrolyse sont des réactions lentes et limitées par leur
réaction inverse. On constate expérimentalement au cours du vieillissement du vin que le pH,
la température, et la composition du vin, notamment la présence d’une grande quantité
d’alcool et d’acide, agissent comme des catalyseurs des réactions d’hydrolyse et
d’estérification (169, 177, 178). La vitesse d’estérification est directement lice a Ia

température du vin (169, 170).

Le vin contenant un grand nombre d’alcools et d’acides différents, le nombre d’esters
possibles est par conséquent important, comme le montre le tableau présentant la
concentration en principaux esters de différents vins rouge et blanc, incluant le Chardonnay
(Table 3). Les principaux acides organiques présents dans le raisin (acide tartrique, malique,
citrique ou succinique) (Table 4) permettent la formation d’esters au cours du vieillissement.

La concentration en éthyl ester d’acides ramifiés augmente significativement avec 1’age
du vin et présente des profils similaires pour les vins rouges et blancs (Table 3), ce qui
suggere une synthése par estérification (177). Le manque évident d’hydrolyse des éthyl esters
d’acides gras observé pendant le vieillissement tend a montrer que 1’équilibre entre les acides
et les alcools est atteint dés les premiers mois de vieillissement (177), comme dans le cas de
I’¢thyl butyrate (169). Enfin, la concentration en acétates d’alcool supérieurs diminue
fortement avec le vieillissement du vin blanc, reflétant un taux important d’hydrolyse (177).
Ces résultats permettent de considérer que I’hydrolyse d’esters d’origine biologique et
I’estérification chimique modifient la nature et la quantité¢ des esters par des phénomenes

complexes difficiles a quantifier (177).
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Table 3: Composition moyenne d’esters en pg/L pour différents vins rouges et blancs (177).

Beaujolais Young Aged Total

Youngred  Aged red Nouveau dry white dry white | Sweet white Rosé Total red dry white
Compound (n =22) (n=61) (n=19) (n=31) (n=22) (n=11) (n=17) (n =83) (n =53)
Ethyl esters of straight-chain fatty acids
Ethyl butyrate 177+42b 147£32b 367x95a 347x118a 310x75a 193+72b 301z45a 157+37p 331£1038a
Ethyl hexanoate 387+94d 326=72d 793+158b | 1046:280a 1099:235a 517+189¢ 1064+135a 347 £83p 1068+261a
Ethyl octanoate 479+ 106¢ 385+95d 1001£221b | 1516:433a 1420=265a 930+321b 1352£192a 400110 1476+372a
Ethyl decanoate 108245¢ 52.9+33d 364+120b | 491£177a 387+146b | 327+166b  359x141b  695:dd|p 448+ 171a
Ethyl dodecanoate 288+306d 059+07e 13.3+10.3ab| 188=168a 584+501c| 7.93+106bc 108=11.8ab 1.25+195p 13421460
Higher alcohol acetates
Propyl acetate 11.3z4d 13.7+59cd 78.7z46a 4492340 156+69¢ 3061140 16.6x10.1¢c 13.3£56p 32.7+29a
Isobuty! acetate 62.7+21.2b 59.9:265b 1264z 64a 55+£292b 227x13.7c| 506+189b 219z11.2c 605+£25.1a  41.6x28.7§
Butyl acetate 0.5+04b 02=04b 24x23a 23z2a 06=03b 0.7+0.2b 05204b 0.3z04p 16x18a
Isoamy| acetate 507+ 142¢ 324:98d  3190=1788a | 2235=1423a  406+295cd| 439+422c  1198:950b 378+137f  1476+1425a
Hexyl acetate 225+226d 1.55x0.73e 22.7=z15c 251=212a 216=206c | 11.1%£26¢c 65.8=64b 1.74=1.34 156+ 198a
Octyl acetate 002:002d 002:002d 073:067a | 047=049a 0062004c| 011+0.16b 0.16+0.15b 002:002f 03042«
Phenylethyl acetate 57.5x185d 37.3x163e 311:z195a 170=105b 29.7=18.4e 106+ 182¢ 133£139bc  434:19.1p 1122107 a
Ethyl esters branched acids
Ethyl isobutyrate 110+43¢ 221:70a 69:48d | 435:29e 108+45¢ 156+76b 709+40d 192+80a 702+48p
Ethyl 2-methylbutyrate 20.0+8.0b 66.0+322a 121=144c | 62=45d 189+102b| 235+152b 124=86c 535+34a 1142978
Ethyl isovalerate 36.1+146b 110£496a 202x17c 152+123c 3982209b| 321:234b 320:214b 90.1:54« 254:203p
Ethyl phenylacetate 7512£202b 1832994a 357:290c | 220x1.12c 626=446b| 145:112a 344:226c 153+£98a 3.89+3.58p
Cinnamates
Ethyl cinnamate 085:038c 1.10:£048b 205:1.45a | 026=0.2e 042+035d| 082+035c 0.32+0.13de 1.032047¢ 0.332029p

Ethyl dihydrocinnamate 068:0.19b 0.81:047b 147:042a | 0352026¢c 023:0.15d| 063:064b 0.30:0.19cd 0.81:041a 032023p
Methyl fatty acid esters

Methyl butyrate 1.0+04a 0.7+0.3a 10+05a 08+03a 06+03a 06+0.3a 06+02a 08+04a 07+03a
Methyl hexanoate 169+048a 1.17+028b 163+035a | 1.52+049ab 1482056a] 074+026¢c 1.29+0.29b 1284039« 1520510
Methyl octanoate 161+052b 096+032¢ 223:060a | 225+079a 210+085a| 111+058¢c 159=038b 11420485 2.19+081¢a
Methy! decanoate 028+0.15b 0.13:008c 069:0.34a | 065:0.33a 0452035b| 034:033b 03220.14b 0172013 0572035a
Isoamyl esters of fatty acid

Isoamy| butyrate 036+019b 036+0.12b 077:055a | 038+0.19b 044+048b| 023+007d 040:011b 0.37+0.14a 040+034a
Isoamyl hexanoate 098+039¢ 082+027¢ 219:071a | 1.65:£054b 1.72:044b| 0.93+03¢ 206+03%9a 087:032p 1682050a
Isoamy| octanoate 1.70+08¢ 096+037d 383:159a | 226:0.75b 220+0.76b| 128+091¢c 253:0.82b 117061 223+0.75a
Ethyl esters of odd carbon number fatty acids

Ethyl heptanoate 064+021b 093203%9a 1.00:022a | 036+009d 048+018c| 073+038a 034:009d 085:037a 0412015
Ethyl nonanoate 042:014b 03820.18b 0.75:057a | 02620.13bc 033x04bc | 078+1.07a 0232005¢ 0.392£0.17a 02920280
Miscellaneous esters

Ethyl propionate 919120¢ 1122290 1112260 62.3z18d 102290 148+ 65a 79.7x28¢c 107 +28a 787308
Ethyl trans-2-hexenoate 1.31:043¢ 1.79:085b 050:0.09d | 3.40x1.26a 282:107a| 083+0.73c 326x1.69a 1.65£0.79p 3.16x121a
Isobutyl hexanoate 0.16+006¢c 0.132006c 027:007a | 016+007¢c __ 020+007b| 012+004c 0.1720.07bc 0.14:006a 0.17+007a

Table 4: Composition moyenne d'un vin en principaux acides et alcools en g/L (5).

Famille Constituant Formule Teneur moyenne (g/L)
thanol CHO 0 150
3-m thyl butan-1-ol CsHy,0 0,4
M thanol CH,0 0,015 0,30
Alcools
2-m thyl butan-1-ol CsHy,0 0,15
2-methyl propan-1-ol C4H100 0,0
Propan-1-ol CHO 0,03
Acide tartrique C,H O, 2 5
Acides Acide malique C,H Os 0 5
Acide succinique C,H O, 0,5 1,5
organiques Acide pyruvique C5H,05 0,10
Acide citrique CH O, 0 0,5
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3.3 Les phénomenes d’oxydation

L’oxydation du vin est majoritairement dépendante de I’oxygéne. L’oxygene (O,) est
ubiquitaire et présente une proportion d’environ 21% dans 1’atmosphére a une température de
20°C et une pression de 1013 hPa. De ce fait, le vin ne peut étre entiérement protégé de
I’oxygéne (175). Ce dernier peut jouer un role important pendant le processus de vinification
et de vieillissement au cours duquel il peut influer sur la composition du mofit et du vin. Plus
on avance dans le processus de vinification et d'élevage, plus cet oxygene risque d’étre
néfaste et d’entrainer des modifications chimiques et organoleptiques non souhaitées (179).
Certain vins comme le porto ou les vins du Jura recherchent cependant les caractéristiques
aromatiques de 1’oxydation. Pourtant I’oxydation reste considérée dans les vins blancs secs

comme un défaut (180, 181).

L’oxydation est un phénoméne bien connu dans le vin ou de nombreux aro6mes ont
¢étés identifiés comme caractéristiques de I’oxydation (miel, pomme cuite, noix rance, sucre
brulé ou encore curry). Les composés les plus associés avec les aromes d'oxydation sont le
sotolon, I'eugénol, le phénylacétaldéhyde, le méthanethiol, le 2,4,5-trimethyl-1,3-dioxolane,
le méthional, le 1,1,6-trimethyl-1,2-dihydronaphthalene (TDN), le 2,2-dimethyl-5-(1-
methylpropenyl)-tetrahydrofuran, 1’oxide de linalool (180) et des aldéhydes aliphatiques tels
que le trans-2-nonenal (180, 182, 183). Depuis quelques années, en Bourgogne comme dans
de nombreuses régions viticoles mondiales, les vins blancs sont confrontés au probléme de

I’oxydation prématurée.

L’oxydation prématurée se caractérise par le fait que des vins qui viennent d'étre mis
en bouteille développent trés rapidement des aromes caractéristiques d'évolution oxydative
(182, 183) associés a une modification de la couleur (du jaune pale au jaune brun) (5, 184).
Ce défaut du vin blanc qui a des conséquences économiques considérables pour la filére du
vin est bien caractérisé mais seulement une fois le vin oxydé (185, 186). Etant donné les
symptomes associés a ce vieillissement atypique, divers auteurs ont évidemment étudié le
role de la perméabilité des obturateurs sur le potentiel de vieillissement de vin (186—188). Si
les résultats s’accordent généralement sur le fait que la faible pénétration de l'oxygeéne au
travers du bouchon préserve la qualité aromatique d'un vin, des teneurs trop faibles en
oxygene peuvent également conduire a des ardmes réduits non souhaités (188). Ces résultats

soulignent surtout que la composition du vin est dépendante du processus d'oxygénation
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durant lequel les vins peuvent présenter une réactivité différente a I'égard de I'oxygene. Sur la
base d'expériences répétées sur plusieurs années en vinification champenoise, il a été montré
qu’il existe une perte progressive de CO; a travers le bouchon lors du vieillissement qui est
corrélée a une augmentation progressive de la diffusion de 'oxygeéne depuis 'extérieur vers

de vin (189).

Grace aux nombreux travaux réalisés sur les vins rouges — naturellement plus riches
en composés phénoliques que les vins blancs — le réle du dioxygeéne a été¢ mis en évidence
dans les mécanismes d'oxydation des composés phénoliques, catalysés par des métaux tels

que le fer et le cuivre (31, 190).

Dans les vins blancs, les composés non flavonoides tels que les dérivés
hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques représentent les principaux composés
phénoliques (5). Ces dérivés constituent principalement des dérivés d’esters d’acide tartrique,
coumarique et caféique (191, 192). Ces dérivés d’esters sont présents a des concentrations
comprises entre 10 et 29 mg/L dans les vins de Chardonnay (193) et ont été identifiés comme
étant les substrats d’oxydation et de brunissement des vins blancs (194, 195). D’autres
composés phénoliques sont aussi présents en grande quantité dans les vins blancs tels les
flavan-3-ols qui regroupent la catéchine, 1’épicatéchine, les procyanidines B1 et B2, et les
flavonols dont la quercétine (5, 196). Parmi ces composés phénoliques, ce sont les di- et tri-
hydroxyphénols qui s’oxydent le plus rapidement et en particulier les composés portant un

groupement o-diphénol (catéchol) (5, 175).

De par son abondance dans le vin, 1’éthanol est aussi I’un des premiers substrats pour
former de 1’acétaldéhyde par oxydation qui, a son tour, peut donner naissance a l’acide
acétique (5). On retrouve également quelques acides qui peuvent s’oxyder, notamment les
acides tartrique, malique et lactique (5, 191, 197). Enfin, les métaux tels que le fer et le cuivre
peuvent également interagir avec 1’oxygene dans le mott et le vin et servir de catalyseurs de
réactions d’oxydation (5, 190, 197). Cependant en 1’état actuel, la connaissance sur les

processus complexes d’oxydation du vin reste réduite.
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Les études sur vins modeles se sont révélées étre d’une grande aide pour I’exploration
des fonctions catalytiques du fer et du cuivre et pour I’étude des mécanismes d’action des
sulfites dans les vins. Cependant dans le vin blanc, il semblerait que les acides tartrique et
malique, présents en grande quantité en comparaison des polyphénols, pourraient étre les
ligants principaux du fer contrairement au vin rouge ou les polyphénols seraient en
compétition avec I’acide tartrique (197). Ces résultats récents confirment donc que les

mécanismes d’oxydation du vin rouge et du vin blanc sont différents.

Pour les vins blancs, I'un des principaux problémes lié au vieillissement est la couleur
instable apres la mise en bouteille. Pour l'essentiel, le brunissement est di a 1'oxydation de
phénols en quinones, qui a leur tour se polymérisent pour former des macromolécules ayant
une teinte caractéristique jaune-brun (191). Ce brunissement est cependant bien connu dés les
premiers stades de la vinification ou il est formé par des réactions enzymatiques (198) dans
lesquelles les esters d’acides hydroxy cinnamique jouent un réle prépondérant (199). L’acide
caffeoyl tartrique et I'acide p-coumaroyl tartaric sont tous deux convertis en acide caffeoyl
tartaric o-quinone qui subissent alors une réduction supplémentaire ou une addition

impliquant d'autres composés, phénoliques ou non (198, 200).

Durant le processus de vinification et d'élevage, le vin peut étre en contact avec 1’air
pendant différentes étapes ce qui méne a des concentrations parfois importantes d’oxygéne
dissous. Le mott se trouve saturé en O, pendant les étapes de pressurage des raisins frais
(201), et l'ajout de SO, est alors nécessaire pour protéger les composés d'ardmes variétaux
dans le cas de cépages aromatiques et pour s’opposer au brunissement du mott en réduisant
les quinones produites par oxydation enzymatique (202, 203). Les composés tels que le
dioxyde de soufre (SO,), l'acide ascorbique (CsHsOg) et le glutathion (CioH;7N304S) (Figure
7) sont considérés comme des agents de conservation permettant au vin de résister au
vieillissement oxydatif du fait de leur capacité a stabiliser les thiols (cépages aromatiques) et
a agir comme des réducteurs de quinones (204-207). Parmi ces trois protecteurs, le SO; et le
glutathion font référence a la chimie du soufre qui est au centre des mécanismes de protection

contre I’oxygene.
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Le dioxyde de soufre (SO,) est le premier anti-oxydant exogéne utilisé en cenologie, il
est présent majoritairement sous la forme d’ion hydrogénosulfite (HSOs3") au pH du vin

(Figure 7).
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Figure 7: (A) Ion hydrogénosulfite, (B) acide ascorbique et (C) glutathion.

Dans le mott, la consommation d’oxygéne diminue de fagon drastique avec I’ajout du
SO,. Ceci est di au fait que le SO, n’a aucun effet antioxydant dans le molt mais inhibe
I’oxydation enzymatique (175). La capacité antioxydante du SO, est liée a sa capacité¢ a
réagir avec les agents oxydants ou a étre préférenticllement oxydé par rapport a d’autres
composés du vin. Parmi ces agents oxydants tres réactifs, le peroxyde d’hydrogene est un des
produits de ’oxydation chimique des catéchols (208) (Figure 8). Malgré le fait que 1’ion
hydrogénosulfite (HSO;) interagisse directement et rapidement avec le peroxyde
d’hydrogene, son effet reste limité et 1’acétaldéhyde (produit d’oxydation de 1’éthanol) est
toujours produit méme a des concentrations de 177 mg/L de SO, (208, 209). Cet ion
hydrogénosulfite est aussi capable d’interagir avec les o-quinones pour les réduire en phénols
(Figure 8). Cette réaction est rapide, en particulier dans le cas de I’acide caféique par rapport

a la (+)-catéchine ou la quercétine (202, 210).
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Figure 8 : Réaction entre 1’ion hydrogénosulfite, le peroxyde d’hydrogéne et une o-quinone

suite a I’oxydation du catéchol (202, 208)
Les composés soufrés organiques sont présents a de trés faibles teneurs dans le vin.

En 1'état actuel des connaissances, ils se résument a certains acides aminés et peptides (80,

211) et a des composés soufrés volatils dont principalement des thiols volatils (50, 212). Les
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thiols volatils sont généralement trés oxydables et trés réactifs. Beaucoup d’entre eux sont a
I’origine d’odeurs désagréables tels que celles d’oignon et de chou pourri causés par le
methional et le méthane thiol (50) mais certains composés soufrés sont responsables d’odeurs
trés agréables comme 1’arome du fruit de la passion et le café¢ (51, 213). Dans le cas du

chardonnay les thiols volatils sont présents en tres faibles quantités.

Parmi les substrats de 1’oxygéne, on trouve également les composés antioxydants
exogenes ou endogeénes du raisin, avec notamment les composés soufrés tels que le
glutathion ayant un comportement sacrificiel vis-a-vis de 1'oxygéne (207), et plus
généralement, I’ensemble des molécules portant une fonction thiol (214, 215). Le tri-peptide
glutathion (acide glutamique - cystéine - glycine) est un antioxydant indigéne au raisin
découvert pour la premiere fois dans le raisin en 1989 (198) et largement étudié pour son
action contre I’oxydation dans le mott et le vin (210, 216). Des études antérieures ont montré
que le glutathion en combinaison avec des niveaux réduits de SO, inhibe la perte de
composés d'ardme souhaitables telles que les mono-terpénes et les esters, et d'autre part,
retarde la formation de brunissement oxydatif, en particulier du pigment jaune xanthylium
(217). En outre, Lavigne et Dubourdieu ont observé que le glutathion proteége directement le

vin contre la perte de thiols volatils, au cours de 1’¢élevage en flts (205).

Au travers du mécanisme d’oxydation des composés soufrés a fonction thiol, on
observe que 1’oxydation de deux thiols fait perdre un atome d’hydrogeéne (H) par molécule.
Un exemple est illustré pour le glutathion (Figure 9). Par oxydation le glutathion qui a pour
formule brute C;oH;7N304S interagit alors soit avec une autre molécule de glutathion pour
former un composé disulfure (C,0H3,Ns01,S,) (Figure 9B), soit avec une quinone issue de
I’oxydation des composés portant un groupement o-diphénol tels que I'acide caftarique pour
former un produit incolore appelé « Grape Reaction Product » (GRP), empéchant ainsi le

brunissement du motit en piégeant cette quinone (218) (Figure 9C).

Cependant, la compréhension de l'action du glutathion ainsi que d’autres peptides
soufrés dans la protection des vins reste encore trés méconnue, comme le montrent les
résultats de Ugliano et a/ (188) ou en conditions d’oxygénation du vin en bouteille, aucune
formation de glutathion oxydé n’est observée. Par ailleurs les propriétés antioxydantes
complémentaires du SO, et de 1’acide ascorbique offrent des possibilités trés prometteuses

pour la gestion de l'oxydation du vin (219).
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Figure 9: (A) Glutathion réduit, (B) formation d’un disulfure par oxydation de deux
molécules de glutathion, (C) formation du GRP (Grape Reaction Product) par interaction du

glutathion avec la quinone de ’acide caftarique.

3.4 Micro-oxygénation et vieillissement artificiel

La micro-oxygénation est une pratique commune en cenologie pour les vins rouges qui
consiste en 1’addition de faibles quantités d’oxygeéne au mott et permettant d’améliorer la
couleur, les aromes, la texture ainsi que la conservation (220-223). Cependant la micro-
oxygénation du vin est également utilisée comme processus de vieillissement simulé par ajout

continuel de faibles quantités d’oxygene au vin.

Les effets de I’oxygéene sur la qualité sensorielle du vin sont fortement dépendants de
la quantité. Clairement positif a faible dose (222, 223) en augmentant la teneur en composés
volatils comme 1’acétaldéhyde, la vanilline et la syringaldéhyde ainsi que les produits de
réaction de stabilisation des anthocyanes (220, 222, 224-228), I’oxygene devient négatif pour

des concentrations plus fortes.

Récemment, une expérimentation a ét¢ menée sur des vins rouges pour quatre niveaux
d’oxygénation (0, 5, 10 et 15 mg/L/mois) pendant sept semaines a 1’aide d’analyses non
ciblées (229). Bien que la micro-oxygénation ait été¢ étudié¢ extensivement ces vingt dernieres
années, aucune donnée n’avait été apportée sur son influence sur les sucres, les acides
aminés, les acides organiques ou encore les acides gras (229). Les résultats de cette étude ont
confirmé I’identification de la plupart des biomarqueurs connus de la micro-oxygénation qui
sont principalement des tannins et des pigments. Cependant le caractére novateur de ce travail
est qu’il a révélé de nouvelles classes de composés impliqués dans les changements dus a la

présence d’oxygene, notamment des métabolites primaires et secondaires qui n’avaient pas
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été considérés dans les études précédentes (229). Ont ainsi été€ identifiés des polyphénols tels
que I’acide caféique, I’acide caftarique, 1’acide vanillique, I’acide gallique, 1’acide ellagique,
la quercetine glucoside, le trans-picéide mais aussi des acides organiques tels que ’acide
succinique, ’acide lactique, 1’acide malique, 1’acide abscisique, 1’acide indolique et 1’acide
gluconique, ou encore des acides aminés comme I’arginine, la proline, I’histidine ou la
leucine, des acides gras comme [’acide linolénique, 1’acide arachidonique, D’acide
hexénoique, I’acide oléique et enfin des oligosaccharides tels que le raffinose ou encore des
stérols (229).

On constate ainsi que de trés nombreuses familles moléculaires sont impactées par la
micro-oxygénation. Pourtant, bien que la micro-oxygénation soit un processus prometteur
pour I’étude du vieillissement du vin, celui-ci reste artificiel et est actuellement appliqué tres

majoritairement aux vins rouges.

3.5 Ftude de séries verticales de vins en bouteille

Etudier des séries verticales comme une approche alternative du vieillissement repose
sur I'hypothése qu'il est possible a un instant donné de comparer des signatures de vins ayant
plusieurs points communs (cépage, origine, procédé cenologique...) mais n'ayant pas la méme
durée de vieillissement. Ce paramétre fondamental est au coeur du challenge que constitue la
présente approche. En effet, il s'agit d'étre en mesure de différencier dans les signatures

métaboliques les contributions liées au vieillissement du vin de celles dues au millésime.

Aucun article dans la littérature ne rapporte a ce jour une approche de ce genre, et les
rares résultats portant sur des séries verticales de vins illustrent a merveille ce challenge, a
I'image de la récente étude sur des séries de vins rouges australiens de 50 millésimes (de 1954
a 2004) (230). En effet, I'analyse de paramétres cenologiques classiques tels que Ia
concentration en tannins, le pH (+ 3,5), le taux alcoométrique (£13%) ou encore 1’acidité
volatile (0,6 g/L) n'a pas pu faire apparaitre de corrélations avec 1'age du vin (230) (Figure
10), révélant ainsi les limites de 'analyse ciblée pour comprendre des mécanismes complexes
pouvant eux-mémes impliquer une multitude de composés. Cependant, cette méme ¢étude sur
deux séries de vins rouges australiens de 30 millésimes (de 1977 jusqu’a 2006) montre une
décroissance de la concentration en anthocyanes (diminution de la concentration en

malvidin-3-glucoside qui passe de £ 200 mg/L pour le vin de 2006 a = 0 mg/L pour les vins
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plus anciens que 2001) (230), qui est aisément corrélable avec I'évolution connue de la
couleur des vins rouge au cours du vieillissement, ou le taux de combinaison des anthocyanes
atteint progressivement les 100% (23, 230, 231). Il est intéressant de constater que selon cette
étude, la vinification semble avoir un impact plus fort que le millésime sur la composition du
vins, ce qui suggére que les variations d’astringence lors du vieillissement du vin sont dues a

des modifications de la structure des tannins plus qu’a des évolutions de concentrations (230).
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Figure 10: Paramétres du vin de la série verticale de 50 ans : (a) Concentration en alcool %
EtOH; (b) pH; (c) acidité titrable en g/L d’équivalent d’acide tartarique; (d) acidité volatile
(VA) en g/L (230).

L’¢tude de 24 millésimes (1978 a 2005) de Cabernet-Sauvignon et de 7 millésimes
(1979, 1986, 1988, 1994, 1995, 1998 et 2003) de Merlot conforte le lien entre vieillissement
et évolution de la teneur en composés phénoliques, anthocyanes totales, et tannins (23).
Cependant, elle illustre également les limites des approches actuelles, notamment en terme de
couleur des vins étudiés ou seuls les vins rouges, riches en composés phénoliques ont été

considéreés.
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Enfin, un certain nombre d'études se sont intéressées au lien entre vieillissement et
évolution du profil aromatique. Les changements de propriétés aromatiques liées a
I’oxydation sont trés souvent relatives a la formation d’aldéhydes (232, 233) et
principalement de méthional et de phényl acétaldéhyde (206, 234). Le role de ces aldéhydes
dans le processus de I’oxydation et leur conséquence dans le vin blanc a été bien étudié (22,
182, 183, 235). Cependant, ces travaux ont également montré les limites des approches
ciblées pour comprendre l'origine des mécanismes d'oxydation, dans la mesure ou aucune
corrélation n'a pu étre établie entre la concentration en précurseurs supposés et celle du

compos¢ marqueur.

Ces travaux démontrent que tout reste a faire sur l'analyse de séries verticales de vins,
notamment par approches non ciblées afin d'aborder 1’évolution de la composition globale du

vin au cours de son vieillissement en bouteille

4 Influences des facteurs environnementaux

Globalement et comme le suggerent les paragraphes ci-dessus, chaque étape du
processus cenologique peut donc conduire a une modulation plus ou moins fine de la
composition du vin. En réalité, ce raisonnement peut étre étendu a l'ensemble des facteurs
que nous appellerons "environnementaux" pouvant étre considérés depuis la parcelle, jusqu'a
la bouteille (Figure 11). Par influences environnementales nous pouvons considérer
I’ensemble des propriétés qui sont couramment associées au concept de terroir : le cépage, le
porte-greffe, I’ensemble des conditions climatiques, la localisation géographique ou encore
I’action de ’homme depuis la vigne jusqu'au vin. Puisque 1’étude de la composition globale
du vin en bouteille est censée permettre une lecture de I’histoire du vin relative a tout ce qui
s’est passé en amont du vieillissement, il est donc en théorie possible de retrouver dans le vin
des informations relatives au matériel biologique et aux pratiques culturales ou cenologiques
ayant été utilisées lors de son ¢élaboration (Figure 11). La composition en métabolites d’un
vin est donc non seulement due a la composition du raisin et aux modifications chimiques
apportées lors du vieillissement, mais est également influencée par toutes les étapes viti-
vinicoles, les pratiques cenologiques, les pathogeénes de la vigne, ou encore les modes de

conservation et de vieillissement (Figure 11).
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Vieillis ent

Figure 11: Schéma de syntheése résumant les différents niveaux d’impact des facteurs
environnementaux sur la composition finale d’un vin : biodiversit¢é du matériel végétal,

pratiques culturales et cenologiques, conditions de vieillissement.

L’origine géologique du sol, a une influence directe sur les caractéristiques du raisin
(236). Les raisins sont cultivés sur des sols dérivés de trois types de roches de base: Igné
(exemple, le granit), sédimentaires (exemple, la craie, le calcaire), ou métamorphique
(exemple l'ardoise, la quartzite et le schiste) (237). Si certains auteurs écrivent que le sol a
I’impact le moins significatif sur la qualité du raisin et du vin comparé a I’ensemble des
influences environnementales (238-240), d’autres comme Pereira (241) indiquent que 'effet
le plus significatif pour la discrimination de vins pour un millésime donné est 1'effet du sol. Il
existe une relation directe entre la géologie et le sol et donc entre la géologie et le vin (236,
242). Certains aspects de la géologie ont un effet direct sur les performances de la vigne,
comme la texture du sol, sa composition, sa structure et son inclinaison (242, 243) mais aussi
de par sa composition chimique, son pH, sa température, son statut hydrique (243, 244).
Bavaresco (245, 246) a étudié I’effet du calcaire sur la productivité des vignes ainsi que sur

la qualité du vin de Merlot, il a montré une production accrue de stilbene dans les pellicules.

En plus du fort impact du sol, les conditions météorologiques saisonnieres, en

particulier la température (247), les précipitations et I'humidité relative de l'air (247) ont une
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influence importante, notamment lors du dernier mois avant la vendange ou elles affectent la
synthése de métabolites primaires (sucres, acides) et secondaires (resveratrol, composés
aromatique et phénoliques (248). En effet la teneur en resveratrol ou en cis-piceide (glucoside
de resveratrol) augmente significativement dans les pellicules a la suite de précipitations
survenant a la fin de la maturation, tandis que la teneur est bien plus faible pendant les
saisons les plus chaudes (245, 249). 1l est généralement admis qu’un faible potentiel hydrique
a un effet positif sur le potentiel aromatique des raisins (248). Enfin, dans un contexte de
réchauffement climatique, I’impact du climat sur la viticulture fait I’objet de plus en plus

d’études afin notamment d’anticiper des adaptations variétales (16, 250-253).

Au travers de ces deux exemples d'influences que sont le sol et le climat, nous
constatons que la qualité du vin est supposée dépendre en grande partie du terroir duquel il
provient (248). La notion de terroir est une problématique d’actualité en cenologie et un
grand nombre d’équipes s’intéressent a ce que le terroir représente en termes de qualité de
raisin ou de vin, ainsi qu’au développement de méthodologies permettant la détermination de
I’origine géographique de raisin et de vins (254, 255). Le terroir fait en premier lieu référence
a une zone de production et possede donc une dimension géographique (256). Le concept de
terroir en viticulture est principalement utilisé en France, ou il est décrit comme la somme des
conditions naturelles environnementales d'un lieu. De nombreux auteurs ont donné leur
définition de ce concept complexe (13, 14, 236, 243) que l'on peut décrire comme l'effet
combiné du sol, de l'orientation par rapport au soleil, de I'élévation (topographie), plus
chaque nuance du climat incluant la pluie, la vélocité du vent, le brouillard, 1'ensoleillement,
les températures minimum et maximum ainsi que le cépage et le porte-greffe des raisins

produits sur le site (13, 14, 236, 243).

Des études récentes en microbiologie ont permis par une approche méta-génomique
non ciblée de déterminer que les populations microbiennes présentes sur les baies de raisin
variaient en fonction du terroir (254, 255). En effet les études des populations microbiennes
des raisins provenant de différentes régions de nouvelle Zélande (255) et de Californie (254)
ont été comparées, permettant de mettre en évidence une biogéographie des populations
microbiennes associées au raisin (Figure 12). Il est ainsi montré que 1’'impact du terroir sur la
composition du raisin est primordiale (254, 255, 257). Ainsi, si les raisins possedent une
empreinte spécifique de terroir, les vins produits a partir de ces raisins devraient ¢galement

contenir dans leur composition une signature de ce terroir.
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Figure 12: Communautés bactériennes issues de mofits de raisins provenant de différentes
régions. (A) dendrogramme comparant les communautés bactériennes des mofts de
Chardonnay a travers la Californie. (B) ACP des communautés bactériennes dans les mofts
de Chardonnay de toute la Californie. (C) Analyse canonique discriminante comparant les
moits de Chardonnay de Napa, Sonoma, et Central Coast. (D) Diagramme comparant tous

les motits de Chardonnay classés par région de production (254).
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5 Conclusion

Le vin est un systéme complexe comprenant plusieurs milliers de composés différents
dont une partie contribue a son arome, son parfum, ses caractéristiques sensorielles ou encore
a ses bénéfices pour la santé. Comme cela a été mentionné auparavant, ces composés sont
originaires des raisins, des conversions enzymatiques réalisées lors des fermentations mais
également des réactions chimiques souvent trés lentes prenant place lors du vieillissement en
bouteille. Actuellement, seule une faible partie des composés du vin ont été identifiés et la
majorité des études se sont concentrées sur ces composés connus. Ces analyses ciblées n'ont
pas permis pas de comprendre ni d’expliquer de fagon univoque les interactions impliquées
lors de 1’évolution de la composition du vin. De plus, trés peu d’études on tenté d’analyser les
modifications de la composition du vin sur un grand nombre de millésimes. C’est donc dans
I’optique d’améliorer la compréhension des changements de composition pendant le
vieillissement ainsi que des mécanismes responsables de ces changements par 1’étude de
séries de vins aillant vieilli en bouteille, que cette thése s’est focalisée sur la combinaison de

méthodes analytiques non ciblées.
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Matériels et Méthodes

Cette partie regroupe 1’ensemble des protocoles communs a toutes les expérimentations
réalisées dans ce travail, ainsi qu’une description des échantillons. Pour une lecture plus
facile et une meilleure compréhension, un paragraphe « méthodologie » est redonné dans

chaque chapitre de la partie résultats et discussions.

1 Solvants et réactifs

De par sa sensibilité et sa sélectivité, la FTICR-MS requiert I'utilisation de solvants sans

impuretés (Table 5).

Table 5: liste des réactifs et solvants utilisés.

Solvants

Noms Origine Description

Méthanol Fluka LC-MS Chromasolv, 34966 1L
Acétonitrile Fluka LC-MS Chromasolv, 34967 1L
Tampons

Noms Origine Description

Acétate d 'amonium Biosolve =~ ULC-MS grade, 01244156
Acide formique Fluka MS, 94318 50ml

2 Matériels biologiques

Des vins de Bourgogne et de Champagne ont été sélectionnés pour notre étude. Ils
proviennent de diverses appellations réparties en cote de Nuits, cote de Beaune, Chablis et en

Champagne.

2.1 Influences des pratiques cenologiques

Trois millésimes successifs (2008, 2009 et 2010) d’un vin blanc d’une méme
appellation (Rully) et provenant du méme domaine ont été analysés dans le but de déterminer

I’impact de différentes pratiques cenologique sur la composition globale en métabolite. 48
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bouteilles de vins blancs de Bourgogne ont été¢ analysées lors de cette étude. La gamme
d’échantillons présentait 4 variables : Intensité du débourbage (150 et 300 NTU), collage a la
bentonite (0 et 30 g/hL), type d’obturateur (liege naturel (N), Diam® (D), Nomacorc® (NC)
et dans des ampoules en verre scellées sous atmosphére protectrice ne permettant aucun
échange avec l'environnement) et bien entendu millésime (2008, 2009 et 2010). Les
bouchons en liege étaient de 49 mm de long. Les obturateurs Diam®, marque de bouchons
agglomérés, sont fabriqués a partir de particules de licge naturel et agglomérés avec de la
colle. Les obturateurs Diam® étaient de 49 mm de long, avec une perméabilité basse de
niveau P1 sur I’échelle Diam® allant de P1 a P10 (ou P10 est le bouchon le plus perméable).
Les obturateurs Nomacorc® employés dans cette étude étaient de type « Nomacorc light » de
47 mm de long et 22,5 mm de diamétre, avec une densité de 0,285 g/cm3 et un OTR de 0.090
cm’/jour. Ils sont issus de I’extrusion et sont conseillés pour les vins & conserver jusqu’a 12

mois.

Enfin, I’impact de la dose de soufre ajouté lors du pressurage a été étudié (0, 4 et 8
g/hL) sur deux millésimes 2006 et 2007. 44 bouteilles de vins blancs de Bourgogne
(Montagny) ont été analysées lors de cette étude. Les vins provenaient du Domaine Sauvestre
a Meursault. La gamme d’échantillons présentait trois variables : millésime (2006 et 2007),
taux de sulfitage au pressurage (0, 4 et 8 g/hL) et type d’obturateur (liege naturel, Diam® et
Nomacorc®). Pour chaque modalit¢é de cette étude, trois réplicas ont ¢été considérés

correspondant a trois bouteilles de vins.

2.2 Les vins pour I’analyse « oxygénation contrdlée »

Un total de 27 bouteilles (75 cl) de vins de Champagne de méme producteur et de
deux millésimes (2006 et 2008) ont été analysés a la fin de la prise de mousse sur lattes, peu
de temps aprés le dégorgement en juillet 2013. Une série d'échantillons de deux millésimes
correspondent a des vins d'assemblage de base (!5 chardonnay, % pinot noir, 5 Pinot
Meunier) mis en bouteille pour la prise de mousse, en juillet 2007 et juillet 2009,
respectivement. Pour le millésime 2008, les vins de champagne de chacun des trois cépages
ont également été¢ analysés (100% chardonnay, 100% pinot noir et 100% pinot meunier)

(Table ).
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Ainsi, les vins de champagne de cette étude ont été analysés au bout de 6 ou 4 ans de
vieillissement en bouteille. Pour chaque millésime, les bouteilles avaient été¢ fermées lors la
prise de mousse, avec des bouchons synthétiques a joints couronnes présentant trois niveaux
de perméabilité controlée a l'oxygene: faible (Capsule Bar et BO avec pertes d’O2 de 0,2
mg/L/ans), moyen (Capsule Scel++ avec pertes d’O, de 0,7 mg/L/an) et élevé (Capsule Scel+
avec pertes d’O, de 1,8 mg/L/an). Pour chaque modalité de cette étude, trois réplicats ont été

considérés correspondant a trois bouteilles de vins (Table 6).

Table 6: Tableau résumant les vins de champagne, leurs cépages, les millésimes étudiés et la

perméabilité de la capsule.

Perméabilité de la Nombre
Groupe Cépages Millésimes capsule d’échantillons
mg/L/ans d’O, (A-B-0)

PN. Pinot Noir 2008 0,7 3
Meu. Pinot Meunier 2008 0,7 3
Ch. Chardonnay 2008 0,7 3
07 Low PN./Meu. / Ch. 2006 0,2 3
09 Low PN./Meu. / Ch. 2008 0,2 3
07 Middle PN./Meu. / Ch. 2006 0,7 3
09 Middle PN./Meu. / Ch. 2008 0,7 3
07 High PN./Meu. / Ch. 2006 1,8 3
09 High PN./Meu. / Ch. 2008 1,8 3

2.3 Les vins pour l'analyse terroir

Deux vins de Bourgogne, un Grand Echezeaux et un Romanée Conti, ont été
échantillonnés juste apreés leur fermentation alcoolique et analysés pour trois millésimes
successifs (2010, 2011 et 2012). Les raisins correspondant ont été prélevés lors de vendanges
pour chaque millésime et les extraits de leurs pellicules ainsi que leurs motts ont été

analysés.
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Quatre vins issus de Cote de Nuits (appellations Clos Saint Jacques et Clos Vougeot) et
de Cote de Beaune (Appellation Clos des Couchereaux et Les Avaux) ont également été
¢échantillonnés juste apres leur fermentation alcoolique. Les millésimes étudiés étaient 2007,
2008 et 2009. Les raisins correspondant aux vins étudiés ont été prélevés lors des vendanges
pour chacun des millésimes étudiés et les extraits de leurs pellicules ainsi que leurs motts ont
été analysés. Les mémes vins ont été analysés de nouveau mais aprés 3, 4 et 5 ans de

vieillissement en bouteille dans la cave du domaine.

2.4 Les séries verticales de vins blancs et rouges

L'originalité de ce travail réside dans l'analyse non ciblée de séries verticales de vin.
Une série verticale de vin est issue d'une méme parcelle et ¢laborée par un méme viticulteur
sur une période de temps la plus longue possible, afin de pouvoir lire I'histoire métabolique
de ces vins et la corréler a des données environnementales relatives a I'année d'élaboration de
ceux-ci. Quatre séries de vins blancs et trois séries de vins rouges provenant de différents
terroirs en Bourgogne ont ét¢ analysés (Figure 13). Ces séries regroupaient des millésimes de
1934 a 2012 avec plus ou moins d'interruptions selon les domaines (Table 7). Chacune de ces
verticales a été prélevée, dégustée et analysée individuellement par des méthodes

cenologiques traditionnelles ainsi que par analyses non ciblée.

Table 7: Tableau résumant les séries verticales de vins, leurs origines et les millésimes

étudiées.

Appellation Domain Period Vintages analysed number of vintages

Meursault la Velle 1979to 2006 1979 to 2006 27

Corton Bouchard pére et 1934 - 1955 - 1957 ta 1960 - 1965 to 1967 - 1972 - 1973 - 1975 - 1976 - 1978 - 1980 -
Charlemagne fils 1934102010 1982 to 1984 - 1987 to 1989 - 19991 - 1994 to 2010 34
White = :
. Vincent

Chablis Sre— 1984102012 1983 1o 1990 - 1992 t0 2012 29

Meursault Comtes Lafon 1969t0 2010 P8Rl AeR1R-100 119;;:}';929&([,0 S 24

Céte de Beaune la Velle 197610 2007 1976 to 1979 - 1981 mwsar?‘]sosst:n;xs?r 1995 - 1996 - 1998 10 2003 - 26

Red Richebourg Romanée Conti 1959t0 2009 1959 - 1966 - 1979 - 1989 - 1999 - 2009 6

Grand Echezeau Romanée Conti 1959 t0 2009 1959 - 1966 - 1979 - 1989 - 1999 - 2009 6
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Figure 13: Localisation des applellations considérées pour les séries verticales.
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Une série de vins rouges (Pinot Noir) provenant du domaine de la Velle a Meursault
(Figure 13), d'appellation Cote de Beaune et regroupant les millésimes 1976 a 2007 (a noter
I'absence des millésimes 1980, 1987, 1994, 1997 et 2004) ainsi qu'une série de vins blancs
(Chardonnay) provenant du méme domaine, d’appellation Meursault et regroupant les
millésimes 1979 a 2006 ont étés analysés. Chacune de ces bouteilles était bouchée d'origine

et aucune ne présentait de défauts avérés ou percgus a la dégustation (Annexe 4).

Une série de vins blancs (Chardonnay) (Figure 14) provenant du domaine Bouchard
pere et fils a Beaune (Figure 13), d'appellation Corton Charlemagne et regroupant les
millésimes de 1934 a 2010 avec I'absence des millésimes de 1934 a 1954; 1956 a 1961; 1964
a 1968; 1971; 1974 a 1977; 1979; 1981; 1985 a 1986; 1990; 1992 a 1993 et avec deux
bouteilles (dont une bouchée avec Diam5) pour les millésimes 2006; 2007; 2008 et 2010 a été

analysée et dégustée (Annexe 2).

Figure 14: Photo des bouteilles de la série verticale de Corton Charlemagne.

Une série de vins blancs (Chardonnay) (Figure 15) provenant du domaine des Comtes
Lafon a Meursault d'appellation Meursault Clos de la Barre a été analysée (Figure 13). Cette
série de vins regroupait les millésimes de 1969 a 2010 avec I'absence des millésimes de 1970
a 1975; de 1977 a 1978; de 1980 a 1981; de 1983 a 1984; de 1986 a 1988; 1989; de 1993 a
1995; 1998. Deux bouteilles du millésime 2005 ont été analysées (la premiére bouteille avait
été jugée oxydée), de méme, deux bouteilles de 2002 (la premicre bouteille avait été jugée
bouchonnée), de 1999 (la premicre bouteille avait été jugée trés oxydée, la deuxiéme

oxydative), de 1985 (la premiére bouteille avait été jugée bouchonnée) et quatre de 1996 (la
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premiere bouteille avait été jugée trés oxydée, la deuxieme moyennement oxydée, et les deux

dernicres excellentes) ont été analysées (Annexe 3).

Figure 15: Photo des bouteilles de la série verticale de Meursault Clos de la Barre.

Une série de vins blancs (Chardonnay) provenant du domaine Dauvissat a Chablis
(Figure 13) d'appellation Chablis premier cru, La Forest, regroupant les millésimes de 1984 a
2012 avec l'absence du millésime 1991 a été analysée. Chacune de ces bouteilles étaient

bouchée d'origine et aucune ne présentait de défauts avérés (Figure 16).

Figure 16: Photo d'une bouteille de la série verticale Chablis, La Forest et de la cave du

domaine Dauvissat.

Deux séries verticales de vin rouge (Pinot Noir) provenant du domaine de la Romanée

Conti a Vosne Romanée (Figure 13), d'appellations Richebourg et Grand Echezeaux et
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regroupant les millésimes de 2009 a 1959 avec une année tous les dix ans (soit les millésimes

2009, 1999, 1989, 1979, 1966 et 1959) ont étés analysées.

2.5 Les millésimes anciens

Une premicre bouteille ancienne d’origine et d’age inconnus, nommée SVI1, a été
trouvée dans les caves de l'abbaye Saint Vivant. L'ouverture de la bouteille, son
échantillonnage et sa dégustation ont étés réalisés en 2012, en méme temps qu'une bouteille
de Romanée Saint-Vivant de 1915 pour en permettre la comparaison (Figure 17). Une
deuxieme bouteille ancienne, SV2, provenant d’un cave particulicre a été ouverte,
échantillonnée et dégustée en 2013 en méme temps qu'une bouteille de Richebourg 1946

(Figure 17).

Figure 17: Photos illustrant d'une part la vieille bouteille SV1, I'échantillonnage, le bouchon

et la bouteille RSV 1915, la vieille bouteille SV2 ainsi que son bouchon.

3 Mc¢éthodes analytiques

3.1 Préparation des échantillons

L'échantillonnage des vins a été réalisé le plus souvent possible a I’abri de I'oxygene,
dans une boite a gant sous atmosphére protectrice d’argon (Figure 18). Pour cela, aprés
ouverture des bouteilles, des flacons ambrés de 2ml étaient remplis a ras bord a l'aide de

pipettes pasteurs puis refermées, gardant ainsi les échantillons a l'abri de l'oxygeéne. Les
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¢échantillons ont ensuite été conservés a 1’abri de la lumiere au frais a une température

constante de 7°C dans un réfrigérateur en attendant les analyses. Huit vials ont été

échantillonnés pour chacune des bouteilles ouvertes.

Figure 18: Compilation de photos illustrant 1'échantillonnage sous argon dans une boite a
gants gonflable, une boite a gants rigide et enfin les échantillons en cours de remplissage lors

des prélevements.

L'échantillonnage des baies de raisins a consisté a séparer les différentes parties de la
baie par pressurage d'un lot de 100 baies considérées comme représentatives de la parcelle
(c’est-a-dire prélevées aléatoirement a différents endroits de la parcelle). Le jus a été récupéré
et conservé au frais. Le reste des baies préalablement pressées a ensuite été séparé
manuellement de tous les restes de pulpe, puis les pellicules ont été lavées a ’eau distillée et
séchées individuellement pour étre broyées dans 40 mL de méthanol (Figure 19). Les
solutions méthanoliques de pellicules ont alors été placées sur un agitateur pendant deux
heures, puis centrifugées (5 min 4000 t/min), le surnageant a été récupéré par filtration sur du
coton de verre. 20 mL de méthanol ont alors été ajoutés au culot de centrifugation et ces
étapes ont été répétées (Figure 19). Aprés les trois cycles d’agitations/ centrifugations/

filtrations, le filtrat a été complété a 100 mL avec du méthanol puis conservé a -20 °C.

Les motts ont quant a eux été filtrés a l'aide de cartouches BEH C18 permettant
notamment 1’élimination des sucres. Pour ce faire, les mofits ont étés acidifiés par de I’acide
formique dilué (2 %) jusqu'a un pH compris entre 1,5 et 2. Les cartouches C18 étaient alors

conditionnées par passages successifs de 1 mL de méthanol et 1 mL d’acide formique dilué
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dans de I’eau ultra pure (2 %). Le passage du solvant dans la colonne a été réalisé a 1’aide
d’une pompe a vide. 1 mL de mott acidifié était ensuite passé au travers de la colonne C18,
puis de nouveau 1 mL d’acide formique dilué, et enfin 500 pL de méthanol qui étaient alors

récupérés dans des flacons ambrés et conservés a -20 °C pour [’analyse.

40ml
MeOH

pellicule

Broyage
10 min

Conservation -20°C

- . -

Figure 19: Schéma illustrant les différentes étapes nécessaires a I'extraction des pellicules

lors de I'échantillonnage des raisins.

3.2 Analyses UPLC

L’analyse quantitative des composés phénoliques non volatils contenus dans les vins a
été réalisée par Chromatographie Liquide a Ultra haute Performance, aprés optimisation
d’une méthode de séparation pour les vins blancs et rouges (Figure 20). Les vins étaient
préalablement filtrés (filtre a seringue Uptidisc de 0,20 um). Les standards des composés
phénoliques utilisés (Sigma Aldrich, Steinheim, Allemagne et Extrasynthése, Genay, France)
ont été passés en UPLC pour établir des courbes de calibration permettant la quantification de
ces mémes composés dans les échantillons de vins. L’identité des pics dans les vins a été
validée par comparaison des temps de rétention et des spectres UV ainsi que Fluo dans le cas

du resveratrol.

Le systeme d’acquisition UPLC (Waters, Milford, MA, USA) était équipé d’un
détecteur a barrette de Diode (PDA) de modéle 2996, d'une pompe Auto-Blend et dun
injecteur passeur Smart Seal Optimisation. Le systéme était reli€¢ a un ordinateur équipé du

logiciel Empower pour la collection et le traitement mathématique des chromatogrammes. 10
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ul d’échantillons étaient injectés avec un débit de 0,25 ml.min™ sur une colonne BEH C18
(150x2,1 mm, 1,7 pm ; Waters) dont la température était maintenue a 35°C tandis que les
échantillons étaient gardés a 8°C. L'élution était réalisée grace a un gradient de deux
solvants (solvant A : eau-méthanol-acide formique 100:5:0,1 (v/v), et solvant B : méthanol).
Les composés étaient détectés par une barrette de photodiode entre 250 et 360 nm. Le
systéme optimisé consistait en un gradient pas a pas comme suit : de 3 a 5 %B (0-4 min), 5 a
8 %B (4-10 min), 8 %B (10-12 min), de 8 a 10 %B (12-14 min), de 10 a 15 %B (14-17 min),
de 15 a30.1 %B (17-19 min), de 30.1 a 38 %B (19-21 min), de 38 a 41 %B (21-24 min), de
41 a 50 %B (24-30 min), de 50 a 100 %B (30-31 min), 100 %B (31-31,5 min), de 100 a 3
%B (31,5-32,5 min) et 3 %B (32,5-35 min). Ce programme optimisé a permis 1’excellente

séparation de 23 composés standards (Figure 20).
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Figure 20: Chromatogramme des composés phénoliques standards séparés par UPLC avec

détection a 280 nm.

3.3 Mc¢étabolomique

Les analyses métabolomiques ont toutes un déroulement similaire et la Figure 21
illustre le cheminement classique d’une étude non ciblée. En outre, une partie des travaux
réalisés durant cette theése porte précisément sur cet aspect de développement méthodologique
qui sera présenté en détails dans le chapitre 1 de la partie résultats et discussion. Nous ne

détaillerons donc ci-dessous que les caractéristiques spécifiques aux outils employés.
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Figure 21: Schéma résumant I'analyse métabolomique pour chaque étude. Apres la
préparation d’échantillons, les mesures (FTICR-MS et LC-MS) et les processus de calibration
commencent. Les spectres sont ensuite alignés et intégrés dans des matrices. La phase de pré-
traitement des données est suivie par 1’analyse statistique. Une liste de biomarqueurs possible
est extraite et représentée graphiquement (van Krevelen). La composition de ces
biomarqueurs est exposée par I’interrogation de bases de données et ’analyse des voies
métabolomiques. La vérification de ’annotation des biomarqueurs est alors réalisée a I’aide
d’une analyse par spectrométrie de masse en tandem (MS?) permettant 1’identification de la

structure.

Les vins ont étés analysés par un spectrométre de masse SOLARIS (Brucker
Daltonics, Bréme, Allemagne), équipé d’un aimant supraconducteur de 12 Tesla (Magnex,
UK). L’instrument est équipé d’une source d’ionisation par électro spray Apollo II avec la
capacité¢ d’ionisation en mode négatif ou positif. Les échantillons peuvent étre injectés
directement dans une source micro electrospray avec un débit de 120 pL/h. L’injection peut

etre manuelle ou a I’aide d’un auto-injecteur d’une capacité de 84 échantillons. Une
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calibration externe utilisant une solution de cluster d’arginine a Sppm préparée
quotidiennement est réalisée avant chaque début de run, avec une tolérance de 0,2 ppm. Les
spectres ont été enregistrés avec 500 accumulations pour un domaine de 4 MW (megawords),
en ionisation négative et pour des valeurs comprises entre m/z 100 et 1000. La préparation
d’échantillons pour I’analyse en FTICR-MS consistait en une simple dilution du vin (ou des
extraits de pellicule et de pulpe) dans du méthanol dans les proportions 1/20 (soit 50 pL dans
ImL).

Les spectres obtenus par analyse FTICR-MS étaient ensuite calibrés en interne a
I’aide d’une liste de masse contenant des acides gras et des composés quasi ubiquitaires du

vin (Annexe 1), puis filtrés avec un rapport signal sur bruit (S/N) de 4.

La résolution de masse est suffisamment importante, notamment pour les échantillons
complexes, pour permettre la différenciation de signaux extrémement proches les uns des
autres (m/z). La résolution d'un instrument est définie par la finesse de ses pics a un
pourcentage spécifique de la hauteur des pics, communément 50% en FTICR-MS ou ToF-
MS [44]. De plus la résolution est bien plus élevée dans le domaine des petites masses

(Figure 22).

mf=

R= Am/=

m/z (masse observée expérimentalement)

Am/z (largeur du pic a 50% de la hauteur totale)
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Figure 22: Visualisation de la trés haute résolution de la FTICR-MS aux masses 219,05087

et 453,05556 permettant de constater la baisse de résolution avec les hautes masses.

La précision de masse augmente quant a elle de fagon synergique avec la résolution et
détermine a quel point les masses mesurées expérimentalement reflétent les masses exactes
calculées. L’erreur relative est calculée selon le rapport Am/z (variation de masse entre la

S o 6
masse expérimentale et la masse exacte) sur m/z (masse expérimentale) x 10 :

Am/)z

Erreur relative [ppm] = &z x 10°

Les vins ont ensuite été analysés en utilisant un systéme de chromatographie liquide a
ultra haute performance (Water Acquity UPLC) couplé a un spectrométre de masse UHR-
ToF-MS (maXis, Bruker, Allemagne). Deux différents modes de séparation ont été utilisés, la
chromatographie en phase inverse (RP) et la chromatographie d'interaction des liquides
hydrophiles (HILIC). En mode RP, les métabolites moyennement polaires a apolaires ont été
séparés en utilisant une colonne BEH C8 (150 mm x 2,1 mm ID) avec un gradient
d’acétonitrile (ACN). Le tampon A consistait en un mélange constitué de 10% ACN dans de
I’eau et le tampon B était de ’ACN pur. Les deux tampons ont été¢ additionnés de 0.1%
d’acide formique. La séparation des métabolites polaire a été réalisée en utilisant une colonne
BEH Amide (150 mm x 2,1 mm ID) avec un gradient passant de 95% d’ACN et 5% d’eau a

50% d’ACN et 50% d’eau, les deux ont été additionnés de 10 mM d’ammonium formiate et
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de 0,1% d’acide formique. La préparation d’échantillons pour I’analyse en UPLC-Q-ToF-MS

consistait en 1’addition de 10 % d’ACN au vin centrifugé.

La détection a été réalisée en mode d’ionisation négative avec les caractéristiques
suivantes : pression Nebulizer = 2,0 bar, débit du gaz = 8,0 I/min, température du gaz =
200°C, voltage du capillaire = 3500 V, domaine de masse = 50 a 1000 m/z. La résolution est
supérieure a 20000 pour des m/z de 300 et la précision de masse inférieure a 2 ppm dans le
cas de I’utilisation d’un instrument UHR-q TOF (Figure 23). Les problémes majeurs de la
chromatographie sont la superposition de pics et les décalages de temps de rétention, ce qui
peut étre maitrisé par la déconvolution, 1’addition de marqueurs de temps de rétention et
I’alignement des données obtenues. Pour ce faire, le logiciel Genedata Expressionist Refiner
MS permettant la production de matrices construites a partir des identifiants des échantillons,
des caractéristiques chromatographiques et de valeurs comme par exemple 1’aire des pics et

les intensités maximales a été utilisé¢ (Chapitre 1 de la partie résultats et discussion).

FTICR-MS
[C14H 1103] B RP UPLC-MS
227,07136

error: 0.04/3.03 ppm

R: 705502/103214 [C15H1904]-

22712887

error : 0.04/5.5 ppm
R :756530/19847

b MATEATRON L L i acheratd | Ll

z

[LAA

Figure 23: Comparaison de la résolution (R) et de I’erreur de calcul de la masse (error) pour
deux pics de masses m/z 227,07136 et 227,12887, permettant de constater la différence de
résolution entre RP-UPLC-MS (en bleu) et FTICR-MS (en gris).

La fluorescence de vins blancs a ét¢ mesurée par spectrométrie de fluorescence en
matrice d'excitation et d'émission (EEMF). Cette méthode est efficace pour les solutions
transparentes ou diluées, donc tout a fait appropriée pour l'analyse de vins blancs. Les

spectres EEMF ont été générés avec un instrument Aqualog Spectrofluorométre (HORIBA,
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Edision, NJ, USA) (Figure 24) équipé¢ d'une source de lumic¢re de xénon de 150W. Le
détecteur a angle droit mesurait I’excitation par intervalles de 3 nm entre 225-600 nm et
I'émission de 210 a 620 nm. Les vins ont été dilués dans un rapport de 1/40 dans de 1’eau
ultrapure. La cuve (3mL) posseédait une longueur du trajet optique de 1cm. 320 vins blancs,
de cépage chardonnay et provenant de différentes appellations en Bourgogne, ont été
analysés permetant la création d 'un model pour 1’analyse statistique par PARAFAC (Figure

25). Les millésimes analysés couvraient une large période de 1934 a aujourd’hui.

Les signaux EEMF ont été corrigés pour tenir compte de la dispersion de Rayleigh et
de Raman avec une dilution dans de I’eau ultra pure, et normalisés quotidiennement avec un
“blanc” de sulfate de quinine. Les spectres ont été analysés par le logiciel Origin (OriginLab,
Northampton, MA, USA). Les spectres finaux ont ét¢ décomposés statistiquement par
l'analyse parallele des facteurs (PARAFAC) pour en retirer des composantes statistiques
permettant d’expliquer les variations entre échantillons. La méthode statistique PARAFAC a
été utilisée pour modéliser I’ensemble des données obtenues en utilisant un algorithme
alternatif aux PLS en trois dimensions. Le modéle a quant a Iui été construit a I’aide du

logiciel SoloMio (Eigenvector Research Inc., Wenatchee, WA).
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Figure 24: Spectrométre de Fluorescence Aqualog et spectre EEMF pour un vin blanc de

cépage chardonnay et de millésime 2010.
Ainsi 324 échantillons de vins, provenant d’origines et de millésimes différents et

présentant des états d’oxydation variés ont étés analysés par EEMF. Ils ont permis la

construction du modéle statistique PARAFAC et ’extraction de quatres composantes
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principale significatives (Figure 25), dont les deux premiéres (C1 et C2) sont majoritaires a
plus de 80%.
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Figure 25 : Spectre EEMF typique d'un vin blanc de Bourgogne et composantes PARAFAC

(C1, C2, C3 et C4) déterminées pour I'ensemble des vins blancs de Bourgogne analysés.

3.4 Traitements des données

Les analyses non ciblées générent un trés grand nombre de données qui nécessitent
I’utilisation d’outils statistiques pour avoir un apercu du profil général de I’ensemble des
données mais avant tout pour permettre le passage a un jeu de données plus restreint et
discernable a partir des données brutes (94). Deux concepts doivent étre distingués : les
méthodes supervisées ou non supervisées. Les techniques non supervisées sont généralement
utilisées lors des premiéres étapes d’analyse pour explorer le jeu de données. Les techniques
supervisées sont appliquées ensuite pour trouver des éléments permettant un regroupement

prédéterminé (258).

3.4.1 Netcalc

Le calcul de réseau Netcalc est un programme développé dans le laboratoire BGC du
centre Helmoltz a Munich, basé sur I'établissement d'un graphique non supervisé (259). Les

points, ou nceud, représentent les masses exactes et les liens entre les points sont prédéfinis
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par des différences de masses correspondant aux principales réactions biochimiques que 1’on
peut retrouver dans un systéme biologique. La visualisation du réseau permet de différencier
les masses hautement connectées qui vont étre représentées au centre, des masses faiblement
connectées qui vont se retrouver dans la périphérie du graphique. Le nombre de masses
connectées a une masse donnée donne son degré de connectivité. L'utilisation de netcalc pour
l'attribution des formules brutes permet de limiter les erreurs et les fausses annotations
(Figure 26). L’attribution d’une composition ¢élémentaire a chaque différence de masse
distinguant deux composés permet de relier ces compositions élémentaires a des
transformations biochimiques permettant de calculer la composition élémentaire d’une masse
inconnue a partir du moment ou 1’un des éléments qui la lie dans le réseau est connu. Par
exemple, dans la Figure 26, les masses m/z 187,1339 et m/z 203,1526 ont une différence de
masse de 16,0187 correspondant a la composition élémentaire NH,. Si la formule élémentaire
de la masse 187,1339 est connue, dans ce cas [CioH;903], alors la composition ¢lémentaire
de la masse 203,1526 peut étre déduite par addition de NH,: [CioHyNO3].

Le développement des réseaux et de leurs applications futures sont en cours au sein de

I’équipe de BioGeoChemistry du centre Helmholtz de Munich.

S09% 08

Netcalc - v

o P — St vttt
W w0 w0 w0 W0 10 veD TED 0 2
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\ [C11H1406P]

ICwHuNO;]'é [CanO:] [CH1304S2]
SO
[GH101S1)

Figure 26: Interface du logiciel Netcalc, et exemple de réseau obtenu a partir de I'utilisation

du logiciel netcalc (259).

\

Le diagramme de van Krevelen permet d’assigner a chaque formule brute des

coordonnées calculées comme étant le rapport entre le nombre d’atomes d’hydrogene et le
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nombre d’atomes de carbone (H/C communément représenté en ordonnée) en fonction du
rapport entre le nombre d’atomes d’oxygene et le nombre d’atomes de carbone (O/C
communément représenté en abscisse). A titre d’exemple, prenons le glucose, de formule
brute CsH20¢. Ses coordonnées seront de 1 pour I’ordonnée (6 H/6 O) tandis que 1’abscisse
sera de 2 (12 H/6 C) (Figure 27). D’autres dimensions peuvent également étre incorporées en
considérant par exemple les rapports (N/C) ou simplement les masses mesurées (m/z).
L’intérét de tels diagrammes est de trier les compositions ¢lémentaires en familles chimiques
(acide aminé, gras, polyphenols etc) et donc de fournir une description visuelle qualitative sur

la distribution des familles chimiques du systéme complexe analysé (Figure 27).
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Ci1aH1507 L=
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Figure 27: Exemple de diagrammes de van Krevelen montrant le positionnement du glucose
et de la malvidine (gauche), et plus généralement de différentes familles moléculaires

(droite).

L'analyse non ciblée génére une trés grande quantité de données et requiert
l'utilisation d'outils statistiques appropriés, tout d’abord pour grouper et aligner les différents
spectres de masses en une seule matrice (Figure 28), afin de trouver un modele dans le jeu de
données, mais aussi pour compresser et réduire la trés grande quantité de données en un jeu
de données plus faible et plus perceptible (94). Les statistiques multivariées sont une
extension multidimensionnelle des statistiques univariées. Les techniques multivariées
peuvent prendre en compte des données de dimension trés élevée et ce méme en présence de
bruit de fond. Deux concepts peuvent étre utilisés : les méthodes supervisées ou non
supervisées.

Les méthodes non supervisées sont généralement appliquées dans les premiéres étapes

de l'analyse de données, permettant 1’identification des valeurs aberrantes et la réduction du
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jeu de données. Les techniques supervisées sont utilisées pour trouver les caractéristiques
spécifiques de chaque groupe de données. Un grand nombre de techniques peuvent étre
appliquées, depuis ’analyse par composante principale (ACP) et l'analyse par cluster
hiérarchique (HCA) jusqu’aux méthodes supervisées telles que I’analyse discriminante par
régression partielle (PLS-DA) et I’analyse discriminante par régression des moindres carrés
partiels (PLS : partial Least Squares) (Figure 31). Nous présentons brievement ci-dessous les

principales caractéristiques de ces méthodes.

Liste des variables

A B i
100.00000 1000000 100.00001 2000000 10000002 3000000
10200002 2000000 101.00001 2000000 10100002 1000000
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Figure 28: Représentation schématique de 1’alignement des spectres de masses. A, B et C
représentent les spectres de masses. L’ampleur de la fenétre de regroupement des masses par
similarité est basée sur la moyenne des masses et est déterminée en avance, sur une gamme
allant de 1 ppm en FTICR-MS jusqu’a 3 ppm pour la LC-MS. D’apres la thése de Marianna
Lucio (260).

Pour définir la qualité des modéles, les paramétres R? et Q? peuvent étre donnés. R?
mesure la variance expliquée du modele et permet de voir si le modele suit les données. Q?
explique quant a lui la qualité de prédiction du mode¢le, obtenu par validation croisée. Un bon
modele sera alors caractérisé par un Q2 > 0.9 et la différence entre la valeur de R” et Q2 ne
doit pas dépasser 0,2 a 0,3 (Figure 29A). Pour les analyses discriminantes (PLS) un test de
permutation peut étre effectu¢ pour évaluer la qualité de la régression (Figure 29B). Ces

deux tests permettent la validation de 1’analyse statistique (94).
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Figure 29: Exemple de validation. Données FTICR-MS issues d’une étude sur des vins
provenant de trois domaines différents. (A) valeur de Q2 et de R2X pour les trois
composantes C1, C2 et C3. (B) Un test de permutation aléatoire (200 permutations) a été

appliqué pour évaluer la robustesse du modéle PLS.

Analyse en composante principale (ACP) : L'analyse en composante principale est une
méthode robuste et fréquemment utilisée pour les modeles statistiques multivariés. La
dimensionnalité des données est réduite et transformée en composantes linéaires permettant
d'expliquer le maximum de variation dans le jeu de données (Figure 31). L'ACP permet la
visualisation rapide et puissante des données, les échantillons possédant des profils
métaboliques similaires étant groupés et séparés de ceux possédant des profils différents

(261). Par conséquence I'ACP donne la possibilité d'explorer rapidement les données.

Analyse hiérarchique des clusters (HCA) : Une autre méthode fréquemment utilisée
permettant de réduire la complexité des jeux de données est l'analyse hiérarchique des
clusters (HCA). C’est une analyse multivariée qui a pour but de trouver des groupes
relativement homogeénes, les données y sont organisées en groupes basés sur leurs similarités
avec quantification de celles-ci sous forme de distances (Figure 31). Le résultat est présenté

sous forme de dendrogrammes et/ou de cartes d'intensités (Figure 30).
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Figure 30: Exemple de dendrogramme avec la carte d’intensité correspondante séparant trois
groups d’échantillons (A, B et C). Données FTICR-MS issues d’une étude sur des

échantillons provenant de trois catégories : vin, extrait de pellicule et pulpe.

Meéthodes supervisées: L’analyse discriminante par régression partielle (PLS) est une
méthode d’analyse multivariée classiquement utilisée. Le processus est similaire a I’approche
par ACP, mais les composantes doivent avoir une corrélation avec le vecteur de prédiction
(Y), et chaque composante est vérifiée par validation croisée. La PLS consiste a remplacer la
matrice de données comprenant n lignes et m colonnes, par une nouvelle matrice, comprenant
le méme nombre de lignes (n) mais un nombre de colonnes trés inferieur par combinaison

linéaire des variables (m) d'origine (Figure 31).
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Figure 31: Illustration des principes de I’ACP, du cluster hi¢rarchique et de la PLS (258):
(A) L’ ACP projette les données multivariées selon les composantes qui possedent la variance
maximum. (B) Le cluster hiérarchique classe les objets par mesure de la similarité. (C) La
PLS est basée sur la combinaison linéaire des variables X et utilise les informations de Y

pour ajuster le modele (258, 262, 263).
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Si les analyses moléculaires non ciblées présentées auparavant présentent
indiscutablement des avantages précieux (sensibilité, précision sur la mesure de la masse),
elles ont également leurs limites dont la principale est de ne pas pouvoir fournir directement
une information structurale. Par conséquent, l'exploitation des données mesurées, tout en
cherchant a conserver la richesse de l'information (signature complexe), impose de passer par
une étape de formulation d'hypothéses structurales. Pour cela, différentes stratégies peuvent

étre mises en ceuvre, dont l'interrogation de bases de données.

MassTRIX est un serveur informatique — originalement développé par Karsten Suhre
et Phillippe Schmitt-Kopplin — pour I’annotation directe de données FTICR-MS a partir de la
comparaison avec des données structurales associées a des voies métabolomiques connues
(264). Une nouvelle version a été mise a jour pour permettre la combinaison des données

issues d’analyses de transcriptomique et de metabolomique (265).

La fonctionnalité de base utilise une liste de masses données et la compare a une liste de
masses théoriques ainsi qu’avec des adduits (pour une ionisation négative ; [M-H]-, [M+Br]-
et [M+Cl-]- et pour une ionisation positive ; [M+H]+, [M+Na]+ et [M+K]+) provenant d’une
base de données avec une marge d’erreur connue (Figure 32). Des métabolites provenant de
diverses bases de données sont utilisés par MassTRIX pour le processus d’annotation et les
masses sont recalculées en se basant sur les masses exactes des formules moléculaires
conservées dans chaque base de données. MassTRIX utilise les bases de données KEGG,
HMDB, Lipidmaps et MetaCyc mais peut également rechercher des annotations a partir de
bases de données spécifiques telles que GDB, base de données interne spécifique au raisin et
au vin (Figure 32). Cependant ces bases de données sont loin de répertorier I’ensemble des
métabolites qui sont potentiellement présents dans les matrices biologiques et permettent

donc une annotation limitée des composés du vin.
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Figure 32: Processus d'utilisation de MassTRIX et KEGG pour les données métabolomiques.
Les masses annotées par MassTRIX dans I’échantillon de vin et pour ’organisme Vitis

vinifera sont cartographiées dans le réseau métabolique obtenu par KEGG.
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Résultats et discussion

Cette partie est organisée en chapitres autour de I’analyse métabolomique de la
diversité chimique de vins en bouteille. Sont présentées ici, tout d'abord des aspects de
développement méthodologique et ensuite les applications de ces développements a I’analyse
du vin.

Cette partie se décompose donc en quatre chapitres qui sont présentés sous forme
d'articles scientifiques — tous finalisés — qui sont soit en cours de soumission, soit acceptés ou
publiés :

Chapitre 1 : Développements méthodologiques

Chapitre 2 : Etude de séries verticales de vins et vieillissement en bouteilles

Chapitre 3 : Pratiques cenologiques et diversité chimique

Chapitre 4 : Application a 1’étude du terroir
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Chapitre 1 : Développements méthodologiques

1 Développement et application de deux approches combinées pour
I’analyse non ciblée du vin.

L’objectif principal de cette étude était de combiner la spectrométrie de masse a
résonnance cyclotronique des ions et a transformée de Fourier (FTICR-MS) et la
chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(UPLC-MS) pour I’analyse non ciblée des métabolites du vin.

L’avantage de la combinaison de ces méthodes réside dans la trés haute résolution de
mesure des masses permise par la FTICR-MS et dans la séparation des isomeéres et isobares
par "'UPLC-MS, ce qui augmente de facon significative le nombre de métabolites détectables
et identifiables dans le vin. Cette combinaison, que nous présentons comme une plateforme
analytique (FTICR-MS et UPLC-MS), est associée aux outils statistiques multivariés et a
I’interrogation de bases de données qui apportent une description nouvelle de la complexité
chimique du vin. En plus de la détection de nouveaux métabolites, cette combinaison
d’analyses permet de confirmer les résultats obtenus par une méthode directement a 1’aide
des données obtenues par 1’autre. Cette méthodologie est illustrée par la comparaison de
I’espace chimique de deux vins rouges de Bourgogne, 1'un récent et I'autre trés ancien, datant
probablement du début du 19°™ siécle.

La combinaison de deux méthodes chromatographiques, phase inverse (RP) et
interaction hydrophilique (HILIC) couplées a la spectrométrie de masse permet d’associer a
une masse exacte, mesurée par FTICR-MS, jusqu'a 5 isoméres pour la gamme de masse
explorée. Cette combinaison analytique est appliquée a l’analyse du vin et permet la
comparaison de I’empreinte chimique des deux vins. Les espaces chimiques composés des
¢léments CHO, CHOS et CHONS montrent une plus grande diversité dans le vin ancien,
illustrant le procédé d’oenodiagénese lors du vieillissement du vin, tandis que les composés

contenant de I’azote (CHON) semblent disparaitre dans le vin ancien, ce qui peut étre

expliqué par leurs précipitations.

Cette ¢tude a fait I’objet d’un article publi¢, en 2015, dans le journal scientifique
Tetrahedron.
DOI :10.1016/j.tet.2015.02.054
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Abstract

In the present study, we have combined direct injection Fourier transform ion
cyclotron resonance mass spectrometry (FTICR-MS), and ultra-high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS) for the non-targeted analysis of
wine metabolites. The advantage of such combination relies on the unrivalled resolution on
mass measurement allowed by the former and on the separation ability of isomeric and
isobaric substances by the latter, which clearly increases the scope of detectable unknown
metabolites in wines. In combination with multivariate statistical tools and the questioning of
relevant databases, these analytical platforms (FTICR-MS, UPLC-MS) provide an
unprecedented synoptic description of the chemical complexity of wines, where results
obtained with one platform can directly be validated with data from the other. Such
methodology is illustrated here through the comparison of chemical spaces of a young and an
older Pinot noir wine from Burgundy. As shown for several exact masses measured by
FTICR-MS, the combination of both RP and HILIC chromatography can reveal up to five
isomers for a given mass, throughout the explored mass range. Interestingly, CHO, CHOS
and CHONS chemical spaces exhibited higher diversities in the older wine, illustrating a
molecular oeno-diagenesis process during wine ageing, whereas nitrogen-containing
compounds (CHON chemical space) appeared to be fewer in the older wine, likely due to
precipitation. Even though it is applied to only two wine samples here, this methodological

combination is a promising contribution to the wine metabolomics toolkit.

Keywords: Wine, metabolites, direct injection Fourier transform ion cyclotron resonance

mass spectrometry, ultra-performance liquid chromatography mass spectrometry

1. Introduction

Most of the current analyses of wine with classical analytical targeted technologies
have definitely contributed to a better knowledge of the wine chemistry (Flamini, 2013).
Alternatively, metabolomics approaches have shown great potential for the study of grape or
wine and they have helped to unravel the extremely high yet unknown chemical diversity of

wine (Gougeon et al., 2009). Metabolomics is considered here as the non-targeted metabolite
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analysis through the semi-quantitative description of all low molecular weight metabolites in
a specified biological sample (wine) (Gougeon et al., 2009; Tarr et al., 2013; Forcisi et al.,
2013; Theodoridis et al., 2012; Miiller et al., 2013). Typical analytical techniques used in
metabolomic research are FTICR-MS, LC-MS, GC-MS and NMR spectroscopy combined
with multivariate statistics, and the advantages and disadvantages of these different analytical
tools have been well described (Theodoridis et al., 2012; Cevallos-Cevallos et al., 2009;
Heeren et al., 2004; Hertkorn et al., 2007; Hong, 2011).

Although limited in sensitivity, non-invasive sampling and structural identification of
organic compounds are only two of the advantages of NMR spectroscopy, which has allowed
the differentiation of wines according to the grape variety (Kashif et al., 2011), the
geographical origin of grapes (Lopez-Rituerto et al., 2012), or the vintage (Kashif et al.,
2011). In contrast, mass spectrometry allows the identification of a larger number of
metabolites and even more when liquid chromatography is used before the MS detection to
allow for the determination of different isomers and isobars. Several articles have already
been published on wine metabolomics using LC-MS, which enabled the classification and
differentiation of wine attributes such as grape variety, vintage and quality (Cuadros-
Inostroza et al., 2010), or to visualize the changing metabolic profiles during late berry

developments (Toffali et al., 2011).

Ultra high resolution mass spectrometry can provide — with an unprecedented
sensitivity — a highly resolved description of wine fingerprints, as shown for the first time by
Cooper and Marshall in 2001 (Cooper and Marshall, 2001). A few years later, this method
allowed the characterization of must and wines of six varieties of grapes (Catharino et al.,
20006), the discrimination of wines according to the geographic origin of oaks used for barrel
aging (Gougeon et al., 2009), or the identification of distinct chemical fingerprints between a
champagne served in a glass and its aerosol above the glass (Liger-Belair et al., 2009). High
resolution FTICR-MS is now able to reveal the diversity of metabolites present in complex
biological systems and enables the distinction and characterization of wines according to their
terroirs, vintages, or qualities (Cuadros-Inostroza et al., 2010; Catharino et al., 2006; Villagra

et al., 2012; Roullier-Gall et al., 2014).

Combined analytical methods have already demonstrated the molecular complexity

and diversity in various systems including meteorites (Schmitt-Kopplin et al., 2010),
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Chlamydia pneumonia infections (Miiller et al., 2013) or natural organic matter (Hertkorn et
al., 2013). The possibility of combining analytical tools is vast, but LC-MS and FTICR-MS
appear to be very effective combined tools for the study of wine because they combine ultra-
high resolution and sensitivity with selectivity and isomer identification. Increasing the range
of detectable metabolites in wine or in any other biological samples is a challenge for the
better understanding of their physico-chemical and/or organoleptic properties, of their ageing
ability or even for authentication purposes (Gougeon et al., 2011). The literature indeed
reports various studies where correlations between a specific property of wines and their
actual chemical compositions were constrained because of the limited number of targeted
compounds (Sauvageot and Feuillat, 1999), thus illustrating the necessity to integrate a more
comprehensive chemical diversity through the research of yet unknown metabolites for the
identification of subtle discriminations (Gougeon et al., 2009). To that respect, the
combination of DI-FTICR-MS analysis with two orthogonal UHPLC-MS methods increases
the scope of detectable metabolites, decreases putative ion suppression effects and achieves a
separation between isomeric and isobaric compounds. These analytical platforms combining
high resolution mass spectrometry (HRMS) and ultrahigh resolution mass spectrometry
(UHRMS) thus provide an unprecedented synoptic description of the chemical complexity of
wines, where results obtained with one platform can directly be validated with data from the

other.

2. Material and methods

2.1. Materials

Methanol, acetonitrile and water (LC-MS grade) were purchased from Fluka

Analytical (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Low concentration ESI Tuning Mix for Q-ToF

calibration was obtained from Agilent (Agilent, Waldbronn, Germany).

2.2. Sampling and sample preparation.

All of the measurements were done on two Pinot noir wines from Burgundy with a

young 2009 vintage and an older wine from the nineteenth century (exact age unknown),

sampled directly from the bottles in 2 ml vials under argon to protect them from oxygen. 50
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ul of wine was diluted into 950ml methanol for FTICR-MS analysis and 40 pl of acetonitrile
was added to 960 pl of wine with for both RP and HILIC LC-MS analysis.

2.3. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry Analysis (FTICR-MS).

Ultra high-resolution mass spectra were acquired using an FTICR-MS instrument
(solariX, Bruker Daltonik, Bremen, Germany) equipped with a 12 Tesla superconducting
magnet and an Apollo II electrospray ionization source operated in the negative ionization
mode. Samples were introduced at a flow rate of 120 pL.h™" using a syringe pump. The MS
was externally calibrated on clusters of arginine (10 mg.L™") in methanol. Spectra were
acquired with a time domain of 4 mega-words per second with a mass range from m/z 100 to
1000 to guarantee a high accuracy in elemental formula assignments in this proof-of-principle
study. Up to 500 scans per sample were accumulated. Fourier Transform Ion Cyclotron
Resonance (FTICR) spectra were internally recalibrated on list composed by fatty acids and
recurrent compounds in wine, linear until m/z 600, with mass errors below 50 ppb and peak
with a signal-to-noise ratio (S/N) of 4 and higher were exported to peak lists. In conjunction
with an automated theoretical isotope pattern comparison, the generated formulas were
validated by setting sensible chemical constraints (n rule; O/C ratio < 1; H/C ratio < 2n+2;

element counts: C <100, H<200,0<80,N<3,S<3andP<1).

2.4. Ultra performance Liquid Chromatography Coupled to Quadrupole Time of Flight Mass
Spectrometry Analysis (UPLC/Q-ToF-MS).

Analyses were performed on a Waters Acquity UPLC (Waters, Milford, USA)
coupled to a maXis™ UHR-ToF-MS (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) system using
reversed phase (RP) and hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) separation.

Sample analyses were carried out in (-) ESL.

RP separation was performed using a Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column
(1.7 pm; 1.0x150 mm) using gradient elution with an initial isocratic hold of 100% A for 0.5
min, followed by a linear increase to 100% solvent B in 4.9 min, isocratic conditions for 3

min and return to initial conditions in 1.6 min (solvent A: 10% ACN, 1 mM ammonium

formate; solvent B: 100% ACN).
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HILIC separations were performed on a Waters ACQUITY UPLC BEH Amide
column (1.7 pm; 2.1x150 mm) using a two-step gradient elution program from 100% A to
100% solvent B (solvent A: 95% ACN, 5% water, ]| mM ammonium formate; solvent B:
50% ACN, 50% water, ]| mM ammonium formate).

The flow rate for both separation modes was set to 0.25 ml/min with a column
temperature of 40 °C and a full loop injection of 10 pl.

UHR-ToF-MS acquisitions were carried out in profile spectra mode with 1 Hz
accumulation time. Instrument tuning focused on detection and resolution of molecular
weight compounds in the mass range of 50-2000 Da. Mass calibration was carried with Low
Concentration ESI Tuning Mix (Agilent, Waldbronn, Germany). Data was exported to
mzXML format using Bruker Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonik, Bremen, Germany).

MZmine 2.6 was applied for peak alignment and extraction (http://mzmine.sourceforge.net/).

2.5. Network Analysis

To obtain chemical formulas for subsequent use in querying chemical databases, exact
masses were subjected to mass difference network analysis using the Netcalc algorithm and
in-house software tool (Tziotis et al., 2010). In a mass difference network, nodes represent
m/z values (metabolite candidates) and edges represent chemical reactions. Netcalc enables
network reconstruction by comparing the mass differences of all experimental masses of a
mass spectrum to a list of user-defined theoretical mass differences (selected according to
atomic units, e.g. C, H, N, O, S, P, or common functionality groups, e.g. homologous series
of CHy, H,, or OH (Table S1). The mass difference list used in this example was optimized to
detect chemical differences between all annotatable nodes in the experimental data in order to
reveal patterns in compositional or functional chemical spaces. The purpose of mass
difference network analysis is the visualization of the sample's compositional structure and
the calculation of elemental formulae of experimental masses. In such a scale-free network,
highly inter-connected nodes tend to cluster together while sparsely connected ones are
peripherally dispersed. Netcalc increases the percentage of m/z peaks, which can be assigned
to a preliminary formula up to a 40-60% per dataset including isotope peaks "*C (Forcisi et
al., 2013). The goal of this model is the visual and mathematical evaluation of organic
molecular complexity in terms of elemental composition, an approach that permits explicitly

defined relationships between different samples (Tziotis et al., 2010).
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Table S1: Mass differences used for functional network calculation.

D;(gi;f;l]:e Biological meaning mass difference
CH, methanol (-H,0) 14.01565
H, reduction/oxydation 2.0156501
OH hydroxylation (-H) 15.994915
CO, Carboxylation 43.989829
Bc Carbon-13 1.003355
N tertiary amine 14.003074
NH secondary amine 15.010899
NH, primary amine 16.018724

S Thiol 31.972071
SO, sulfate (-H,O) 79.956816
HPO; Phosphate 79.966332

3. Results
3.1. FTICR-MS

To explore its nature and generate a chemical fingerprint each sample was first
analyzed by direct injection ESI (-) FTICR-MS as previously described (Gougeon et al.,
2009; Liger-Belair et al., 2009; Roullier-Gall et al., 2014). Negative ionization was used as it
provides a higher number of different resolved ion signals in the chosen mass range than the
positive ionization mode (Hertkorn et al., 2008). The ultra-high resolution power of FTICR-
MS spectra enabled the detection and distinction of more than 4847 mass signals with a
signal-to-noise ratio of > 4 in the negative-ion mode in the 100-1000 Da mass range from
younger wine (Fig. 1). Only singly charged peaks were detected as shown in the enlargement
of the young wine mass spectrum (Fig. 1). Using exact mass difference network analysis
(Netcalc), most of the experimental data could be converted into elemental compositions and
more than 2048 of the 4847 observed m/z signals were converted into elemental
compositions based on the main isotopic elements (12C, N, 70, ¥, H) within an error
window of 200 ppb; the other signals comprise the corresponding isotopologues (involving
also °C, N, "0, **S in their natural abundance) and possible adducts, and were used for

elementary composition validation. A resolving power (R), greater than 500,000 at mass 400,
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and defined as the observed mass centroid divided by the mass peak width at 50% height for
a well-isolated single mass spectral peak, was achieved. An enlarged spectrum showing the
fine structure in the mass range 227.00-227.25 (Am = 0.25 Da) is shown in Figure 1 (average
R is 934,168 in this nominal mass). The FTICR-MS detected 10 masses in a 0.2 Da window
separating several nearly isobaric substances. The peak at m/z 227.0713 corresponds to the
[M-H] ion with the mass formula [C,4H;;03] and can most likely be assigned to resveratrol
isomers. The corresponding van Krevelen diagram (Fig. 1) revealed a wine with typical
positioning of the respective molecular series (acting as a typical foot print or bare code with
molecular information at this level of data visualisation). This wine appeared very complex in
CHO and CHON with the CHO compounds having higher intensities. Carbohydrate-
containing molecules (top right corner of the van Krevelen diagram) were particularly
dominant. In comparison, the older wine exhibited more CHO, CHOS and CHONS
containing compounds (Fig.1 in grey), whereas the opposite was observed for CHON
containing compounds, which were more abundant in the younger wine. As far as wine
ageing is concerned, this result is particularly interesting since it is usually thought that upon
ageing wine gets depleted due to the precipitation of colloids or proteins along with
polymerized tannins and tartar salts (Flanzy, 1998). Indeed, if this could explain the observed
trend for CHON compounds, through for instance the precipitation of polypeptides or
proteins, this would not be true for the numerous CHO, CHOS and CHONS compounds in
the older wine, which thus witness to the fact that wine ageing is actually driven by a
chemical balance between some precipitation and the oeno-diagenesis of age-related

metabolites, including for instance the anoxic depolymerization of tannins.
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Figure 1: Progressive detailed visualization of the ESI (-) FTICR/MS spectrum from
2009 wine in the mass ranges 100-1000Da, 220-230Da and 227.00-227.25Da with credible
elemental formula assignments. Visualisation of the FTICR/MS data as a van Krevelen
diagram (H/C vs. O/C atomic ratios), and through the relative frequency histogram of CHO
(blue), CHOS (green), CHON (yellow), CHONS (red) elemental compositions of a 2009 red
wine and an older red wine (grey). The bubble sizes correspond to the number of compounds

having the same O/C and H/C ratio.

Mass difference network analyses were used to determine elementary compositions
and thus improve metabolite annotation as well as visualize functional connectivity within the
data (Fig.2). Using common structural functional-group (Fig.2 and Table S1), which may be
seen in highly complex data, a mass difference network was created. For these wine samples,
several regions (colour codes) showed a local density of masses with mostly CHO
compounds. Sulphur-containing compounds (CHOS and CHONS) seemed to be distributed

over the entire network showing an unspecific reactivity of sulphur within the structural
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domain. Some sub networks appeared to be disconnected from the main graph, showing that
the functional mass differences list may be incomplete; ongoing work implies the mass
difference networking based on more than hundred biological transformations derived from
databases and literature to set up a more comprehensive metabolic. Only simple
transformations like oxidation can be represented by mass differences. Frequencies of
individual modifications can be found in the histogram (Fig.2). Highest frequencies were
found for hydroxylation or oxidation/ reduction (the gain of OH or the gain or loss of H»,
respectively). The comparison with the older wine (in grey (Fig.2)) provides additional
details. The distribution of modification frequencies is preserved in the older wine, although
with some differences, particularly for N-containing transformations. Interestingly, there
were more than three times more NH transformations in the younger wine while N and NH2
transformations were more prevalent in the older one, thus indicating a higher content in
peptide like containing compounds in the latter. This is all the more interesting because
typical peptide like containing compounds are supposed to be good substrates for oxidation
and/or precipitation during wine ageing. Oxidation of polyphenolic compounds is another
classical example of the evolution of the wine chemistry upon ageing (Cheynier et al., 2006),
in particular during the first years of bottle storage, and after a certain time, more condensed
structures tend to precipitate. When combined with a lower occurrence of CHO chemical
formulas (Fig.1) the higher occurrence of OH structural transformations in the younger wine
observed here also witnessed to the fact that the chemical diversity of CHO containing
compounds in the older wine, including polyphenolic structures, is the result of mechanisms

other than oxidation upon such long ageing.
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Figure 2: Overview on Netcalc networks. Main network from negative ionization mode,
Counts of different mass differences observed in the main network and enlargement of this
network centered on few masses. Color code : CHO (blue), CHOS (green), CHON (yellow),
CHONS (red) of red wine and an older red wine (grey).

As an illustration of the complexity of the network, a sub region has been magnified
(Fig. 2). In this case, the enlargement of a small portion of the network illustrated the high
connectivity between masses. It focused on 163.02481, 165.04046 and 207.01464 masses,
which correspond to [M-H] ions with the following mass formulas: [CsH7;0¢]” which could
be attributed to tartaric acid, [C¢HoOs]", which could be attributed to dimethyl tartrate and
[C¢H70g]" which could be attribute to hydroxycitrate. As an example, m/z 163.02481
([CsH70¢]") is connected to m/z 177.04046 ([C¢HoOg]) by an accurate 14.01565 mass
difference, which corresponds to a CH,. This means that the difference between these two
masses (a CH, group) can be used to find the elemental composition of the second metabolite
based on the elemental composition of the first one. In this case, Netcalc adds CH; to the

initial formula [CsH7Og], providing a composition of [C¢HoOg] for the 177.04046 mass.
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Similarly, the m/z 165.04046 (JCsHoOg]") is connected to the mass ([CsH1;06]") by the
mass of Hy (2.01565 Da), a difference which is itself connected to the m/z 165.04046
([CsH9Og]") through a CH, (14.01565 Da) exchange, which is itself connected to the m/z
163.02481 ([CsH70¢]) by H; (2.01565 Da). This same mass is also connected to 4 other
masses in addition to the 165.04046 and 163.02481 masses ([CsHoOg]” and [CsH7O¢]"), and
each of these masses are themselves connected to other masses. Through this approach, this
network theoretically enables the calculation of the elemental formulas of multiple

metabolites in a sample, starting from a small number of known metabolites.

3.2. Combination of FTICR-MS, reverse phase and HILIC UPLC/Q-ToF MS

FTICR-MS is thus a sensitive and powerful analytical tool, which allows for a rapid
detection of several thousands of masses with high resolution and high mass accuracy. It
enables the calculation of elemental formulas using accurately measured masses, and the
direct annotation of potential metabolites and sum formulas. To increase the scope of
detectable metabolites and get structural information, in particular through the separation of
isobaric and isomeric compounds, data obtained by direct infusion FTICR-MS can be
combined with data obtained by on-line UPLC/Q-ToF-MS techniques. Since FTICR-MS
combines excellent mass accuracy and ultra-high resolution, it offers high sensitivity and
dynamic range, which allows the detection of analytes on a wide range of concentrations
(Brown et al., 2005) and the combination with two orthogonal UPLC/Q-ToF-MS methods
increases the scope of detectable metabolites, decreases putative ion suppression effects and
achieves a separation between isobaric substances (Miiller et al., 2013; Forcisi et al., 2013).

The advantages and disadvantages of metabolomics methods are given in Table S2.
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Table S2: Advantages and disadvantages of FTICR/MS and LC/MS metabolomics methods.

Method Advantage Disadvantage
FTICR/MS Direct injection *No separation of isobaric
*Fast *No separation of isomeric substances
+Ultra high resolution (>500000) *Restricted to ionizable compounds
+Ultra high mass accuracy
(<0,2ppm) *Molecules competing for ionization

*Ultra high sensitivity

UPLC/MS *High resolution (>50000) *Slow
*High scaning rate *Restricted to ionizable compounds
*High sensitivity

*Separation of isobaric substances

*Separation of isomeric substances

To enable good sensitivity in FTICR-MS an accumulation of many hundreds of scans
(minutes scale) is needed in the instrumental setup leading to highest resolution in full scan;
coupling of FTICR-MS to liquid chromatography is certainly possible but only in reducing to
single scans (second scale of a chromatographic signal) thus only with consequent reduction
in sensitivity and spectral resolution (Forcisi et al., 2013). In LC-MS, metabolites were first
separated using either reversed phase (RP) or hydrophilic liquid interaction chromatography
(HILIC) and then detected Q-ToF-MS. To demonstrate the complementary nature of both
methods, retention times of 51 standards compounds including amino acids, sugars and
organic acids, were measured under RP and HILIC conditions (Table S3). These were plotted
against their calculated logP values for reversed phase separation (in red) and HILIC
separation (in blue) (Fig.3 and Table S3). Serine for example, a very polar metabolite with a
logP value of -3.07, exhibits a retention time value of 1.4 in RP and 8.4 in HILIC, while
lauric acid with a logP value of 4.6 shows a retention time value of 6.9 in RP and 2.1 in

HILIC.
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Figure 3: The predicted logP values of standard compounds plotted against retention

times. LogP retention time regression for standards of RP UPLC-MS and HILIC-MS data.
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This approach, which depends both on column characteristics and chromatographic
methods, thus brings two additional criteria for the structure determination. Reversed phase
(RP) chromatography mostly separates mid- to non-polar metabolites and molecules elute
according to their hydrophobicities, starting with the most hydrophilic substance in the
mixture while HILIC is used for polar metabolites like amino acids. The coupling of a
chromatographic technique and mass spectrometry extends the investigation of the widest

range of compound classes and helps in the characterization of important compounds.

Table S3: The predicted logP values of standard compounds. LogP and retention time for
standards of RP UPLC-MS and HILIC-MS data.

Retention time (min) Retention time (min) ;
m'z Identity Formula logP
HILIC UPLC/QTOE-MS RP UPLC/QTOF-MS ® =
174,11 - 1.5 Aroinine C6H14N402 -1.652

132,05 - 1.4 Asparagine C4HEN203 -3.82
155,07 = 1.5 Histidine COHON302 -2.52
] 131.09 5.9 1.5 Isoleucine C6H13NO2 -1.69
= [131,09 5.9 L7 Leucine CEHI3NO2 | -1,52
g [146.11 - 15 Lysine C6HI4N202 | -1,04
s [149.05 6.3 1.4 Methionine CSHLINO2S | -1.87
= | 165,08 5.8 1.9 Phenvlalanine C9H1INO2 -1.35
= |115,06 6.3 14 Proline CSHONO2 -0.57
105.04 8.4 1.4 Serine C3HTNO3 -3.07
204.09 Ak i) Tryvptophane C11H12N202 1.04
181,07 6.6 1.5 Tyrosine C9H11INO3 -2.26
117.08 6.5 1.4 Valine C5H11NO2 -2.26
150,05 5.0 5.6 Arabinose C5H10035 -3,02
122,06 - 14 Ervthriol C4H1004 -2.29
180.06 - 1.4 Fructose C6H1206 -2.45
i 164,07 4.9 - Fucose C6H1205 -2.39
;'v‘n 180.06 - 14 Galactose C6H1206 -2.57
Z 180.06 - 1.4 Glucose CsH1206 -3.24
© | 50417 8.7 1.4 Melezitose C18H32016 -3.34
504,17 8.4 1.4 Raffinose C18H32016 -3.36
150,05 - 1.4 Ribose C5HI1005 -2.32
182,08 6.4 14 Sorbitol C6H1406 =22
146,06 4.3 14 Adipic acid C6H1004 0.08
197.07 2.1 1.5 2-Amino-4,5-dimethoxybenzoic acid | COH11NO4 -0.69
3123 1.9 9,5 Arachidic acid C20H4002 9.29
144,12 2,1 55 Caprylic acid C8H1602 3.05
190.03 2.1 1.4 Coumarin-3-carboxvlic acid C10H604 1.43
192,03 4.2 1.4 Citric acid C6HSO7T -1,72
129.02 4.4 - Cvanuric acid C3H3N303 -0.53
441.14 3.2 13 Folic acid C19H19NTO6 25
116,01 - 1.8 Fumaric acid C4H404 0.46

170.02 - 1.3 Gallic acid CTH60S5 0.7
194,04 57 1.4 Glucuronic acid CsH1007 -2.57

= 130,03 2 1.3 Glutaconic acid C5H604 0.05
'z 147,05 4.3 1.3 Glutamic acid CSHONO4 -3.54
s [ 132,04 43 1,5 Glutaric acid C5H804 -0,29
5 |32632 1.9 9.9 Heneicosanoic acid C21H4202 8.97
g0 152,05 2.1 1.4 4-Hydroxvphenvlacetic acid CS8HS03 0,75
< [200.18 2.1 6.9 Lauric acid C1IH2402 16
116.01 1.4 1.3 Maleic acid C4H404 -0.48
134,02 - 1.4 Malic acid C4H605 -1.26
104.01 5.1 7.4 Malonic acid C3H404 -0.81
130.03 4.3 1.4 Mesaconic acid C5H604 0.21
158,13 2.1 57 Nonanoic acid C9H1802 3.42
256,24 1.9 8.1 Palmitic acid C16H3202 7.17
284,27 1.9 8.7 Stearic acid C18H3602 8.23
118.03 2.0 1.4 Succinic acid C4H604 -0.59
150.02 2.0 1.4 Tartaric acid C4H606 -1.27
136.05 | 3.8 Toluic acid C8HS02 227
186.16 2 6.5 Undecanoic acid C11H2202 4.42
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Limitations of MS-based separation such as the inability to differentiate isobars or
isomers and the suppression effect caused by the molecules competing for ionization, can be
overcome by UPLC separation prior to MS injection (Forcisi et al., 2013; Miiller et al., 2013).
As examples, Table 1 reports the possible number of isomers (retention times) that could be
detected by RP UPLC/Q-ToF-MS for 11 mass peaks observed in FTICR-MS. For instance,
m/z 149.00916 ([C4HsOg]) actually corresponded to an unique isomer with a retention time
of 8.06 min, whereas m/z 289.07176 ([C;5H40¢]") could be related to three different isomers
with retention times of 3.69, 4.41 and 5.22 min (Table 1). As also illustrated for m/z
465,10385 ([C21H21012]), up to five different isomers can actually contribute to a single
FTICR-MS peak for both wines. However, Table 1 shows in this case that these five isomers
are not consistently present in both wines, thus illustrating the further input of RP

UPLC/QTOF-MS for the assignment of FTICR-MS peaks.

Table 1: Example of isomers, which were detected by RP UPLC-MS for the individual masses
measured by FTICR-MS.

Isobar/Isomer
m/z Formula RP UPLC-MS
FTICR-MS Retention time Retention time
(min) Old wine (min) Young wine

149,00916 [C4Hs506] 8.06 8.06
173,1044 [CsH13N4Os] 1.82 1.82
- 2.63
. 4.16 4.16
187,13396 [C1oH1903] 430 432
4.58 4.58
4.27 4.27
227,07136 [C14H1105] 4.61 4.61

4.96 -
441 4.41
289,07176 [CisH1306] 3.69 3.69
5.22 5.22
2.58 2.58
315,08741 [C17H1506] 3.44 3.44
2.90 2.90
3.49 3.49
317,03029 [C1sHoOg] ijz iig
5.29 5.29
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] 1.19 1.19
341,10893 [C12H21011] L 45 1.45
440,1324 [C1oH1sN7O6] 1.32 1.32
1.58 -
3.19 .
465,10385 [Ca1H1Oo] D e
} 3.99
4.32 4.32
3.49 3.49
] 1.40 1.40
503,16175 [C18H31016] 412 4.12

The FTICR-MS, RP UPLC/Q-ToF-MS and HILIC/Q-ToF-MS data were compared
through some commonly detected masses. RP and HILIC used different methods in term of
gradients and solvents but above all, different columns, which lead to very different total
mass spectrum profiles (Fig.3). As the resolution of Q-ToF-MS is lower than that of FTICR-
MS, the RP and HILIC CHONS elemental compositions were assigned using netcalc with a 1
ppm tolerance. The visualization of data as a plot of H/C vs m/z ratio for each instrument
(Fig.4), gave an idea of the mass distributions without taking into account the signal strength
while separating the individual metabolites based on their hydrogen-to-carbon ratio. FTICR-
MS revealed an organized plot composed of a majority of CHO compounds, whereas RP
UPLC/Q-ToF-MS showed a better separation of masses with most masses corresponding to

nitrogen-containing compounds (CHON and CHONS).
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Figure 4: Combined visualization of the ESI(-) FTICR-MS spectrum, (-) RP UPLC- and HILIC-
MS spectra in the 100-1000Da mass range plus H/C vs m/z diagrams for detected masses in each
case. Color code: CHO (blue), CHOS (green), CHON (yellow) and CHONS (red).

Although the mass resolution of the Q-ToF instrument is clearly not sufficient to
separate all the m/z features observed in FTICR-MS, mass profiles exhibited similarities
among the techniques (Fig.5). An enlargement of the m/z 227.00-227.20 region of the mass
spectrum illustrates the limitation of the resolving power of the ToF. The mass error for the
227.07136 peak, (corresponding to the [M-H] ion [Ci4H;;03]" which can be assigned to
resveratrol isomers) was 0.04 ppm for FTICR-MS, whereas the error was higher by factor of
about 100 for RP UPLC/Q-ToF-MS (3.03 ppm). No peaks were detected at that mass using
HILIC/Q-ToF-MS. Similarly, the mass error of the 227.10335 peak (corresponding to the
[M-H]- ion [C1oH3N204]") was 1.62 ppm for FTICR-MS and approximately ten times higher
for HILIC/Q-ToF-MS (19.8 ppm) (Fig.5). Five major peaks were present in the FTICR-MS
for this mass range, and two of them could also be found using RP UPLC/Q-ToF-MS, while a
third metabolite was confirmed with HILIC/Q-ToF-MS. The Venn diagram (Fig. 5) showed
the overlap of masses found by the three applied techniques. 4847 masses were detected
using (-) FTICR-MS, only 2857 were detected by (-) RP UPLC/Q-ToF-MS and 3060 with (-)
HILIC/Q-ToF-MS. Up to 30 percent of all of the annotations were detected in at least two

analytical procedures and masses common to all instruments represented only 2.38 percent of
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the detected masses. As shown by the survey view, which corresponds to the two-
dimensional chromatogram plot (Fig.5), the advantage of the UPLC separation prior to MS
injection is that it allows for the separation and identification of isomeric compounds, for
example, the detection of two different isomers, at two close though distinct retention times
(4.1 and 4.3 min), for the m/z 227.07136. Within an error of 0.1 ppm, the corresponding [M-
H]- ions with mass formula [C;4H;,03] could be associated with up to 2011 substances (from
the SciFinder search facility: https://scifinder.cas.org) but only two of them, i.e. resveratrol
(Gougeon et al., 2009) and benzilic acid (Dugo, G.; Salvo, F.; Bambara, G.; Picciolo, F.;
Mondello, L.; Dugo, P, 2000), actually appeared to be consistent with compounds that are
known to be present in red wine. Conversely, only one isomer was detected for the 227.09921
mass using HILIC/Q-ToF-MS (Fig.5). Our results show that both methods are working

orthogonal and complementary, rather than being redundant.
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Figure 5: Enlargement of combined visualizations of the ESI(-) FTICR-MS spectrum, (-) RP
UPLC- and HILIC- MS spectra in the 227.00-227.20Da mass range and zoom into the survey view of
m/z 226.90-227.20 in RP LC-MS. Venn diagram showing the comparison of masses recovery in
applied techniques. Given numbers represent the count of unique or common detected masses.
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3.3. Identification and annotation

Although 4847 masses were detected using FTICR-MS (Fig.5), only 904 masses
could be detected and annotated using MassTRIX, a webserver for direct annotation of
FTICR-MS data to metabolic pathways (Suhre and Schmitt-Kopplin, 2008; Wigele et al.,
2012) using different databases and especially the KEGG (Kanehisa et al., 2011) and HMDB
(Wishart et al., 2012) databases, see for example flavonoid biosynthesis pathway with 18
annotated metabolites by KEGG (supplemental Figure 1). 672 metabolites could be identified
using an in-house database specific for plants, which includes known grape and wine
metabolites (Table 2). To obtain a larger number of chemical formulas, masses were
identified by mass difference network analysis using Netcalc based on accurate mass
differences as described in table 1. A total of 2048 formulas could be identified from the
4847 masses provided by FTICR-MS data. However, Netcalc only gives information about
the elemental formula, whereas MassTRIX provides hypothetical structural identifications,
and our in-house database gives possible identifications of compounds related to plants
including wine and grape. MassTRIX also enabled the assignment of 285 masses from the RP
UPLC/Q-ToF-MS data and 377 from HILIC/Q-ToF-MS data, of which only 65 masses are
found in both FTICR-MS and RP for example. Thus the combination of analytical tools not
only allows for a considerable increase in the scope of detectable metabolites, but the
combination of identification techniques also helps to refine metabolites assignments. The
next logical step is obtaining possible candidates that can be analyzed quantitatively but it is

not the goal of this paper.

Table 2: Comparison of counts of masses and annotated metabolites for each technique
applied.

(-) RP
(-) FTICR/MS UPLC/MS (-) HILIC/MS
Total features 4847 2857 3060
Elemental formula 2048 1215 540
Annotated metabolites (masstrix) 904 285 377
Annotated metabolites (in house data base ) 672 177 134
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Figure S1: Metabolic pathways of the Vitis vinifera organism as annotated from ICR-FT/MS data
with the MassTRIX translator into pathways for flavonoid biosynthesis pathway with 18 annotated
metabolites (in black) present in old red wines.

4. Discussion

A methodology based on the combination of ultra-high resolution FTICR-MS and
both RP UPLC/Q-ToF-MS and HILIC UPLC/Q-ToF- MS for non-targeted metabolomics has
been adapted for the analysis of wines. A major problem in metabolomics using mass
spectrometry is the structural identification of the detected masses. The attribution of correct
elemental compositions demands high accuracy in the mass calculation, which needs to
consider all of the elementals which might be present, not only carbon, hydrogen, oxygen,
nitrogen, sulphur and phosphorous, but also isotopes.

There are thus several advantages in combining different non-targeted approaches:
FTICR-MS data allow for the precise determination of exact masses and their correlation
with UPLC/Q-ToF-MS signals obtained at lower resolution, while UPLC/Q-ToF-MS when
based on multiple separation criteria, enables the validation of annotations of important
compounds, along with distinguishing between isomers. The current capacity to describe

complex samples, in this case wine samples, by means of FTICR-MS and UPLC/Q-ToF-MS
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is thus greatly expanded and our results indicated that up to 4800 accurate masses could be
detected by FTICR-MS.

Considering a lower average value of two isomers, as detected by UPLC/Q-ToF-MS
per exact masses, this would extend the current count of chemical compounds in wine far
beyond the known and identified volatile and non-volatile metabolites in wine so far (about
3,000 altogether). When applied to the comparison of two wines from the same grape variety
but from two different vintages, the methodology presented here revealed that, through the
actually high chemical diversity of the older wine, the evolution of the chemical composition
upon ageing can be seen as a balance between the precipitation of condensed structures and

the diagenesis of many — yet unknown — new metabolites, even for a century-old wine.
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2 Ultra haute précision de mesure de masse pour [’analyse
métabolomique du vin

L’objectif principal de ce travail était de montrer 1I’importance de la combinaison de la
chromatographie liquide a ultra haute performance couplée a la spectrométric de masse
(UPLC-MS) avec la spectrométriec de masse a résonnance cyclotronique des ions et a
transformée de Fourrier (FTICR-MS) comme moyen de caractérisation d’un ensemble de
modifications chimiques de la composition de vin.

Les différentes étapes, depuis I’analyse de données jusqu'a I’identification de marqueurs
en passant par I’analyse statistique sont détaillées dans ce projet. Les données issues
d’UPLC-Q-ToF-MS sont enrichies par 1’alignement avec les masses exactes provenant de
I’analyse des échantillons par FTICR-MS et UPLC-Q-ToF-MS.

L’intérét de ce processus analytique est illustré par I’exemple de I’étude de vins blancs
(Chardonnay) et de vins rouges (Pinot noir) d’origines géographiques variées en Bourgogne.
L'utilisation de la spectrométriec de masse en tandem (UPLC-Q-ToF-MS?) pour
l'identification de marqueurs des séries de vins est présentée au travers d'un exemple. Enfin,
la combinaison des outils de statistique multivariée et I’annotation de masses a 1’aide des

bases de données permettent une description fine de la complexité chimique du vin.
Les résultats obtenus ont fait 1’objet d’une publication dans le journal scientitifique Frontiers

in Chemistry, section Food Chemistry en 2014, présentée ci-apres.

DOI : 10.33 9/fchem.2014.00102
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Abstract

An overview of the critical steps for the non-targeted Ultra-High Performance Liquid
Chromatography coupled with Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry (UPLC-Q-
ToF-MS) analysis of wine chemistry is given, ranging from the study design, data
preprocessing and statistical analyses, to markers identification. UPLC-Q-ToF-MS data was
enhanced by the alignment of exact mass data from FTICR-MS, and marker peaks were
identified using UPLC-Q-ToF-MS?. In combination with multivariate statistical tools and the
annotation of peaks with metabolites from relevant databases, this analytical process provides
a fine description of the chemical complexity of wines, as exemplified in the case of red

(Pinot noir) and white (Chardonnay) wines from various geographic origins in Burgundy.

Keywords : wine, Non-targeted metabolomics, UPLC-Q-ToF-MS, FTICR-MS, MS/MS,

Multivariate data analysis
Introduction

The large amount of wine analytical targeted analyses have definitely contributed to a
better knowledge of the wine chemistry (Flamini, 2013). Alternatively, metabolomics
approaches have shown great potential for the study of grape or wine (Gougeon et al., 2009).
The concept of wine omics (Metabolomics: Wine-omics, 2008), for the untargeted wine
analyses coupling NMR and GC-MS were followed by the oenomics approaches, described
by Gougeon et al. (Gougeon et al., 2009), exemplified by the revealing of the
metabologeography expression of cooperage oak wood by FTICR-MS. The composition of

wine is determined by a complex interplay between environmental factors, genetic factors
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(grape varieties) and viticultural practices (Atanassov et al., 2009; Roullier-Gall et al.,
2014a), and metabolomics offers the toolbox for integrated analyses of the wine composition
resulting from all of these factors. Holistic analyses require access to sensitive and powerful
instruments, therefore metabolomics typically employs high resolution techniques like
FTICR-MS, LC-MS, GC-MS and NMR spectroscopy combined with multivariate statistics.
The advantages and disadvantages in terms of selectivity, sensitivity, dynamic range,
robustness, and accuracy of these different analytical tools have been well described
(Theodoridis et al., 2012a; Cevallos-Cevallos et al., 2009; Heeren et al., 2004; Hertkorn et al.,
2007; Hong, 2011).

Vine and wine are well-documented fields of chemistry and various NMR-based or
MS-based studies have been published in recent years. As examples, NMR now allows the
differentiation of important parameters like the grape variety, geographical origin and year of
vintage (Godelmann et al., 2013) whereas FTICR-MS enables the separation of wines
according to the geographical origin inside proximate areas (Roullier-Gall et al., 2014a,

2014b).

FTICR-MS is a powerful technique for studying wine, mostly employed in direct
infusion experiments to benefit from its ultrahigh resolving power and mass accuracy
(Gougeon et al., 2009; Liger-Belair et al., 2009; Roullier-Gall et al., 2014b). However, as a
major disadvantage, direct infusion techniques do not allow to discriminate between isomeric
and isobaric compounds (Forcisi et al., 2013). If a chromatographic separation is not applied
at the first stage, a large number of molecules are subjected simultaneously to the ionization
process causing ion suppression for numerous analytes and the inability to separate isobaric
and isomeric substances (Forcisi et al., 2013; Gika et al., 2014). Due to this fact,
chromatographic separation prior to MS-analysis is particularly important for both targeted
and non-targeted metabolomics, and is already used for untargeted metabolomics analysis of
grape to differentiate grape berry ripening and post-harvest withering (Toffali et al., 2011),
for wine authentication (Rubert et al., 2014), or for the understanding of the terroir impact in

wine (Tarr et al., 2013).

LC-MS is designed for the analyses of non-volatile compounds present in complex
matrices such as amino acids (Tolin et al., 2012), phenolic compounds (Jaitz et al., 2010),
fatty acids (Della Corte et al., 2013). A large number of LC-MS metabolite profiling studies

have been realized using a combination of UPLC with time-of-flight mass spectrometry
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(TOF-MS) (Fontana et al., 2011; Forcisi et al., 2013; Grata et al., 2008; Rubert et al., 2014;
Vaclavik et al., 2011). LC-Q-ToF-MS was applied in many wine studies for targeted
analyses such as the separation and detection of resveratrol (Wang et al., 2002), of phenolic
compounds (Gruz et al., 2008; Jaitz et al., 2010; Prosen et al., 2007; Piissa et al., 2006; Sun et
al., 2006) or toxins (Zollner et al., 2000). In contrast, very few studies have used this
technique for untargeted metabolomics analyses of grapes and wines, as shown for instance
by Arapitsas et al. or Vaclavik et al. for the understanding of the mechanism of wine micro-
oxygenation or to discriminate wines according to grape varieties (Arapitsas et al., 2012;
Vaclavik et al., 2011). Such approach combines the highest chromatographic resolution with
an excellent sensitivity, fast data acquisition and high mass accuracy (Forcisi et al., 2013;
Gika et al., 2014). However, it does not refer to the highest resolution that can only be
achieved by FTICR-MS, which typically requires higher time domains and thus do not fully
exploit the potential of fast UPLC.

MS-based techniques are in perpetual development, improving the mass resolution,
the precision and velocity of acquisition, thus enabling improved detection and identification
(Allwood and Goodacre, 2010; Forcisi et al., 2013). The selection of the ionization mode and
sorbent materials will have a significant effect on the obtained metabolic profile. Some
molecules are ionized more efficiently in one ionization mode. In order to cover the widest
range of compounds separated via LC, UPLC-Q-ToF-MS combined with both reversed phase
and hydrophilic interaction chromatography represents a powerful analytical platform
(Forcisi et al., 2013; Theodoridis et al., 2012a). Reversed-phase (RP) liquid chromatography
has been highlighted as the mostly used separation mode for the metabolome analysis (Gika
et al., 2014; Theodoridis et al., 2012a, 2012b; Vaclavik et al., 2011). RP separation covers a
large part of the metabolome, and at the same time provides the most reliable, robust and
sophisticated LC stationary phases, while the number of available chemistries, geometrical
characteristics of particles and columns surpasses the corresponding numbers for all other
modes. Alternative separation mechanisms are required to separate polar analytes.
Hydrophilic interaction chromatography (HILIC) provides separations complementary to
those obtained by RPLC-MS in that early eluting analytes in the RP mode are often well
retained by HILIC (Forcisi et al., 2013; Gika et al., 2014; Miiller et al., 2013).

The current bottleneck in MS based metabolomics is the structural identification of

compounds associated with the detected masses. The high levels of resolution and mass
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accuracy make Q-ToF-MS appropriate for combined MS profiling and MS/MS analysis, thus
allowing the complete metabolite discovery process from the untargeted analyses to the
structural elucidation of markers (Allwood and Goodacre, 2010; Rubert et al., 2014; Vaclavik
et al., 2011). Novel approaches for the analysis of MS/MS spectra are currently developed,

e.g. in silico fragmentation, offering interesting alternatives for metabolite identification.

The development of non-targeted combined metabolomics approaches have already
demonstrated its importance for the metabolite coverage, validation of data and identification
of biomarkers, meaning that no method can describe the whole metabolome alone (Forcisi et
al., 2013; Theodoridis et al., 2012a; Miiller et al., 2013). In this study, we present a complete
workflow based on RP-UPLC-Q-ToF-MS and on the exact mass measurement by FTICR-
MS, together with multivariate statistics and the usage of in silico fragmentation for non-
targeted metabolomics analyses of wines. We show that this workflow is at the forefront of
wine metabolomics, enabling differentiation of wine from various geographic origins in
Burgundy and exemplified here through the identification of common metabolites from wines

native to five different producers in Burgundy.

Material and Methods

Wines samples

A total of 152 samples of bottled white and red wines from different appellations in
Burgundy were analyzed. White wines (Chardonnay) and red wines (Pinot Noir) were
sourced from five different producers in Burgundy (Chablis, two different Meursault, Aloxe-

Corton and Vosne-Romanée). They cover vintages from 1934 to 2012.

FTICR-MS metabolic profiling

High-resolution mass spectra were acquired on a Bruker solariX Ion Cyclotron
Resonance Fourier Transform Mass Spectrometer (FTICR-MS) (BrukerDaltonics GmbH,
Bremen, Germany) equipped with a 12 Tesla superconducting magnet (Magnex Scientific
Inc., Yarnton, GB) and a APOLO II ESI source (BrukerDaltonics GmbH, Bremen, Germany)
operated in the negative ionization mode. The negative ion mode fingerprints showed greater

variety in the composition and abundance of compounds in the analyzed wines and a smaller
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number of adducts, as well as higher resolution compared to positive ionization. 20 uL of the
samples were diluted in 1 ml of methanol prior to injection and introduced into the
microeletrospay source at a flow rate of 120],1L.h'1. Spectra were externally calibrated on
clusters of arginine (IOmg.L'1 in methanol). Further internal calibration was performed for
each sample by using ubiquitous fatty acids, reaching mass accuracies lower than 0.1 ppm in
routine day-to-day measurement (Roullier-Gall et al., 2014b, 2014a; Gougeon et al., 2009).
Spectra were acquired with a time domain of 4 mega words over a mass range of m/z 100 to

1000. 500 scans were accumulated for each sample.

FTICR-MS pre-processing

The FTICR mass spectra were exported to peak lists with a cut-off signal-to-noise
ratio (S/N) of 4. Peak alignment was performed with maximum error thresholds of 1 ppm and
filtered for masses occurring in minimum of 10% of all samples. In total, 281432 and 21419

masses composed the final matrix before and after filtration, respectively.
UPLC-Q-ToF-MS metabolic profiling

1950 pL of the samples were mix with 50 puL of acetonitrile (ACN) prior to UPLC-Q-
ToF-MS analyses. Metabolites were separated using a Waters Acquity UPLC system coupled
to a Bruker maXis UHR-ToF-MS. A reversed-phase (RP) separation method was employed.
In RP mode, middle to non-polar metabolites were separated using a BEH C8 column (150
mm x 2.1 mm ID). Buffer A consisted of 10% acetonitrile (ACN) in water and buffer B of
100% ACN, both with 0.1% formic acid. Detection was carried out in negative ionization
mode with the following parameters: Nebulizer pressure = 2.0 bar, dry gas flow = 8.0 I/min,
dry gas temperature = 200°C, capillary voltage = 3500 V, end plate offset = - 500 V, mass
range = 50-1200 m/z.

UPLC-Q-ToF-MS data pre-processing
Calibration, alignment and peak picking of individual LC-MS runs were performed

using the Genedata Expressionist for MS 8.0 software (Genedata AG, Basel, Switzerland).

Internal recalibration was based on 1:4 diluted low concentration tune mix (Agilent,
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Waldbronn, Germany), which was injected prior to each run using a 6-port valve mounted to
the MS. Individual steps of data pre-processing are described in the Results and Discussion
section. Briefly, the complete processing consisted of three stages: Stage 1 performed
chemical noise substraction; Stage 2 performed recalibration and alignment and Stage 3

achieved peak picking and export.

UPLC-Q-ToF-MS and FTICR-MS Alignment

Alignment of both data types was performed using a custom Perl script. For each
matching masses between UPLC-Q-ToF-MS and FTICR-MS, the exact mass error was
calculated. If the error was smaller than a set threshold (detailed in results and discussion

part), the masses were supposed to be the same.

Statistical analysis

Filtering of masses was performed in MS Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA).
All further statistical analyses were performed with Genedata Expressionist for MS 8.0
(Genedata, Basel, Switzerland). Principal Component Analysis (PCA) is an unsupervised
method with the capacity to reduce the complexity of a huge dataset. Its goal is to extrapolate
important information and display it as a set of new independent variables called principal

components. This method discloses the similarity pattern of the observations or variables.
MS/MS spectra processing

Marker peaks from statistical analyses were subjected to tandem MS. Target lists for
fragmentation experiments were converted to MS/MS acquisition methods using MetShot
(Neumann et al., 2013). After acquisition, MS/MS spectra were manually extracted using
Bruker Data Analysis 4.1 (Bruker Daltonic, Bremen, Germany) and files were exported to
.mgf format and converted to MetFusion batch files using a custom Perl script.

Results and Discussion

Prerequisites for succesfull metabolic profiling of wines using UPLC-Q-ToF-MS
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For unambiguous profiling of the metabolic signature of wines using UPLC-Q-ToF-
MS several points have to be taken into account. First, due to the number of samples we
aimed to profile, we had to split them into several batches. We decided to consider batches
according to appellations, thus leading to four unequally sized batches of 12, 24, 29 and 87
samples. This approach ensured that similar samples are comparable even, if batch-to-batch
differences occur. However, to minimize batch-to-batch effects and to have a marker for
comparison, we used quality control samples, which are a pool of all samples analyzed (Naz
et al., 2014; Gika et al., 2014). These QC samples were injected 10 times prior to each batch
in order to equilibrate the system and injected every ten samples to monitor retention and
intensity shifts. Lastly, to make use of the high resolving power of the employed mass
spectrometer, prior to each analytical run a calibrant was automatically injected allowing
individual recalibration for the correction of mass shifts. All of these points helped to

guarantee the highest possible quality of data.

Pre-processing of FTICR-MS data

Non targeted FTICR-MS analysis generates a tremendous amount of data and requires
pre-treatment prior to the application of statistical tools. Raw data were first aligned in order
to discover occurring patterns, to identify outliers, to reduce the dimensionality of the data,
and also to compress large datasets into smaller and more discernable ones (Lucio, 2009). A
common approach for the identification of unknown molecules is the calculation of possible
elemental formulas. Molecular formulae were calculated using an in-house software tool with
the following chemical constraints: N rule; O/C ratio < 1; H/C ratio < 2n+2; element counts:
C<100,H=<200,0<80,N<3,S<3andP <1 (Schmitt-Kopplin et al., 2010; Gougeon et
al., 2009; Roullier-Gall et al., 2014b, 2014a). On the total of 21419 masses composing the
matrix after filtration, 8455 unambiguous elemental formulas were found. Due to the
expected high complexity of the metabolome, visualization strategies dealing with very
complex data matrices have been adapted (Hertkorn et al., 2007). The Van Krevelen diagram
displays the hydrogen/carbon (H/C) versus oxygen/carbon (O/C) ratios of these elemental
formulas and provide a commonly used qualitative description of the molecular complexity
of wine data (Gougeon et al., 2011; Roullier-Gall et al., 2014b, 2014a). This plot enables the
localization of areas covering metabolite classes, which are specified by different elemental
compositions, enabling a representation of a sample’s composition (Figure 1A). The richness

of the observed mass gives evidence of the compositional diversity of molecules as
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carbohydrates, polyphenols or amino acids and chemical alteration as hydrogenation /
dehydrogenation (Figure 1A ligne B) for example. A second plot for visualization and
interpretation of ultrahigh resolution mass spectrometry data is the CH, Kendrick plot
(Hertkorn et al., 2007), which is based on distinct mass defects calculated from each
elemental composition (Figure 1B). Molecules of different elemental composition differ in
their mass defect and it became possible distinguish homologous series of compounds from

each other.
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Figure 1: Van krevelen diagram (A) and Kendrick Mass Defects plot (B) representations of (-
) FTICR-MS data corresponding to the complete data set (152 samples) after filtration;
annotation of distinctive areas and lines of regions of predominant appearances of metabolite
classes and formal chemical alterations: (A) methylation/demethylation (CH,); (B)
hydrogenation/dehydrogenation (H;); (C) hydratation/condensation (H,O) and (D)
oxidation/reduction (O). Colors correspond to elemental formulas composition: (CHO) blue;
(CHOS) green; (CHON) red and (CHONS) orange.

Automated data pre-processing of UPLC-Q-ToF-MS data

A total of 286 chromatograms were obtained, including blank injections and QC
samples. To analyze this amount of data, automated pre-processing is needed. Several open-
source software packages exist for this task. We employed Genedata Expressionist for MS
8.0, which allows workflow-based data processing in a user-friendly graphical user interface.
Our processing strategy consisted in three stages. Stage 1 mainly aims at data reduction by
use of chemical noise subtraction. This is performed in a so-called repetition activity, which
handles only one chromatogram at a time, enabling faster processing, because memory of the
employed computer system is optimally used and no files have to be paged to cache plates.

Additionally, this prevents an overhead of the memory of very big studies with > 250
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chromatograms. The noise subtracted data is stored in the proprietary .sbf format yielding a
124 fold data reduction compared to initial raw data. These noise subtracted chromatograms
served as input for the second stage. All files were internally recalibrated on the calibrant
segment in the retention time range from 0.05 to 0.3 minutes. A mass error < 5 ppm could be
achieved for the calibrant masses. All of the chromatograms were then aligned in the RT
direction. A pairwise alignment tree was constructed to guide the alignment, with the
following procedure: two most similar chromatograms are first aligned, followed by the next
more similar and so on until all chromatograms have been aligned. This methodology is
especially useful for samples with high chemical diversity, which is the case for wine.
Intermediate results were again stored in the .sbf format. In the third and last stage, noise
subtracted, recalibrated and aligned spectra underwent peak picking. All of the detected
features were combined into isotopic clusters and data were finally exported to .gda and .xIsx

files for statistical analyses and alternative analyses, respectively.

Metabolite annotation using different metabolomics databases

A first overview of potential structures corresponding to detected metabolites was
obtained by metabolite annotation using both the MassTRIX interface and a home-build
(including grape and wine) metabolite database (Roullier-Gall et al., 2014b, 2014a; Wigele et
al., 2012; Suhre and Schmitt-Kopplin, 2008) (figure 2). A search against KEGG, HMDB and
LipidMaps with maximum error of 3 ppm was performed. MassTRIX and KEGG enable the
visualization of compounds annotation on pathways of a chosen organism (Vitis vinifera in
this example) (figure 2A.B). In total, 3351 detected masses from FTICR-MS could be
annotated using MassTRIX, whereas 2613 detected masses could be annotated using our
home-build metabolite database (Figure 2C). Around 22 % of total detected features from
FTICR-MS are detected by both MassTRIX and homemade data base. Only few features,
119, from UPLC-Q-ToF-MS were annotated using MassTRIX, comparing to the 3351
masses from FTICR-MS (figure 2C) proving the necessity of the alignment of both datasets.
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Figure 2: (A) Pathways for the biosynthesis of secondary metabolites from KEGG for the vitis
vinifera organism and (B) enlargement of a portion of flavonoid biosynthesis pathways, with
annotated compounds (blue dots) possibly corresponding to detected masses from all of the (-)
FTICR-mass spectra; (C) Venn diagrams showing the convergence between annotations from
different data bases (MassTRIX versus home build wine data base, top).

UPLC-Q-ToF-MS and FTICR-MS alignment.

In order to compare both datasets and confirm exact masses for the UPLC-Q-ToF-MS
data, we performed the alignment of both datasets using a custom Perl script. In order to find
optimal alignment conditions we used maximum error thresholds from 1 to 15 ppm in 1 ppm
steps and compared the number of unique, double, triple or more hits. The procedure of
alignment gives us the remarkable advantage of combining exact mass information from
FTICR-MS with retention time data from UPLC-UHR-ToF-MS. With this information,
elemental formulas related to unknown metabolites can also be supplied with putative
chemical structures, that are not necessarily covered by metabolites present in the databases
used for annotation. Figure 3 shows a plot of the number of UPLC-Q-ToF-MS features with
an exact mass hit in the ICR-FT/MS data set. A feature could either have no hit, one, two,
three or more hits, which are depicted individually. 2 ppm had the highest number of features
with a unique hit. However we used 3 ppm for further investigation, because it is the last
error having higher number of unique hits compared to features with more hits. This enabled
us to cover as many different solutions as possible, without having too many false positives
which were observed at the higher range of the thresholds (Figure 3). Surprisingly, we still
had 158 LC-MS features with no FTICR-MS hit. These were further investigated regarding
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their mass and intensity. A possible explanation is that we used different mass ranges for the
two different methods. However, all of these LC-MS features were in the mass range of the
FTICR-MS, from m/z 124.9920 to 688.9692. Since no specific trends in either intensities or
retention time regions could be identified (data not shown), we therefore concluded that these
features were molecules likely easily suppressed in direction infusion ESI, thus showing the
added value of a chromatographic separation, and more generally the complementarity

between the two mass spectrometry methods.
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Figure 3: Statistics of LC-FT-MS alignment showing number of hits between LC-MS and FTICR-MS
masses as function of error. With higher errors number of clusters with no hits decreased, but also the
number of clusters with multiple hits increased. We have chosen an error of 3 ppm, which is the last
point were unique hits exceed multiple hits.

Statistical analysis of FTICR-MS and UPLC-Q-ToF-MS data

Mass lists obtained from all of the samples were merged into one data matrix and the
calculated molecular compositions of all m/z features detected in UPLC-Q-ToF-MS were
visualized in a van Krevelen diagram (in color) after alignment with the FTICR-MS mass list
(in grey) (figure 4A). The molecular composition of all m/z features detected in (-) FTICR-
MS appears very complex (grey), with regions of carbohydrates, amino acids and
polyphenolics being extremely occupied (Figure 1A and 4A). A convergence between mass
spectrometry data sets can be observed even if the number of m/z features detected in UPLC-
Q-ToF-MS (in color) is significantly lower than m/z features from FTICR-MS (in grey)
(figure 4A), the peak abundances and the distributions for CHO, CHOS, CHON and CHONS
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were characteristic of wine sample (Figure 4B) with a majority of CHO compounds, follow

by CHON compounds (Gougeon et al., 2009; Roullier-Gall et al., 2014b).
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Figure 4: (A) H/C versus O/C van Krevelen diagram of the masses from FTICR-MS (grey) and
common masses from UPLC-QToF-MS and FTICR-MS. (B) Histograms of the relative frequency of
common masses from UPLC-QToF-MS and FTICR-MS. Color code: CHO, blue; CHOS, green;
CHON, red; CHONS, orange.

To evaluate the stability of the UPLC-Q-ToF-MS system we used QC samples and
checked the RSD of peak intensity of detected peaks in all QC samples. However we did not
use this as filtering criteria because the QC samples consisted of a pool of > 120 different
wines from different appellations, vintages and ages and therefore the chance was high to
dilute out significant and/or discriminant peaks specific to certain samples. Furthermore,
samples were measured in two attempts within a timeframe of one year. To make both
measurements comparable, we used the aligned matrix and filtered it for masses occurring in
minimum 10% of all samples of one measurement run. In total, we obtained 977 features for
further statistical analyses. However, differences in intensities between the QC samples from
the two measurements were found. In order to take them into account by normalization, we
used Z-transformation, which performs unit variance scaling and back transformation. This
transformation strongly reduced variation across QC samples from the two measurement
regimes, and thus drastically reduced, but not completely removed differences based on
different times of measurement. It must be noted that the design of batches was done in a way
that it resulted in sample sets that could be analyzed individually, allowing overall

comparison of markers.
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A PCA analysis of wines was performed on RP-UPLC-Q-ToF-MS data for the four
series of Burgundy Chardonnay wines, which clearly separated them according to their
appellation (Chablis, two different Meursault and Aloxe-corton) (figure 5A). This result
shows for the first time that it is possible to discriminate wines according to their appellations
of origin (geographical origin of grapes), regardless of the vintage, and thus nicely confirms
that wine's metabolic diversity holds various chemical fingerprints that advanced non targeted
metabolomics can read. Possible structural assignments for specific masses for geographical
origins (figure 5B) could be obtained from databases or interfaces such as SciFinder Scholar
or MassTrix (Wigele et al., 2012). However, on average more than 80% of the discriminant
masses could not be annotated. Through the MassTRIX interface, 56 elemental formulas
specific to Chablis wines, 59, 50 and 3 elementals formulas specific to Meursault 1,
Meursault 2 and Corton wines, respectively (out of 304, 327, 204 and 267 masses, specific to
Chablis, Meursault 1, Meursault 2 and Aloxe-Corton wines, respectively) could be correlated
to hypothetical metabolite structures from the various metabolic pathways of the Vitis
vinifera organism (Figure 5B) (Suhre and Schmitt-Kopplin, 2008; Wigele et al., 2012). If
Chablis wines were clearly characterized by hits in each represented pathways (except for the
flavanoid biosynthesis), Meursaultl wines were characterized by hits in degradation of
aromatic compounds pathways and Merusault2 in Flavanoid biosynthesis pathways. All of
the metabolic pathways appeared to be involved in this discrimination and covering a large
number of molecular families including polyphenols, fatty acids, carbohydrates and amino

acids (figure 5B).
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Figure 5: (A) PCA score plot for the first three components from RP-UPLC-QToF-MS data sets of
white wines, from three distinct appellations in Burgundy, showing the discrimination between wines
according to the appellation, regardless of the age of the wine. (B) Number of metabolite structures
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that could be associated with elemental formulas specific to the different geographical origins, in
some of the Vitis vinifera metabolic pathways, using MassTRIX.

Analysis of marker peaks

Putative annotations of significantly different metabolites only give small evidence on
their real structure, because several possible isomers and isobars might exist, especially for
secondary metabolites. Therefore we performed MS/MS experiments on statistically
identified markers from the different data sets. We used the R package MetShot to sort given
RT and m/z into different subgroups for MS/MS to have a minimum number of acquisition
methods that cover all features (Neumann et al., 2013). MS/MS spectra were manually
extracted and exported to .mgf files from which MetFusion batch files were generated using a
custom Perl script. Identification of metabolites is the current bottleneck of metabolomics

(Evans et al., 2009).

Although tandem MS libraries are growing fast, numerous metabolites are still
missing. The most promising solution to overcome this problem is in silico fragmentation.
Several tools exist and we used MetFusion for analysis (Gerlich and Neumann, 2013; Tohge
and Fernie, 2009; Allen et al., 2014; Heinonen et al., 2012). This web-based tool uses the in
silico fragmentation tool MetFrag in combination with different MS/MS databases, like
MassBank or Metlin. Results were ranked based on spectral similarities to the in silico
spectrum of compound matching the precursor mass and spectral similarities to spectra stored
in different databases. All spectra were uploaded to a MetFusion batch client. To prove the
applicability of this approach for metabolite identification we have chosen an example, which

will be discussed in more detail.

As example we show results for m/z 311.0406 at retention time 3.46 min. This mass
was putatively annotated as caftaric acid (Figure 6A) with an error of -0.79 ppm. Cafltaric
acid is known to take part of the colour of white wine and is considered to be one of the
strongest natural antioxydant of Chardonnay (Cheynier et al., 2006), and it's concentration is
known to decease upon oxidation (Gawel et al., 2014; Fernandez de Simoén et al., 2014).
From FTICR-MS, the exact mass of 311.0408523 was aligned to this feature. Using our
MetShot based approach we obtained a MS/MS spectrum suitable for further analysis. We

uploaded the most intense fragment peaks to MetFusion, then searched the ChemSpider
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database with an error of 1 ppm and used the European mirror of MassBank for MS/MS
search. Six potential candidates were found and caftaric acid yielded the highest score with 5
explained peaks (Figure 6D). Comparison to known MS/MS spectra showed spectral
similarities with caffeic acid, rosmarinic acid and aesculetin (Figure 6B). Since we could not
find a MS/MS spectrum in other databases for confirmation, we ran the LC-MS analysis of a
standard caftaric acid under identical conditions. The comparison of MS/MS spectrum from

standard with data from wine, allow to confirm the identity of this peak as caftaric acid.
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Figure 6: (A) Caftaric acid, (B) structures with spectral similarities: rosmarinic acid, caffeic acid and
aesculetin. (C) Chromatographic peaks, (D) MS/MS spectrum with data from the standard and from
the wine.

Conclusion

The use of Ultra-high performance liquid chromatography coupled with quadrupole
time-of-flight mass spectrometry (UPLC-Q-ToF-MS) and Ion Cyclotron Resonance Fourier
Transform Mass Spectrometer (FTICR-MS) for non-targeted metabolic profiling and
metabolite identification of wine is shown here. Alignment between FTICR-MS and UPLC-
Q-ToF-MS was used to obtain retention time informations together with exact mass
measurements. The combination of these two methods of metabolic profiling enable a
superior resolution and mass accuracy, it provides good group separation and revealed
possible markers for each group. This approach added the possibility to obtain exact masses
for formula calculation with retention time information of unknown molecules, which can

add hints about possible molecule structures. Wine is considered as a complex biological
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system impacted by many environmental conditions related to grape growth, winemaking
practices, or to wine storage. From oenological point of view, the use of these two different
methods of metabolic pofiling allows the authentification of wine, regardless of the vintage,
depending on its geographical origin. These results provide insight novelty in terms of the
wine identification by the specific chemical composition of wine from different appellations

in Burgundy.
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3 Conclusion générale du chapitre 1

En conclusion, la combinaison de FTICR-MS a ultra-haute résolution et de deux
méthodes de chromatographie liquide couplées a la spectrométrie de masse, RP-UPLC/Q-
ToF-MS et HILIC-UPLC/Q-ToF-MS pour 1’analyse métabolomique non ciblée a été adaptée
pour I’analyse du vin. La combinaison de ces méthodes de profilage apporte une résolution et
une puissance de détection exceptionnelle, ce qui permet une séparation optimale des vins,
rendant possible la détection de nombreux marqueurs discriminant différentes appellations de
vins blancs, ou discriminant des vins anciens (SV1) par rapport a des vins de millésimes plus
récents. La capacité¢ de caractérisation d'échantillons complexes par cette plateforme
combinée est ainsi améliorée.

Le probléeme majeur de la métabolomique utilisant la spectrométrie de masse est
I’identification structurale des masses détectées. Cependant il y a de nombreux avantages a
combiner ces différentes approches non ciblées. En effet, la corrélation entre les signaux de
FTICR-MS et ceux obtenus a I’aide d’une résolution plus faible par UPLC/Q-ToF-MS
permet la validation d’annotations de composants, la distinction entre les isomeres ainsi que

la détermination précise de masses associées aux temps de rétentions.
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Chapitre 2 : Etude de séries verticales de vins et
vieillissement en bouteille

1 Marqueurs de vieillissement

Dans cette étude, la combinaison d’approches métabolomiques non ciblées a été utilisée
pour l'analyse de séries verticales de vins de Bourgogne représentant 1'évolution naturelle de
vins en bouteilles conservés en cave. Sept différentes séries de vins rouges (Pinot noir) et
blancs (Chardonnay) provenant de cingq vignobles Bourgignons de millésimes 1934 a 2010,
ont ¢été analysées par Spectrométric de Masse a Résonance Cyclotronique des lons et
Transformée de Fourier (FTICR-MS) et Chromatographie liquide couplée a la
Spectrométrie de masse a quadrupole et temps de vol (UPLC/Q-ToF-MS). 1l est supposé
que la composition chimique d'un vin contient une mémoire des divers facteurs
environnementaux qui ont eu une incidence sur son bagage métabolique au moment de son
¢laboration et ainsi refléte son millésime. Des milliers de métabolites suivant une évolution
spécifique et dont la concentration augmente ou diminue avec le vieillissement des bouteilles
pourraient étre révélés, soulignant le fort impact du vieillissement sur la composition du vin.
Les analyses métabolomiques non ciblées ainsi que les analyses statistiques multivariées
pourraient révéler des familles importantes de métabolites spécifiques discriminant le
vieillissement. Le but de cette étude était de caractériser 1'évolution de la diversité chimique
des vins en bouteille. Les masses spécifiques qui ont influencé le plus la composition du vin
lors du vieillissement ont ¢été identifié¢es par FTICR-MS et UPLC/Q-ToF-MS et
structurellement caractérisées par UPLC/Q-ToF-MS et UPLC/Q-ToF-MS2.

Cette publication est en cours de finalisation, par conséquent les résultats sont présentés sous

format d’article mais la partie résultats et discussions doit étre complétée.
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Abstract

Combined non-targeted metabolomics approaches (FTICR-MS and both RP and
HILIC UPLC/Q-ToF-MS were used for the analysis of vertical series of red and white
Burgundy wines, representing natural bottle evolution in cellars, over a period ranging from
1934 to 2010. Unsupervised statistical analyses of the tens of thousands of detected masses
exhibited an unprecedented efficiency for the discrimination of very close appellations,
regardless of the age of the wine, in particular for white wines. Supervised PLS-DA further
allowed the extraction of thousands of masses, common to both red and white wines, whose
intensity exhibited decreasing and increasing trends with the age of the wine. For the first
time, such age-related markers, which provide a remarkable example of the ability to read
chemical memories of bottle-aged wines, could be identified. Advanced untargeted-base MS?

analyses were implemented for the structural identification of some age-related biomarkers.

Keywords
Vertical series of wine, ageing chemistry, direct injection Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry, ultra-performance liquid chromatography mass spectrometry,

tandem mass spectrometry, non-targeted metabolomics.
Introduction
As for spirits, sensory properties of premium wines are known to improve during the

period of bottle aging, where the composition changes through a complex array of chemical

reactions that are only partly understood (1, 2). An optimum is thus reached more or less
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quickly depending on the initial metabolic baggage of the wine (3). Many studies have
attempted to describe the chemical changes during bottle aging, with particular emphasis on
the phenolics composition, the color, or the aroma and flavor compounds (1, 2, 4-8). Red
wines have been naturally more studied because of their globally higher concentrations in
polyphenols, which make them more resistant against oxidation, considered here as the major
mechanism involved in the aging process of bottled wines (9, 10). In contrast, nearly no
experimental results have been reported on the long-term bottle ageing of white wines.
However, attention has been brought to the short-term ageing of the latter in the particular
context of premature oxidation, characterized by the rapid disappearance of fruity aromas and
the concomitant appearance of unpleasant sensory notes often described as "heavy" along
with the browning of the color (11). Volatile compounds specifically associated with this
untypical ageing have been identified, and they include in particular aldehydes with
acetaldehyde (12), phenylacetaldehyde or methional (13), along with sotolon (14) or o-

aminoacetophenone (15).

This particular example of premature oxidation studies raises the question of the
nature of the information that is searched for, when analyzing wines upon ageing. Indeed,
besides the molecular characterization of the wine that is considered to be sensorialy
oxidized, the identification of compounds responsible for the aroma is also designed for the
possible deciphering of the chemical mechanisms by which these compounds were formed,
and subsequently for the identification of precursor molecules for these mechanisms.
Attempts to identify methional or o-amino acetophenone precursors have however shown that
such targeted approaches were unable to succeed (13, 15), thus illustrating the yet-unknown

diversity of mechanisms possibly involved in the formation of oxidation markers.

An alternative approach for adressing wine ageing is to analyze vertical series of
wines as shown recently for Bordeaux Cabernet and Merlot wines (4) or for 50 and 30 year
series of Cabernet and Shiraz wines from Australia (6), where fundamentals of the conceptual
approach lie in the fact that any analyzed feature corresponds to an instanteneous snapshot of
wines exhibiting distinct time-related evolutions. Here again, targeted analyses were able to
provide only restrictive trends related to the chemistry of wine ageing, as examplified by the
evidence that non-bleachable pigments play a much larger role in long-term wine color than

anthocyanins (6).
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Here, we show that the combination of FTICR-MS and UPLC-QTOF-MS non-
taregted analyses of four vertical white wine series (Chardonnay) ranging from 1934 to 2012,
and three vertical red wines series (Pinot noir) from 1959 to 2009 allowed for the first time
the identification of chemical markers associated with the ageing process, regardless of the

appellation or the colour.

Materials and methods:

Materials

All solvents used were high-performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry grade (Methanol, acetonitrile and water) from Fluka Analytical (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA). An electrospray ionization (ESI) tuning mix (Argilent, Santa Clara, USA)
was used for time of flight ToF-MS calibration.

Sampling and sample preparation.

A total of 152 samples of bottled Chardonnay and Pinot noir wines from Burgundy
were analyzed. The four Chardonnay vertical series were from three different appellations in
Burgundy, with two series from the same Meursault appellation, but from two distinct estates.
The three Pinot noir vertical series were from three different appellations in Burgundy, but
two of these series were from the same estate (Table 1).Wines were sampled into a 2ml vial
under argon atmosphere to protect it from oxygen and stored in dark at 7 °C. 50 pl of wine
were diluted into 950 pl methanol for FTICR-MS analysis and 40 pl of acetonitrile were
added to 960 pl of wine for both RP UPLC/Q-ToF-MS and HILIC UPLC/Q-ToF-MS
analyses. Quality control (QC) samples were made by mixing 10 ul of each samples. All

MS/MS measurements were performed on QC samples.
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Table 1: Details on vertical series of wines

. . . number of
Appellation Estate Period Vintages analysed 5
vintages
Meursault la Velle 1979 to 2006 1979 to 2006 27
3 1934 - 1955 - 1957 to 1960 - 1965 to 1967 - 1972 - 1973 - 1975 -
Corton Bouchard pére et 193410 2010 o 34
5 Charlemagne fils 1982 to 1984 - 1987 to 1989 - 19991 - 1994 to 2010
White Vincent
Chablis 5 1984t02012 1983 1o 1990 - 1992 to 2012 29
Dauvissat
1965 - 1976 - 1579 - 1982 - 1985 - 1990 to 1992 - 1994 - 1996 -
Meursault Comtes Lafon 1969t02010 1997 - 24
1999 10 2010
1976 to 1979 - 1981 10 1986 - 1988 1o 1993 - 1995 - 1996 - 1998 10
Céte de Beaune la Velle 1976 t0 2007 2003 - 26
2005 10 2007
Red Richebourg Romanée Conti 195910 2009 1959 - 1966 - 1979 - 1989 - 1999 - 2009 6
Grand Echezeau Romanée Conti 1959t0 2009 1959 - 1966 - 1979 - 1989 - 1999 - 2009 6

Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry analysis (FTICR-MS).
High-resolution mass spectra were acquired using an FTICR-MS instrument
(SOLARIX, Bruker Daltonik, Bremen, Germany) equipped with a 12 Tesla superconducting
magnet and an APOLO II electrospray ionization source in the negative ionisation mode.
Sample was introduced at a flow rate of 120 pL.h-1 using a syringe pump. The MS was
externally calibrated on clusters of arginine (10mg.L™") in methanol. Spectra were acquired
with a time domain of 4 mega-words with a mass range of m/z 100 to 1000. Up to 500 scans
were accumulated per sample. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance (FTICR) spectra
were internally recalibrated on fatty acid with mass errors below 0.05 ppm and exported to

peak lists at a signal-to-noise ratio (S/N) of 4 and higher.

Liquid Chromatography coupled to Mass Spectrometry analysis (UPLC/Q-ToF-MS)

Metabolites were separated using a Waters Acquity UPLC system coupled to a Bruker
maXis UHR-ToF-MS. Two different separation methods, reversed-phase (RP) and
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) were employed. In RP mode middle
to non-polar metabolites were separated using a BEH C8 column (150 mm x 2.1 mm ID)
with an ACN gradient. Buffer A consisted of 10% ACN in water and buffer B of 100% ACN,
both with 0.1% formic acid. Separation of polar metabolites was achieved with a BEH Amide
column (150 mm x 2.1 mm ID) and a gradient from 95% ACN / 5% water to 50% ACN /
50% water, both with 10 mM ammonium formiate and 0.1% formic acid. Detection was
carried out in negative ionization mode with following parameter: Nebulizer pressure = 2.0
bar, dry gas flow = 8.0 I/min, dry gas temperature = 200°C, capillary voltage = 3500 V, end
plate offset = - 500 V, mass range = 50-1200 m/z.
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MS1 data processing: Bruker raw data files were imported into Genedata Expressionist for
MS 7.6, noise subtracted aligned and peak picked. Intermediate results were stored in .sbf
format. The final data matrix was exported as .xIsx file and .gda file for further statistical
analysis using Genedata Expressionist for MS Analyst 7.6. Visual comparison of the quality
control (QC) sample injected in the beginning, the middle (every 10 samples) and the end of

a run allowed the data quality control and demonstrated the system stability (16).

MS2 data processing: Peaks identified as potential ageing markers were selected for
fragmentation using AutoMSn and scheduled precursor lists (SPL). Several acquisitions were
performed to avoid overlap of isolation regions. MS/MS spectra were picked and exported
from Bruker DataAnalysis 4.1 SP2 using a custom VB script. Masses with S/N > 5, minimum
absolute intensity of 100, relative intensity > 0.1 % were exported to .asci files. For
identification purposes MS/MS spectra were converted to MetFusion batch files using a
custom perl script. In silico fragmentation was performed with following parameters: mf
Search = 10 ppm, mf Limit = 20000, clustering = true, mf MZ = 10.0 ppm, mf Database =
pubchem / chemspider, mf MZabs = 0.01. Precursors were selected from PubChem and/or
Chemspider. MS/MS spectra were additionally matched against MassBank. Results were re-

ranked using chemical similarity as described previously.

Statistical analysis

Hierarchical Clustering Analysis (HCA) was performed with the Hierarchical
clustering explorer 3.5 sofltware (Maryland, USA) on normalized data. Euclidian distances
and average linkages were chosen to measure distance. This method allowed samples to be
grouped into homogeneous and distinct clusters, without imposing preliminary hypotheses on
the data.

Principal Component Analysis (PCA) is another unsupervised method with the
capacity to reduce the complexity of a multivariate dataset. Its goal is to extrapolate
important information and display it as a set of new independent variables called principal
components. This method, like Hierarchical clustering, discloses the similarity pattern of the
observations or variables. A 95% cut-off of the frequencies was used to select the optimum
number of principal components. Partial least square discriminative analysis (PLS-DA)
models were used to extract the most discriminative metabolites, which were further

manually checked within the spectra. Discriminative masses with a variable importance in
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projection (VIP) value >1 and p values <0.05 were considered as relevant. PCA and PLS-DA
were performed with Genedata Expressionist for MS Analyst 7.6 for LC-MS data.
Two-dimensional van Krevelen diagrams were constructed using compositional
networks (based on elemental compositions) and functional networks based on selected
functional group equivalents enabling improved assignment option of elemental composition

and classification of organic complexity with tuneable validation windows (20).

Results & discussion

Classical analyses in oenology

Among the different vertical series, we gathered the classical oenological parameters
recorded at bottling for the 34 Corton Charlemagne wines spanning vintages from1934 to
2010 (Fig.1). These wines were analyzed for total acidity, malic acid, pH, SO,, volatile
acidity, dry extract, sugars and iron (Fig.1). Results clearly showed that the iron content at
bottling was the only measured parameter which exhibited a nearly linear increasing trend
with the age of the wine, from 0.01 mg/L in 2010 to more than 12 mg/L in 1934.
Interestingly, we could observe here, that none of the other parameters actually exhibited
variation that could be correlated with the age of the wine, in agreement with the study of
McRae et al., bearing in mind that the latter referred to analyses done at the same time for all
of the wines from the vertical series, and not at bottling (6). Observed inter annual variation
for the parameters in Fig. 1 would thus be mostly driven by vintage characteristics, including

climatic conditions, vineyard management and oenological processes.
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Figure 1: Classical oenological parameters measured before bottling for the 76 wines from the Corton
Charlemagne vertical series. These analyses were done on site.

Untargeted metabolomics.

Four vertical series of white wine (Chardonnay) and three vertical series of red wine
(Pinot noir) from Burgundy (Table 1) were analyzed through a combination of untargeted
MS-based metabolomics plateform (Supp Fig.1). Both reverse (RP) and hydrophilic (HILIC)
phase liquid chromatography, coupled to Q-ToF-MS were used to increase the number of
detected metabolite features (16), in combination with direct injection FTICR-MS to increase
the sensibility and the precision of mass measurement (22,23). Up to 68,986, 14,507 and
14,934 distinct mass features, using FTICR-MS, HILIC Q-ToF-MS and RP Q-ToF-MS
respectively, could be extracted by data filtering with the GeneData software. Only 4,672 of

these features were actually common to the three analytical tools (Fig.2).
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Figure 2: Venn diagram of masses common to both red and white wines, using FTICR-MS, HILIC Q-
ToF-MS and RP Q-ToF-MS.

Geographical and varietal signatures.

An unsupervised statistical analysis of all of the RP UPLC Q-ToF-MS data
straightforwardly led to a clear discrimination of wines according to the grape variety they
were made of (Chardonnay or Pinot noir) (Fig.3A). Such discrimination, which could also be
obtained from FTICR-MS or HILIC-MS data, further provided an unprecedented sub-
discrimination among vertical series. Appellations indeed appeared discriminated regardless
of the vintage for both red and white wines. This result is all the more remarkable that two

vertical series were from the same Meursault appellation, thus emphasizing the potentiality of

139



Résultats et discussion

such MS-based metabolomics for authentication purposes (18-20). Separate PLS-
Discriminant Analyses of red and white wines subsets provided enhanced representations of
the discriminations between appellations, in particular for wines from Chablis along the first
component (Fig. 3C). Interestingly again, the two vertical series of Meursault were separated
along any of the first thre components. In contrast for red wines, the two neighbouring
appellations of Grands Echezeaux and Richebourg could not be separated (Fig. 3B), and the
first two components could only discriminate wines from the Cote de Beaune (Beaune) to

those from the Cote de Nuits (Grands Echezeaux and Richebourg).
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Figure 3: RP-UPLC-Q-ToF-MS data (A) PCA of all vertical series, (B) PLS-DA of red wines series
and (C) white wines series.

Aging markers.

In order to extract age-related metabolomics signatures, supervised PLS-Discriminant
Analyses of RP UPLC/Q-ToF-MS data were designed (Fig. 4A), and masses common to both
red and white wines, which drove this age-related model (highest VIP score value) were
reduced to 1,691, 1,429 and 2,288 pertinent masses for FTICR-MS, HILIC/QtoF-MS and
RP/QtoF-MS, respectively (Fig. 4B). The Venn diagram (Fig. 4B) showed that while most of
these markers were unique to the MS method used, only 91 masses were common to the three

analytical techniques. Discriminant masses, common to both red and white wines were
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thereafter mapped into van Krevelen diagrams according to their time-related evolution
(Fig.4C and Supp Fig.2). Various classes of metabolites seemed to follow either of the age-
related trends (masses whose intensity increases with age in yellow and those whose intensity
decreases with the age in red). However, sugar-containing compounds, polyphenols and
amino acids appeared to be specifically involved, with the latter particularly increasing with
the age, consistently with results from old wines analyses (Ref a publie sur SV1). The
involvement of polyphenolics is in agreement with the literature (4, 6, 21). Different
databases, including metlin, KEGG, and a homemade database specific to plants, grape and
wine, were questioned for the annotation of these markers (Fig. 4D) and only 20% of them
actually found hits in these databases, with metlin always giving the highest number of hits.
This approach was used to produce a shortlist of potential candidates that could be confirmed

by MS-MS experiments.
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Figure 4: (A) PLS-DA score plot for the first two components from RP UPLC/Q-ToF-MS data for
the Corton Charlemagne white wines, showing the age-related model built from vintage. (B) Venn
diagram of masses common to both red and white wines, which followed these aging trends. (C) Van
Krevelen diagram of FTICR-MS masses whose intensity increased (yellow) or decreased (red) with
the age of wines. (D) Counts of masses which found hits in our home made data base, KEGG HMDD
Lipidmaps and Metlin.
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Age-related biomarkers for both red and white wines were individually extracted and
analyzed by RP-UPLC-Q-ToF-MS? for structural characterization. Figure 5 illustrates the
corresponding identification and characterization workflow in the case of a white wine, for
UPLC-Q-ToF-MS with TIC for the all MS spectrum (Fig. 5A) together with the survey view
(Fig.5B) and the total spectrum corresponding to the sum of spectra from all retention times
(Fig.5C). MS/MS was done on the same UPLC-Q-ToF-MS system for the 2,288 wine aging
biomarkers and figures 5D and S5E show some examples of fragmentation for the parent ions
at m/z 241.0372 and m/z 320.9947. The latter were examples of the 272 detected masses by
both RP UPLC-MS and FTICR-MS (Fig. 4B). MetShot was then used to extract pertinent
structures for these MS? features, from Metfusion, Massbank or Metfrag databases. These
structural assignments were carried out on the basis of probable elemental compositions
estimated from accurate m/z values, a careful analysis of the isotopic patterns and the
occurrence of diagnostics in MS/MS spectra. However the limited coverage of available
databases, especially in the case of ESI-MS/MS (22) identified only few markers. 507
possible biomarkers for wine aging were identified. It must be noted that some of the
potential biomarkers could not be identified by MS/MS because of their low intensity in QC

samples.
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Figure 6: (-) RP-UPLC-Q-ToF-MS/MS for the characterization of wine aging biomarkers. (A) TIC

and (B) Survey view of the sample (m/z versus retention time). (C) Total spectrum of the sample

(intensity versus m/z). MRM spectrum for two examples of wine aging parent ion biomarkers at m/z
241.1 (D) and m/z 321.0 (E).

Conclusions

This paper reports the first combined use of FTICR, RP- and HILIC- UPLC Q-ToF
mass spectrometry for the detection and identification of yet-unknown wine aging
biomarkers. Questions addressed in this "verticalomics" conceptual approach concerned the
nature of the information that is searched for when recording an instantaneous picture of
vertical series of wines, which inherently exhibit different chemical compositions because of
at least two reasons: (i) they were not made of the same grapes and therefore, they were not
holding the same metabolic baggage at bottling; (ii) they did not age for the same time. Our
results showed that within that frame, only non-targeted analyses can possibly decipher
pertinent chemical fingerprints. Aging markers, which correspond here to elemental formulas
associated with masses that are more and more abundant — or more and more scarce — with

the age of the wine at the moment of analysis, are among such fingerprints.
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Our results not only confirmed that such fingerprint could indeed be recorded, but also
that it would be common to any of the vertical series regardless of the grape variety
(chardonnay or Pinot noir). However, the structural identification of biomarkers remains the
most challenging and time-consuming step, despite the ultra high resolution of FTICR-MS.
Besides, our results show for the first time, that non-targeted MS-based analyses of wines
potentially exhibit a remarkable ability to discriminate wines of the same grape variety and
from neighboring appellations, regardless of their vintages, with highly potential applications

in authentication issues.
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Supplemental figure 1: Workflow showing the successive steps for data acquisition and analysis of
vertical series. Samples were analyzed by FTICR-MS, RP-UHPLC-MS and HILIC-MS in order to
collect the widest range of metabolites potentially present. MS profiles were scrutinized and data
extractions were performed with optimized parameters. Multivariate statistical analysis included PCA,
PLS-DA and HCA aimed at highlighting underlying trends. Markers were extracted and identified by
tandem MS experiments with confirmation by standards injection.
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Supplemental figure 2: Discriminant masses, common to both red and white wines whose intensity
increases with age in red and those whose intensity decreases with the age in yellow.
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2 Saint Vivant

Les travaux de restauration de l'ancien monastére clunisien de Saint-Vivant en
Bourgogne a révélé, enterrée dans une cave, une bouteille de vin (SV1) datée de 1772 a 1860.
Des analyses non ciblées par FTICR-MS des échantillons prélevés au niveau du haut, du bas
ainsi que des extraits du dépdt ont révélé une augmentation de la concentration de I'ensemble
de la diversité chimique du haut vers le bas, ainsi que la présence d’acide tartrique et de
resvératrol confirmant la nature des raisins rouge formant le vin SV1. Les espaces chimiques
CHNOS de SV1 présentent des similitudes avec une série de vins rouges de Romanée Saint
Vivant (de cépage pinot noir), couvrant six millésimes différents de 1915 a 2009, bien que
cette bouteille est caractérisée par une plus grande abondance de composés azotés. La
comparaison de SVI1 a 68 vins rouges différents provenant de Bourgogne et répartis sur
I’ensemble du 20°™ siécle par une analyse des données FTICR-MS par OPLS a montré que
le vin SV1 datait probablement du 19°™ siécle. Enfin, I'analyse par composante principale

des masses discriminantes des cépages Grenache, Syrah et Pinot apporte une preuve

supplémentaire dans I’identification du cépage Pinot noir des raisins constituant SV1.

Cette publication sera soumise prochainement.
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Abstract

Restoration works in the old Clunisian Saint-Vivant monastery in Burgundy revealed
a buried bottle dating between 1772 and 1860 (SV1). Non-targeted FTICR-MS analyses of
samples taken from the top, the bottom and the deposit revealed concentration increase from
top to bottom of the whole chemical diversity, including in particular tartaric acid and
resveratrol, thus confirming the red grape wine nature of its content. CHONS chemical
spaces of the SV1 wine exhibited similarity with a series of Romanée Saint Vivant red wines
(pinot noir variety) from six different vintages spanning vintages from 1915 to 2009,
although characterized by a higher abundance of N-containing compounds. When compared
to 68 different red wines from Burgundy, spanning nearly all of the decades from the 20
century, an OPLS analysis of FTICR-MS data consistently showed that the SV1 wine was
most likely from the 19" century. Finally, the PCA analysis of discriminant masses for SV1
along with discriminant masses for Grenache, Syrah and Pinot noir varieties brought further

evidence for the Pinot noir variey of the grapes from which SV1 had been made.
Keywords: Wine, Aging, FTICR-MS, metabolites

Introduction

If a wealth of analytical data have already been published about the composition of
grape and wine [1-6], recent non targeted analyses have emphasized the extent of the yet

unknown bio-chemistry involved throughout the winemaking process [7]. Such quest for the
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description and the understanding of the composition of wine is undoubtedly fostered by its
various features ranging from organoleptic to health-related properties [8—10]. However, it is
also driven by a unique universally shared cultural heritage, which has always aroused the
curiosity of both scientists and non-scientists for this specific food product, “transformed to
be consumed within a culturally constructed set of rules and beliefs, often in situations
strongly associated with reinforcing social identity” [11]. This excitement is all the more
pronounced that the wine in question is aged, precisely because of the messages it may hold
from the time — supposedly long ago — where it has been made.

To that respect, archaeochemistry is becoming increasingly powerful for assessing
time-related features such as the revealing of the beginning of winemaking through the
analysis of traces of tartaric acid [12] or the long-lasting antioxidant properties of a 600-year
old fermented fruit juices found in amphorae in the relict of a ship of the Sicilian coast [13].
Extending such targeted analytical approaches to combined modern non-targeted analyses
now provides unprecedented chemical snapshots in terms of molecular resolution and
chemical diversity, that can allow reading messages related to various aspects of the
winemaking practices [14,15] or describing more generally the chemistry of complex
unknowns in a wide range of bio-geo-chemical samples [16,17].

Here we show that ultrahigh-resolution FTICR/MS analyses of the content of an
unlabeled bottle buried in a cellar of the old Clunisian Saint-Vivant monastery reveal a
filiation with the contemporary Romanée Saint-Vivant appellation, through the description of

the chemical diversity.

Materials and methods

Sampling and sample preparation.

SV1 samples from top, middle and bottom of the bottle, were collected immediately
after opening the bottle 68 other red wines were collected from various vintages and
appellations in Burgundy, including six Romanée Saint Vivant wines (1915, 2003, 2007,
2008 and 2009 ), five Pommard wines (1921), and 57 red wines from various appellation in
Burgundy and various vintage between 1956 and 2009 (twenty six Cote de Beaune wines
from 1976 to 2007, eight Grand Echezeaux and eight Richebourg from 1959, 1966, 1979,
1989, 1999, 2007, 2008 and 2009, five la Tache from 1956, 1991, 2007, 2008 and 2009, four
Romanée Conti from 1965, 2007, 2008 and 2009 and six Echezeaux from 1978, 1999, 2004,

2007, 2008 and). Wines were sampled into 2ml vials under argon atmosphere to protect it
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from oxidation, and diluted in methanol (1/20) for FTICR-MS measurements. The SV1
bottom sample, mainly corresponding to amorphous precipitates was extracted in methanol,
and the extract further diluted (1/20) for FTICR/MS. For the purpose of variety identification,
related FTICR/MS analyses realized on 36 wines from a previous experimental setup
(Tonnelerie 2000 [18]) were compared to SV1. In brief, red wines from the Tonnelerie 2000
experiment were divided into 3 lots corresponding to the grape variety wines were made of:
Pinot noir (Mercurey, 12 wines), Syrah (Cote Rotie, 12 wines) and Grenache (Gigondas, 12
wines) [18].

Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry Analysis (FTICR/MS).

Ultra high-resolution mass spectra were acquired using an FTICR-MS instrument
(solariX, Bruker Daltonik, Bremen, Germany) equipped with a 12 Tesla superconducting
magnet and an Apollo II electrospray ionization source operated in the negative ionization
mode. Samples were introduced at a flow rate of 120 pL.h-1 using a syringe pump. External
calibration was realized on clusters of arginine (10 mg.L-1) in methanol. Spectra were
acquired with a time domain of 4 mega-words on a m/z 100 to 1000 mass range to guarantee
a high accuracy in elemental formula assignments. A resolving power greater than 500000
was reached. Up to 500 scans per sample were accumulated. Fourier Transform Ion
Cyclotron Resonance (FTICR) spectra were internally recalibrated from a list composed of
fatty acids and recurrent compounds in wine, with linearity up to m/z 600, and with mass
errors below 50 ppb. In conjunction with an automated theoretical isotope pattern
comparison, the generated formulas were validated by setting sensible chemical constraints
(N rule; O/C ratio < 1; H/C ratio < 2n+2; element counts: C <100, H <200, 0 <80,N<3,S
<3 and P < 1). The FTICR mass spectra were exported to peak lists with a cut-off signal-to-
noise ratio (S/N) of 4. Peak alignment was performed with maximum error thresholds of 1

ppm and filtered for masses occurring in minimum of 10% of all samples.

Results & discussion

This SV1 bottle was discovered still filled, buried 10 cm beneath a heavy limestone
pave remaining from the East wine cellar floor, in 2006 during the restoration works of the
old Clunisian Saint-Vivant monastery (Figure 1), the first owner of the most famous

vineyards in Vosne-Romanée (Burgundy, France). Besides the question of the actual nature
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and characteristics of its content, the discovery of this bottle was inevitably associated with
the willing to identify its age. If we assume that this cellar was the first storage for the bottle,
its content should be younger than1772— when the reconstruction of the abbey was achieved
— but older than 1793, when the abbey was destroyed to ruins during the French Revolution
(Supp. Fig. 1). However, the still preserved cellars were continuously used for wine storage
from 1830 to about 1860 [19]. Therefore, the bottle could have also possibly been buried
during the first half of the 19™ century. Typologically, the SV1 75 cl wine bottle (Figure 1) is
of « Burgundy » style whose morphology is referred to, as those figured in Van den Bossche
[20] from France and Belgium during the 1780-1820 period (Supp. Fig. 1).
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Figure 1: Picture of the SV1 bottle with the discrovery location inside the monastery east wine cellar
floor and the Saint Vivant monastery location.

Radiocarbon analysis of organic deposits found at the bottle bottom (Miami Beta
Analytic Inc laboratory sample Beta — 310588) gave an analytic age of 90 +/- 30 years BP
and calibrated date ranges (95% probability) from Cal AD 1680 to 1730 and from Cal AD
1810 to 1930 (Supp. Fig.1). Excluding the first interval ages for historical reasons (see
above), the wine should have consequently been bottled after AD 1810, a fact that implies the
bottle was buried during the 19t century. However, contamination with mixing of some
amount of 21% century «post-bomb » radiocarbon from the air with genuine « old »
radiocarbon in the wine (therefore older than 1810) cannot be excluded. In fact, this could
have occurred between 2006 — when the bottle was discovered — and 2011, when the wine
was finally sampled for the present analysis. In summary, the wine in the bottle could date
either from the 1772 (or a few years before) to 1793 period, implying some post-bomb XXIe

s. radiocarbon contamination; or, if no contamination occurred, from 1810 to 1860.

Laboratory number: Beta-310588
Conventional radiocarbon age: 90+30 BP

2 Sigma calibrated results: Cal AD 1680 to 1730 (Cal BP 270 to 220) and
(95% probability) Cal AD 1810 to 1930 (Cal BP 140 to 20) and
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Sup Figure 1: Estimation of the SV1 age according to archeo-historical context, bottle morphology
and radiocarbon analysis (**C).

Neither the typology of the bottle (from 1780-1820) nor archeo-historical data allow

for choosing between the first and the second period. Therefore the « old » wine analyzed in
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the present study was considered to be as old as about two centuries, taking into account
possible minimum and maximum ages of 150 and 239 years, respectively, when it was

sampled in 2011.

Upon service, the SV1 wine exhibited an increased darkness with the depth in the
bottle. As a consequence, it was sampled at three levels (Fig. 2), i.e. close to the above
surface (Top), at roughly the middle of the largest body of the bottle (Low), and at the deposit
(Dep). To explore the chemical nature and generate an identity card, based on the comparison
of metabolomics signatures, these samples were analyzed by previously described flow
injection ESI(-) FTICR-MS [16], along with 5 supposedly related red wines, from the Saint-
Vivant vineyard in Vosne Romanée, spanning vintages from 1915 to 2009, for comparison.
More than 8000 m/z values were detected and more than 3000 were converted into elemental
compositions within an error window of 200 ppb. Using an exact mass difference analysis,

experimental data were converted into elementary composition [21].

Tartaric acid (m/z = 149,00915 for the negative molecular ion), the principal
biomarker for grape wine, was clearly detected in every sample, with a higher relative
intensity in SV1, thus confirming the wine nature of SV1 [22], and further witnessing to its
rather acidic structure (Fig. 2A). Consistently with the observed color gradient in the bottle,
the FTICR-MS analysis of SV1 samples actually revealed a striking gradient in both relative
peak intensity and metabolic diversity from top to bottom, as shown by van Krevelen
diagrams (Fig. 2D). Remarkably, various chemical families including carbohydrates,
polyphenols, organic acids and fatty acids exhibited this trend towards an increased
concentration from top to bottom, with a significantly higher abundance of CHO-based
compounds. Spectra enlargement at the m/z 227 nominal mass illustrated this chemical
diversity gradient (Fig. 2C). Up to 16 major peaks were detected within this 400 mDa range,
including in particular the peak at m/z 227.0713, corresponding to the [M-H]- ion with
[C14H;;03]- absolute mass formula, most likely assignable to resveratrol isomers [18] (Fig.2).
Interestingly, if resveratrol would be mostly present in recent wines (2007, 2008 and 2009), it
would still be detectable in the older wines, and in relatively higher concentrations in the
bottom deposit than in the wine (Fig. 2). Such still measurable concentrations in a nearly 200-

year old wine is reported for the first time here.
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Of the 16 elemental formulas at m/z 227 (Fig. 2C), up to 12 could be identified in the
RSV 1915 wine, whereas 10 and only 13 could be seen in the SVI and RSV 2007 wines,
respectively. This trend towards a modulation of the chemical diversity with ageing — and a
decrease observed only for very long ageing — was further illustrated by the count of some
common compositional differences, which were calculated from all exact masses measured
for each of the wines [1,24,20] (Fig 2B). Except for N, and to a lesser extent, NH,, the
number of possible compositional transformations was significantly higher for the 1915 and
2007 wines. This can be explained by precipitations occurring naturally over time during
wine ageing for unfiltered and/or non fined wines at bottling, which must have been the case

most likely for the SV1 wine.

However, the number of N and NH, transformations — still comparable to younger
wines — suggests that if proteins and/or peptide-like compounds have precipitated, they have
been degraded into smaller amino acid-containing molecules (Fig. 2B). It is also worth of
note that the RSV 1915 wine exhibited more CH, and OH compositional transformations
than the young 2007 wine, thus emphasizing the time-related process of oenodiagenesis in
bottle, which can proceed over periods as long as a century for wines with high ageing-
potential. HO or CH,O transformations showed a consistent decrease with the wine ageing,
whereas NH, S or SO; transformations appeared to be similar for the young 2007 wine and

the nearly 100-year old 1915 wine (Fig. 2B).

Altogether, these mass spectra of Romanée Saint Vivant wines exhibited great
qualitative similarities with the SV1 wine, with comparable signal profiles in many nominal
masses, thus suggesting that the latter could have possibly been made of grapes from the
Saint Vivant vineyard in Vosne Romanée. This is particularly striking when the H/C versus

m/z van Krevelen diagrams of SV1 and RSV 1915 wines are compared (Fig. 2D).
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Figure 2: Negative-ion ESI FTICR mass spectra showing the overall similarity Saint-Vivant wines.
(A) Comparison of the simulated isotopic pattern for tartaric acid [C4HsOg] (bottom) with data from
wines (top); (B) Frequency histogram of the number of exact mass differences calculated from masses
measured for SV1 (Top, Low and Ext), RSV 1915 and 2007 wines. (C) Comparison of spectra in the
m/z 226.90-227.20 Da mass range with the m/z 227.0713 identified by a blue box; (D) H/C versus
O/C van Krevelen diagrams and H/C versus m/z diagrams of masses characteristic to SV1, RSV 1915
and RSV 2007 vintages. Bubble sizes indicate relative intensities of corresponding peaks in the
spectra. Color code: CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange.

In order to further assess this hypothesis, we used our previously published data from
the Tonnellerie 2000 experiment [18], and in particular the set of discriminant masses for the
three grape varieties involved in the latter (Pinot noir, Syrah and Grenache). 522 signals

were found representative for Pinot noir, whereas 425 and 746 signals were found
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representative for Syrah and Granache varieties, respectively. The corresponding principal
component analysis (PCA) score plot, including discriminant masses for SV1 samples wines
illustrated the clear discrimination of the Tonnellerie 2000 wines according to the grape
variety (Supp. Fig. 2A). The two predictive components of the PCA (tl: 47.3% and t2:
32.9%) identified SV1 samples (top, low and ext) most likely as Pinot noir-based samples
(Supp. Fig. 2A). Such result would be the very first identification of the variety of an

unknown bottled wine.
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Sup Figure 2: Negative-ion ESI FTICR mass spectrum (A) PCA score plot of variety specific
masses of Pinot noir (blue), Grenache (red) and Syrah (purple) wines from Tonnellerie 2000
experiment [ 18] and SV1 wines (grey). (B) Histogram of number of signals by nominal mass for SV1,
RSV 1915 and 2007. Specific masses and H/C versus O/C van Krevelen diagram which (C)
decreasing with aging (m/z 323.13473 Da) and (D) increasing with aging (m/z 181.05063 Da) (van
Krevelen diagram color code: CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange).
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Considering all masses detected (S/N 4) in spectra from the SV1 and RSV wines, the
Venn diagram (Fig. 3A) shows that 12,520, 10,070 and 7,040 unique masses could
characterize the young wines, the RSV 1915 and the SV1 wine samples, respectively. Only
1,597 of them were common to the three groups, although 60% (4,453 + 1,597) of the RSV
1915 specific masses were actually common with those of the younger wines. In contrast,
about 50% of the SV1 specific masses were common with those of the 1915 wine, or with
those of the younger wines. Most interestingly, young wines were characterized by CHO
compounds, whereas the SV1 wine was characterized by N-containing compounds. The RSV
1915 wine appeared as an intermediate, still exhibiting few CHO compounds but mostly N-
containing ones (Fig. 3A), thus placing it at a supposed intermediate ageing process. A
hierarchical cluster analysis (HCA) (Fig. 3C) readily confirmed this progressive
differentiation through the identification of the three groups, confirming an increased

dissimilarity from the young wines to SV1 samples.

A further indication of the evolution state of the SV1 wine was provided by an OPLS
analysis of FTICR mass spectra of SV1 samples along with up to 80 red wines from
Burgundy, spanning vintages from nearly all the decades from the 20" century down to 1915
(Fig.3B). This analysis led to a remarkable differentiation of groups of wines along the first
axis (explaining 20.6% of the variance) with a negative correlation of the latter with the age.
Thus, going from left to right, all of the young wines produced after 1990 appeared in a first
group, followed by a second group comparising wines older than 1990 but produced after
1950, and a third group of Pommard wines from 1921. It is remarkable to observe that
RSV1915 samples consistently appeared at the right of the previous groups, and that SV1
samples exhibited the more negative correlation with the first component, thus confirming a
vintage older than 1915 and most likely from the 19" century. This group distribution along
the first component, and according to the age, clearly showed that the global wine matrix is

progressively modulated by aging, in particular through the oenodiagenesis process.
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Figure 3: Negative-ion ESI FTICR data showing the discrimination of wines. (A) Venn diagram
showing the counts of unique/commonly detected masses in the three following groups of wine: RSV
2003, 2007, 2008, 2009; RSV 1915 (top and Ext); SV1 (top, bottom and Ext); H/C versus O/C van
Krevelen diagrams of corresponding elemental compositions specific to these groups (color code:
CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange). (B) OPLS score plot of SV1 samples along
with 77 red wines from Burgundy. R*(cum)=0.973 and R*(Y)=0.979 (color code : wines younger than
1990, green; wine older than 1990, yellow; Pommard 1921 wines, orange; RSV 1915, red; SV1, blue).
(C) Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of wines from the three groups.

This matrix modulation also appeared in the histograms of masses per nominal
mass (Supp. Fig 2B), which showed a relative increase of the number of detected masses for
high nominal masses when going from the young to the old SV1 wines, consistently with the
oenodiagenesis process whereby small metabolites react with each other to form condensed

structures, as classically exemplified by tannin-anthocyanin condensation [3,25,26]. Actually,
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the non-targeted approach reported here allowed characterizing this ageing process by masses
either decreasing or increasing with the age of the wine (Supp. Fig 2C-D). Possible structural
assignments for these specific masses could be obtained from accessible databases or
interfaces such as SciFinder Scholar or MassTrix [27]. However, almost 95% of these
discriminant masses could not be annotated, which is consistent with the actual lack of
knowledge about the chemistry of wine ageing [15]. Typical molecular signatures on the
basis of pertinent annotation (Supp Table 1 and Supp. Fig. 2C-D) were polyphenols and in
particular resveratrol, and residual sugars for pool of masses which decrease with the age, and

nitrogen compounds for masses whose relative intensity increase with the age.

Supplemental Table 1: Examples of elemental compositions and annotations assigned to peaks in the
negative-lon ESI FTICR mass spectra, corresponding to the pool of masses with decreasing and
increasing intensities with the gradient the age.

Decreasing with aging Increasing with aging

Detected m/z Elemer.lt:!" Annotations Detected m/z Czlmemer.lt'al Annotations

163.03998 CsHs0z p-Coumaric acid 191.05594 C7H1206 Quinicacid

227.07137 C14H1203 Resveratrol 283.06861 CaoH12N40s Xanthosine

229.01187 CsH1007 Glucuronic acid 312.12413 CigH1sNOs N-Feruloyltyramine

259.02243 CeH1205P Fructose 6-phosphate 337.09291 CaH150s 1-Caffeoyl-4-deoxyquinic acid

609.18835 Cz4H30N20s Atalanine 483.03054 Ci16H20N20552 Glucobrassicin
Conclusion

This is the first time that non-targeted metabolomics was used for deciphering specific
wine features from an ancient buried bottle, whose age and origin were unknown. The
strategy used here was to compare the CHONS chemical spaces of this SV1 bottle to those of
series of red wines from Burgundy, spanning vintages from nearly all of the decades from the
20™ century, and including in particular wines from the supposedly related Romanée Saint
Vivant appellation. Our results showed that such comparison indeed revealed similarities
between the SV1 and Romanée Saint Vivant wines. However, a precise quantification of the
degree of similarity could not be obtained, mainly because of the lack of other wine
references from the same period. Neverthless, these comparisons provided an unprecedented
illustration of the chemical evolution of wine upon ageing through the oenodiagenesis
process whereby small metabolites react with each other to form more condensed structures,
but also whereby peptidic macromolecules could also likely be fragmented into smaller

oligomers, as particularly exemplified by the increasing abundance of nitrogen containing
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compounds for the older vintages. Our results also showed that, statistical analyses of such
series of samples could actually provide remarkable hints for the characterization of both the
age of the SV1 wine and the grape variety it was made of. Samples taken at three levels of the
bottle, considered here as replicates, indeed appeared consistently older than the oldest

compared sample (1915) and closer to Pinot noir than Grenache or Syrah wines.
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3 Conclusion générale du chapitre 2

L’utilisation combinée de la spectrométrie de masse FTICR et UPLC/Q-ToF-MS pour la
détection et I’identification de marqueurs formés pendant le vieillissement du vin est
présentée dans ces travaux pour la premicére fois.

L’¢tude de séries verticales de vins présentant un grand nombre de millésimes pour un
vin issu d’un méme domaine et d’une méme appellation, ainsi que I’analyse de vieux
millésimes considérés ici comme [’aboutissement du vieillissement en bouteille permet
notamment d’appréhender le devenir d’un vin a partir de sa mise en bouteille jusqu’a un point
ultime de vieillissement.

L’information principale extraite de 1’analyse de séries verticales de vins est que quel
que soit 'appellation ou le cépage, un point de rupture dans les millésimes est observé au
niveau des années 1990 et ce indépendamment de la technique analytique utilisée. Dans un
deuxieéme temps, les verticales de vins ont permis I’extraction et I’identification de marqueurs
de vieillissement pour les vins blancs et les vins rouges. Ces masses présentant une évolution
suivant une pente croissante ou décroissante au fur et a mesure des millésimes lors du
vieillissement sont particuliérement intéressantes dans la mesure ou on pourrait imaginer que
dans un future proche, celles-ci soient utilisées pour identifier un millésime ou encore pour
valider I’age d’un vin.

Enfin I’étude de séries provenant de différentes appellations en Bourgogne a également
permis de suivre I’impact du terroir lors du vieillissement. En effet I’étude des séries
verticales de vin permet une excellente séparation des vins en fonction de leur appellation
(Chablis, Meursault et Corton-Charlemagne).

L’¢étude de millésimes anciens confirme les résultats précedents et apporte une dimension
supplémentaire puisque les vins étudiés sont dans un état extréme de vieillissement. Malgré
I’age supposé de ces vins, la signature chimique caractéristique est toujours présente et
comparable avec celle de vins récents Bourguignons.

Ces résultats sont fondamentaux dans la mesure ou ils confirment définitivement
I’hypothése selon laquelle le vin garde une mémoire métabolique des événements
environnementaux a [’ceuvre au moment de ['élaboration, a savoir notamment des
informations relatives a son millésime, a son cépage ou encore aux procédés cenologiques
employ¢s lors de son ¢laboration. Méme si actuellement il est impossible de déterminer avec
certitude le cépage ou les différents procédés cenologiques utilisés lors de 1'élaboration de ces

vins, 1’analyse de plus en plus fine permet d’imaginer qu’il sera possible a I’avenir de
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disposer d’une base de données suffisamment grande pour identifier et certifier des vins trés

anciens.
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Chapitre 3 : Pratiques eenologiques et diversité chimique

Une seconde source de variabilité conduisant a la modulation de I’empreinte chimique

d’un vin est la diversité des pratiques cenologiques.

Afin d’aborder la problématique de I’influence des pratiques cenologiques sur les vins, ce
travail explore grace a la FTICR-MS et I’'UPLC-MS la possibilit¢ d’utiliser ’approche
analytique métabolomique non ciblée comme moyen de caractériser un ensemble de

modifications de la diversité chimique associée a I’oxygénation des composés du vin.

Dans le but d'aborder la problématique de 1'oxydation prématurée au travers de I'analyse
de vins ayant vieilli en bouteille, cette partie se propose d’étudier des séries de vins blancs de
Bourgogne, présentant des itinéraires de vinification distincts (Sulfitage, débourbage, collage
ou bouchage) ainsi qu’une série de champagnes présentant différents états d’oxygénation
induits volontairement par la modification de la perméabilité des capsules utilisées pour la

prise de mousse et lors de 1’¢levage sur lattes, provoquant ainsi une oxygénation controlée
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1 Influence de pratiques cenologiques : oxygénation controlée lors
de la prise de mousse en vinification champenoise.

L’oxygénation des vins de base de Champagne a été ¢tudiée sur des bouteilles aprés 4
et 6 ans de vieillissement sur lies a la suite de la prise de mousse a 1’aide d’analyses
combinant FTICR-MS et UPLC-Q-TOF-MS. Trois niveaux de perméabilit¢ ont été
considérés pour les bouchons, allant de 0,2 a 1,8 mg / L d'entrée d'oxygéne par ans. Nos
résultats confirment la trés bonne répétabilité de la FTICR-MS a ultra-haute résolution, a la
fois en termes de m/z entre les séries d'échantillons étroitement liés (plus de 70% de tous les
pics ont été détectés dans au moins 50% des 18 échantillons) et en termes de coefficient de
variation de l'intensité des pics (96% des pics présentaient un coefficient de variation
d'intensité¢ inférieure a 0,3). Le millésime semble étre la caractéristique la plus simple a
discriminer par des analyses statistiques non supervisées, et les annotations métaboliques ont
suggéré que les vins les plus anciens (2006) ont été caractérisés par une plus grande
sensibilité a 1'oxygénation, illustrant ainsi I'impact premier de la chimie liée au millésime des
raisins et des vins correspondant notamment sur la stabilité¢ a I'oxydation du vin en bouteille.
Au sein de chaque millésime, les mécanismes d'oxygénation concernés semblaient étre
différent selon les entrées d’oxygene élévées ou faibles, en parfait accord avec 1’effet
d’hormese de 'oxygénation du vin. Les analyses des données FTICR-MS par réseaux
compositionels ont suggéré que parmi les nombreux marqueurs la glutamyl-cystéine semble
étre un composé potentiellement actif impliqué dans la protection du vin. Dans le cas
particulier des vins de cépages uniques et pour un niveau donné de perméabilité du bouchon,
nos résultats ont également montré que la discrimination par cépage pourrait étre facilement
réalisée parmi les vins.

Des vins de Champagne, de cépages assemblés au 1/3 (Chardonnay, Pinot Noir et
Pinot Meunier) appartenant a deux millésimes (2007 et 2008), et ayant différents niveaux
d'oxygénation ont été pris en compte dans la présente étude. Ils ont été analysés par
techniques métabolomiques non ciblées, Spectrométrie de Masse a Résonance Cyclotronique
des Ions et a Transformée de Fourier (MS-FTICR), et Chromatographie Liquide a Ultra haute
Performance couplée a la Spectrométrie de Masse (UPLC-MS). Les différents niveaux
d'oxygénation du champagne ont été contrdlés par un suivi de la diffusion d'oxygéne a travers
'obturateur : faible perméabilité (0,2 mg/L O,), perméabilité moyenne (0,7 mg/L O,) et une
perméabilité élevée (1,8 mg/L O,). Les spectres de masse ont montré des différences de

composition chimique selon la variété de raisin (Chardonnay et Pinot), le millésime (2006 et
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2008) et selon le degré d'oxygénation. En combinaison avec des outils statistiques multivariés
et ’interrogation de bases de données pertinentes, ces plate-formes d'analyse (FTICR-MS et
UPLC-MS) fournissent une description sans précédent de la complexit¢ chimique du
champagne dont les résultats permettent notamment l'identification de marqueurs
d'oxygénation.

Cette publication sera soumise prochainement.
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Abstract

Oxygenation of Champagne base wines was studied by FTICR-MS and UPLC-Q-
TOF-MS analyses of bottles after 4 and 6 years of ageing on lees following the prise de
mousse. Three levels of permeability were considered for the stoppers, ranging from 0.2 to
1.8 mg/L of oxygen ingress. Our results confirmed the very good repeatability of ultra-
high resolution FTICR-MS, both in terms of m/z matching among series of closely related
samples (more than 70% of all peaks were detected in at least 50% of the 18 biological
replicates) and in terms of coefficient of variation of peak intensities (96% of the peaks
exhibiting an intensity coefficient of variation lower than 0.3) among biological replicates.
Vintages appeared to be the most straightforward discriminated features by unsupervised
statistical analyses, and metabolite annotations suggested that the oldest wines (2006) were
characterized by a higher sensitivity towards oxygenation, thus illustrating the prime
impact of the vintage-related chemistry of grapes and corresponding wines on the further
oxidative stability of the wine in bottle. Within each vintage, involved oxygenation
mechanisms appeared to be different for low and high ingresses, in perfect agreement with
the hormesis character of wine oxygenation. Compositional networks-based analyses of
FTICR-MS data suggested that, among numerous putative biomarkers, the glutamyl-
cystein precursor of glutathione appeared to be a potentially active compound involved in

the protection of the wine. In the particular case of single variety wines and for a given
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level of stopper permeability, our results also showed that variety discrimination could be

easily achieved among wines.

Keywords

Champagne base wine, oxygenation,,vintage, prise de mousse, ageing on lees, direct
injection Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, ultra-performance

liquid chromatography mass spectrometry, network.

Introduction

If the role of oxygen in life has been — and is still — extensively studied [1] it's
impact on the winemaking process not only constitutes a remarkable example of hormesis
[2] but also addresses complex interplays ranging throughout the elaboration steps from
pure biological mechanisms to pure chemical ones. Numerous authors have already
reported studies of these mechanisms [3,4], and many of them were targeted to phenolic
compounds, considered to be primary substrates for oxidation, whether it is enzymatic

before the alcoholic fermentation, or chemical after [5—8].

In the particular case of dry white wine making, oxidation has become a major
concern with the appearance of premature oxidation or untypical ageing, characterized by
recently bottled wines — which are supposed to age for years before reaching an
organoleptic optimum — actually exhibiting colours and aromas of old wines. To that
respect, analyses were targeted in particular to the understanding of the origin of aroma
descriptors and in particular sotolon and aldehydes [9-11]. However, given the symptoms
associated with this untypical ageing, various authors have obviously investigated the role
of the permeability of bottle closures on the ageing potential of wine [12—14]. If results
generally agree on the fact that low oxygen ingress through the closure does preserve the
aromatic quality of a wine, too low oxygen inputs can also lead to non-desired reduced
aromas [14]. Above all, these results emphasized the wine composition dependency of the
oxygenation process, where different wines could exhibit different reactivity towards
oxygen, thus stressing the need for analytical approaches that can provide comprehensive

pictures of subtle mechanistic variations among series of samples.
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To that respect, non-targeted mass spectrometry-based metabolomics has recently
shown great potential in describing the evolution of chemical spaces involved in
enological practices [15—18], but very few non-targeted studies have actually analyzed the
oxygenation of wine so far, and they only concerned red wines [2,19]. Nevertheless, all
these studies highlighted the extent of the yet unknown chemistry, which can be involved
in enological processes, and the need for high resolution and sensitivity in mass
measurements [18,20-22]. Thousands of compounds have indeed been identified in wine,
the proportions of which varying according to factors such as the vineyard environment,

the grape variety, the vintage and the vinification strategy [17,18,23-26].

Like still wines, champagne and sparkling wines are complex matrices made of
compounds derived from all of the organisms (grapevine, yeast, bacteria, oak...) and
processes involved in its production. However, the characteristic feature of champagne
compared to still wine is its supersaturation with carbon dioxide (CO,) dissolved
molecules formed during the second fermentation process, called prise de mousse [27].
This CO; formation (together with ethanol) is the result of the addition of yeasts and sugar
inside bottles already containing a still wine, called base wine, which are then kept sealed
with caps and lying in a cellar for at least 15 months. Finally, after disgorging of these
bottles to remove lees, a liqueur d’expédition may be added to adjust the desired sugar
content before corking. When uncorked, these bottles release the approximately 5 liters of
dissolved CO2 through the famous and typical effervescence process [28]. Three varieties
of grapes are used in the production of champagne: Chardonnay (white grape), Pinot Noir
and Pinot Meunier (both red grapes), and depending on the desired organoleptic profile,
winemakers either realize single variety Champagne or blend two or three of these

varieties.

The key step in champagne making is definitely the second fermentation in bottles
where a part of CO, molecules produced by the yeast will be dissolved progressively into
the champagne, and the other part will be concentrated under the cork establishing
equilibrium between the CO; in the two phases [27]. A few studies of this step for the
elaboration of sparkling wines in general have been reported, which highlighted the
importance of the particular contact between wine and lees for the onset of enzymatic
reactions responsible for the organoleptic trait of the final wine, both in terms of phenolic

composition [29] or in terms of volatile compounds, some of them being considered as age
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markers [30-32]. However, Champagne wine making differs from sparkling wine making
in that the prise de mousse period can last up to several years, during which the base wine
composition is first driven by biological processes associated with the fermentation itself
and then by biochemical and finally chemical processes for actually the major part of the
time [33]. If the literature on Champagne has particularly focused on the physics and
physical chemistry of the effervescence process [28,34,35], or the formation of adsorbed
layers of amphiphilic macromolecules at the air/champagne interface (Ref), very few
studies were precisely targeted on this several-year period of wine ageing. Valade and co-
workers in particular, showed that as the produced CO, concentration increases the yeast
metabolism is rapidly decaying, leaving the CO,-supersaturated wine composition under

the prime influence of gas exchanges through closure [33].

Interestingly, and on the basis of repeated experiments over several years, using
synthetic seal-crown caps with controlled CO, permeability, these authors showed that
upon ageing, there is a progressive loss of CO, through the closure, which is correlated to
a progressive increase of the oxygen diffusion from the outside [33]. Here we report for
the first time a non-targeted metabolomics analysis of a series of Champagne wines at the
end of a 6 and 4-years period of prise de mousse, considered as a unique experimental
setup for the identification of the chemical evolution of white wines upon slow

oxygenation.

Material and Methods

Champagne wines samples

A total of 27 bottles (75 cL) of champagne wines from the same producer and from
two vintages (2006 and 2008) were analyzed at the end of the prise de mousse sur lattes,
shortly after disgorging in july 2013. A series of samples from both vintages corresponded
to blended base wines ('5 chardonnay, '3 Pinot noir, 3 Pinot Meunier) bottled for the prise
de mousse, in july 2007 and july 2009, respectively. Thus, champagne wines of this study
were analyzed after 6 or 4 years of bottle ageing. For each vintage, bottles had been
stopped for the prise de mousse, with synthetic seal-crown caps having three levels of
controlled permeability to oxygen (Table 1). Thus for instance, bottles from the 2006
vintage, stopped with caps exhibiting permeabilities of 0.2, 0.7 and 1.8 mg/L/year of O2,

were analyzed after consumption of a total amount of 0.9, 3.15 and 8.1 mg of O2,

171



Résultats et discussion

respectively. Sensory analyses of the corresponding wines repeated over several years
have shown that low permeabilities consistently lead to wines with sulphur or reductive
aromas, whereas high permeabilities lead to oxidized aromas [33]. Additionally for the
2008 vintage and in the case of intermediate permeability, bottles made of single variety
base wines were also analyzed (Table 1). All measurements were done in triplicate (3

biological replicates).

Table 1: Characteristics for each sub-grouped samples.

capsule
. number of
) ) permeability
Sub-group variety Vintage samples
mg/L/years of
(A-B-0O)
0,
PN. Pinot Noir 2008 0,7 3
Meu. Pinot Meunier 2008 0,7 3
Ch. Chardonnay 2008 0,7 3
07 Low PN./Meu. / Ch. 2006 0,2 3
09 Low PN./Meu. / Ch. 2008 0,2 3
07 Middle PN./Meu. / Ch. 2006 0,7 3
09 Middle PN./Meu. / Ch. 2008 0,7 3
07 High PN./Meu. / Ch. 2006 1,8 3
09 High PN./Meu. / Ch. 2008 1,8 3

FTICR-MS

High-resolution mass spectra were acquired on a Bruker solariX lon Cyclotron
Resonance Fourier Transform Mass Spectrometer (FTICR-MS) (BrukerDaltonics GmbH,
Bremen, Germany) equipped with a 12 Tesla superconducting magnet (Magnex Scientific
Inc., Yarnton, GB) and a APOLO II ESI source (BrukerDaltonics GmbH, Bremen,
Germany) operated in the negative ionization mode. The negative ion mode fingerprint
showed greater variety in the composition and abundance of compounds in the analyzed
wines and a smaller number of adducts, as well as higher resolution compared to positive
ionization [17]. 20 puL of the samples were diluted in 1 ml of methanol prior to injection
and introduced into the microeletrospay source at a flow rate of 120uL.h™". Spectra were
externally calibrated on clusters of arginine (10mg.L" in methanol). Further internal

calibration was performed for each sample by using ubiquitous fatty acids, reaching mass
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accuracies lower than 0.1 ppm in routine day-to-day measurement [16—18]. Spectra were
acquired with a time domain of 4 mega words over a mass range of m/z 100 to 1000. 500

scans were accumulated for each sample.

UPLC-Q-ToF-MS

Metabolites were separated using a Waters Acquity UPLC system coupled to a
Bruker maXis Q-ToF-MS. A reversed-phase (RP) separation method was employed. In RP
mode, middle to non-polar metabolites were separated using a BEH C8 column (150 mm x
2.1 mm ID) with an ACN gradient. Buffer A consisted of 10% ACN in water and buffer B
of 100% ACN, both with 0.1% formic acid.

Detection was carried out in negative ionization mode with the following
parameters: Nebulizer pressure = 2.0 bar, dry gas flow = 8.0 I/min, dry gas temperature =
200°C, capillary voltage = 3500 V, end plate offset = - 500 V, mass range = 50-1200 m/z.
Calibration, alignment and peak picking of individual LC-MS runs were performed using
the Genedata Expressionist for MS 8.0 software (Genedata AG, Basel, Switzerland).
Internal recalibration was based on 1:4 diluted low concentration tune mix (Agilent,
Waldbronn, Germany), which was injected prior to each run using a 6-port valve mounted
to the MS. UPLC-QToF-MS measurements were monitored by injection of standards prior
to each analytical run allowing individual recalibration for the correction of mass shifts.
Quality control samples (QC) were injected ten time prior to each batch allowing colomn

conditioning and every ten sample to control the measurement quality.

Statistical analysis

FTICR-MS peak alignment and filtering of masses was performed in MS Excel
2010 with maximum error thresholds of 1 ppm and filtered for masses occurring in
minimum of 10% of all samples (Microsoft, Redmond, USA). Alignment of both data
types (FTICR-MS and UPLC-QToF-MS) was performed using a custom Perl script with
error thresholds of 3 ppm. All further statistical analyses were performed with Simca-P 9.0
software (Umetrics, Sweden) and Genedata Expressionist for MS 8.0 (Genedata, Basel,
Switzerland). Principal Component Analysis (PCA) is an unsupervised method with the
capacity to reduce the complexity of a huge dataset. Its goal is to extrapolate important
information and display it as a set of new independent variables called principal

components. This method discloses the similarity pattern of the observations or variables.
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Partial least square discriminative analysis (PLS-DA) models were used to extract
the most discriminative metabolites, which were further manually checked within the
spectra. Discriminant masses with a variable importance in projection (VIP) value >1 were
considered as relevant. Two-dimensional van Krevelen diagrams were constructed using
compositional networks (based on elemental compositions) and functional networks based
on selected functional group equivalents enabling improved assignment options of
elemental compositions and classification of organic complexity with tuneable validation

windows [36].

Results

FTICR-MS repeatability

The repeatability of FTICR-MS, along with the presence of putative contamination,
were first investigated through the comparison of various biological replicates among the
18 spectra of blended wines. The three randomly chosen replicates presented in Figure 1 A-
B-C show the very good m/z - and thus ionization - repeatability among samples which
may only differ by subtle differences in chemical composition, thus illustrating the
strength of high field FTICR-MS measurement for the comparison of series of complex
chemically close samples.

The richness of FTICR-MS spectra is further illustrated through the comparison
with RP UPLC-Q-ToF-MS measurements (Figure 1B-D). Although the overall mass
profiles are comparable, the mass resolution and sensitivity of ToF-MS are clearly not
sufficient to account for all of the FTICR-MS features, characterized by more than 25
annotated peaks on that nominal mass (Figure 1B-D). The repeatability of FTICR-MS
measurements was further evaluated by the count of m/z features frequencies among the
18 samples of blended wines (Figure 1E). 39.5 % (5862 peaks) of all peaks were detected
in all of the 18 biological replicates, and this percentage dropped down to 4.6 % when only
17 samples were considered. Altogether, 70.2 % (10431 peaks) of all peaks were detected
in at least 50% of the 18 biological replicates (Figure 1E).

Finally, and most importantly, the coefficient of variation (CV) of detected
intensities among biological replicates appeared to be very good with 96% of the peaks
exhibiting an intensity CV lower than 0.3 (Figure 1F). As an example and regardless of the

vintage or the permeability, more than 4000 peaks showed a CV lower than 0.1 among the
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three replicates (Figure 1E), thus putting the basis of robust and efficient comparisons

within series of complex biological samples such as wines by FTICR-MS.
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Figure 1: Evaluation of the repeatability of FTICR-MS measurements: (A) repeatability of m/z
detection for three randomly chosen samples over the whole m/z range (B) zoom in the m/z
272.90-273.20 mass range (C) zoom in the m/z 273.00-273.05 mass range and (D) same m/z mass
range as B for the summed up mass spectra obtained by RP UPLC-Q-ToF-MS (E) Frequency of
common detected peaks over n biological samples (F) Coefficient of variation (CV) of intensities
of common detected peaks among biological replicates for each sub-groups in Table 1.

Variety discriminations

Hierarchical cluster analysis of spectra from single variety samples readily
provided an excellent separation of the champagne wines according to the grape variety
they were made of (Figure 2A). Furthermore, wines made of Chardonnay grapes appeared
to be better separated from both Pinot wines (Pinot Noir and Pinot Meunier), which is
consistent with the genetic proximity of the two latter grapes, as Pinot meunier is the name
of a genetic variant of Pinot Noir [37]. This discrimination was further characterized by
elemental compositions associated with extracted masses from the HCA analysis, and

represented as van Krevelen diagrams in Figure 2B (Pinot noir and Pinot meunier) and 2C
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(Chardonnay). Such diagrams, which are used to represent densities of molecular families,
revealed that Chardonnay wines have a greater diversity in nitrogen-containing
compounds, including peptides, whereas Pinot wines are richer in sulfur-containing and
phenolic compounds, consistently with the fact that Chardonnay is a white grape variety
and Pinot (noir and meunier) are red grapes.

Through the MassTRIX interface, 287 elemental formulas specific to chardonnay
wines and 630 elementals formulas specific to Pinot wines (from 886 and 1341 masses,
specific to chardonnay and pinot wines respectively) could be correlated to hypothetical
metabolite structures from the various metabolic pathways of the Vitis vinifera organism
(Figure 2D) [38,39]. If Pinot wines were clearly characterized by a much higher number of
hits in each pathways (except for the arachidonic acid metabolism), all of the metabolic
pathways appeared to be involved in this discrimination of white from reds, thus covering
a large number of molecular families including vitamins, polyphenols, fatty acids,
carbohydrates and amino acids (Fig.2D). As an example of discrimination between
Chardonnay and Pinot wines, Figure 2E compares possible annotations in the stilbenoids
biosynthesis metabolic pathway, which refers to defense metabolites mostly synthesized in
grape skins. Most interestingly, the higher number of Pinot annotations (19 red discs
throughout the entire metabolic map) than Chardonnay annotations (8 yellow stars)
revealed that although skin maceration of red grapes (Pinot noir and meunier) is reduced
as much as possible in order to avoid colour extraction, skin-related metabolites were
actually transferred into the juice during the pressing of berries, and subsequently to the
wine. Consistently with those observations, reseveratrol would be present only in Pinot
wines, whereas piceatannol or pterostilbene would be present in both Chardonnay and
Pinot wines. Altogether, these results reveal that important health-associated compounds
may be present in aged Champagne wines, and in particular those wines made from red

grapes.
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Figure 2: FTICR-MS data for single variety wines (vintage 2008). (A) Hierarchical cluster
analysis of spectra from Pinot noir wines (red) Pinot Meunier wines (blue) and Chardonnay wines
(yellow), showing the higher similarity between the two Pinots. (B) van Krevelen diagram (H/C
versus O/C) of specific masses for Pinot wines (Pinot Noir and Meunier). (C) van Krevelen
diagram (H/C versus O/C) of specific masses for Chardonnay. (D) Comparison of the number of
possible Pinot (red) and Chardonnay (yellow) metabolites annotations in the various metabolic
pathways of the Vitis vinifera organism. (E) Comparison of Pinot (red discs) and Chardonnay
(yellow stars) possible annotations in the stilbenoids biosynthesis pathway.

Vintage impact

The principal component analysis (PCA) of the 18 blended samples (Figure 3A)

straightforwardly discriminated Champagne wines according to vintages, regardless of the

oxygenation states, confirming once again that vintage has the highest impact on the

instantaneous chemical composition of wines assessed by FTICR-MS [17,18]. Remarkably

though, this PCA also indicated specific features related to the oxygenation state of the

wine, within each vintage (Figure 3A). Replicates corresponding to a middle oxygenation

appeared less grouped than the others, for both vintage, although it was more pronounced

for the 2008 vintage. Furthermore, highly oxygenated wines from the 2006 vintage

appeared to be clearly separated from the other oxygenation states of this vintage. These

two observations indicate that either the two more years of oxygenation for the 2006
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vintage (at the moment of the analysis) have led to a better discrimination among oxidized
states than for the 2008 vintage, or that a same wine from two distinct vintages is

characterized by two distinct reactivities towards oxygen consumption.

Although the former hypothesis seems more straightforward, and consistent with
time-related oenodiagenesis processes in the bottle [17], the latter is likely correct also,
because the second axis of this PCA was positively correlated with highly oxygenated
wines in 2006 and mildly oxygenated ones in 2008. A further evidence of the intrinsic
difference in reactivity for the two vintages was provided by the comparison of MassTRIX
metabolite annotations of vintage discriminant elemental formulas (Figure 3B). Indeed, the
two very distinct distributions of annotations among the various pathways clearly
witnessed to the fact that 2008 samples are not just 2006 samples with 2 years less of
oxygenation. In that case, results of Figure 3 would suggest that base wines from the 2006
vintage already exhibited a higher sensitivity towards oxygen, and thus a different intrinsic
composition, before the beginning of the prise de mousse, leading to more different wines

upon higher oxygenation.

" 1] 556 %

Figure 3: FTICR-MS data from the 18 blended wines from two 2006 and 2008 vintages (A)
Principal component analysis (PCA) and (B) MassTRIX comparison of the number of possible
2006 (dark blue) and 2008 (pale blue) metabolite annotations in the various metabolic pathways of
the Vitis vinifera organism.
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Oxygenation impact

A visual comparison of spectra profiles at two nominal masses and for the two
extreme oxygenation levels is presented in figure 4A for the 2006 vintage. These peak
distributions, which are representative of the entire spectra, illustrate the complex
mechanisms involved in the oxygenation of a wine, whereby the instantaneous chemical
composition is characterized by both the appearance and the disappearance of specific
compounds upon oxygenation. The peak at m/z 451.00146 for instance, is absent for
weakly-oxygenated samples and appears for highly-oxygenated ones (Figure 4A), whereas
in contrast, the peak at m/z 298.12984 disappears with oxygenation (Figure 4B). These
two examples highlighted the advantage of non-targeted approaches for unravelling the
various and simultaneous impacts of the oxygen consumption on the instantaneous
chemistry of wines. All of the masses which actually discriminated wines according to the
oxygenation state and regardless of the vintage, could be accessed through an orthogonal
Partial Least Squares regression (OPLS) [40]. The quality of the fitted model for the OPLS
scores plot (figure 4C was confirmed by excellent values for the prediction Q*(cum)=0.962
and for the fitting R*(Y)=0.995, with the three oxygenation states grouped together along
the first axis, while axis 2 would partly allow for the distinction between vintages (Figure

40).
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Figure 4: FTICR-MS data for blended wines and for the two vintages. Comparison of spectra at
nominal masses m/z 451 (A) and m/z 298 (B) for the three replicates of the low and high
oxygenation samples. Note the very good repeatability of FTICR-MS measurements among the
three replicates. (C) OPLS scores plot of FTICR-MS data for the 18 blended wines, showing the
discrimination of oxygenation states regardless of vintages.
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Blended wines were also analyzed with RP UPLC-Q-ToF-MS in order to restrict
the number of discriminant masses drawn from the model to only those
chromatographically significant (187 peaks and 140 peaks discriminating the group of
high and low oxygenated samples, respectively). The integration of FTICR-MS elemental
formula ultra-high precision annotations to RP UPLC-Q-ToF-MS of the same data set
could indeed offer a fast opportunity to annotate the common features between the two

different platforms.

PLS-DA scores plot of RP UPLC-Q-ToF-MS reinforced our results and separated
perfectly high and low oxygenated samples regardless of vintages (Figure 5A).
Interestingly, if T1 vs T2 and T1 vs T3 projections discriminated wines according to
oxygenation states, regardless of the vintage, the T2 vs T3 projection led to the reverse. It
must be noted that whatever the oxygenation state, 2008 wines appeared less grouped than
2006 wines, thus confirming the particular ability of RP UPLC-Q-ToF-MS to not only
identify specific chemical fingerprints but also to reveal their transience when applied to
wines with different ages. Again, and as already mentioned above, such transient character
- characterized here by the fact that the model better explains the older 2006 wines than
the 2008 wines - likely originate from both the fact that the oenodiagenesis process
associated with oxygenation has proceeded further for 2006 wines than for the 2008 wines,
and from the fact that overall grapes and wines compositions - and thus resistances to

oxygenation - were different for the two vintages.

UPLC-Q-ToF-MS discriminant elemental formulas (also identified by FTICR-MS)
were used to question metabolic pathways of the Vitis vinifera organism using MassTRIX
[38,39]. Pathways with highest annotation rates, along with their distributions for the two
extreme oxygenation states, are shown in Figure 5B. For example, 14 metabolites from the
flavonoid biosynthesis pathway found hits among elemental formulas discriminant for the
low oxygenated group, whereas only 6 did so for the highly oxygenated one (Figure 5B).
Conversely, pathways like the phenylpropanoid biosynthesis or the biosynthesis of amino
acids exhibited more hits for the high oxygenated group than for the other one. Different
informations can be drawn from these annotations. First of all, few discriminant elemental
formulas actually found hits in the different accessible metabolic pathways through
MassTRIX, thus confirming the extent of yet unknown metabolites involved in the

oxygenation mechanisms of wines.
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Considering the two extreme oxygenation states as an example, the model was
characterized by 187 peaks and 140 peaks discriminating the group of high and low
oxygenated samples, respectively, of which 142 and 88, respectively, could be assigned
unambiguous elemental formulas. Finally, only 40 (high oxygenation) and 58 (low
oxygenation) of these elemental formulas could find hits in the pertinent metabolic
pathways from the KEGG database, thus confirming the extent of yet unknown
metabolites involved in the oxygen consumption of wines (Figure 5B). Interestingly, the
significantly higher number of hits (relative to the number of elemental formulas) for the
low oxygenated samples, was consistent with the fact that known primary and secondary
metabolites from grape-related organisms were less subject to multiple reactions
(condensation, oxidation...) than upon elevated oxygenation where they were consumed.
Besides, and most importantly, these non-regular distributions of hits between the two
oxygenation states indicate that mechanisms of oxygenation consumption by wines do not
seem to be linear with the level of oxygen and distinct chemistries seem to explain what is

happening when a wine is exposed to low or high concentrations of oxygen.
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Figure 5: UPLC-Q-ToF-MS data for blended wines. (A) T1 vs T2, T1 vs T3 and T2 vs T3
projections for the PLS-DA scores plot (B) Number of discriminant elemental formulas which
could be associated with metabolites from the various metabolic pathways of the Vitis vinifera
organism using MassTRIX.
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Compositional networks

An alternative description of discriminant features for the two oxygenation states
exploits the exact mass information provided by FTICR-MS through the building of
compositional networks, which enable mass coverage beyond classical annotations, and
thus the identification of unknowns. Exact masses from FTICR-MS data thus provide the
chemical basis on which we can construct sample-related metabolic pathways in a data
driven network based approach. By displaying data points (assigned elemental formulas)
as nodes which conditionally get connected (edges) among each other, networks have been
proven ideal for efficient modelling and visualization of multivariate data [20,36,39].
Connections may refer here to basic functional differences (OH, NH, N...) or mass
differences specific to selected reactions between a substrate and a product. Peak
intensities can also be used to perform statistical inference on the data and to further add
weights to the constructed mass difference networks [36]. Thus, combining these data-
driven pathways with multivariate statistics gives insight into known biochemical

mechanisms and their dynamics.

10589 links were found between annotated peaks from the low and high
oxygenated blended wines FTICR-MS data, on the basis of 180 different transformations
(Supplemental Table 1). Such a compositional network is shown in Figure 6A, with an
enlargement to appreciate the high rate of mass connectivity (Figure 6C). Many of the
masses with significant variation of the intensity upon oxygenation appeared grouped
together in condensed points of the network, witnessing to a high connectivity among
detected masses within the data set (Figure 6A) [36]. Some of the discriminant masses
exhibited a very high connectivity (> 10), thus suggesting their key role in the reaction to

oxygen exposure.

For instance, the m/z 249.0552 (Figure 6B-C), discriminant for low oxygenated
wines, unambiguously assigned the [CgH3N,OsS]" elemental composition, and
hypothetically annotated as the Glutamyl-cysteine dipeptide, exhibited 47 connections
with others masses. All of these connections were with other masses discriminant for low
oxygenated wines, i.e. masses for which the intensity decreased with the increase of the
oxygen uptake (Figure 6B). Among connected masses for instance, m/z 267.0657 could be
assigned the [CgH sN,OgS]™ elemental composition, linked to m/z 249.0552 by hydrolysis

or condensation mass difference (H,O transformation) and could be annotated as

12



Résultats et discussion

homolenthionine. Similarly, m/z 363.0870, assigned [C;3H19N>OgS], was linked to m/z
249.0552 by a CsHeO;5 transformation that could be a glutarate condensation, and m/z
419.07659, assigned [C;sH;9N2OoS], was linked by a C;H¢Os compositional

transformation that could be a gallic acid addition.

If these few examples are only putative structures and biochemical transformations,
the elemental formulas for both nodes and edges are unambiguous thanks to the accuracy
of m/z measurements, and thus illustrate the actual diversity of yet-unknown mechanisms
and compounds which can be involved in the oxidation process of a wine. These examples
are all the more interesting that the hypothetical glutamyl-cysteine structure would refer to
the L-y-glutamyl-L-cysteine, precursor of the well-known glutathion tripeptide, and
supposed to exhibit similar antioxydant properties [41,42]. Resulting from yeasts
metabolism [42-45], its decrease with oxygen uptake during the prise de mousse, would
be consistent with this antioxydant property, although its presence should be accompanied
by the presence of glutathion [41], which we did not observe. Under this hypothesis, the
correlated intensity decrease of m/z 419.07659 (putative gallic acid adduct) upon oxygen
uptake would indicate that the glutamyl-cysteine dipeptide possibly reacted with the easily
oxydized gallic acid [46] through a nucleophilic addition to the quinonic form of the latter.
The presence of gallic acid among markers for low oxygenated wines supports this
hypothesis. However, since this adduct is also a marker for low oxygenation, it would

further react with the increase of oxygenation.
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Figure 6: FTICR-MS data for blended wines. (A) Mass difference network within the whole
matrix composed of data from the high and low oxygenated samples. (B) Evolution of the m/z
249.0552 intensity for the two vintages 2006 (square) and 2008 (diamond). (C) Enlargement of the
network centered on the m/z 249.0552 showing the high number of connections with other masses.
(D) Histogram of some of the most abundant compositional transformations linking discriminant
masses for high (red) and low (yellow) oxygenated wines.

Conclusion

Non-targeted FTICR-MS and UPLC-Q-ToF-MS, together with multivariate
statistics were applied to the study of the oxygenation process of Champagne base wines
during the prise de mousse. For the first time, our results confirmed the very good
repeatability of ultra-high resolution FTICR-MS, both in terms of m/z matching among
series of closely related samples and in terms of coefficient of variation of peak intensities

among biological replicates.

In agreement with previous results, these experiments run on two vintages
confirmed that straightforward metabolomic fingerprints of bottled wines are first driven
by vintage characteristics, even after several years of ageing. As a consequence,

unsupervised multivariate statistical analyses clearly discriminated the series of blended
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wines according to the vintage, and regardless of their oxygenation levels. But they also
revealed that grapes and wines from these two vintages did not hold the same sensibility to
oxygen. Nevertheless, further supervised multivariate statistics of both FTICR-MS and
UPLC-Q-ToF-MS data easily revealed discriminant chemical signatures for low and high
oxygenated wines, regardless of the vintage. The non-linear distribution of metabolites
annotations for these signatures suggested that mechanisms of oxygenation of base wines
do not proceed similarly for low and high oxygen exposure. Compositional networks
proved to be efficient in identifying yet-unknown hypothetical structures involved in the
oxygenation process.

Altogether, these results illustrated the advance of non-targeted metabolomics for
questioning bottled wines in order to understand the impact of enological processes on the

chemistry of wines.
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2 Influence des pratiques cenologiques : sulfitage au pressurage,
débourbage, utilisation de bentonite en fermentation et bouchage,
en vinification bourguignonne.

La publication de ces résultats étant en cours d'élaboration, ceux-ci seront présentés ici sous

un format classique.

La problématique de I’oxydation prématurée des vins blancs est au centre des
préoccupations de la Bourgogne vitivinicole et, a ce titre, des expérimentations ont été
menées depuis plusieurs années par le Bureau Interprofessionnel des Vins de Bourgogne
(BIVB) et I'Institut Universitaire de la Vigne et du Vin (IUVV) au travers d'expérimentations
men¢es par les étudiants du Diplome National d'cenologue. Ces expérimentations avaient
pour but d'étudier I'impact de pratiques cenologiques sur la stabilité oxydative des vins blancs
de Chardonnay. Les parametres explorés ont été : la perméabilité de l'obturateur, I’influence
du sulfitage au pressurage, l’intensité du débourbage, et I’utilisation de bentonite en

fermentation.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous sommes donc intéressés aux vins de ces
expérimentations, considérés ici comme ayant conservé une mémoire chimique associée aux
modalités comparatives qui ont ét€¢ mises en ceuvre lors de leur élaboration. Nous avons ainsi
recherché des signatures spécifiques en mettant en ceuvre deux approches analytiques non
ciblées complémentaires : la FTICR-MS et la spectroscopie EEM. Aucun impact n’a été
observé sur la composition du vin par I’ajout ou non de bentonite, ce paramétre ne sera donc

pas abordé dans ce chapitre.

2.1 Impact du millésime

En accord avec I'ensemble des résultats présentés auparavant, ’analyse statistique par
cluster hiérarchique des données issues de 1’analyse par FTICR-MS de I’ensemble des
¢échantillons montre une répartition privilégiée des vins par millésime, sans distinction de

bouchage, de turbidité ou d’une quelconque autre pratique (Figure 33).
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Figure 33: Cluster hiérarchique de 1’ensemble des vins blancs d’appellation Rully, montrant un
regroupement privilégié des échantillons en fonction de leurs millésimes (2008 en noir, 2009 en rouge
ou 2010 en bleu).

2.2 Impact du bouchage

Dans le cas d’une étude sur un vin d’appellation Rully, bouché avec quatre types
d’obturateurs (ampoule en verre, bouchage licge naturel, diams® ou nomacorc®) et de trois
millésimes (2008, 2009 et 2010), P’analyse statistique multivariée discriminante par
régression partielle (PLS-DA) permet ’excellente séparation des échantillons conservés dans
les ampoules en verre de I’ensemble des autres vins et ce indépendamment du millésime
(Figure 34). Ce résultat essentiel confirme que les ampoules en verre ont protégé le vin du
contact avec 1’oxygene, conduisant ainsi a une matrice chimique significativement différente
des autres vins, pouvant étre considérée comme témoin. Or les vins conservés dans les
bouteilles bouchées par du liege naturel, reconstitu¢ (Diams®) ou en plastique (nomacorc®)

ont tous évolué de fagons différentes.
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Figure 34: PLS-DA des échantillons de vins issus de FTICR-MS permettant la distinction des
échantillons vieillis en ampoules en verre et de I’ensemble des autres échantillons (bouchage naturel,
diams®, et nomacorc®) et ce indépendamment du millésime. Code couleur : en vert les vins vieillis
en ampoules en verre, en noir les vins issus des bouchages naturel, diams® et nomacorc®.

Pour décrire plus précisément 1’impact du bouchage sur la matrice globale, les masses
discriminant les groupes de vins vieillis en ampoules de verre d’une part et les vins avec
obturateurs naturel, nomacorc® et diams® d’autre part ont été extraites et analysées. Ces
masses sont représentées dans des diagrammes de van krevelen pour identifier les familles de
composés impliqués dans la séparation (Figure 35). Dans un premier temps, la diversité des
masses spécifiques aux vins ayant vieilli en bouteilles semble nettement supérieure a celle
des vins ayant vieilli en ampoules. Ces masses sont réparties sur 1’ensemble du diagramme,
indiquant que I’ensemble des familles chimiques composant le vin ont été impliquées dans

les mécanismes liés a l'intrusion d'oxygene.
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Figure 35: Diagramme de van krevelen des masses spécifiques discriminant les groupes de vins ayant
vieilli avec bouchage naturel, diams® et nomacorc® (A), de ceux ayant vieilli en ampoules de verre

(B).

Ces mémes masses ont ensuite ét¢ analysées a 1’aide de MassTRIX pour obtenir les
annotations éventuelles. Ainsi, 11 métabolites spécifiques des vins bouchés avec Diams®,
nomacorc® ou bouchon naturel et 6 métabolites spécifiques des vins en ampoules ont été
identifiés (Figure 36). Les voies de biosynthese dont sont issues ces annotations sont

présentées ci-dessous pour permettre la comparaison entre les différents modes de bouchages.

Biosynthesis of amino acids me—
2-Oxocarboxylic acid metabolism ——————
Glucosinolate bxosynthesns —
Betalain biosynthesis s %

Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis e «Diams/Naturel/Nomacorc

Monoterpenoid biosynthesis | — «Verre

Riboflavin metabolism ==
Linoleic acid metabolism
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis =
Arginine and proline metabolism
Lysine degradation =
Lysine biosynthesis | —_—
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Metabolic pathways | ————
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Figure 36: Annotation dans les bases de données KEGG et lipidmap a 1’aide de ’interface MassTRIX
des masses spécifiques des groupes de vins ayant vieilli en ampoules (vert) de ceux ayant vieilli avec
différents types d'obturateurs (noir).
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La méme analyse statistique par PLS-DA, mais pour chaque millésime
indépendamment, affine ce résultat et détaille les groupes d’échantillons similaires (Figure
37). Ainsi, les vins ayant vieilli en ampoules sont les plus différents pour les millésimes 2009
et 2010 tandis que pour 2008, ceux-ci semblent plus proches du reste des vins. De plus, le
millésime 2009 présente une séparation nette entre les quatre différents bouchages selon 1’axe
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Figure 37: PLS-DA pour chaque millésime, 2008, 2009 et 2010 des masses issues de l'analyse
FTICR-MS en fonction du type d’obturateur (diams® en noir, nomacorc en bleu, naturel en rouge et
ampoule en verre en vert).

De fagon générale, les bases de données permettent de proposer plus d'hypothéses
structurales pour les signatures associées aux vins ayant vieilli en bouteille que pour ceux
ayant vieilli en ampoule. Ce résultat suggeére qu'en absence d'oxygeéne, un vin continue
d'évoluer malgré tout selon des mécanismes réactionnels non connus a ce jour. Enfin, aucune
discrimination entre les bouchages Diams®, Normacorc® et Naturel n’est significative, et ce

méme apres 1’exclusion des échantillons de vins ayant vieilli en ampoule en verre. Ce dernier
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résultat confirme le fait que le mode de bouchage, exception faite pour le cas de I'ampoule,
n’induit pas de différence significative sur la composition du vin au moment de 1’étude, c'est-

a-dire respectivement apres 2, 3 et 4 ans de vieillissement.

2.3 Impact du débourbage

Dans un deuxiéme temps, 1’analyse discriminante par régression partielle (PLS-DA) a
permis la mise en évidence de I'impact du débourbage sur la matrice vin (Figure 38). La
diversité chimique des vins est fortement impactée par 1’intensité du débourbage. En effet,
cette discrimination est visible dans la composition du vin indépendamment du bouchage ou
du millésime étudié. Au contraire aucune discrimination en fonction de la présence ou non de

bentonite n’est significative.
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Figure 38: PLS-DA des échantillons de vins en fonction de I’intensité du débourbage, 150 NTU (en
marron clair) et 300 NTU (en marron foncé) indépendamment du millésime, du bouchage et de la
présence de bentonite en vinification.

2.4 Impact du sulfitage

Pour I’étude du sulfitage, trois réplicats biologiques ont été considérés pour chaque

modalité (trois bouteilles de vins).
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L’impact du sulfitage sur le vin a été suivi par analyses ciblées des composés
phénoliques par UPLC (Figure 39), mais ¢galement par analyse non ciblée par FTICR-MS
(Figure 42) et également par fluorescence (Figure 41). Les résultats obtenus par ces diverses
techniques analytiques concordent et permettent une exploration plus compléte de 1’influence
de la dose du sulfitage sur la composition chimique du vin.

Le tableau présentant les différentes teneurs en composés phénoliques permet de
constater que ces mémes composés sont en concentrations plus élevées dans les vins issus des

mofts protégés par SO, au pressurage.

L’ACP réalisée sur les vins de 2007 ainsi que la PLS-DA sur les vins de 2006
montrent une séparation par taux de sulfitage (Figure 39). Les vins n'ayant pas recu de SO,
au pressurage (en gris) se distinguent clairement des vins ayant recu 4 (en rouge) et 8 (en
violet) g/hL au pressurage et ce quel que soit le millésime étudié. Ces séparations entre vins
avec et sans SO, au pressurage se fait en fonction de I’axe 1 pour chacun des deux
millésimes, 1’axe 1 expliquant respectivement 28,7% de la variance en 2006 et 36,8% en
2007.
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Figure 39: Score plot des PLS-DA (2006) et ACP (2007) des composés phénoliques des vins mesurés
par UPLC. Code couleur : en gris 0 g/hL, 4 g/hL en rouge, et 8 g/hL en violet et avec bouchons
naturels en lieége (N) les bouchons Diams® (D) et Nomacorc® (NC).

Pour analyser en détail les composés plus ou moins impactés par le taux de sulfitage,
I’analyse supervisée PLS-DA a été effectuée pour séparer les échantillons selon le taux de
SO, au pressurage (Figure 40). De méme que précédemment, une différenciation est

remarquée selon I’axe lentre les vins ayant ou non recu du SO, et ce indépendamment du
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type d'obturateur. Les contributions respectives des différents composés phénoliques a I'axe
des abscisses (t[1]) sont montrées sous forme d'histogramme des variables (Figure 40). Ces
histogrammes de variables sont trés différents pour les deux millésimes. Par exemple, les
concentrations en acide gallique, acide protocatéchuique, hydroxytyrosol et acide gentisique
sont plus élevées parmi les vins sans ajout de SO, au pressurage en 2006, alors qu'elles sont
plus élevées dans les vins sulfités en 2007. Inversement, l'acide hydroxybenzoique, la (+)-
catéchine et le resvératrol sont plus abondants dans les vins sulfités en 2006, et plus élevés
dans les vins sans SO, au pressurage en 2007. Cette analyse révele également une
augmentation du taux de tyrosol avec le sulfitage au pressurage. Il y a donc une relation entre
I'état oxydatif du mott et la production de tyrosol lors de la fermentation alcoolique, en
accord avec ce qui a été observé auparavant (266). Il a été constaté que la production élevée
du tyrosol parmi les vins fermentés avec SO, est probablement due a la capacité¢ du SO, de

promouvoir la consommation des acides aminés pendant la fermentation (267).
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Figure 40: Analyses PLS-DA des données UPLC avec diagrammes des individus pour le millésime
2006 (A) et 2007 (B), montrant la séparation par taux de sulfitage (0 g/hL de SO, au pressurage en
gris, 4 g/hL en rouge, et 8 g/hL en violet). Les symboles correspondent au type d'obturateur : point =
bouchons en liége, losange = Diam", croix = Nomacorc”. Histogramme des variables (C) pour les
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deux millésimes; 2006 en bleu et 2007 en vert, montrant les composés ayant une concentration plus
¢levée en absence de sulfitage (valeurs positives) et ceux ayant une concentration plus élevée aprés
sulfitage a 4 ou 8 g/hL (valeurs négatives).

Si on continue la comparaison des échantillons avec des méthodes non ciblées,
comme [’analyse par fluorimétrie (EEMF) suivie d’un traitement statistique PARAFAC
(Figure 41), les résultats obtenus confirment les précédents, a savoir que la distinction des
modalités de sulfitage est prépondérante au sein des deux millésimes. Cependant, les
millésimes doivent étre analysés indépendamment puisque 1’effet millésime reste I’impact le
plus fort sur la composition chimique des vins. Pour les vins de 2006 (Figure 41), c'est la
corré¢lation entre les deux premiéres composantes qui discrimine les trois modalités de
sulfitage. On observe ainsi que quel que soit I'obturateur, 'augmentation du taux de sulfitage
conduit a une diminution de la composante 2 et a une augmentation corrélée de la
composante 1. Les vins non sulfités sont expliqués a environ 48% et 38% respectivement
pour les composantes 1 et 2, tandis que ces proportions atteignent 54% et 30% pour les vins
avec 8 g/hL de SO, (Figure 41). En 2007 (Figure 41), la séparation par taux de sulfitage est
trés nette, il faut noter cependant et en accord avec les résultats UPLC, que les
discriminations se font surtout entre vins non sulfités et vins sulfités (4 ou 8 g/hL). Il est
intéressant de noter que ces tendances sont valables pour les deux millésimes, ce qui signifie

que les paramétres de fluorescence seraient des marqueurs robustes de sulfitage du moft.
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Figure 41 : Comparaison des scores PARAFAC pour les vins de 2006 et 2007. Scores (%) de C1
versus C2. Taux de sulfitage est représenté par la couleur du marqueur (0 g/hL de SO, au pressurage
en gris, 4 g/hL en rouge, et 8 g/hL en violet) et le type d'obturateur par sa forme (bouchons naturels en
liege sont indiqués par des points, Diam® par des losanges, et Nomacorc® par des croix).

Enfin, ces mémes vins ont étés analysés par FTICR-MS et I’analyse statistique par

ACP permet une excellente séparation des échantillons en fonction de la dose de soufre, mais
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également une séparation par bouchage (Figure 42). La séparation par dose de soufre pour le
millésime 2007 suit 1’axe 1 expliquant 15,2 % des masses, tandis que pour 2006 cette
séparation est fonction des deux axes. D’autre part, le bouchage le plus impactant, ou tout du
moins le plus différenciant est le bouchage par nomacorc (NC). En effet, en 2007, en
présence des vins bouchés par nomacorc, les vins bouchés par du liege naturel ou diams sont
plus proches, voire méme d’influence comparable alors qu’ils étaient parfaitement
différenciés en 2006 en I’absence des échantillons bouchés par nomacorc. La plus grande
valeur de 1’axe 2 pour I’ACP de 2007 peut donc s’expliquer en grande partie par la présence
de nomacorc qui provoque une différenciation significative de la composition chimique des

vins.
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Figure 42: PCA des masses identifiées par FTICR-MS pour les millésimes 2006 et 2007. Code
couleur : en gris 0 g/hL, 4 g/hL en rouge, et 8 g/hL en violet et avec bouchons naturels en liege (N) les
bouchons Diams® (D) et Nomacorc® (NC).

2.5 Conclusion

Au travers de I’¢tude des vins présentant différents itinéraires cenologiques :
bouchages, turbidités, soufre au pressurage et ajout ou non de bentonites sur différents
millésimes, il est possible de constater qu'un grand nombre de composés sont identifiables
par FTICR-MS illustrant la complexit¢é moléculaires des vins, et 1’influence de ces
paramétres sur cette diversité. L’analyse non ciblée permet également d’observer des
différences de compositions métaboliques globales principalement entre millésimes et entre

mode de bouchages.

200



Résultats et discussion

L’impact du millésime est systématiquement 1’effet le plus fort sur la composition du
vin. L’effet le plus impactant apres le millésime semble étre la dose de sulfites utilisée sous le
pressoir, suivie directement par le type de bouchage. Les études statistiques multivariées
confirment que les vins en ampoules verres, supposés étre représentatifs de 1’état initial des
vins, ont en fait évolué selon des mécanismes non connus a ce jour. De plus, les vins bouchés
par des bouchons nomacorc se trouvent étre les plus différents apres les ampoules en verres,
les bouchages Diams et en liege naturel étant les plus proches. Cependant aucune différence
significative ne nous permet d’extraire les masses spécifiques induites par le mode de
bouchage, et ce méme apres 1’exclusion des vins provenant des ampoules verres. Ce résultat
pourrait signifier qu’aprés 2, 3 et 4 années en bouteilles, la composition des vins n’a été que
trés peu impactée par le bouchage, il serait certainement intéressant de recommencer

I’expérience, mais aprés un vieillissement plus long, pour comparer des vins plus évolués.

L’influence du débourbage sur la matrice chimique du vin est confirmée par 1’analyse
statistique de I’ensemble des échantillons et la discrimination en deux groupes, 150 NTU
d’une part et 300 NTU d’autre part. Cependant, aucun lien entre la turbidité et 1’état oxydatif
n’a pu étre mis en avant. Enfin, aucune différence significative n’a pu étre démontrée par nos
analyses entre les échantillons ayant été vinifiés en présence ou en absence de bentonite.

L’ajout d’argile ne semble donc pas impacter la composition du vin.

201



Résultats et discussion

3 Comparaison entre des vins pergus oxydes et non oxydés lors de
dégustations par analyses non ciblées

Dans cette derniére partie nous nous sommes concentrés plus spécifiquement sur deux
aspects différents, d’une part la corrélation entre deux méthodes non ciblées (FTICR-MS et
EEMF) et d’autre part la comparaison entre des vins percus oxydés et non oxydés lors de
dégustations. La publication de ces résultats étant en cours d'élaboration, ceux-ci seront

présentés ici sous un format classique.

Pour 1’étude, les vins blancs de trois séries verticales notés comme oxydés par les
vignerons et nous-méme lors des dégustations qui ont suivi I’ouverture des bouteilles ont
également fait 1’objet d’une étude statistique rigoureuse dans le but d’isoler les masses
spécifiques a ce groupe et ce indépendamment de la verticale analysée (Figure 43). La série
verticale de Chablis n'a pas été intégrée a cette analyse statistique car elle n’a pas été
dégustée. Ainsi la Figure 43A présente une OPLS-DA (données issues de FTICR-MS)
discriminant les vins notés oxydés des vins non oxydés lors de la dégustation. L’axe 1
permet la séparation des deux groupes d’échantillons (oxydés / non oxydés), expliquant 20%
de la répartition des masses. Le graphique illustrant les masses responsables de la séparation
des vins en deux groupes (oxydés/nmon oxydés) (Figure 43B) met en évidence le role des
masses m/z 175,06088 et 189,00409 dans la discrimination des vins oxyd¢s, correspondant

aux formules élémentaires [C;H,05] et [CsHsO7] respectivement.
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Figure 43: (A) OPLS-DA des vins notés oxydés (en orange) en opposition aux vins notés comme
étant « normaux » (en gris) lors de la dégustation analysés par FTICR-MS et (B) S-Plot dérivant de
1"OPLS-DA permettant de mettre en évidence les masses responsables de la séparation entre les vins
oxydés/non oxydés.

Pour confirmer et compléter les résultats obtenus par FTICR-MS, tous les vins blancs
étudiés dans ce travail de theése ont été analysés par fluorescence d’excitation émission dans
le but d’étudier 'impact de 1’oxydation et du vieillissement de fagon non ciblée sur les
composés fluorescents du vin. Le but de cette analyse supplémentaire était de tester la
capacité¢ de la fluorescence a discriminer des échantillons de vin. L’utilisation de la
fluorescence pour I’identification de vins oxydés ainsi que pour la détermination du niveau de
vieillissement d’un vin serait primordiale. En effet, la ségrégation et la description de ces
groupes de vins ont été réalisées par spectrométrie de masse, or cette technique reste
onéreuse, longue et ponctuelle. La mise en relation de nos résultats de FTICR-MS avec ceux
obtenus en EEMF pourrait permettre d’utiliser la fluorescence de facon globale comme

technique analytique permettant la discrimination des vins et I’identification de leur état.

Les différences entre les spectres EEMF des vins ne sont pas observables visuellement
(Figure 44), c’est pourquoi, la méthode statistique PARAFAC a été appliquée. A titre
d’exemple les spectres EEMF de deux vins de la série de Corton Charlemagne sont présentés
pour les millésimes 1934 d’une part (Figure 44A) et 2010 d’autre part (Figure 44B). Ces
deux spectres sont hautement similaires et seules des différences minimes dans I’intensité de
la coloration et la répartition des zones sont présentes, rendant impossible toute distinction
visuelle. PARAFAC est une méthode statistique multivariée, congue comme une ACP en
trois dimensions. Cette technique permet de décomposer un ensemble de matrices en une
série de composantes principales, identifiant la contribution de chaque composante par
spectre. Les scores de chaque composante, peuvent ensuite étre comparés entre eux

permettant de détailler finement les échantillons.
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Figure 44: Spectre EEMF de deux vins d'ages tres différents (A) 1934 et (B) 2010 de la série verticale
de Corton Charlemagne.

L’¢tude de 1’évolution des composantes en fonction des millésimes (Figure 45) ne
permet pas de mettre en évidence un rapport net entre évolution des composantes et
vieillissement du vin. En effet, méme si les composantes C2 et C4 semblent évoluer de fagon
monotone, il n’existe pas de lien fort entre 1’'une de ces composantes et le millésime. De la
méme maniere, les vins détectés comme étant oxydés lors de 1’analyse sensorielle (ici colorés

en rouge) ne semblent pas sortir du lot et ce pour chacune des composantes.
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Figure 45: Evolution des composantes C1 C2 C3 et C4 en fonction des millésimes pour la série
verticale de Corton Charlemagne. Code couleur : Bleu composante C1, orange composante C2, vert
composante C3, violet composante C4 et rouge vins détectés comme oxydés lors de la dégustation.

Le rapport de la composante C2 sur la composante C4 a ¢été calculé puisque ces deux

composantes sont celles qui présentent le plus grand potentiel de discrimination des vins en
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fonction du vieillissement (Figure 46). De la méme fagon que précédemment pour 1’étude
des composantes seules, aucune relation n'a été trouvée entre les vins détectés comme oxydés
lors de la dégustation (représentés en rouge) et le rapport des composantes C2/C4 (en rose).
L’évolution du rapport C2/C4 en fonction de I’age montre cependant une décroissance pour
les millésimes de 2010 a environ 1980 puis une croissance pour les millésimes 1985 a 1950
(Figure 46). Deux courbes de tendances peuvent étre associées a cette évolution (A et B)
avec un point de rencontre au niveau des millésimes 1983-1984. Il est particulierement
intéressant de remarquer que le rapport C2/C4 illustre un point de rupture de courbe autour
des millésimes 1980-1990 comme cela avait été observé pour 1’ensemble des séries verticales

en FTICR-MS.
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Figure 46: Evolution du rapport des composantes C2 sur C4 en fonction des millésimes pour la série
verticale de Corton Charlemagne. L’évolution du rapport C2/C4 présente deux tendances avec une
rupture de pente au niveau des années 1980-1990. Code couleur : rose rapport des composantes
C2/C4, rouge vins détectés comme oxydés lors de la dégustation, courbe bleu premiere tendance du
rapport C2/C4 et coure verte deuxieéme tendance du rapport C2/C4.

Si on combine I’évolution des composantes obtenues avec PARAFAC pour I’analyse
des vins par EEMF avec les résultats de FTICR-MS, on peut extraire les masses FTICR-MS
qui suivent la méme évolution que le rapport C2/C4 en fonction des millésimes, mais
également celles qui suivent la courbe A et B (Figure 46). Le diagramme de van Krevelen
(Figure 47A) permet de visualiser les masses suivant les évolutions indiquées précédemment.
Ainsi il est possible de constater qu’il y a de nombreuses masses suivant la courbe A (en vert)
ou la courbe B (en bleu) mais que le nombre de masses combinant ces deux évolutions et
donc suivant le rapport des composante C2/C4 (en violet) est beaucoup plus faible. D’autre
part pour visualiser de fagon plus claire les évolutions de masses présentées dans le
diagramme de van Krevelen, trois exemples ciblés sur les trois évolutions étudiées sont

présentés dans la Figure 47B. Ainsi la masse m/z 217,01763 suit la courbe de tendance A des
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millésimes 1934 a 1984, la masse m/z 149.00919 suit la courbe de tendance B des millésimes
1980 a 2010 et enfin la masse m/z 259.02819 suit le rapport des composantes C2/C4 pour
I’ensemble des millésimes étudiés de 1934 a 2010 (Figure 47B).
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Figure 47: (A) Diagramme de van Krevelen des masses suivant I'évolution du rapport C2/C4 (violet)
ainsi que celles suivant la courbe de tendance A (bleu) et la courbe de tendance B (bleu) issus des
données de FTICR-MS. (B) exemple de masses de la verticale de Corton Charlemagne suivant
I’évolution du rapport C2/C4 en violet (m/z 259,02819), suivant la courbe A en vert (m/z 217,01763)
et suivant la courbe B en bleu (m/z149,00919).

L’EEMF ne permet pas de différencier les vins oxydés des non oxydés au sein d’une
verticale. La combinaison de ’EEMF et de la FTICR-MS permet cependant d’identifier des
ensembles de composés qui évoluent avec le vieillissement. Ces masses n’évoluent pas
comme on pourrait s'y attendre de fagon linéaire mais subissent une rupture de pente dans les
années 1980-1985 provoquant une inversion de courbe. Aussi, ’EEMF ne détectant que les
composés fluorescents, cette technique ne permet pas de prendre en compte I’intégralité des
composés de nos vins. Cela dit, les techniques d’EEMF et PARAFAC restent des outils tres
utiles pour comprendre le comportement général de lI'ensemble des composés fluorescents
lors des modifications de la composition du vin pendant le vieillissement ou lors de

changement de procédés cenologiques par exemple.
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4  Conclusion générale du chapitre 3

En conclusion, ces expérimentations ciblant différents facteurs (millésime, turbidité,
ajout de bentonite lors de la fermentation, niveau de protection du moit par le soufre,
perméabilité et type d'obturateur) interagissent pour donner des profils uniques a chaque vin,
induisant des résistances différentes a I'oxydation prématurée.

Tout d’abord, le regroupement des échantillons par millésime est une constante quelle
que soit I’é¢tude. Il semblerait que I'effet millésime, en impactant la composition
métabolomique, module la sensibilité des vins.

La perméabilité de 1’obturateur est le deuxiéme plus fort impact aprés le millésime,
principalement pour les vins de Champagne. En effet la perméabilité des capsules impacte de
facon importante la composition des vins de Champagne, avec un effet plus ou moins
répétable en fonction de la perméabilité de la capsule étudiée. Pour les vins de Bourgogne,
I’ensemble des types d’obturateurs étudiés impacte la composition du vin, sans cependant
avoir un effet spécifique par type de bouchage (Diams®, Nomacorc® et Naturel).

Le facteur suivant dans la hiérarchie d'impact est le taux de sulfitage appliqué au
pressurage, utilisé pour protéger le mout. En accord avec la littérature, 1'analyse ciblée des
composés phénoliques ainsi que I’analyse non ciblée (FTICR-MS et EEMF) montrent que le
sulfitage des motlts a un effet protecteur sur les composés phénoliques, mais aucune
différence notable n’est constatée avec la dose de SO, appliquée (4 ou 8 g/hL).

Enfin, la corrélation entre deux méthodes non ciblée (FTICR-MS et EEMF), pour la
comparaison de vins percus oxydés ou non lors de dégustation apporte un regard nouveau et
non sélectif sur la problématique actuelle de 1’oxydation. Le développement de la
fluorescence pour 1’étude et la détection précoce de 1’oxydation des vins blancs offre

d'intéressantes perspectives pour le controle de I’oxydation prématurée.
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Chapitre 4: Application a I’étude du terroir

1 Comparaison de la diversité chimique de raisins et de vins issus de
différentes appellations bourguignonnes : effet de terroir vs
millésime.

Cette ¢étude vise a évaluer la capacité de la Spectrométric de Masse a Résonance
Cyclotronique des lons et a Transformée de Fourier (FTICR-MS) a différencier des raisins et
les vins correspondants provenant de 4 vignobles distincts, gérés par un méme domaine, a
partir de leurs empreintes chimiques complexes. Les vins provenant de 4 Climats
Bourguignons — 2 en Cote de Nuits et 2 en Cotes de Beaune, ont étés échantillonnés
immédiatement apres la fermentation alcoolique sur trois millésimes successifs, puis analysés
par FTICR-MS. Des milliers de métabolites identifiés comme étant spécifiques a un
millésime donné ou a une classe donnée (vin, pellicule de raisin ou encore pulpe de raisin)
ont été révélés, soulignant ainsi un effet millésime fort. Les mémes vins ont été analysés de
nouveau aprés quelques années de vieillissement en bouteille dans la cave du domaine. Dans
le cadre de cette étude, la FTICR-MS ainsi que des analyses statistiques multivariées
pourraient révéler des familles de métabolites importantes pour la discrimination des terroirs
et ce méme dans le cas de terroirs présentant une trés grande proximité géographique, mais
seulement aprés quelques années de vieillissement en bouteille. Il est supposé que la
composition chimique d'un vin détient en mémoire le souvenir de divers facteurs
environnementaux qui ont une incidence sur son bagage métabolomique au moment de son
¢laboration. Pour la premiére fois, ces résultats préliminaires indiquent que les
expérimentations non ciblées peuvent révéler cette mémoire métabolomique a travers des
signatures chimiques liées au terroir du vin sur une échelle régionale qui peut potentiellement

étre aussi réduite que les innombrables «climats» de Bourgogne.
Cette étude a fait 1’objet d’une publication scientifique, en 2014, dans le journal : Food

Chemistry.
DOI: 10.1016/j.foodchem.2013.11.056
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Abstract
This study aimed at assessing the ability of high resolution Fourier Transform Ion Cyclotron
Resonance — Mass Spectrometry (FTICR-MS) to differentiate grapes and corresponding
wines from distinct vineyards managed by a same producer, according to complex chemical
fingerprints. Grape extracts (at harvest) and corresponding wines from four different
vineyards, sampled immediately after the alcoholic fermentation over three successive
vintages, were analyzed by FTICR-MS. Thousands of metabolites that are specific to a given
vintage, or a given class (wine, skin or must) could be revealed, thus emphasizing a strong
vintage effect. The same wines were reanalyzed after a few years in bottle. Within the frame
of this study, FTICR-MS along with multivariate statistical analyses could reveal significant
terroir-discriminant families of metabolites from geographically close — though distinct —
vineyards, but only after a few years of bottle ageing. It is supposed that the chemical
composition of a wine holds memories of various environmental factors that have impacted
its metabolic baggage at the moment of its elaboration. For the first time, such preliminary

results indicate that non-targeted experiments can reveal such memories through terroir-
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related metabolic signatures of wines on a regional-scale that can potentially be as small as

the countless "climats" of Burgundy.

Key words : pinot noir grapes, wine, terroir, bottle ageing, FTICR-MS

1. Introduction

Wine can be described as a molecular kaleidoscope integrating signatures from
grapes, yeasts, the winemaking and the environment, reflected in the variety of compounds,
including primary (e.g., sugars, organic acids, amino acids) and secondary metabolites (e.g.,
flavonoids, anthocyanins, and other pigments). All of these compounds have a strong
influence on the overall properties — including organoleptic — of wines (Cuadros-Inostroza et
al., 2010). Thus, several metabolic changes already occur during the growth of grape berries
and at harvest time because berries contain the major compounds contributing to flavour
(Lund & Bohlmann, 2006). During winemaking processes and particularly during
fermentation, these compounds will either disappear, directly be transferred to wine or react
to form new molecules, and yeasts driven metabolisms will further contribute to its
enrichment through, for instance, the enzymatic liberation of volatile organic molecules
responsible for the aroma of wine. Thanks to available state of the analytical technologies,
thousands of metabolites — some of them in exceedingly small quantities — can be spotted in
wine, which are not only a consequence of gene and enzyme regulation of metabolic
pathways in grapes but also a consequence of microbiological processes, climatic conditions,
viticultural and oenological practices (Gougeon et al., 2009).

The composition of a given wine is actually determined by a complex interplay
between environmental factors, genetic factors (grape varieties) and viticultural practices
(Atanassov, Hvarleva, Rusanov, Tsvetkov, & Atanassov, 2009). The effect of climate in
viticulture is largely documented (Gladstones, 1992; Winkler, Cook, Kliewer, & Lider,
1974), and according to Pereira (Giuliano E. Pereira et al., 2006) and Morlat (R. Morlat,
Barbeau, & Asselin, 2001), climatic conditions of the vintage greatly impact the grape
composition. Nevertheless, wine quality is not fully described by the simple summation of
individual chemical traits (Deloire, Zebic, Bernard, Brenon, & Hunter, 2005; G. E. Pereira,
Soares, Guerra, & Pereira, 2007), as illustrated by the "terroir" effect. Historically, terroir
refers to an usually rather small area whose soil and microclimate impart distinctive qualities
to food products (Barham, 2003) and it is now accepted that metabolites in wine could be

affected by the terroir (Brescia et al., 2002; Leeuwen et al., 2004; G. E. Pereira et al., 2007).

210



Résultats et discussion

Cultural, historical and empirical bases, which have allowed men to identify vineyards now
give rise to growing interests from the scientific community. Most of analytical studies so far
have obviously tackled the question of "terroir" from the viticultural point of view,
considering the impact of environmental factors (soils composition, climatic changes, vine
phenology) on the quality of the grape or the wine (Leeuwen et al., 2004; René Morlat &
Bodin, 2006). However, in the climate-soil-ecosystem it is difficult, when studying soil alone,
to determine its influence on the constitution and the quality of grape and wine (Seguin,
1986).

Terroir is the greatest determining factor of all great wines. It deals with the quality
and the typicality of an agricultural product in relation to its geographical origin, and it wears
a major importance in Burgundy, where wines are made with single grape varieties (Pinot
noir for red wines and Chardonnay for white wines) planted in a mosaic of vineyards.
Burgundy vineyards are indeed characterized by chaotic orientations and variables lopes,
where soils can exhibit abruptly changing natures beyond a road or a path. This terroir
description is definitely brought to its apex in the Coéte d'Or area, where — in addition to
alternating reliefs and climatic conditions - vineyards sit on up to 11 different soil natures
covering geological times ranging from -175 My (Coéte de Nuits) to — 150 My (Cote de
Beaune) within a 50 km distance (Fanet & Brutton, 2004). Each vineyard site has its own
unique terroir, which is reflected in the corresponding wines more or less consistently from
year to year, and to some degree, regardless of variations in methods of viticulture and

winemaking (Mouton, 2006; Wilson, 1998).

In this paper, we have recorded instantaneous chemical pictures of Pinot noir grape
extracts and corresponding wines from four different appellations run by the same producer,
over three successive vintages, using Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass
Spectrometry (FTICR-MS) for metabolite profiling, combined with metabolomics data
analyses. FTICR-MS is a fast and reliable analytical tool especially applicable to the analysis
of series of samples and it is indicated for the qualitative distinction between samples in
combination with multivariate statistical (Sawaya et al., 2011 and Villagra et al., 2012).
Therefore, and for a given vintage and a given appellation, terroir was treated as the
composite of all possible environmental factors, which could influence the overall

characteristics of vineyard-related grapes and subsequent wines (Deloire et al., 2005).
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2. Materials and methods

2.1. Wine samples and preparation (wines, must and skin extracts)

This work was carried on four distinct vineyards managed by the same domain in
Burgundy. Two of them are located in the “Cote de Nuits” and the two others in the “Cote de
Beaune", thereafter referred to as CN1 and CN2, and CB1 and CB2, respectively. 100 Pinot
noir berries were collected during the harvest of three successive vintages (2007, 2008 and
2009). Musts (2009 CB1 and CB2 are missing), and skins were separated upon the pressing
of berries in a laboratory-scale press, and skins were subsequently dried on filter papers. Skin
extracts (SEs) were obtained by crushing (Ultra Turrax, IKA, Wilmington) skins (two times
for 10 min) in pure methanol (LC-MS grade). Mixtures were then centrifuged (10 min, 25400
g). 20 pl of supernatant were diluted in 1 ml of methanol prior to injection. Centrifuged
samples of musts were acidified by HCI (hydrochloric acid) to pH 2. Musts were then
extracted using C18-SPE cartridges (100 mg.ml-1 Backerbond SPE columns). The cartridges
were rinsed with 1 ml methanol, followed by 1 ml acidified ultra-pure water (1.25% formic
acid) for conditioning, and must samples were passed through each cartridge by gravity.
Musts extracts (MEs) were eluded with 500 pl of methanol and stored in vials at -20°C. The
corresponding wines (Ws) were collected immediately after the alcoholic fermentation in the
producer cellar and subsequently analysed. The same wines from 2007, 2008 and 2009

vintages were re-analysed in 2013 after 5, 4 and 3 years of bottling, respectively.

2.2. FTICR-MS analyses

High-resolution mass spectra were acquired on a Bruker (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany) solariX Ion Cyclotron Resonance Fourier Transform Mass Spectrometer
(FTICR-MS) equipped with a 12 Tesla superconducting magnet (Magnex Scientific Inc.,
Yarnton, GB) and a APOLO II ESI source (Brucker Daltonics GmbH, Bremen, Germany) in
the negative ionisation mode. 20 pl of each methanol extract or wine were diluted in 1 ml of
methanol (P. Schmitt-Kopplin et al., 2012) prior to direct injection into the microeletrospay
source at a flow rate of 120 pL.h-1. Spectra were externally calibrated by using clusters of
arginine (10 mg.L-1 in methanol), and the accuracy reached values of less than 0.1 ppm in
day-to-day measurements (Gougeon et al., 2009). Further internal calibrations were
performed for each sample through the identification of ubiquitous fatty acids. Spectra were

acquired with a time domain of 4 mega-word and a mass range of m/z 100 to 1000. 500 scans
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were accumulated for each sample. Fourier transform ion cyclotron resonance (FTICR)
spectra with m/z from 150 to 1000 were exported to peak lists at a signal-to-noise ratio (S/N)
of 2 and higher (Philippe Schmitt-Kopplin et al., 2010). After calibration, mass spectra can be
annotated with unambiguous elemental formulas due to the ultra high resolution (R=400.000
at m/z 400, thus differentiating two masses separated by the mass of an electron) and to the
mass accuracy of 0.1 ppm (electron mass accuracy). Thousands of such compositions could
be calculated, which contained C, H, O, N and S elements. They were represented using two-
dimensional van Krevelen diagrams, which sort them onto two axes according for instance to

H/C and O/C atomic ratios (Hertkorn et al., 2007; Tziotis, N, & P, 2010).

2.3. Statistical analyses

Row data (mass spectra) were normalized, and then transformed to log(X+0.00001) to
reduce variation between samples.

Hierarchical Clustering was performed by the unsupervised Hierarchical clustering
analysis (HCA) method on the normalized data. Euclidian distances and average linkages
were used to build the head map. This method allows showing similarities or differences
between samples, without preliminary hypotheses.

Unsupervised multivariate statistical analysis was applied: Principal Component
Analysis (PCA) reduces the complexity of multivariate data and displays the information in
fewer dimensions, with principal components as the new variables. This method — like
Hierarchical clustering — allows showing similarities or differences between samples, without
preliminary hypotheses. PCA were performed with the SIMCA 9 software
(http://www.umetrics.com). A 95% cut-off of the explained variance was used to select the
optimum number of principal components. Partial least square discriminative analysis (PLS-
DA) models were used to extract the most discriminative metabolites, which were further
manually checked within the spectra. Discriminative masses with a variable importance in
projection (VIP) value >2 and p values <0.05 were considered as relevant. PLS-DA were
performed with the SIMCA 9 software (http://www.umetrics.com).

Two dimensional van Krevelen diagrams were obtained using compositional networks
(based on elemental compositions) and functional networks, which are based on selected
functional group equivalents that enable improved assignment options of elemental
compositions and a better classification of organic complexities with tuneable validation

windows (Tziotis et al., 2010).
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3. Results and discussion

Chemical spaces of wines can be as diverse as there are steps involved in their
elaborations, and even within each of these steps, chemical spaces will be subjected to
various environmental influences. We can characterize such chemical spaces by the number
of elemental formulas that can be identified in the mass spectrum acquired under selected
experimental electrospray conditions (Gougeon et al., 2009). As an example, Figure 1 shows
how complex such chemical spaces can be, with the spectrum (Fig.1A-C) and a two-
dimensional van Krevelen diagram of a 2007 ME from CBI1 (Fig.1D). Such diagram enables
a structural representation of masses converted to elemental compositions, which correspond
to a plot of H/C versus O/C atomic ratios. Identified elemental compositions can thus be
sorted according to chemical families, which provide a visual qualitative description of
chemical spaces, which may transiently contribute to the chemical matrix of a wine. Up to
7016 signals (S/N=2) of the spectrum (Fig.1A-B), of which 4794 (with 500 ppb tolerances),
could be assigned to elemental formulae containing C, H, O, N and S (Fig.1C). Only a few
hundreds of these formulas actually correspond to known masses of metabolites present in
grape and wine. Here for instance, 2700 CHO elemental compositions (Fig.1E) could be
identified (an overall of more than 5000 compositions including CHOS, CHON and CHONS
chemical spaces), which could be associated with fatty acids, amino acids, sugars, phenolic
compounds, or organic acids (Gougeon et al., 2009). Bearing in mind that distinct isomers
can exist for a given elemental formula, figure 1 can be considered as an instantaneous
picture of probably more than 25 000 compounds present at various concentrations in this
2007 ME. The considerable variance of these FTICR mass spectra denotes the diversity of
chemical spaces of wine, that can already be observed in a must extract spectrum (Fig.1A-
B),and in the mass distribution within the 200 millimass range of a single nominal mass
(Fig.1C). 10 theoretically possible elemental combinations appear in this 227 nominal mass
when considering only the compositions based on C, H, N, O and S (CHO, CHOS, CHON,
CHONS chemical spaces in Fig.1E). The peak at m/z 227.0713, corresponds to the [M-H]-
ion with absolute mass formula [C14H1103]- and can most likely be assigned to resveratrol
isomers (Gougeon et al., 2009). Beyond the basic sorting of elemental formulas according to
H/C versus O/C ratios, the van Krevelen diagram (Fig.1D) provides a semi-quantitative
overview of chemical formulas contributing to this ME chemical space: if we consider for
instance CHO formulas, the diagram shows that relatively abundant compounds were found

in the amino acids and phenolic regions, with also a few ones in the carbohydrate region,
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consistently with a must composition. It must be noted though that carbohydrates are not
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Fig.1. Progressive detailed visualization of the ESI(-) FTICR/MS spectrum of the 2007 CBlmust
extract in the mass ranges (A) 150-1000Da, (B) 250-260 and (C) 227.00-227.23 with credible
elemental formula assignment. Visualisation of the FTICR/MS data (D) as a van Krevelen diagram
(H/C vs. O/C atomic ratios) with the interpretation of molecular family, and (E) through the relative
frequency histograms of CHO (blue), CHOS (green), CHON (yellow) and CHONS (red) elemental
compositions. Point sizes indicate mass peak intensities in the van Krevelen diagram.

Using statistical approaches and considering all of these thousands of CHONS
compositions together for a given vintage allows to represent how such complex chemical
spaces actually reflect distinct vineyard fingerprints, though still exhibiting proximities
within grape extracts and wines. Figure 2A shows the PCA score plot extracted from FTICR
mass spectra of must and skin extracts along with corresponding wines for the four vineyards
and for the 2008 vintage. It must be noted that the first two components accounted for 72.4 %
of the total variability, thus ensuring a significant discrimination and confirming the
suitability of ESI-MS characterizations (Catharino et al., 2006). As far as grapes were
concerned, chemical spaces from the four vineyards appeared to be closer in composition to
one another within a grape compartment (skin or must) than they were to chemical spaces of
another compartment (Fig.2A). Wines appeared to be clearly separated from grape extracts

along the first axis, whereas must and skin extracts were separated along the second axis. The
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loading plot (Fig.2B) shows that variables were mainly grouped in three regions of hundreds
of masses directly correlated with each class (MEs, SEs, Ws). Projecting data (masses as
filtered from the PCA and representative for the classification of these three matrices) on van
Krevelen diagrams (Fig.2C-D-E) revealed the specific distributions of elemental
compositions (CHO in blue, CHOS in green, CHON in orange and CHONS in red) that
discriminate the three groups (MEs, SEs and Ws). This specificity is characterized in
particular by the presence of sulfur compounds (CHOS) especially in the aromatic area for
wine along with carbohydrates (CHO) compounds (Fig.2D). Interestingly, Figure 2D and 2E
also confirm that when considering CHO elemental formulas, chemical fingerprints of wines

were closer to those of skin extracts than to those of must extracts (Gougeon et al., 2011).
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Fig.2. (A) scores plot and (B) loading plot of the PCA analysis of the FTICR-MS data for CB and CN
Wines (green), Skin (pink) andMust (blue) extracts of the 2008 vintage.The first two components
retained 72.4% of the variation. (C) van Krevelen diagrams of specific masses to all CB and CN must
extracts, (D) all CB and CN skin extracts and (E) all CB and CN wines from the 2008 vintage (color
code: CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange). Point sizes indicate mass peak
intensities.

Possible structural assignments for masses that discriminate must and skin extracts,
and wines could be obtained from the literature and relevant databases or interfaces such as
SciFinder Scholar or MassTRIX (Wigele, Witting, Schmitt-Kopplin, & Suhre, 2012).

However, almost 95% of the discriminant masses could not be annotated, thus illustrating the
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yet unknown chemical complexity of grape and wine metabolic compositions. Typical
molecular signatures on the basis of pertinent annotations (Table 1) were aliphatic
oxygenated structures for MEs, polyphenolic structures for SEs and residual sugars along

with polyphenols for Ws.

Table 1: Examples of unique masses specific to SEs, MEs and Ws and putative annotations.

masses from skin
Exactmass Formulae Annotations
455.353064 C30H4803 Oleanolic acid
433.2360429 C21H3%07P Phosphatidic acid
343.045805 C17H1208 3.4.3'-Tri-O-methylellagic acid
199.00132 C4HSO7P D-Ervthrose 4-phosphate
179.0561165 C6H1206 D-Glucose
405.1191286 C20H2209 Astringin
447.0932873 C21H20011 Quercitrin
463.0882094 C21H20012 Quercetin 3-O-glucoside

masses from wine
Exactmass Formulae Annotations
300.9989943 C14H608 Ellagic acid
179.0349969 C9H804 Caffeic acid
161.0455756 C6H1005 3-Ethylmalate
153.0193743 C7H604 Gentisic acid
167.0349925 C8H804 Vanillic acid
177.019346 C9H604 Caffeoquinone
181.0717731 C6H1406 Mannitol
285.0404564 C15H1006 Kaempferol

masses from must
Exactmass Formulae Annotations
173.081942 C8H1404 Suberic acid
203.0826083 C11HI12N202 L-Trvptophan
273.170732 C14H2605 (11-Hydroxyundecyl)malonic acid
299.2591775 C18H3603 2-hydroxy stearic acid
311.1136213 C15H2007 H-Hyvdroxycinnamyl alcohol 4-D-glucoside
336.108818 C16H19NO7 Indole-3-acetyl-myo-inositol
341.1241571 C16H2208 Coniferin
425.1817225 C21H3009 Abscisic acid glucose ester

Annotated examples specific for wines, are given by exact masses at m/z 153.01937;
285.04045 and 300.99899, which could be unambiguously associated with [C;HsO4],
[CisHi506] and [C14Hs0g]” absolute mass formulas, respectively. Likely structural
hypotheses could be gentisic acid (del Alamo Sanza, Nevares Dominguez, Carcel Carcel, &
Navas Gracia, 2004), Kaempferol (Fang, Li, Pan, & Huang, 2007) and Ellagic acid (Talcott
& Lee, 2002), respectively, which are known compounds in wine. Similarly, masses at m/z
179.05611 and 173.08194 with absolute mass formula [C¢H;1O¢] possibly assigned to D-
glucose (Berthels, Cordero Otero, Bauer, Thevelein, & Pretorius, 2004) or one of its isomers,
and [CgH304]" possibly assigned to suberic acid (Schreier, Drawert, & Junker, 1976), were
specific for SEs and MEs, respectively.
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van Leeuwen (Leeuwen et al., 2004) showed that climatic conditions of the vintage,
soil types and cultivars can actually influence the berry composition and the corresponding
wines, but Pereira (Giuliano E. Pereira et al., 2006) demonstrated that the vintage has a
higher impact on the metabolic pattern of grape berries. Our results agree with such
conclusions. Figure 3 shows the PCA score plot extracted from FTICR-MS mass spectra of
all the wines from the three vintages (2007, 2008 and 2009), where it can be seen that wines
could be rather well separated according to vintages but not according to the terroir.
Interestingly, there was a better discrimination between the 2007 vintage and the two others
along the second axis, whereas the separation between the 2008 and 2009 vintages along the
first axis was less straight forward. However, the 2008 vintage exhibited the narrowest scores

distribution (Fig.3).

1201
100:
80:
60:
40:

20T

t[2] : 26.9%

207
407
60T
-801

-100T

-120T

-100 0 100
t{1]:37.0%

Fig.3. PCA Scores plot extracted from the FTICR-MS data of all of the CN and CB wines ; the first
two components retained 63.9% of the variation.

Hundreds of elemental formulas actually allowed the discrimination of the three
matrices, regardless of the vintage. Within each matrix subset, a vintage classification is more
clearly achieved with the HCA, hierarchical cluster analysis, shown in Figure 4, where not
only were the three matrices better separated, but where a more distinct differentiation
between vintages within each matrix could be seen. Interestingly, skin extracts showed the

highest vintage differentiation compared to must extracts and wines. However, such HCA
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failed to consistently discriminate vineyards within each CB and CN areas, and for some
vintages, a CB vineyard could be closer to a CN vineyard as shown for the 2007 wines,

whereas a consistency could be observed in some cases, as shown for 2008 must extracts

(Fig.4).
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Fig.4. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of combined analysis of FTICR-MS data for Ws (green),
SEs (pink) and MEs (blue) from the Cote de Beaune (CB) and the Céte de Nuits (CN) vineyards from
the three vintages.

In order to assess the impact of the ageing in bottle on a possible vineyard-related
chemical complexity, the same CB and CN wines were re-analyzed after 5, 4 and 3 years of
bottling for the 2007, 2008 and 2009 vintages, respectively. FTICR-Mass spectra of these
wines were thus acquired within the same experimental run. Most interestingly, PLS-DA
treatments of the complex chemical patterns of bottle-aged wines could readily discriminate
vintages regardless of vineyards, although they appeared partly separated within each vintage
(Fig.5A) and vineyards regardless of vintages, although the latter also appeared partly
discriminated within each vineyard (Fig.5B). For the latter discrimination, wines from the
Cote de Beaune (CB) could be separated from wines from the Cote de Nuits (CN) along the
first component, whereas the second component appeared to discriminate vintages within
each geographical area, although to a lesser extent for CN wines from the 2007 vintage

(Fig.5B). This fundamental result highlights the fact that the terroir as a whole — i.e. that
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considers the vine-soil-climate-human ecosystem — definitely impacts the initial chemical
complexity of a wine, but time — i.e. bottle ageing — might be required to fully reveal it
through the in-bottle diagenesis of complex chemical signatures. Projecting the masses as
filtered from the PLS-DA analysis (Fig.5B) on van Krevelen diagrams, reveals specific
chemical fingerprints for CB and CN wines (Fig.5C-D). Up to 621 elemental compositions
containing C, H, O, N and S actually discriminate CB wines regardless of vintages (Fig.5D),
whereas only 185 compositions are discriminant for CN wines (Fig.5C). Interestingly, CB
wines appear to be specifically richer in more diverse CHO- and CHON-containing
compounds, located in particular in the area of amino acids and sugar-containing compounds
(Fig.5D). Another interesting feature arising from these diagrams is that both CN and CB
wines are discriminated by roughly the same number of CHONS compositions, but which are
related to completely different hypothetical structures, since CN wines would be
discriminated by amino acid-like compounds whereas CB wines would be discriminated by
nucleic acid-like structures (Fig.5C-D). Altogether, these discriminations clearly indicate that
various and distinct chemical reaction pathways can actually exist in bottles, which provide
after a few years of ageing an instantaneous picture of the chemical complexity associated

with a specific terroir that could potentially be as small as the countless "climats" of

Burgundy.
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Fig.5. Combined analysis of FTICR-MS data for wines from the Cote de Beaune (CB) and the Cote
de Nuits (CN) vineyards re-analyzed after 5, 4 and 3 years of bottling for the 2007, 2008 and 2009
vintages, respectively. (A) Scores plot of the PLS-DA depending on the vintage, the first two
components retained 40.2% of the variation. (B) Scores plot of the PLS-DA depending on the terroir,
the first two components retained 33.4% of the variation. Color code : CB, purple ; CN, blue; 2007,

220



Résultats et discussion

darker green; 2008, middle green; 2009 pale green. H/C versus O/C van Krevelen diagram and related
histograms of specific masses from (C) CN and (D) CB wines, respectively. Color code: CHO, blue;
CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange.

4. Conclusion

In this study and for the first time, non-targeted analyses of grape extracts and
corresponding wines from a same producer were implemented in order to assess
terroir/vintages discriminations among four distinct vineyards selected within a 30-km long
distance along the Cote de Beaune and the Cote de Nuits in Burgundy, France. Our results
showed that FTICR-MS spectra of grape extracts and wines could actually be used to
compare the importance of terroir and vintage effects on wine and grape chemodiversities.
When analyzed immediately after harvest (for the grapes) or after the alcoholic fermentation
(for the corresponding wines), the vintage effect is the most significant discriminant within
each class (wines, skin extracts or must extracts) taken separately or together. No significant
terroir discrimination could be observed for these classes, thus suggesting either that
successive measurements made each year can lead to excessive distinction between similar
samples from a given vineyard (analytical variability), or that the initial chemical complexity
of a wine is not discriminant enough. In contrast, the single-run analysis of the same wines
after bottle ageing clearly allows a perfect separation between closely related vineyards from
the Cote de Beaune and the Cdte de Nuits, thus emphasizing a crucial role of the ageing time
during which molecular diageneses occur in bottles. In the particular case of bottled Pinot
noir wines from Burgundy, our non-targeted instantaneous analyses were thus able to reveal
possible intrinsic terroir-related chemical fingerprints, i.e. according to the RESOLUTION
OIV/VITI 333/2010, fingerprints related to an area in which collective knowledge of the
interactions between the identifiable physical and biological environment and applied
vitivinicultural practices develops, providing distinctive characteristics for the products
originating from this area. As such, terroir is not just the sum of discrete processing steps, and
this is all the more true in Burgundy. Our approach consistently showed that a way to
integrate all of these interactions is to be able to embrace the highest instantaneous chemical
complexity. To conclude, these analytical results reveal that the chemodiversity of a wine is
initially influenced by environmental parameters, and FTICR-MS now allows to obtain the
highest visualisation of such chemodiversities. However, differences due to the volatility, the

polarity, the solubility and chromatographic behaviors mean that multiple methods are
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needed to comprehensively analyze different subsets of wine metabolites. In this context
FTICR-MS could be complemented in the future by ultra-high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS) and high-resolution nuclear

magnetic resonance spectroscopy (NMR).
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Figure 48: Map of the Cote de Beaune and Cote de Nuit, from Burgundy appellations.
Annotation of the vineyards locations where analyzed wines come from.
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Figure 49 : Visualization of the ESI(-) FTICR/MS spectrum of the 2009 CN1 must (blue) and skin
(pink) extract and wine (green) in the mass range 100-1000 Da. van Krevelen diagrams (H/C vs. O/C
atomic ratios) with grey dots corresponding to common masses to all samples and colored dots
corresponding to specific masses for each spectrum. Point sizes indicate mass peak intensities in the
van Krevelen diagram.
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2 Description de la signature chimique de deux « climats de
Bourgogne »

La composition de baies de raisin est influencée par diverses conditions
environnementales pouvant étre considérées comme représentatives du terroir. Si les raisins
provenant d’un terroir donné sont supposés refléter leurs origines dans leurs compositions
chimiques, alors les vins correspondant devraient également refléter une part de cette
information. Le but de ce travail était de révéler I’expression du terroir au sein de la diversité
chimique en utilisant la Spectrométrie de Masse a Résonance Cyclotronique des Ions et
Transformée de Fourier (FTICR-MS). Pour cela, le raisin (Pinot noir) et les vins
correspondant issus de deux villages bourguignons voisins travaillés par un méme
vinificateur et ce pendant trois millésimes successifs (2010, 2011 et 2012) ont été
sélectionnés. La FTICR-MS et la Chromatographie Liquide a Ultra haute Résolution (UPLC)
ont été utilisées comme approches respectivement non ciblée et ciblée sur les polyphénols
dans le but de discriminer I’empreinte chimique complexe correspondant aux millésimes, a la
classe (vin, pulpe et extrait de pellicules) ainsi qu’au terroir. Les analyses statistiques
réalisées en aval sur les données ont révélés que méme si le millésime possede 1’impact le

plus puissant sur I’empreinte chimique, I’impact du terroir reste visible.

Cette étude a fait I’objet d’une publication scientifique, en 2014, dans le journal PlosOne.

DOI:10
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Abstract

The chemical composition of grape berries is influenced by various environmental
conditions often considered to be representative of a "terroir". If grapes from a given terroir
are assumed to reflect this origin in their chemical compositions, the corresponding wine
should also reflect it. The aim of this work was therefore to reveal the "terroir" expression
within the chemodiversity of grapes and related wines, using ultrahigh-resolution mass
spectrometry. Grapes and corresponding wines, from two distinct— though very proximate —
terroirs of Burgundy were analyzed over three vintages (2010, 2011 and 2012). Ultrahigh-
resolution mass spectrometry and ultra-high performance liquid chromatography were used
as untargeted and targeted approaches to discriminate complex chemical fingerprints for
vintages, classes (wines, skins or musts), and terroirs. Statistical analyses revealed that even
if vintages have the most significant impact on fingerprints, the most significant terroir

differences are seen in the grapes of a given vintage.

Key words: pinot noir; grapes; wine; terroir; vintage; FTICR-MS; UHPLC; phenolics;
"Climats de Bourgogne"
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Graphical Abstract

INTRODUCTION

Wine, a beverage with a long tradition and high value, arises from a complex
interplay between environmental, genetic and human factors. Metabolic compositions of
grapes and related wines are complex, and they include primary (e.g., sugars, organic acids,
amino acids) and secondary metabolites (e.g., flavonoids, anthocyannins, and other
pigments). Although phenolic compounds play a major role[1], all of these compounds
influence the quality and organoleptic character of wines[2]. Grape berries contain the major
compounds contributing to flavour, resulting from metabolic changes that occur during the
growth of grape berries up until harvest [3]. During winemaking and particularly during the
alcoholic fermentation, these compounds will either disappear, be directly transferred to wine
or react to form new molecules. Yeast-driven metabolism further contributes to the chemical
enrichment of the wine through, for instance, the enzymatic liberation of volatile organic
molecules responsible for the aroma of wine. Modern technologies have allowed for the
identification of thousands of metabolites existing in exceedingly small quantities in wine,
which are a consequence of microbiological processes, climatic conditions, viticultural and
oenological practices [4].

The notion of terroir in viticulture precisely refers to this complex interplay of
factors. It involves the vine and its environment, including phenology, geography, geology,
pedology and the local climate of a vineyard, along with human activity[5]. If numerous

authors have proposed varying definitions of the concept of terroir (Seguin[5], Vaudour[6],
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Riou [7] or van Leeuwen [8]), they all agree on its geographical dimension. On this basis, it
could be proposed that if grape composition is marked by chemical fingerprints from a given
terroir, wines made from these grapes should also reflect related fingerprints. Most analytical
studies so far have tackled the question of "terroir" from the viticulture point of view,
considering the impact of environmental factors on the quality of the grape or the wine[9,10].
Several factors such as soil type, environmental, agricultural practices, climatic conditions,
vine phenology or winemaking processes — all of them considered to contribute to the terroir
effect —may indeed change the chemical composition of grapes and wine [11,12,17,18].
Regarding the analytical tools, parameters such as isotopic ratios, trace element compositions,
phenolic and/or volatile profiles and geological markers have been employed to determine the
geographical origin of wines [8,9,10,13—16].In any cases where wines exhibited a significant
terroir effect, any differences were overshadowed by the vintage effect[18]. From a sampling
point of view, all of the studies so far have considered grapes and/or wines from different
local areas [17,19-21], regions [17,20,22,23] or even countries [14,15,24,25]. However,
grapes were in all cases either from distinct varieties or made by distinct winemakers [20,26],
which added an intrinsic variability among samples that was not necessarily related to
genuine terroir effects. Indeed, Tarr [27] has shown that both the varietal character and the
terroir influence the metabolome of grape berry. We have recently shown that a terroir effect
on grapes and related wines could be demonstrated in the case of four distinct vineyards
located 40 km apart and managed by the same producer [18]. It clearly appears that a robust
methodology for the discrimination of terroirs using a single measurement system would be a
great advance. Matching techniques now allow the analytical profile (all of the targeted
analytical measurements together) of a wine to be used to predict its region of
origin[14,15,24]. Non-targeted analytical tools, especially NMR spectroscopy[19,26,28-30]
and FTICR mass spectrometry [2,4,31,32] have been shown to be efficient methodologies. In
this study, FTICR mass spectrometry is considered as a non-targeted metabolomics approach
through the semi-quantitative description of all low molecular weight metabolites in a
specified biological sample (wine) [4,18,27,33-35].

The objective of this work was therefore to go beyond our previous work [18]
and implement strategies to discriminate grapes and related wines from two distinct terroirs
(vineyards) in two neighboring villages in the Cote de Nuits (Burgundy), separated by less
than 2 km and managed by a unique vine grower/winemaker. We employ a single powerful
untargeted analytical approach in addition to classic UHPLC targeted phenolic compounds.

For each terroir, Pinot noir grapes from young and old vines along with corresponding wines
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were considered over three successive vintages (2010, 2011 and 2012). Here we show that
through the direct analysis of grape extracts and related wines using Fourier Transform Ion
Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (FTICR-MS), it is possible to obtain the spectrum
of thousands of metabolites that can ionise within a given mass range, and which provide the
complex specific metabolic fingerprints of vineyards. It is a fast and reliable process
especially applicable to high-throughput analysis and in combination with multivariate

statistics it can be used to quantitatively distinguish between samples [36,37].

MATERIALS AND METHODS

Wine samples and preparation (Pinot noir wine, must and skin extracts)

This work was carried out on two distinct vineyards managed by the same producer.
The first is in the village of Flagey-Echezeaux and will be referred to as GE and the second
vineyard is in the village of Vosne Romanée and will be referred to as VR. Both the GE and
the VR vineyards are characterized by clay limestone soils standing on 175 My calcareous
basements. For each vineyard, three vintages (2010, 2011 and 2012) were considered.

Two distinct grape samples (GE and VR) were thus considered for a given vintage,
and 100 Pinot noir berries were collected at harvest for each of them. Musts and skins were
separated by pressing berries using a laboratory-scale press, and skins were further dried on
filter papers. Skin extracts were obtained by crushing (Ultra Turrax, IKA, Wilmington) twice
in pure methanol (LC-MS grade). Mixtures were then centrifuged (10 min, 25400 g).

Must samples were obtained by solid phase extraction (C18-SPE cartridges; 100
mg.mL-1 Backer bond SPE columns) to remove ions and target the analysis of moderately
polar to non-polar organic matter. The cartridges were conditioned with 1 mL methanol,
followed by 1 mL acidified ultra-pure water (1.25 % formic acid), and the must samples were
passed through each cartridge by gravity. Musts were eluted with 500 pL of methanol and
stored in vials at -20°C.

For the 2012 vintage, corresponding wines were collected immediately after the
alcoholic fermentation, and three types of wine were collected: free run, press and blended

wines.
Targeted UHPLC analysis of phenolic compounds

An Acquity UPLC system (Waters, Milford, MA, USA) equipped with a model 2996
PDA detector was used for the analysis on BEHCI18 column purchased from Waters
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(Eschborn, Germany). Under the optimised conditions, the column oven was thermostated at
30°C and the sample system at 8°C. The sample (10 pL) was injected via full-loop injection.
We used water-methanol-formic acid 100:5:0.1 (v/v) as solvent A and methanol as solvent B
with a flow rate to 0.25 mL.min-1. The optimized system consisted in a stepwise gradient as
follows: from 3 to 5% B (0-4 min), 5 to 8% B (4-10 min), 8% B (10-12 min), 8 to 10% B
(12-14), 10 to 15% B (14-17 min), 15 to 30.1% B (17-19 min), 30.1 to 38% B (19-21 min),
38 to 41% B (21-24 min), 41 to 50% B (24-30 min), 50 to 100% B (30-31 min), 100% B (31-
31.5 min), 100 to 3% B (31.5-32.5 min), 3% B (32.5-35 min). Detection was performed at
280 nm, 305 nm, 320 nm and 360nm, and the chromatographic characteristics were
calculated with the Waters Empower software. Chemically pure standards of trans-
resveratrol, gallic acid, hydroxytyrosol, gentisic acid, caffeic acid, coumaric acid,
isoquercitrin, cis-piceid, quercitin, quercetin, catechin, (-)-epicatechin and malvidin were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The purity of all phenolic standards
was greater than 95 %. Individual stock solutions (1000 ppm) were prepared in pure
methanol and kept at -20 °C in the dark. A working solution was prepared daily by dilution
with water. Calibration standards were freshly prepared on the day of analysis by diluting the
appropriate working solution with initial middle phase solution. The range of concentration
was selected in function of the sensitivity of the UHPLC-PDA for each polyphenol. As
shown for trans-resveratrol (Figure S1A), highly satisfying correlation curves between
standard concentrations (mg.L-1) and peak areas as detected by UPLC were recorded.
Resveratrol concentrations shown in Figure S1 were measured in triplicate over two
consecutive days for three different samples (NSG, CNV and SB), thus illustrating the very
high reproducibility of the UPLC quantitation, and showing that changes in the UPLC
response to individual analytes reflect differences in levels of these analytes. Error bars

indicate standard deviations lower than 0.5%.
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Figure S1: Details of the UPLC analysis of resveratrol standards and wines: (A) Correlation curve
between the concentration of resveratrol standards (mg.L-1) and the peak areas as detected by UPLC
along with its calculated correlation coefficient (B) Histogram of resveratrol concentrations (mg.L-1)
from three red wines from Burgundy (NSG, CNV and SB) resulting from three technical replicates,
with standard deviation less than 0.5%.

FTICR-MS analysis

High-resolution mass spectra were acquired on a Bruker (BrukerDaltonics GmbH,
Bremen, Germany) solariX Ion Cyclotron Resonance Fourier Transform Mass Spectrometer
(FTICR-MS) equipped with a 12 Tesla superconducting magnet (Magnex Scientific Inc.,
Yarnton, GB) and a APOLO II ESI source (BrukerDaltonics GmbH, Bremen, Germany) in
the negative ionisation mode. The negative ion mode fingerprint showed greater variety in the
composition and abundance of components in the analysed wines and a smaller number of
adducts, as well as higher resolution[38]. 20 pL of the samples were diluted in 1 ml of
methanol prior to injection [39] and introduced into the microeletrospay source at a flow rate
of 120uL.h-1. Spectra were first externally calibrated by using clusters of arginine (10mg.L-1
in methanol), and the accuracy attained. Further internal calibration was performed for each
sample by using ubiquitous fatty acids, reaching accuracy values of less than 0.1 ppm in
routine day-to-day measurement[4]. Spectra were acquired with a time domain of 4 mega
words over a mass range of m/z 100 to 1000. 500 scans were accumulated for each sample.
The FTICR mass spectra were exported to peak lists at a signal-to-noise ratio (S/N) of 2 and
higher[41]. After calibration and peak alignment [37], the m/z values can be annotated with
unambiguous elemental formulas by in-house written software, due to the ultrahigh resolution
(R=400.000 at m/z 400, differentiating two masses differing with the pass of an electron) and
mass accuracy of 0.1ppm (electron mass accuracy). In conjunction with an automated
theoretical isotope pattern comparison, the generated formulas were validated by setting
sensible chemical constraints (N rule; O/C ratio < 1; H/C ratio < 2n + 2; element counts: C <
100, H <200, O <80, N <3, S <3) and mass accuracy window (set here at +/- 0.2ppm). Up
to several thousand such compositions could be calculated containing C, H, O, N and S
elements and could then be represented using two-dimensional van Krevelen diagrams, which

sort them onto two axes according, for instance, to H/C and O/C atomic ratios[41,42].
Statistical analyses

Data Normalization: row data (mass spectra) were normalized by log

transformation (x-m) / Am in order to stabilize the variance between samples [4,32,43].

233



Résultats et discussion

Hierarchical Clustering Analysis (HCA) was performed with the Hierarchical
clustering explorer 3.5 sofltware (Maryland, USA) on the normalized data. Euclidian
distances and average linkages were chosen to measure distance. This method allows samples
to be grouped into homogeneous and distinct clusters, without imposing preliminary
hypotheses on the data.

Principal Component Analysis (PCA) is another unsupervised method with the
capacity to reduce the complexity of a multivariate dataset. Its goal is to extrapolate
important information and display it as a set of new independent variables called principal
components. This method, like Hierarchical clustering, discloses the similarity pattern of the
observations or variables. A 95% cut-off of the frequencies was used to select the optimum
number of principal components. Partial least square discriminant analysis (PLS-DA) models
were used to extract the most discriminative metabolites, which were further manually
checked within the spectra. m/z values with a variable importance in projection (VIP) value
>2 and p values <0.05 (Wilcoxon-Mann-Whitney test) were considered as relevant. A model
is considered acceptable for biological data if R=> 0.7 and Q>> 0.4 [43,56,57]. PCA and PLS-
DA models were performed with the SIMCA 9.0 software (Umetrics, Sweden).

Two-dimensional van Krevelen diagrams were constructed using
compositional networks (based on elemental compositions) and functional networks based on
selected functional group equivalents enabling improved assignment option of elemental

composition and classification of organic complexity with tuneable validation windows[42].

RESULTS AND DISCUSSION

A total of thirty-four different samples of Pinot noir from three vintages, and
belonging to two areas, Flagey-Echezeaux (GE) and Vosne Romanée (VR), were analyzed.
These samples were first analyzed for phenolic compounds using UHPLC. As already shown,
phenolic concentration can differ from one local area to the other, and can therefore provide a
basis for geographical discrimination [17,44]. As an example, Table 1 shows the
concentrations of phenolics (UHPLC) and corresponding intensities (FTICR-MS) for six

distinct wines from the 2012 vintage.

Table 1: Comparison of phenolic concentrations between targeted and non-targeted analyses.
Phenolics concentration as analyzed with UPLC (mg.L-1) and intensity as analyzed with FTICR-MS,
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from two neighboring terroirs (VR = Vosne Romanée and GE = Flagey-Echezeaux) from the 2012
vintage.

Sample 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6
Locality VR VR VR VR VR VR GE GE GE GE GE GE
Type of wine freerun | free run Press Press blc‘;di“ blending | freerun | free run Press Press blc;di“ blending
Method UPLC | FTICR/ | UPLC | FTICR/ | UPLC | FTICR/ | UPLC | FTICR/ | UPLC | FTICR/ | UPLC | FTICR/
(mg/L) MS (mg/L) MS (mg/L) MS (mg/L) MS (mg/L) MS (mg/L) MS

Gallic A. (m/z 169.01425) 29.32 10057193 28.2 8706123 29.03 11085709 26.35 7941212 24.41 5891401 24.72 7184990

Hydroxytyrosol

(m/z 153.05572) 17.44 nd. 17.35 nd. 17.04 nd. 13.01 nd. 12.22 nd. 12.4 nd.

Gentisic A. (m/z 153.01933) 0.91 nd. 0.87 nd. 0.71 nd. 0.76 nd. 0.64 nd. 0.72 nd.

(+) Catechin

(/2 289.07176) 127.42 | 311233664 | 121.96 | 277021952 | 122.28 | 283116672 118.6 195920048 | 109.68 | 142164352 | 110.36 | 223117312

Caffeic A. (m/z 179.03495) 2.61 38309168 2.61 33692936 2.61 34495036 2.13 35477540 1.96 23733444 2 34448404

(-) Epicatechin

(m/z 289.07176) 71.02 311233664 70.53 277021952 69.94 | 283116672 72.24 195920048 68.57 142164352 69.43 223117312

Coumaric A.

(2 163.04007) 0.28 5218280 0.25 4572683 0.28 4767820 0.28 5980091 0.23 3689097 0.22 4459198
Malvidin (m/z 330.0745) 321.31 nd. 287.77 nd. 294.7 nd. 317.72 nd. 265.75 nd. 280.97 nd.
Isoquercitrin (m/z 463.0882) 3.7 5254493 4.32 3922291 3.57 4709192 4.57 3022361 4.61 3043291 4.09 3586106
Trans-resveratrol

(/2 227.07137) 9.53 22897272 8.38 16212247 8.6 17808434 8.29 13690299 6.56 7062201 7.02 13120387
Cis-Piceid (m/z 389.12419) 2.41 11420214 2.46 12907573 2.32 11029681 2.79 10434416 2.64 6120783 2.53 10310404
Quercitrin (m/z 447.09329) 0.49 2517049 0.47 1892392 0.48 3177980 0.7 3475663 0.64 3124468 0.64 3029415
Quercetin (m/z 301.03536) 5.35 89854544 4.2 74599280 292 63515860 6.7 70674312 4.2 4168332 4.91 65365708

The concentration of trans-resveratrol, for example, appeared to be high, averaging
from 7.29 mg.L-1 (sample GE from 6.56 mg.L-1 to 8.29 mg.L-1) to 8.83 mg.L-1 (samples
VR from 8.38 mg.L-1 to 9.53 mg.L-1). The different concentrations measured here agree
with previously reported values for wines from several geographical origins, with levels of
trans-resveratrol between 5 and 25 mg.L-1 [45,46] and with results for three red wines from
Burgundy (Figure S1B) which had levels of trans-resveratrol between 4 and 9 mg.L-1. Figure
1 shows the score and loading plots for the two first principal components (PC1 = 63.3%,
PC2 = 26.9% of the total variance, respectively) for the phenolics concentrations of
aforementioned six wines. Vosne Romanée wines (samples VR 1, 2 and 3) were clearly
separated from Flagey-Echezeaux wines (samples GE 4, 5 and 6), and several compounds
were found to be discriminant for this separation. Samples GE 4 and VR 1, which correspond
to free run wine, seem to be distinguished from the other wines (press and mix) by higher
concentrations of phenolic compounds, particularly in GE 4. By simultaneously considering
the score and loading plots it is possible to interpret the variables that influence the positions
of the observations in the score plots. VR wines were characterized by higher levels of gallic
acid, hydroxytyrosol, gentisic acid, (+) catechin, caffeic acid, (-) epicatechin, coumaric acid,
malvidin and resveratrol, whereas for GE wines, isoquercitrin, cis-piceid, quercitrin and

quercetin were more abundant (Figurel). These differences in concentrations are clear
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indications that, for the 2012 vintage, the accumulation of phenolic compounds in berries
must have been influenced by environmental conditions, collectively referred to as terroir
conditions, as illustrated for instance by trans-resveratrol[17,29,46]. Higher concentrations of
trans-resveratrol in VR wines indeed suggest that vine stress within the last days before
harvest was slightly more pronounced in the VR vineyard [47]. Similarly, higher
concentrations of the fermentation-related hydroxytyrosol in VR wines indicate that the

overall indigenous microbiology must have been different in the two vineyards[48].
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Figure 1: Statistical discrimination of wines according to phenolic concentrations. (A) Scores and
loading plot for the PCA of UHPLC analyses. The first two components explain 90.2 % of the
variation. Color code: GE (purple), VR (orange), variables (grey).

The phenolic profiles for both geographical areas were found to be quite distinctive
within a single vintage. Indeed, the vintage effect on metabolic profiles of grapes and wines
has been thoroughly studied[28,49] and its importance is generally accepted. In order to have
a more accurate view of the actual terroir-related biochemistry, which could potentially
supersede any vintage effects, it is necessary to consider the largest possible number of
metabolites. In Figures 2, 3, 4 and 5 we report the non-targeted metabolite analysis of a set of
wines and grape extract samples. This approach, which uses multivariate statistics to analyze

high-volume data sets, reveals the extremely high chemical diversity of grape and wine
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metabolites and offers the possibility to integrate the entire history metabolic changes
throughout the elaboration process of wine[4]. We recorded the negative-ion ESI mode
ICRFT-MS of each of 12 methanolic extracts from skins and musts (Figure 3A), and of 9
methanol-diluted wines. These samples were from three different vintages (2010, 2011 and
2012, only 2012 for wines) and from two nearby villages in the C6te de Nuits (GE and VR).
FTICR-MS data were further statistically processed in order to identify discriminating m/z
values. Metabolomics is considered here as the non-targeted metabolite analysis through
semi-quantitative description of low molecular weight metabolites in wine and grape
samples. The diversity of chemical spaces of wine and grape berries can be observed in the
mass distributions within the 200 millimass range of a single nominal mass as illustrated for
mass 343.00 (Figure 2A), where up to 16 possible elemental compositions based on C, H, O,
N and S could be annotated (at S/N 4) for VR 2012 samples. 9 combinations were related to
the must, 11 to grape skins and 8 to wine, with 2 being unique ([C26H7N2O;]" and [CoH 504]
), demonstrating how the fermentation step can add to the biochemical diversity of a wine
through the release of either nitrogen-containing or highly oxygenated compounds. The peak
abundances and the distributions for CHO, CHOS, CHON and CHONS in these FTICR mass
spectra were characteristic of wine- (Figure 2D), grape skin- (Figure 2C) or must- (Figure
2B) metabolites[32].The relative CHO abundance for the grape skins and musts was elevated,
whereas it was lower for the wine. In contrast, the wine showed a relatively high abundance
of S-containing compounds that could be due either to yeast secondary metabolites or to the
addition of sulfites during winemaking. The peak at m/z 227.0713 (Figure 2E), which was
significantly more intense in the must, corresponds to the [M-H]- ion with absolute mass
formula [Ci4H;;03]" and could most likely be assigned to resveratrol isomers[4]. Such
hypotheses could be supported by the comparison of relative peak intensities measured by
FTICR-MS and UHPLC (Figure 2F). Indeed, relative intensities of FTICR-MS peaks
corresponding to the elemental formulas of gallic acid, resveratrol and quercitrin were good
matches to the various concentrations measured by UHPLC for these compounds (Figure 2F).
Since such compounds are easily ionized under ESI conditions, Figure 2D confirms that the
entire pool of compounds able to potentially be extracted from grapes is not necessarily found

in the resulting wine.

237



Résultats et discussion

A 7 2 = Q B E [C1sH1105]- : Resveratrol
32 0%z 2 2R =] “ . 227.07138
TI fIf T £ I < g 00
Y Yoy O Uy o) S
Intens [ T T M R N i 1 200 iost
5" Must| | —— Skin
—Wine
34 100
& | . m
2] oo cHos | CHON CHONS
his | 00 C
o0 | i
o Foo— | ) ) | - /\ .
x10 Skin| [“°1 227.07000 227.07200 m/z
. 12
3] " F + Gallic acid
204 m Resveratrol
24 100 ] e A Quercitrin %
(%) +
o m = = ——
] o cHos chow cos & o5
“ | o e o
/
; e b | D L -
x10 Wine 208
104 WINE | lson F
E
ool g
0 o 4
06+ \ 't_‘_g ——
| 20 o
4 ¥ o2
| 100
021 L . | g ‘ \ L ‘ 0| |- .l.-
i rm J\\M.Jﬁ kAt oy -Jm",iﬁlq,lmk;\. W M s st a0 cnos onon enons o
i ¥ x: Ly .3 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
343.000 343.050 343.100 343.150 343.200

mz Relative concentration (UPLC)

Figure 2: Detailed visualization of wine, must and skin extracts from the VR vineyard for the 2012
vintage, in the ESI(-) FTICR-MS. (A) spectra in the mass range m/z 343.000-343.200 with credible
assignment of elemental formulas; Histograms of the relative frequency of (B) must, (C) skin and (D)
wine (Color code : CHO, blue; CHOS, green; CHON, yellow and CHONS, red). (E) Zoom on the
mass 227.07138 m/z, which corresponds to the [M-H]- ion with absolute mass formula [C14H1103]-
and can most likely be assigned to resveratrol isomers (F) Correlation between normalized
concentrations from UHPLC and normalized peak intensities from FTICR-MS for resveratrol
(square), gallic acid (diamond) and isoquercitrin (circle).

The diversity of chemical spaces could be observed in the mass distribution and 2-
dimentional van Krevelen diagrams (Figure 3A) were used to five an initial interpretation of
such compilations of assigned elemental formulas. Using a home-compiled database of
compounds that have been observed in wines, van Krevelen diagrams provide a
representation of the specific contributions of the wvarious phenolics, peptides,
polysaccharides, nucleotides and any other classes of compounds present in wines that could
be negatively ionized[4] (Figure 3A).We observe the specific distribution of elemental
compositions (CHO, CHOS, CHON and CHONS) according to H/C and O/C atomic ratio. In
grapes, chemical spaces from the four vineyards were more similar in composition to one
another within a vintage than they were to chemical spaces of another vintage. Thus, as noted
in our previous studies [18], only the discrimination based on vintages was clearly
distinguished in the PCA scores plot (Figure 3B). This principal component analysis has
demonstrated that individual samples corresponding to a given grape extract (skin in this

case) could be clustered according to vintages regardless of the grapes' geographic origin,
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with the first axis accounting for most of the separation, although the 2012 vintage
differentiation appeared to be also explained by the second axis (Figure 3B). This example
illustrates that such a protocol can be used to analyse and generate reproducible results from
individual grape and wine samples [50]. The projection of masses representing the
characteristic chemical diversity associated with each of these three matrices (2010, 2011 and
2012) onto van Krevelen diagrams (Figure 3C-D-E) revealed that vintages were
discriminated especially by CHO compounds. However, most interestingly, such CHO
compounds appeared to be primarily located in the area containing the free polyphenolics for
2010, whereas they were primarily located in the zone containing glycosides in the 2012
samples. This illustrates how the vintage can impact the grape composition regardless of the
geographical area. The discriminant chemical diversity for 2011 appeared to be surprisingly

varied (Figure 3D).
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Figure 3: Differentiation of vintages and representations of related characteristic compounds. (A)
H/C versus O/C van Krevelen diagram of all of the metabolites from our in-house database (MoG-
DB), identifying regions specific to chemical families. (B) Scores plot for the PCA analysis of the
negative-ion ESI FTICR-MS skin extracts data from both vineyards VR and GE for three different
vintages; 2010 (pale), 2011 (medium) and 2012 (dark); The first two components explain 64.9% of
the variation. H/C versus O/C van Krevelen diagrams of specific masses for (C) 2010, (D) 2011 and
(E) 2012 vintages; (color code: CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS, orange). Circle areas
are proportional to mass peak abundance.
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Proposed annotations for the discriminant masses (2010, 2011 and 2012 vintages for
skin extracts) could be made using information from the literature and relevant databases.
Particularly useful were an in-house database specific to plants and especially to grapes and
wine, SciFinder Scholar, and the web server MassTRIX[51] (Table S1), which queries
several databases (KEGG, Lipid Maps and HMDB). Annotations of peaks in the 2010 and
2012 samples indeed confirmed a relatively high occurrence of pertinent glycosidic structures
in the 2012 vintage compared to 2010. It must be noted though that the hypothetical
pelargonidin glucoside proposed for the 2012 vintage is an anthocyanin structure that has
already been observed in Vitis Vinifera wines [52], but not from Pinot noir grapes.
Metabolite annotations of the 2011 vintage spectra were characterized by pertinent

hypothetical structures including sugars, phenolic acids and flavanols (Table S1).

Table S1: Examples of unique skin-specific masses from 2010, 2011 and 2012, number of known
structures for each formula found by SciFinder scholar and putative annotations of known grape and
wine metabolites.

Detected m/z Molecularion formula Putative annotations for grape and wine
2010
1 9.01424 [C,Hs05]- Gallicacid
4 3.11455 [Cy1H,3043]- flavan-diol glucoside
551.01113 [Cy9H,304]- gericudranins
577.1351 [C30H25045]- Catechin dimer
11.12542 [C, Hy;047]- Myricetin-sambubioside
2011
1 5.02205 [CsHyOs)- Ribose
223.0 119 [C11H1,05]- Sinapic acid
241.0 299 [C10H13N,05]- Thymidine
300.99900 [C14H5O ]- Ellagicacid
3 7.09537 [C; HiO ]- Catechin-trimethyl ether
2012
243.0 29 [C14H1104]- Piceatannol
15.09915 [C, Hy304 ]- Quercetin-galloylglucoside
7 2.2057 [C3 H3404 |- Pelargonidin-coumaroylglucoside-acetylglucoside
501.0 040 [C,1H5,045]- Quercetin-glucoside
503.0959 [C15Hy3045]- Catechin-glucoside

If we consider wines and the distinct contributions from the grape skins and musts,

from which they originated for a single vintage (here 2012), a PCA analysis of corresponding
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annotated mass peaks from both Flagey-Echezeaux and Vosne-Romanée vineyards clearly
showed a distinct separation by the first two principal components, which explained 70.1 %
of the total variance (Figure 4A). For both the must and skin extracts, the composition
appears to be more similar between the two vineyards than it is to the other extract (must or
skin) from the same vineyard (musts in blue and skins in pink in Figure 4A). In agreement
with Catharino [53], PCA also clearly separates musts (blue) from wines (green) into two
well-defined groups, confirming the suitability of ESI-MS for the characterization of grape
and wine chemical spaces. The discrimination between skin extracts and wines was mainly
explained by the first component whereas the second component revealed the differentiation
between skin extracts, on one hand, and wines and musts, on the other. The projection of
specific data (masses as filtered from the PCA in Figure 4A) for the three classes on van
Krevelen diagrams (Figure 4B-D), revealed that all three of the compartments: skin extracts,
musts and wines, displayed highly rich and specific distributions of discriminant CHONS-
containing elemental compositions (CHO, CHOS, CHON and CHONS). Must fingerprints
were consistently related to CHO and CHON compounds corresponding to peptides, whereas
skin samples were discriminated in particular on the basis of polyphenolic CHO compounds
(Figure 4B-C). In contrast, compounds specific for wines appeared to be more diverse in
terms of chemical families, including glycosylated CHO compounds, S-containing
polyphenolic compounds and various CHON and CHONS compounds (Figure 4C). Two
aspects of the van Krevelen signature for wines (Figure 4C) appear to be particularly
interesting: the presence of sulfur-containing compounds (CHOS) especially in the aromatic
area, and of the CHO compounds appearing in the top right corner of the diagram, indicating
that carbohydrate-type compounds were specific for wines, whereas it has been shown that
such compounds do not easily ionize under ESI conditions[54]. The former could be easily
explained by the formation of S-adducts of polyphenols upon addition of sulfites during the
winemaking process or by fermentation secondary metabolites, but an explanation for the
latter is less straightforward. Finally, Figure 4A also revealed that each of the two villages
(VR in orange and GE in purple) could be partly separated within the wine compartment, thus
emphasizing latent terroir contributions in the chemodiversity of grapes and corresponding

wines.
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Figure 4: Differentiation of classes and representation of related characteristic compounds. (A)
Scores plot for the PCA analysis of the negative-ion ESI FTICR-MS for wine, skin and must extract
from the 2012 vintage and for the two villages VR (in orange) and GE (in purple). The first two
components explain 70.1% of the variation. H/C versus O/C van Krevelen diagram of specific masses
for (B) must, (C) skin and (D) wine. (Color code: CHO, blue; CHOS, green; CHON, red; CHONS,
orange). Circle areas are proportional to mass peak abundance.

With such high-resolution mass data, reliable structural assumptions could be drawn
by querying topical databases on different annotated Vitis vinifera organism pathways, such
as KEGG, accessible with the MassTRIX interface[51,55] (Figure S2). 48 out of the 68
possible wine metabolites identified arise from the flavonoid biosynthesis pathway (see
Figure S2A). Many of these metabolites are known to exist in wines and are therefore a
reliable validation of such database querying using our raw sets of masses[4]. Applying a
similar MassTRIX treatment to must, skin and wine led to the identification of 58, 51 or 48
distinct metabolites from the flavonoid biosynthesis-, fructose and mannose metabolism-, or
fatty acid biosynthesis pathways, respectively, as shown in Figure S2B. As a whole,
MassTRIX treatment of compounds that discriminate musts, skins and wines not only
illustrates the possibility to consistently propose structural identifications for some of the
compounds, but also shows that hits can be found for less than 10% of the discriminant

masses when compared to the different Vitis vinifera pathways. Moreover, structures from
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existing related databases could be assigned to less than 20% of all of the detected signals,

attesting to the magnitude of the structurally unresolved chemistry of wine[4].
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Figure S2: Metabolic pathways of the Vitis vinifera organism as annotated from ICR-FT/MS data
with the Masstrix translator into pathways for (A) Flavonoid biosynthesis pathway with annotated
metabolites present in VR wines (B) Histogram plots of the number of annotations for various
pathways (N) of VR skins (in pink), musts (in blue) and wines (in green).

When samples from both villages are considered for a given vintage (2012), terroir
discriminations are immediately observed by PCA analysis of corresponding wine chemical
spaces (Figure 5A). The first principal component accounts for the discrimination between

wines from the two villages. It must be noted though, that the chemical space variability
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within GE wines appeared to be significantly higher than that observed for VR wines. Indeed,
GE covers a larger vineyard area (2.29 ha) than VR (1.81 ha), which could account for the
greater diversity amongst the GE samples. Hypothetical annotations of discriminant masses
(VR and GE) could be obtained from the literature and relevant databases (Table S2),
revealing characteristic structures as diverse as sugars, phenolic acids or fatty acids (Table
S2). Most interestingly, the hierarchical cluster analysis of all the 2012 samples, including
musts and skin extracts (Figure 5B) showed the excellent separation of the classes previously
shown in Figure 4, and terroir discriminations were visible not only in the wine, but also in
the grapes, with a stronger effect seen in musts than in skins and wines. Such results may
suggest that winemaking processes could lead to some loss of terroir contributions, at least in
young wines. It should be noted, that up to 7850 masses were recorded altogether for the
different 2012 samples considered in Figure 5B of which 504 were discriminant for VR
differentiation and 207 for GE. However, due to the limitations of current databases, very few

relevant masses could be annotated.
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Figure 5: Terroir differentiation for the 2012 vintage. (A) Scores plot of the PCA analysis of the
negative-ion ESIFTICR-MS wines data from VR (in orange) and GE (in purple) wines samples. The
first two components explain 59.9% of the variation. (B) Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of VR
(in orange) and GE (in purple) Skin, wine and must samples are from 2012.
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Table S2: Examples of unique wine-specific masses specific from VR and GE, number of known
structures for each formula found by SciFinder scholar and putative annotations of known grape and
wine metabolites.

Putative annotation from pertinent grape and

Detected m/z Molecular ion formula . .
wine metabolites
VR
197.04530 [CoHyOs]- Syringic acid
299.05585 [C16H1106] Kaempferol-methyl ester
325.09262 [C15H705]- O-Glucopyranosyl-p-coumaric acid
259.12995 [C14H{gNo,Os5] Glutamyl-isoleucine
464.09645 [Co1H2104] Delphinidin-O-glucoside
GE
447.09330 [Co1H19O14] Quercitrin
135.04515 [CsH, O, Phenyl acetate
159.06629 [C;H1 O, Dimethylglutaric acid
221.15468 [C14H210,T Dodecatrienyl acetate
251.20166 [C16H70,T hexadecadienoic acid

Based on these results, which show that some terroir impacts could potentially be
stronger in grapes than in wines, HCA has been performed for each of the three vintages
(Figure 6A) and PLS-DA analyses (Figure 6B-C-D-E) of musts and skin extracts for the two
villages are presented. For each vintage, clusters not only clearly separate musts and skins
(Figure 6A), but also consistently discriminate between the two villages for the 2011 and
2012 vintages, with a higher efficiency for musts as previously shown in Figure 5B-C-D.
Nevertheless, such results clearly attest to significantly different environmental conditions
(soil nature and biochemistry, climate, etc.) in VR and GE vines, which can be modulated by
vintage effects, as exemplified by the 2010 vintage. This was further confirmed by PLS-DA
on the same data sets, which distinctly discriminates between samples of the two villages,
regardless of the vintage (Figure 6E), thus providing for the first time a clear representation
of how "terroirs", which can be as small as the numerous "climats de Bourgogne", can
actually give rise to grapes with significantly different chemical fingerprints. The two valid
components of the model were obtained though seven-fold cross-validation with the
following values: R?X(cum) = 0.91 and Q*(cum) = 0.46 for 2010, R*X(cum) = 0.98 and
Q*(cum) = 0.77 for 2011 and R*X(cum) = 0.93 and Q*(cum) = 0.56 for 2012. These indices
reaffirm the goodness of the fit and the prediction capacity of the model. This original result
was uniquely confirmed by the PLS-DA taking into account the entire data set (musts and

skin extracts) for the three vintages, which also separated the samples into two distinct groups
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of chemical fingerprints related to VR (in orange) and GE (in purple) terroirs regardless of
the type of extract (musts and skin) or the vintage (Figure 6E).
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Figure 6: Terroir differentiation for skin and must samples from three different vintages (2010-2011-
2012). (A) Hierarchical Cluster Analysis (HCA) of VR (in orange) and GE (in purple). Skin and must
samples are from 2010, 2011 and 2012. Scores plot of the PLS-DA analysis of the negative-ion ESI
FTICR-MS must and skin data from both vineyards VR and GE wines samples from (B) 2010 (C)
2011 (D) 2012 and (E) 2010-2011 and 2012.
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CONCLUSION

This study marks the first implementation of non-targeted analyses of grape extracts
and corresponding wines from two neighboring villages in the Cote de Nuits, managed by a
same producer, in order to assess discriminations based on terroir and vintage. Our results
show that FTICR-MS spectra of grape extracts and wines can be used to compare terroirs as
small as the numerous "Climats de Bourgogne" through their wine and grape
chemodiversities. Our results therefore demonstrate that Pinot noir grapes grown in two
distinct "Grands Crus" appellations separated by less than 2 km, have distinct chemical
signatures of environmental conditions related to local climatic, geology, pedology and
phenology characteristics, all contributing to the identification of the so-called "terroir". This
effect of terroir on metabolites is noticeable in wines, skin berries and especially musts.
FTICR-MS allows the highest molecular resolution to date and thus the finest available
visualization of the chemical composition that may be responsible for such fine
discriminations. The first motivation of this manuscript was to highlight the chemical
diversity in the wines, musts, and grape skins. Although we propose chemical structures
based on the exact mass analysis, these identifications are only putative; further investigation
is ongoing using UPLC-MS and tandem mass spectrometry complementary to the approach
shown here to give conclusive structural identification of the metabolites of interest.
Although the terroir effect was small compared to the variability induced by berry
compartments or vintages, it could be significantly identified within individual vintages.
Therefore, our results contribute to the representation of how wines — considered as pieces of

art in terms of chemical equilibrium —bring messages from their birthplaces to the glass.
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3 Conclusion générale du chapitre 4

Ces deux études ont permis de montrer que le terroir est un concept ambivalent, faisant
référence au sol, a ’interaction sol-cépage, au climat, aux savoir-faire des vignerons mais
également a la relation entre 1’environnement naturel et la vigne, le cépage, et la physiologie
de la plante. Ces résultats précisent également le lien entre le terroir, le millésime et la
composition du vin. L’explicitation du lien entre terroir et millésime était essentielle pour
expliquer I’impact des différents terroirs sur la composition du vin.

Enfin I’analyse FTICR-MS a permis de caractériser cet impact ainsi que 1’évaluation
des différences de composition induites par celui-ci. Ainsi, si nous supposons qu'au travers
de sa composition chimique instantanée, un vin garde une mémoire métabolique des
différents facteurs environnementaux a l'ccuvre au moment de son élaboration, ces résultats
montrent pour la premicre fois qu'il est possible de lire dans cette mémoire métabolique des
signatures spécifiques de terroirs qui peuvent étre relatives aux innombrables Climats de
Bourgogne.

Mais le résultat le plus surprenant est que ces signatures ont été plus facilement détectées
apres plusieurs années de vieillissement en bouteille, illustrant ainsi le role révélateur de la
cave (de vieillissement) et de la dimension temporelle qui lui est associée dans I'identité du
vin. Enfin, méme si la composition du vin garde en mémoire I’impact trés fort du millésime,
le terroir module la composition chimique et ce a ’échelle d’une région, ou méme d’un

village I’intérieur méme de chaque millésime.
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Ce projet innovant en terme d'analyse des vins a été initié en 2008 avec la thése de
Lemia Boutegrabet réalisée en cotutelle entre 1’Université de Bourgogne et I’Université
Technique de Munich. L’objectif de la démarche était de développer des approches
analytiques non ciblées de la composition moléculaire des vins en ne s'intéressant pas

seulement a des vins en cours d'élaboration, mais plutdt a des vins ayant déja vieilli en
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bouteille. L’idée de cartographier 1’évolution temporelle des espaces chimiques des vins
reposait sur l'hypothése que méme apres plusieurs années de vieillissement, les vins
embouteillés conservent des signatures chimiques relatives a des parametres
environnementaux a 1’ceuvre au moment de leur élaboration. Les premiers résultats avaient en
effet montré qu’il est possible d’identifier des corrélations entre par exemple des pratiques
cenologiques (pouvant contribuer a I’oxydation des vins) et la composition métabolomique
des vins, I’é¢tude reposant sur la capacité de la Spectrométrie de Masse a Transformée de
Fourier et a Résonance Cyclotronique des Ions a analyser la complexité moléculaire des vins.

Les résultats obtenus depuis permettent d'avancer dans la validation de cette
hypothése de mémoire métabolomique, puisqu'ils nous ont permis de lire des signatures
relatives a des pratiques cenologiques telles que le sulfitage au pressurage, le terroir, le
millésime, et ils permettraient méme de situer 1’origine géographique, d’identifier le cépage

et de dater des vins pour lesquels ces paramétres sont inconnus.

Dans le but de dépasser les limites de la FTICR-MS, et notamment la différenciation
des isomeres ainsi que 1’incapacité a identifier structuralement des composés marqueurs, la
spectrométrie de masse a trés haute résolution a été complétée par d’autres techniques non
ciblées telles que la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (UPLC-
MS), la spectrométrie de masse en tandem (MS?) et la spectroscopie de fluorescence (EEMF).
Le but ultime en métabolomique — a savoir détecter, identifier et quantifier tous les
métabolites d’un échantillon — reste cependant inatteignable a ce jour en ce qui concerne le
vin, notamment a cause de I’extréme diversité de composition chimique et de concentrations
des métabolites présents.

Cependant, 1’utilisation de ces techniques combinées a notamment permis d’aborder
avec une puissance d’analyse nouvelle 1’étude des processus de vieillissement du vin en
bouteille. Pour ce faire, en plus des séries verticales provenant du Domaine de la Velle (une
série de Chardonnay et une série de Pinot noir) déja obtenues précédemment, 5 nouvelles
séries verticales ont étés analysées (trois séries de Chardonnay provenant des Domaine
Dauvissat, Compte Lafon et Bouchard pére et fils ainsi que deux séries de Pinot noir
provenant du Domaine de la Romanée Conti). Les résultats obtenus par FTICR-MS et par
UPLC-Q-ToF-MS montrent une séparation des vins en deux grands groupes d’age : les vins
jeunes (1991-2012) et les vins plus anciens (1934-1990) avec une séparation au niveau des
millésimes 1990 et 1991. L’analyse par spectroscopie de fluorescence a confirmé ce résultat

pour la verticale de Corton-Charlemagne notamment avec 1’étude du rapport des
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composantes C2/C4 qui présente une rupture de pente au niveau des millésimes 1980-1990.
La signification de cette rupture reste cependant a explorer.

Le traitement statistique de l’ensemble des données FTICR-MS de vins rouges
analysés dans le cadre de cette thése montre quant a lui de mani¢re remarquable qu’il est
possible de classer les vins en fonction de leurs millésimes, indépendamment de leurs origine,
avec cette fois 5 grands groupes : les vins jeunes (2012-1990), les vins plus anciens (1991-
1956), les vins de pommard 1921, les vins de Romanée Saint Vivant 1915 et de vieux vins
(SV1 et SV2) dont le millésime probable (entre 1772 et 1860) a été estimé par datation au
carbone-14. Ces résultats nous ont permis de conclure qu’un vin garde une signature
métabolique de son millésime.

Parmi les composés qui ont pu étre associés aux masses marqueurs de vieillissement
du vin a I’aide de traitements statistiques ne considérant que les masses suivant une évolution
d’intensité croissante ou décroissante avec le vieillissement, nous trouvons une majorité¢ de
composés en CHO décroissant et de composés azotés croissant (CHNO). Un grand nombre
de masses évoluant avec I’age du vin a été trouvé dans les verticales (1691 masses en FTICR-
MS, 2288 en RP-UPLC-MS par exemple) cependant 1’identification structurale de ces masses
reste I’étape limitante. Cette étude illustre parfaitement la difficulté de travailler avec un
grand ensemble de données inconnues. En effet, si de facon générale 1’annotation de
métabolites par les bases de données représente environ 20% des données générées,
I’attribution de structures a une formule brute est extrémement compliquée dans la mesure ou
il est difficile de vérifier la véracité de cette attribution structurale sans comparaison avec un
standard.

Un point primordial pour la poursuite de 1’é¢tude métabolomique des vins et
principalement pour I’annotation des masses marqueurs réside dans le développement d’une
base de données regroupant I’ensemble des métabolites rencontrés dans le vin et le raisin. De
telles bases de données sont actuellement en développement, notamment a ’institut de la
vigne et du vin (Université de Bourgogne) mais méme si celles-ci regroupent I’ensemble des
métabolites identifiés dans le vin et le raisin a ce jour, notamment les composés volatils et les
composés non volatils les plus concentrés, elles restent incomplétes puisque seule une petite

partie de la composition chimique du vin est actuellement identifice.
Du point de vue contextuel, cette approche innovante de 1'analyse des vins s'inscrit

dans une volonté de mettre en ceuvre des outils originaux et performants, qui permettent

d'apporter des réponses a des questions ou problémes rencontrés par la filiére vitivinicole.
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Parmi ces problémes, la stabilité oxydative des vins blancs est clairement identitaire de la
Bourgogne ou de la Champagne. Ainsi, afin d’apporter des connaissances sur ce probléme
souvent présenté comme une oxydation prématurée des vins blancs, ’impact de diverses
pratiques cenologiques sur la composition chimique des vins a été évaluée, en s'intéressant a
des vins issus d'expérimentations mises en place par les interprofessions de Bourgogne et de
Champagne durant la derniére décénie.

Plusieurs niveaux de variabilit¢ pouvant impacter la composition du vin ont été
étudiés, notamment la variabilité « cenologique », par I’étude de pratiques viti-vinicole telles
que le choix de I’obturateur, le débourbage ou la dose de SO, au pressurage. Si I’impact du
millésime est présent majoritairement (quel que soit I’analyse statistique, la technique
analytique ou encore la série d’échantillons) le choix du type d’obturateur est 1'étape finale
qui va conditionner la stabilité du vin en bouteille. La comparaison de la composition d’un
champagne bouché par des capsules présentant trois niveaux de perméabilité a 1’oxygene
(faible, moyenne et élevé), pendant la prise de mousse et I'¢élevage sur lattes, montre
clairement le réle du bouchage et de I’oxygéne dans 1’équilibre du vin. Cependant, c'est la
dose de SO, au pressurage qui impacte le plus I'aptitude du vin au vieillissement. Considérés
ensemble, ces résultats nous ont permis de montrer qu'il est possible de hiérarchiser les
contributions de différents parameétres cenologiques a la stabilité oxydative des vins blancs
secs. En outre, des outils accessibles tels que la fluorescence semblent étre prometteurs pour

la mise en place de méthodes de détection précoce de marqueurs rédox des vins.

En plus du fort impact du millésime, les études de série de vins et notamment des
séries verticales montrent une incidence ¢levée de l'appellation et méme du domaine dans
I’empreinte métabolomique. En effet, I’analyse statistique simultanée de toutes les verticales
a présenté¢ non seulement une séparation des échantillons de vins rouges et de vins blancs,
mais également une distinction nette entre les vins par domaine d’origine. Fort de cette
constatation, I’hypothése selon laquelle les vins seraient non seulement impactés par les
pratiques viti-vinicoles comme on vient de le montrer, mais également par leurs origines
géographiques a été posée. C’est pourquoi une étude sur des séries de vins rouges
Bourguignons (Pinot noir) a été réalisée, avec des vins provenant de parcelles différentes
d’un méme domaine, vinifiés de fagon identique. Les résultats ont confirmé I’existence d’une
trace de l’origine géographique dans la mémoire métabolomique des vins et ce méme a

I’¢échelle des innombrables parcelles Bourguignonnes. Ces différents niveaux d’impact sur la
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composition métabolomique interagissent étroitement pour donner des profils uniques a

chaque vin.

La limite majeure de ces études, en plus de la difficulté de travailler avec de grands
ensembles de données inconnues, est I’absence fréquente de triplicats pour 1’échantillonnage.
Les études statistiques nécessitent des répétitions, d’autant plus qu’une bouteille de vin n’est
pas toujours représentative d’un lot ou d’un millésime comme l'illustre la verticale de
Meursault du Domaine des comtes Lafon ou 4 bouteilles de I’année 1996 ont été ouvertes,
dégustées et analysées. La dégustation a révélé qu’une bouteille était exceptionnelle, deux
sans défauts marqués, et la derniére oxydée (annexe 3). Grace aux études réalisées en triplicat
sur des vins issus d'expérimentations au sein des interprofessions de Bourgogne et de
Champagne, nous avons cependant prouvé une trés bonne répétabilité de ces analyses non
ciblées, aussi bien en termes de fréquences de pics détéctés dans une série verticale, qu'en
termes de coefficient de variation de l'intensité des milliers de pics détectés pour des

répétitions biologiques.

Pour conclure, la métabolomique et notamment ’utilisation des différentes techniques
de spectrométrie de masse est clairement une approche puissante et efficace pour 1’étude de la
complexité du vin. A cet égard, la collaboration entre l'universit¢ de Bourgogne — pour
laquelle la vigne et le vin est un secteur scientifique d'excellence — et le centre Helmholtz de
Munich/université Technique de Munich, qui dispose d'équipements analytiques sans
équivalents en France aujourd’hui, représente un atout majeur pour des développements

scientifiques au profit de la filicre vitivinicole.
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Annexes

Annexe 1: Exemple de liste de masses utilisées pour la calibration des spectres FT-ICR-MS

en mode d'ionisation négative.

Composés m/z charge
C,Hp0, 199,17035 -1
C4H»,0, 227,20165 -1
Ci6H3,0; 255,23295 -1
Cl3H;50, 283,26425 -1
CgH; 01, 299,0256 -1
Ci1H15010 311,09837 -1
CyoH390, 311,29555 -1
CyHy30, 339,32685 -1
CoH 044 341,10894 -1
Cp4Hy70, 367,35815 -1
C33H,,0, 439,07645 -1
CyHy 0y 449,10894 -1
CyH, 0y 461,10894 -1
Cy3Hp304, 491,1195 -1
Ca3Hp3013 507,11442 -1
Cy3Hys013 509,13007 -1
C;0H4505 533,31199 -1
CisH31015 535,15159 -1
C15H2;019Ng 591,10235 -1
CH37019 605,19346 -1
CyH164014 665,21266 -1
C;,H49011 669,32804 -1
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Annexes

Annexe 2: Série verticale, Corton-Charlemagne du Domaine Bouchard-pére et fils.

Dégustation en novembre 2012.

Mill sime il Nez
1934 Or reflets vert orange confite agrume I'eaude vie
1955 orp le champignons frais
19 2 Or vanill caramel
19 3 Orp le truff ,1 g sous bois
199 Or Champignons sous bois
1970 Orp le citron meringu
1972 Orp le surprenant pic muscade | g re note animale
1973 Orp le refletsverts frais mineral typ
197 orp levert miel cire frais
190 Orp levert ferme un peu sous bois limite poussi re
19 2 orp le soufr | g retraceli ge
19 3 Or raisins secs liquoreux
19 4 or champignons frais truffe
19 7 orp le refletverts frais eucaustique amande
19 orp levert fum grill eucaustique
199 orp le grill fum fruits secs
1991 Or fruits secs grill s| g re noteli geuse
1994 Orp le orange confite sucre candi coing
1995 belle robe orp le fruits confits
199 Orp le refletverts lard fum th r bentine note soufr e
1997 Evolu or ethanal
199 orp le coing curry frais fruits chaires blanches compot e
1999 fraiche bouchonn
2000 orp le refletsvertsbel clat mineral, frais
2001 orp levert miel bonbon anglais toast paind' pice
2002 orp le frais li geux
2003 belle robe orp le refletsverts agrumes confits| g rementacidul pointe menthol e
2004 belle robe orp le refletsverts v g tal persill typique 2004
2005 belle robe fraiche reflets verts vervaine tilleul noisettes grill es
200 belle robe fraiche reflets verts du fard fruits secs grill s
200 orp le reflets verts citronn mineral
2007 ortr sp le tr sfrais bien plus que la bouteille
2007 orp le fruits secs min ral pointe miel
200 orp le | g rement miell
200 belle robe or p le areflets verts agrumes citronn tilleuil
2009 belle robe orp le fruits secs noisettes grill es un peu cremeux
2010 belle robe orp le un peu plus ouvert que la bouteille moins grill
2010 belle robe or p le reflet verts frais grill fruits secs droit
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Mill sime Bouche Conclusion remarques
1934 belle bouche du fard belle bouteille nat fleur 49 x 24
1955 fard de la suite Vin riche nat fleur 49 x 24
19 2 truff du fard de la suite belle bouteille 1/2 bouteille
19 3 Fraiche Surprenant de fraicheur 1/2 bouteille
19 9 fraiche m me verte sa place 1/2 bouteille
1970 belle bouche du fard vanill e Bon niveau d'ensemble nat fleur 49 x 24
1972 note champignon volume moyen nat fleur 49 x 24
1973 tr s frais volume moyen sa place dans le mill sime nat fleur 49 x 24
197 acide manque de fard bien nat fleur 49 x 24
190 trace li geuse moyen nat fleur 49 x 24
19 2 champignon volume moyen moyen nat fleur 49 x 24
19 3 idem plus avanc que la moyenne nat fleur 49 x 24
19 4 vive mais fraiche acidul e tr s 4 nat fleur 49 x 24
19 7 fraiche un peudilu e tr s 7manque de maturit nat fleur 49 x 24
19 pointe amer manque un peu de fard tr s "trop" 88 nat fleur 49 x 24
1989 du fard de la suite finale un peu chaude asaplace nat fleur 49 x 24
1991 riche du fard pointe tanique asaplace nat fleur 49 x 24
1994 fraiche agréable nat fleur 49 x 24
1995 belle bouche note eau de rose fleur d'oranger trés beau vin nat fleur 49 x 24
1996 acide et gras a la fois trés typé 96 nat fleur 49 x 24
1997 secetamer vin oxydé nat fleur 49 x 24
1998 note épicée riche du fard nat fleur 49 x 24
1999 idem vin frais mais bouchonné nat fleur 49 x 24
2000 du fard belle bouteille riche nat fleur 49 x 24
2001 brioché orange confite fraiche Bon niveau nat fleur 49 x 24
2002 idem frais mais bouchonné nat fleur 49 x 24
2003 riche pointe miel asaplace de latenue nat fleur 49 x 24
2004 mémes remarques limite note asperge nat fleur 49 x 24
2005 du fard de la suite finale un peu chaude vin trés frais pur a sa place nat fleur 49 x 24
2006 bien typée belle structure plus fraiche plus typée 1/2 diams 47 x 24
2006 droit du fard petite touche végétale en final asaplace nat fleur 49 x 24
2007 idem au dessus de la bouteille 1/12 diams 47 x 24
2007 miel beurré a point nat fleur 49 x 24
2008 agréable fraiche bonne tension asaplace 1/2 diams 47 x 24
2008 fraiche bonne tension citronnée vin tres frais nat fleur 49 x 24
2009 onctueuse fraiche final beurré bon niveau Diams 1047 x 24
2010 idem idem 1/2 Diams 547 x 24
2010 fraiche structurée citronné toasté bon niveau d'ensemble Diam 1054 x 24
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Annexe 3: Série verticale, Meursault Clos de la Barre du Domaine Comte Lafon. Dégustation

en février 2013.

miel grill fum menthol, chevrefeuille

Mill sime D gustations Remarques
. L - . inertage vin soutir avec CO2,
2010 note abricot sec, terroir bien equilibr , tr s fruit
levage enfutsdech nedel 2ans
ar me pierre a fusil, frais, acidit , . . .
2009 - . . inertage vin soutir avec CO2
quilibr , amande grill , harmonieux
200 ar me pierre fusil, un peufum , r duction (cire),
d calage entre le nez presque botritis et la bouche tr s fraiche
2007 fruit sec, a rien, finesse, nergie
200 | g re oxydationc t beurre, caramel, limite miel
2005 tr s oxyd
2005 pas un grand millesime, vin massif, cot ph nolique
2004 trace r duction plus en finesse et classique que 2002
2003 opulent sans tre lourd, simple mais bon, vin stable
2002 bouchon
2002 petite note truff e, sous bois, belle complexit belle longueur belle bouteille
2001 un peur duit, fruit sec, tensionv g tale ar me champignon
2000 tr s beau comme 2002, frais, | gant, agr able belle bouteille
1999 tr soxyd , foutu
1999 d but oxydation, sans noblesse
1997 oxyd e mais buvable, fruit sec, abricot, volution
199 magnifique
199 moyenne
199 oxyd e
199 grill , pain, levin, moyenne
bien mature, floral chevreufeuille, miel tr s fin, o
1992 . . o millesime remarquable
un peu champignon, attaque fraiche, fini long complexe
beaucoup de pluie
1991 oxyd e sous bois, austerit , pdep
avant et pendant les vendanges
intense, belle bouteille, quilibr ,
1990 . . .
cot ph nolique, tanin, astringeant
19 9 tr sbonne ann e, opulent, complexe, longueur, belle bouteille
195 bouchon
19 5 r duit, pic , truffe, champignon
19 2 ph nol , r duit, grill , nezfruitsec
r duit pic , curry grill ,mentol,
197 . .
cro te de pain, sous bois truff
grande s cheresse, vendange fin aout,
197 champignon, volatiles, ph nols, presque 3ansdef ts,
malo pas fini, petite recolte
note grill e, vin ample truff , sous bois,
199
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Annexe 4: Série verticale, Meursault, Domaine de la Velle. Dégustation en 2009.

Mill sime D gustation
200 R duit I'ouverture. Notes bois es. Rhubarbe.
Bouche quilibr e.Tr sample. Beaucoup de gras. Grill
R duite I'ouverture. Nezmin ral, pierreux, silex.
2005 .
Bouche plus s che, tendue, plus acide
Nez un peu asperge - butyrique.
2004 .
V g tal etamande grill e en bouche. Court
2003 Caramel brul -vanill . Lourd, tr sgras,tr sm r
tr sl g rer duction. Souffr . Sucrosit .
2002 . .
Noisette, amande grill e au nez. Amande am re en bouche
2001 P trole, Rose, litchi. Vif. Amertume en bouche.
2000 R duitaunez. Li geux.Bouche stricte, troite, courte.
1999 Nezr ducteur, grill . Ample en bouche. Sucrosit , persistant
199 Notes souffr es, miel, Accacia, compote de rhubarbe
1997 Viande, charcuterie,. Bouche courte, stricte
199 Nezr ducteur. Amandes grill es. Sec, acide
1995 P te de coingaunez.D s quilibr enbouche. Amer et astrigent.
1994 Nez menthol . Arri re nez presque animal.
Bouchev g tale.L g reamertume.L g rement fatigu .
1993 Nez amande grill e, typique vieux chardonnay.
Tr s belle bouche, persistance. Typique vieux chardonnay
1992 Nez "surmaturation" type vin liquoreux.
Bouche stricte presque vert. Acidité en final.
Nez herbacé - |égume vert.
1991 . R . .
Bouche informe, creuse, séche en finale, pas de relief
1990 Nez amande grillée, [égérement évolué.
Bouche trés stricte, nerveuse, acide, serrée.
1989 Nez lente oxydation. Bouche évoluée, curry - épicé
1988 Nez fatigué - légere réduction. Bouche ferme - viandox
1987 Nez fatigué - mielleux. Bonne consistance, assez ample
1986 Couleur ambrée. Nez amande grillée trés marqué.
Bouche sucrée, vin mir et finale fatiguée
1985 Couleur ambre marquée. Nez amande grillée, café, moka.
Typé vieux chardonnay. Bouche ample, large.
1084 Nez mandarine, écorce d'orange - type liquoreux.
Bouche assez stricte légerement seche.
Couleur ambrée, nez rose fanée.
1983 ) i .
Bouche vive assez ferme - acide mais ample
1982 Robe pale - nez bourgeon de cassis tres jeune.
Bouche fraiche, jeune - liege (?)
1981 Nez bourgeon de cassis, Bouche verte, nerveuse
- acide - légerement végétale.
1980 Nez pétrole, hydrocarbure, Bouche ample,
trés ferme. Beaucoup de persistance, bonne acidité, nerveux.
1979 2 bouteilles bouchonnées

23



Résumé

L'objectif premier de ce travail de thése était de développer des analyses métabolomiques non ciblées
de vins en bouteilles afin de déchiffrer les informations chimiques relatives a 1’évolution de leurs compositions
avec le temps. Cette recherche initiale était fondée sur 'hypothése que, lors de I'analyse, les vins en bouteilles
gardent une mémoire chimique des parameétres environnementaux a 1’ceuvre au moment de leur élaboration
(gestion du vignoble, pratiques cenologiques, climat, terroir). Une seconde hypothése reposait sur la nécessité
d’étudier le passé pour anticiper 1’évolution de la qualité du vin du point de vue de sa composition chimique.

A cet effet et pour la premiére fois dans la science du vin, la Spectrométrie de Masse a Résonance
Cyclotronique des Ions et a Transformée de Fourier (FTICR-MS), la Chromatographie Liquide couplée a la
Spectrométrie de Masse (UPLC-Q-TOF-MS), la spectroscopie de Fluorescence d’Excitation et d’Emission (EEMF)
et les statistiques multivariées ont ét¢ combinées. Le développement méthodologique a révélé 1'avantage de coupler
les mesures de masses exactes par FTICR-MS a la discrimination des isoméres par UPLC-Q-TOF-MS afin
d'étendre la gamme des métabolites détectables. Ces outils ont été appliqués a l'identification de marqueurs de
vieillissement sur des séries verticales de vins rouges et blancs de Bourgogne, y compris sur des vins trés anciens
(millésimes inconnus) considérés comme des points extrémes d'évolution, introduisant ainsi la notion de
verticalomics. La caractérisation d'une série de vins blancs de Bourgogne (Chardonnay) a révélé que les espaces
chimiques spécifiquement liés a des pratiques cenologiques (SO, ajouté lors du pressurage, niveau de débourbage
ou perméabilité du bouchon) pourraient étre déchiffrés, bien que les signatures de millésimes étaient les plus
significatives. Des expériences similaires sur les vins de Champagne (Chardonnay, et mélanges de Chardonnay,
Pinot noir et Pinot Meunier) apres la prise de mousse et le vieillissement sur lattes ont mis en évidence l'effet
d'hormesis associ¢é a l'oxygénation du vin. Enfin, les analyses non ciblées d'extraits de raisin et des vins
correspondants provenant de différentes appellations et €élaborés par le méme vigneron ont révélé qu’il était possible
de lire des signatures liées au terroir, en particulier aprés quelques années de vieillissement en bouteille. Plus
largement, nos résultats fournissent une description globale sans précédent de la composition chimique du vin et de
sa modification par le vieillissement.

Mots clés: Chardonnay, Pinot noir, Pinot meunier, vin, vieillissement, oxydation, métabolomique, FTICR-MS et
UPLC-Q-ToF-MS, EEMF.

T

Abstract

The main objective of this work was to develop non-targeted metabolomics analyses of bottled wines in
order to decipher chemical informations from the time-related evolution of their composition. This original
research was based on the hypothesis that, when analyzed, bottled wines would still hold chemical memories of
envionmental parameters (vineyard management, oenological practices, climate, terroir...) at the moment of
their elaboration, even after several years of ageing. A second hypothesis was that in order to anticipate the
future evolution of the wine quality in terms of chemical composition, it is necessary to know what it was in the
past.

To that purpose, and for the first time in wine science, Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance —
Mass Spectrometry (FTICR-MS), Liquid Chromatography coupled with mass spectrometry (UPLC-Q-ToF-
MS), Excitation Emission Matrix Fluorescence (EEMF) and multivariate statistics were used in combination.
Methodological develoments revealed the advantage of coupling exact mass measurements by FTICR-MS to
isomeric discrimination by =~ UPLC-Q-ToF-MS in order to extend the range of detectable metabolites. Such
tools were applied to the identification of ageing markers in vertical series of red and white wines from
Burgundy, including very old wines (unknown vintages) considered as evolution end points, thus introducing
the concept of verticalomics. The characterization of series of white wines from Burgundy (Chardonnay)
revealed that chemical spaces specifically related to eonological practices (SO2 addition at pressing, settling
level, and permeability of the stopper) could indeed be deciphered although the vintage signatures were
confirmed to be the most significant. Similar experiments on Champagne wines (Chardonnay, and blends of
Chardonnay, Pinot noir and Pinot Meunier) after the "prise de mousse" and the ageing "sur lattes" further
highlighted the hormesis effect associated with the oxygenation of wine. Finally, non-targeted analyses of series
of grape extracts and corresponding wines from different appelations — though elaborated by the same
winemaker — revealed that terroir-related signatures could be indeed read in wines, in particular after a few years
of bottle ageing. Altogether our results provide an unprecedented comprehensive description of the chemical
composition of wine and its modification through ageing.

Key words: Chardonnay, Pinot noir, Pinot meunier, wine, ageing, oxidation, metabolomics, FTICR-MS, UPLC-
Q-ToF-MS, EEMF.



