Diversité chimique du bois de chéne
de tonnellerie et classification
des charges tanniques et des cuissons
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Introduction

‘élevage des vins de garde en flts
de chéne est une tradition tou-
jours respectée qui constitue une
étape essentielle pour ['optimisa-
tion de la qualité organoleptique
des vins. Le choix des fits revét
donc une importance capitale.
| Uimportante variabilité de compo-
sition chimigue du bois de chéne,
méme pour une espéce donnée,
dans une forét donné, voire au
sein d'un méme arbre peut avoir
un impact sur 'homogénéité et la
reproductibilité des flts.

Or, le bois est une matrice extré-
mement complexe, due princi-
palement & sa grande variabilité

# Photos 1: Echantillons

de bois de chéne de trois
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{PTB: potentiel tannique bas;
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et PTH: potentiel tannique haut,
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de composés. Le bois de chéne
est composé de macromolécuies
(celiulose, hémicellulose, lignine)
mais aussi d’extractibles dont la
proportion varie entre 2 et 10 %
de la masse du bois sec. Les
propaortions respectives de ces
macromolécules sont de 22-50 %
pour la cellulose, 17-30 % pour
I"hémicellulose et 17-30 % pour
la lignine (Le Floch, Jourdes et
Teissedre, 2015). La dégradation
thermique de la lignine au cours
de la cuisson du (it conduit a fa
formation de composés aroma-
tiques tels que le guaiacol, le
méthyl-4-guaiacol et le syrin-
gol qui se traduisent par des
aromes épicés et des notes fu-
mees (Jordao, Ricardo-Da-Silva,
Laureano, Adams, Demyttenaere,
Verhé et al., 2006). Les composés
extractibles du bois sont des élé-
ments de plus faible poids mo-
léculaire, solubles dans les sol-
vants organiques ou dans I'eau.
Cependant, a fraction extractible
est non seulement constituée
de composés volatils, mais éga-
lement d’un grand nombre de
composeés non volatils tels que
les ellagitanins ou les triterpénes,
coumarines, lignines et polysac-
charides (Marchal, Waffo-Téguo,
Génin, Mérillon et Dubourdieu,
2011; Mosedale, Puech et Feuillat,
1999, dont |a diversité reste en-
core largement méconnue a ce
jour (Gougeon, Lucio, De Boel,
Frommberger, Hertkorn, Peyron
et al., 2009). La nature en com-
posés extractibles du bois varie
en fonction du potentiel tannique
qui le caractérise; elle est égale-
ment modifiée de maniére plus

#l Photo 2: Procédé de cuisson des fiits Vicard.

ou moins importante en fonction de l'intensité et la durée de la
chauffe (Matricardi et Waterhouse, 1999).

Afin de mieux maitriser I'élaboration des flts, I’objectif de ce travail
consiste en la caractérisation de |a fraction extractibie globale a |'aide
de la spectrométrie de masse haute résolution sur une série d'échan-
tillons de bois de chéne de différentes charges tannigues homogénes
et connues {classification selon la teneur en ellagitanins totaux, basée
sur la spectroscopie proche infrarouge (IR} sur bois non chauffé) et
de différentes chauffes (cuisson de haute précision par rayonnement)
(Badet-Murat, Vicard, Leauté, Watrelot et Kennedy 2015).

Conduite des expérimentations

Dans ie cadre de cette étude, une série d'échantillons de bois de chéne
de trois potentiels tanniques différents {PTB: potentiel tannique bas;
PTM: potentiel tannique mayen et PTH: potentiel tannigue haut, cor
respondant respectivement a 2000-4000, 4001-6000, et 6001-8000 ug
d’équivalent acide ellagique/g de bois sec} (photos 1) et de quatre pro-
fils de chauffe différents (blanche: 150 °C/1 heure; chauffes graduelles
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en 4 paliers successifs, 1h30, le chiffre indigue la température initiale
G160, G170, G180) (photo 2) ont été solubilisés dans un vin synthétique
a température ambiante et les fractions extraites ont ensuite été analy-
sées par spectrométrie de masse a haute résolution {UPLC-MS-QTof).

Analyse des ellagitanins connus {approche ciblée)

N’ayant aucun a priori‘sur le jeu de données, la toute premiere ap-
proche {ciblée) adop}é‘e a consisté a se focaliser sur 8 ellagitanins,
connus pour faire partie des constituants extractibles du bois de
chéne {castalagin, vescalagin, grandinin, castalin, vescalin et roburin
D, E et A) et retrouvés dans le bois & des concentrations non négli-
geables. Pour cela, les standards de ces ellagitanins de référence
ont été analysés en UPLC-Q-ToF-MS exactement dans les mémes
conditions analytiques que les échantillons de bois pour avoir accés
a leur signature spectrale propre {m/z et temps de rétention). Les
masses représentatives de ces 8 ellagitanins ont ensuite été identi-
fides dans les échantillons de bois {figure 7).

L'analyse moléculaire des ellagitanins met en évidence une bonne
adéquation entre la classification des bois par spectroscopie proche
infrarouge (IR) réalisée en routine a la tonnellerie sur bois non chauffé
et la charge tannique de la fraction soluble aprés chauffage & faible
température (blanche, 150 °C) (figure 7). On constate par ailleurs une
variation de la composition en ellagitanins des extraits en fonction du

potentiel tannique. Plus précisé-
ment, |la grandinine et la roburine
A, D, E sont relativement plus
abondantes dans e PTH, tandis
que la vescalagine et la castala-
gine sont relativement plus impor-
tantes dans le PTB. En outre, on
observe que le niveau de cuisson
impacte le contenu en ellagitanins
des extraits, et ce, en relation avec
le profil des ellagitanins. En effet,
les températures de chauffe les
plus élevées (G180} conduisent
a une diminution importante des
ellagitanins, indépendamment du
potentiel tannique du bois. Ces
résuitats mettent en évidence
une composition tannique des
bois, qui est dépendante de la
chauffe et du PT, ayant donc trés
certainement un impact sur les
qualités sensorielles des vins.

Des analyses statistiques multi-
variées de type analyse en

B Figure 1: Profils en ellagitanins des extraits, en fonction de la chauffe et du potentiel tannique

de bois de chéne.
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& Figure 2: Approche supervisée. Analyse en composante principale (ACP). ¢ Distribution des
échantillons en fonction du potentiel tannique : composante 1 (72,9 %) et composante 2 {11 %).
€ Distribution des échantillons en fonction de la chauffe : composante 1 {72,9 %) et

composante 2 (11 %).
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cdmposante principale (ACP)
ont été réalisées & partir de ce jeu
de données réduit, ne prenant en
considération que les intensités
relatives des 8 ellagitanins dans
chaque échantillon de bois (fi-
gure 2). Concernant la distribu-
tion des échantiltons du point de
vue du potentiel tannique (PTH,
PTM et PTB), nous observons
clairement qu'il nexiste pas de
différence statistique entre les
trois classes. En effet, les trois
ellipses appartenant & chacun
des potentiels tanniques sont
regroupées. Concernant la dis-
tribution du point de vue de la
chauffe {blanche, G160, G170 et
G180), la situation est un peu dif-
férente. En effet, nous observons
une tendance de séparation pour
les chauffes les plus éloignées
en termes d’intensité (blanche
et G180) mais avec des eilipses
relativement proches les unes
des autres et aucune différence
significative pour ce qui est des
chauffes intermédiaires (G160 et
G170). La conclusion majeure
que nous pouvons tirer de ces
premiers résultats est que la
diversité chimique de la matrice
bois est telle que les 8 ellagita-
nins de référence considérés ne
suffisent pas pour mettre en évi-
dence des marqueurs propres au
potentiet tahnique et a la chauffe,
C’est pourquoi nous avons envi-
sagé une deuxiéme approche
{non ciblée), avec pour but de
considérer I"'ensemble du jeu
de données de masses obtenu,
c¢'est-3-dire considérer I'entiéreté
du métabolome du bois de chéne
{ensemble des petites molécules
le constituant).

Analyse du contenu
global des extraits
(approche non-ciblée)

Une démarche similaire a celle
précédente a été mise en ceuvre
mais en prenant cette fois-cien
considération toute la com-
plexité du jeu de données qui
correspond & I'ensemble des
2000 composés ionisables dé-
tectés par UPLC-QToF-MS dans
les extraits. Des analyses en
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composantes principales {ACP}
ont été effectuées ffigure 3).
Concernant la distribution des
échantillons en fonction du po-
tentiel tannique (PTH, PTM et
PTB), nous observons cette fois-
ci elairement une séparation des
trois potentiels tanniques avec un
effet maximal entre le potentiel
tannigue haut et bas. Concernant
la distribution des échantillons en
fonction de la chauffe {blanche,
G160, G170 et G180), I'allure
obtenue est la méme que pour
approche ciblée mais la sépara-
tion entre les chauffes extrémes
(G180 et blanche est grandement
améliorée. Les résultats obtenus
apportent ainsi une donnée origi-
nale et fondamentale pour la ton-
nellerie, selon laquelle une clas-
sification fine des bois en termes
de potentiel tannique ne peut
. pas reposer sur la seule consi-
- dération des teneurs en ella-
- gitanins connus, mais nécessite
- au contraire de considérer une
 plus grande diversité chimique
_intrinséque, c'est a dire issue
 de tout le métabolome du bois.

Identification
- de marqueurs

Afin d'identifier les composés
_responsables de ces différences
-statistiques entre les poten-
:tiels tanniques et les chauffes,
des analyses multivariées de
type « méthode de régression
.des moindres carrés partiels »
.{PLS-DA)} ont permis une opti-
misation des groupes préalable-
ment discriminés par analyse en
composante principale (figure 4).
Le croisement de ces méthodes
statistiques permettent d'ac-
 centuer la séparation entre des
classes d’échantillons définies

B Figure 3: Approche non supervisée. Analyse en composante principale (ACP). & Distribution
des échantillons en fonction du potentiel tannique: composante 1 (13 %) et composante 2 (12 %).
{3 Distribution des échantillons en fonction de la chauffe: composante 1 (19 %) et

composante 2 {12 %).
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H Figure 4: Classification par PLS-DA. ) Distribution des échantillons en fonction du potentiel
tannique. (3 Distribution des échantillons en fonction de la chauffe.
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{potentiel tannique et chauffe)
et d’avoir une idée précise
quant & la robustesse du ou des
modéle(s) étudié(s). A ce jour,
35 marqueurs propres au poten-
tiel tannique ont ainsi été iden-
tifiés (formules élémentaires).

Conclusions

Nous avons montré que si I'ana-
lyse ciblée moléculaire des ella-
gitanins sur des extraits de bois
chauffés est en relative adéqua-
tion avec ia classification des

douelles par IR, I'analyse non ciblée du profil métabolomique glo-
bal permet une discrimination plus fine des bois en fonction de
leur potentiel tannique, et cela indépendamment de la chauffe. De
la méme maniére, il est possible de classer les bois en fonction de
la chauffe, indépendamment du potentiel tannique. Des marqueurs
moléculaires responsables de ces classifications ont ainsi été identi-
fiés. Ces composés pourront constituer le socle d’une classification
encore plus fine des douelles permettant d’optimiser 'homogénéité
et la reproductibilité des fits. &
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