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INTRODUCTION

Une des principales conséquences du développement du champignon Botrytis cinerea
sur le raisin est l'altération des composés phénoliques par une p - diphénol : oxygéne oxy-
doréductase, communément appelée laccase (EC 1.10.3.2). Dans le cas de raisins atteints
de pourriture grise, la gravité des phénomenes oxydatifs rend difficile la vinification (RIBEREAU-
GAYON, 1982). Inversement, ces difficultés technologiques sont moins importantes avec
des raisins blancs de pourriture noble qui sont pourtant riches en laccase.

De nombreux travaux ont montré que, lorsque B. cinerea sécréte la laccase dans un
milieu de culture, la nature et les propriétés des isoenzymes produits dépendent des induc-
teurs phénoliques présents dans le milieu (MARBACH et al., 1983 et 1984). La production
de cette enzyme est également liée au processus de pathogénese (MAYER ET HAREL,
1979); les résidus pectiques provenant de I'action des enzymes fongiques sur les parois cel-
lulaires du raisin agissent comme second inducteur de la synthése de laccase (MVARBACH
et al,, 1985).

Les cépages blancs sont moins sensibles a I'action de la laccase que les cépages
rouges (FREGONI et al., 1986; CORDONIER, 1987). lls renferment cependant des sub-
stances phénoliques utilisées comme substrat par la laccase (GUNATA et al., 1987). Méme
si la couleur des vins blancs liquoreux, issus de raisins pourris nobles , ne dépend que par-
tiellement de leur contenu phénolique (VOYATZIS, 1984), certaines substances comme
les dérivés de I'acide hydroxycinnamique sont susceptibles de provoquer le brunissement
du vin en présence de laccase (SALGUES et al., 1986).

Une différence importante entre la pourriture noble et la pourriture grise réside dans I'in-
tensité du phénoméne de concentration résultant de la déshydratation de la baie de raisin
(DONECHE, 1987). Ainsi les raisins pourris nobles parvenus au stade « confit » peuvent pré-
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senter des teneurs en sucres voisines de 350 g/l alors que celles-ci dépassent rarement 220
g/l dans le cas de raisins atteints de pourriture grise. Linfluence de ce paramétre n'avait jamais
été étudié et il nous a paru intéressant de rechercher si les sucres pouvaient avoir une action
sur l'activité laccase de B. cinerea.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons disposé pour cette étude de raisins blancs de cépage Sémillon prélevés dans
le vignoble de Sauternes (France). Les raisins ont été séparés en plusieurs stades d'évolu-
tion de la pourriture selon la classification suivante :

stade 1 - baies saines,

stade 2 - baies tachetées (taches de diamétre inférieur a 5 mm),
stade 3 - baies tachées (taches de diameétre supérieur a 5 mm),
stade 4 - baies entierement tachées, « pourries pleines »,

stade 5 - apparition d'hyphes mycéliens a la surface de la baie,
stade 6 - baies desséchées, « pourries roties ».

Les raisins sont congelés puis broyés dans un tampon acétate 0,1 M pH 5,0 contenant
un agent antioxydant (acide ascorbique 5 mM). Les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation & 22.000 g pendant 10 minutes. Les protéines sont précipitées par addition de
polyéthyléneglycol 4.000 (71 p. cent poids/volume) et recueillies par centrifugation a
30 .000 g pendant 20 minutes. Le culot protéique est dissous dans le minimum de volume
de tampon acétate 0,1 M pH 3,4 pour une meilleure stabilité de la laccase. Le résidu inso-
luble est éliminé par centrifugation a 22.000 g pendant 20 minutes. L'ensemble des opéra-
tions est réalisé a la température de 4°C. L'extrait partiellement purifié ainsi obtenu est utilisé
pour la détermination de I'activité laccase. Celle-ci est mesurée par la variation de densité
optique & 530 nm résultant de 'oxydation du substrat syringaldazine dans le milieu réactionnel
suivant : tampon acétate 0,1 M pH 5,0 contenant 0,05 mM de syringaldazine. Les résultats
représentent la moyenne statistique d'au moins trois répétitions.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les sucres ont une influence indirecte sur la production de I'enzyme. Les résultats
regroupés dans le tableau montrent que l'activité laccase augmente progressivement au
cours du développement de la pourriture pour atteindre un maximum au stade 4 « pourri
plein ». Au stade 6 « pourri réti «, I'activité par baie est plus faible. La concentration résul-
tant de la déshydratation de la baie, comme lindique I'évolution de la teneur en sucres, entrai-
ne une forte augmentation de la pression osmotique interne des cellules du raisin. Dans ces
conditions défavorables, I'activité métabolique du champignon est trés réduite et il n'assure
plus de fagon suffisante le renouvellement des molécules protéiques. Cette diminution est
beaucoup plus marquée si I'on considére I'activité laccase spécifique par mg de protéine. Le
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champignon synthétise moins de laccase par rapport aux autres protéines. En effet, cette
enzyme intervenant dans le processus de pathogénése lui est d'une moindre utilité en fin de
développement de la pourriture.

TABLEAU

Evolution moyenne de I'activité laccase au cours du développement
de Botrytis cinerea sur le raisin

Stade Concentration Activité laccase Activité
d'infection en sucres uU/baie laccase spécifique
(o) (mU/mg de protéines)
1 218 0 0
2 220 9,4 0,04
3 223 57,8 0,19
4 256 106,3 0,73
5 278 75,1 0,51
6 357 39,1 0,28

L'étude cinétique montre que les sucres exercent de plus une action directe sur 'activi-
té laccase. La technique classique consiste a déterminer l'activité enzymatique en présence
de concentrations croissantes en substrat et en substance susceptible d'interférer. La
représentation des résultats en doubles inverses (vitesse de réaction et concentration en sub-
strat) donne une série de droites correspondant aux différentes concentrations en substan-
ce interférente. La disposition de ces droites renseigne sur la nature de l'interférence. Ainsi
la mesure de l'activité laccase en présence de concentrations croissantes en sucres (mélan-
ge équimolaire de glucose et de fructose) conduit a une série de droites paralléles (figure).
Ceci traduit un phénomeéne d'inhibition incompétitive de la part des sucres. Ce type d'in-
hibition est trés courant dans le cas de réactions enzymatiques a deux substrats comme celle
catalysée par la laccase :

réaction 1

syringaldazine + laccase oxydée <——— syringaldazine oxydée + laccase réduite
réaction 2

laccase réduite + 1/2 0o = » laccase oxydée + HoO

Le sucre ne se combine pas a l'enzyme libre (laccase oxydée) mais il se fixe sur I'enzy-
me substituée de fagon covalente (laccase réduite) pour donner un complexe qui ne peut
plus fournir les produits normaux de la deuxieéme réaction : laccase oxydée et eau. Cette
inhibition porte vraisemblablement sur le cuivre, site d'oxydo-réduction de la laccase. Elle
augmente avec la concentration de l'inhibiteur, c'est-a-dire avec la richesse en sucres du
milieu. La constante apparente d'inhibition est Ki : 0,89 M.
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Fig. - Influence de la concentration en sucres du milieu sur I'activité laccase
de Botrytis cinerea

v : vitesse de réaction (mU)
s : concentration en syringaldazine (10 - 5 M)

a: témoin; b: sucres 50g/l; c: sucres 100g/l; d: sucres 150 g/l; e: sucres 200g/l; f:sucres 250 g/l;
g: sucres 300 g/l; h: sucres 350 g/l.

Il est important de souligner que, dans cette réaction a deux substrats, le degré d'inhibi-
tion augmente lorsque la concentration en substrats augmente. En d'autres termes, les sucres
seront d'autant plus inhibiteurs que les concentrations en composés phénoliques et en oxy-
géne seront plus grandes. La quantité de composés phénoliques dépendra de nombreux
facteurs (développement du champignon, manipulation de la vendange et macération des
parties solides). Concernant l'oxygéne, l'augmentation de la richesse en sucres du mo(t limi-
tera sa dissolution. Ainsi; en présence de 350 g/l de sucres, le taux de saturation de I'oxy-
géne dans l'eau a 24°C n'est que de 5,2 mg/l. Dans un jus de raisin sain, la quantité d'oxygéne
susceptible de se dissoudre est supérieure a 8 mg/l; avec un jus issu de raisins « pourris
rétis », le taux de saturation en oxygéne dépasse rarement 6 mg/l.
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CONCLUSION

Le développement de B. cinerea sur le raisin entraine une diminution importante de la
quantité de composés phénoliques, soit par des phénoménes oxydatifs dls & la laccase, soit
par une dégradation en molécules simples assimilables par le champignon. Malgré leur faible
teneur, les composés phénoliques vont contribuer a la couleur des vins blancs liquoreux.

En absence d'étude systématique de I'effet de B. cinerea et de la laccase sur la couleur
des vins blancs, il est possible de considérer que les modts issus de raisins « pourris nobles
» présenteront une sensibilité moindre aux phénoménes oxydatifs. L'activité laccase dans
ces baies desséchées est faible et son activité sera réduite par la grande richesse en sucres.
Mais on ne peut pas négliger totalement les risques d'oxydation et la robe caractéristique de
ces vins blancs liquoreux résulte vraisemblablement pour une grande partie de l'activité, régu-
Iée par les conditions du milieu, de la laccase de B. cinerea.

Note recue le 10 Juillet 1991.
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