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Résumé : Les modifications de diverses activités enzymatiques ainsi que la viabilité des
mitochondries de raisins correspondant & différentes vendanges successives ont été suivies en
fonction de la durée d’une anaérobiose carbonique. Malgré une grande variabilité des réponses
selon I'année de vendange considérée, les résultats indiquent qu'il y a une diminution quasi
générale tant des activités enzymatiques que de la viabilité mitochondriale, avec cependant une
période de stabilisation ou méme de regain temporaire d'activité suggérant la mise en place de
remaniements cellulaires en réponse au stress provoqué par I'anaérobiose.

INTRODUCTION

Peu de recherches ont a notre connaissance, été publiées quant a I'effet de
I'anaérobiose sur les activités enzymatiques dans la baie de raisin, alors que les voies
métaboliques utilisées sont relativement connues (FLANZY, 1978; NICOL et al., 1988;
ROMIEU et al., 1988). On peut toutefois citer des travaux réalisés dans le contexte de
thése ou de DEA, comme celui de GARCIA (1975) sur I'évolution de I'activité de
I'enzyme malique ou de DAWERITZ (1985) sur celle de I'alcool déshydrogénase. De
telles études sont pourtant indispensables pour acquérir une meilleure compréhension
des processus biochimiques impliqués dans la macération carbonique. En effet, le
suivi de certaines activités enzymatiques comme celle de I'aspartate transcarbamy-
lase, peut indiquer si le métabolisme anaérobie (MA) du raisin est lié ou non & un méca-
nisme d'adaptation ou d’induction provoqué par le stress hypoxique affligeant les cel-
lules de la baie; de tels cas ont été décrits chez le riz (MOCQUOT et al., 1987) et chez
I'orge (RICARD et PRADET, 1989). |l est par ailleurs important de savoir jusqu’a quel
degré d’'anaérobiose sont conservées les capacités fonctionnelles d’organites cellulai-
res comme les mitochondries et des enzymes qui y sont associées; enfin, I'évolution
de ces activités enzymatiques peut argumenter les hypothéses permettant d’expliquer
I'arrét du métabolisme anaérobie que I'on observe lorsque les baies de raisin sont
maintenues par exemple a 32° C sous COz, pendant une huitaine de jours (FLANZY,
1978).
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L'étude qui est rapportée ici présente les résultats obtenus in vitro sur les évolu-
tions en cours d’anaérobiose d'une part, des activités d’enzymes dites solubles telles
que enzyme malique (EM, EC 1.1.1.40), malate déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37),
glutamate oxaloacétate transaminase (GOT, EC 2.6.1.1), aspartase (EC 4.3.1.1),
aspartate transcarbamylase (ATC, EC 2.1.3.2) et alcool déshydrogénase (ADH, EC
1.1.1.1), d’autre part des activités d'enzymes marqueurs des mitochondries telles que
succinate déshydrogénase (SDH, EC 1.3.99.1), et fumarase (EC 4.2.1.2). L'évolution
des couplages respiratoires des mitochondries au cours du traitement anoxique des
baies est également étudiée.

MATERIEL ET METHODES
| — MATERIEL VEGETAL

Trois variétés de raisin ont été utilisées pour cette étude : deux raisins noirs, le Cari-
gnan récolté en 1986, 1987, 1988 et 1989 a la Station Expérimentale de I'IPV-INRA a
Pech-Rouge, Narbonne, et le Cardinal du commerce, en provenance de I'Hérault
(1988), et un raisin blanc, le Sémillon récolté en 1988 sur le domaine du Chapitre,
INRA Montpellier.

Il — PROTOCOLE D’ANAEROBIOSE

Les raisins sains fraichement vendangés sont lavés et échantillonnés suivant le
protocole préconisé par FLANZY (1969); des lots de 550 g pour le raisin Carignan ou
de 660 g pour le raisin blanc sont introduits dans des bocaux et maintenus sous COz, a
32°C et al'obscurité, pendant des durées allant jusqu’a 11 jours. La saturation en CO:2
est contrélée quotidiennement par chromatographie en phase gazeuse selon CHAM-
BROY (1981) d’'une aliquote de I'atmosphére des bocaux; lorsque le taux de satura-
tion est inférieur a 99 p. 100 une resaturation des enceintes est réalisée.

Il — PREPARATION DES EXTRAITS

Enzymes solubles. Chaque lot de raisin Carignan est rapidement broyé, a 4°C,
sous bullage d’azote, a I'aide d’un presse-purée, dans 100 ml d’'un tampon Tris-HCI
1M, pH 8,5, contenant 20 mM de 2-mercaptoéthanol, 10 mM d’EDTA, 20 p. cent (v/v)
de glycérol, 2 p. cent (p/v) de polyvinyl-pyrrolidone (PVP 25, Serva), 20 mM de CaClz
et 3 p. cent (p/v) de Triton X-100. Aprés passage sur toile a bluter (porosité 40u) pour
éliminer les débris pelliculaires et les pépins, le surnageant obtenu aprés centrifugation
sous 10.000 g pendant 20 min. & 4°C, constitue I'extrait enzymatique.

Enzymes mitochondriales. Le protocole d’extraction des mitochondries de raisin
est celui décrit par ROMIEU et FLANZY (1988) : chaque lot de raisin blanc est broyé
dans un tampon contenant les agents protecteurs contre les polyphénols ainsi que les
adjuvants nécessaires aux maintiens de la neutralité et de I'osmolalité. Un culot de frac-
tion mitochondriale brute est obtenu aprés potterisation et centrifugation différentielle;
aprés reprise par un tampon phosphate 10 mM, pH 7,2, contenant 10 mM de KCI,
5 mM de MgClz, 0,1 p. cent (p/v) de serum albumine bovine, 0,5 M de mannitol et
0,3 M de saccharose, I'extrait enzymatique servant de base a la mesure des activités
mitochondriales est obtenu.
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IV — MESURE DES ACTIVITES

L’activité de la GOT est mesurée selon le principe de la méthode proposée par
KARMEN et al., (1955), consistant & suivre a 340 nm la réaction de transamination par
une réaction indicatrice mettant en ceuvre la malate déshydrogénase en présence de
NADH. Les activitts MDH et enzyme malique sont mesurées en suivant & 340 nm res-
pectivement |'oxydation du NADH en présence d’oxaloacétate et la réduction du
NADP* en présence de malate et de Mn2* (OCHOA, 1955). L'activit¢ ADH est mesu-
rée selon MOLINA et al., (1986), en suivant la disparition & 340 nm du NADH, au cours
de la réduction de I'acétaldéhyde en éthanol. Les activités aspartase et aspartate trans-
carbamylase sont mesurées par méthode radiochimique dérivant de celle proposée
par PORTER et al., (1969).

L'apparition du fumarate due a I'activité fumarase est suivie & 240 nm aprés solu-
bilisation des mitochondries dans un tampon phosphate 50 mM, pH 7,2, contenant
1 mM d’EDTA et 0,1 p. cent de Triton X-100, en présence de 50 mM de malate.

Toutes les mesures d'activité sont exprimées en u mole de substrat consommé ou
de produit apparu, par minute et par kg de raisin.

V — MESURE DE QUELQUES CARACTERISTIQUES MITOCHONDRIALES

L’intensité et les couplages respiratoires sont mesurés selon ESTABROOK (1967)
a I'aide d'un oxygraphe GILSON. muni d’une cellule de CLARK, a 30°C. Le milieu de
mesure est le milieu de BONNER (1967) enrichi en osmoticum (ROMIEU, 1987).

VI — DOSAGE DES PROTEINES

La quantité de protéines est estimée selon la méthode de LOWRY (1951) modifiée
par CLARK et JAKOBY (1970).

RESULTATS

Les niveaux correspondant aux activités initiales des enzymes «solubles» considé-
rées sont indiqués pour le raisin Carignan vendangé en 87, 88 et 89 dans le tableau |I.

Pour ces trois vendanges, |'évolution des activités au cours du métabolisme anaé-
robie est illustrée par la figure 1. On constate, que dans la plupart des cas, I'anaéro-
biose se traduit par une diminution d’activité des le début du traitement. Il apparait tou-
tefois, que toutes les activités ne sont pas affectées dans les mémes proportions, ceci
pouvant également dépendre de I'année. Si I'activité de la MDH semble étre la moins
sensible, surtout en 87, I'activité de la GOT apparait étre, pour les trois années, la plus
touchée par I'anaérobiose. Lorsque I'activité de cette derniére enzyme, exprimée sous
la forme du rapport Ao/(Ao —A1) (Ao et A1 étant respectivement I'activité au temps
zéro et au temps t d’anaérobiose), est portée en fonction de I'inverse de la durée
d’anaérobiose, des droites ne s’extrapolant pas a 1 sur I'axe des ordonnées sont obte-
nues (figure 2). Un tel résultat semblerait indiquer qu’une inhibition de type non réversi-
ble interviendrait au cours de I'anaérobiose, la concentration de I'inhibiteur étant pro-
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TABLEAU |

Activités enzymatiques du raisin Carignan frais.

Temps de macération en jours
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Fig. 1. — Evolution des activités MDH ( @ ), EM ( O ), GOT (O ), aspartase (¥ ) et ADH ( A )
au cours du métabolisme anaérobie, pour trois années de vendange de raisin Carignan.
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Fig. 2. — Evolution du rapport Ao / (Ao-A1) relatif & I'activité GOT, en fonction de I'inverse de la durée d'anaérobiose,
pour le raisin Carignan vendangé en 87 (O ), en 88 (@ ) eten 89 (A).

TABLEAU Il

Caractéristiques respiratoires des mitochondries extraites de raisin Sémillon
ayant subi ou non un traitement d’anaérobiose.

Raisin 4j.a30°C 4j.a30°C
frais sous air sous CO2
Respiration*® 12.3 129 10.5
(1 mol Oz.min-1.kg"")
Contrble respiratoire™** 1.2 1.5 1.2
P/O*** 1.0 1.1 09

* Respiration : vitesse de réduction de I'oxygéne en présence de succinate 10 mM et d'ADP.

** Controle respiratoire : rapport de la vitesse de la respiration mesurée en présence d'ADP sur la vitesse de respiration mesurée
lorsque cet ADP a été phosphorylé en ATP.

*** P/O : rapport du nombre de liaisons riches en énergie formées a partir de I'ADP, sur la quantité d’'oxygéne atomique con-
sommé pendant la phosphorylation.

portionnelle au temps d’anaérobiose, a partir de 3 ou 4 jours. L'apparition en cours
d’anaérobiose d'un inhibiteur de la GOT a effectivement été démontrée (SAUVAGE,
1989).

L’activité aspartase suivie en 1987 évolue de fagon comparable a celle de la GOT;
cependant, la figure 3 indique que I'évolution de cette activité peut présenter un regain
temporaire vers 5 jours d’anaérobiose, la chute se poursuivant au-dela. Un tel phéno-
meéne déja observé en 85, n'a pu étre mis en évidence en 87. Par contre, il est visible
pour les activités MDH et ADH en 1989 (figure 1). Comparativement, I'évolution de
I'activité ATC suivie en 86 (figure 2) n'indique pas un tel regain. |l est & noter que les
erreurs relatives calculées (+ 10 %) ne permettent pas d’expliquer les fluctuations
observées, en particulier pour I'activit¢ MDH.
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Temps de macération en jours
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Fig. 3. — Evolution des activités aspartase ( W ) et ATC ( B ), ainsi que de la teneur en protéines ( O )
estimée par la méthode de LOWRY, au cours du métabolisme anaérobie, pour le raisin Carignan vendangé en 86.

TABLEAU Il

Cinétiques de I’activité fumarase et des caractéristiques respiratoires
des mitochondries extraites du raisin Cardinal, en fonction de la durée
d’une anaérobiose carbonique, effectuée & 30°C.

Durée Acitivités
de I'anaérobiose mitochondriales
Jours Fumarase Respiration du succinate CR* P/O
0 129 12 1,53 1,20
2 127 15 1,28 1,12
4 128 10 1,21 0,62
6 123 14 ND* ND*
8 125 7 1,21 0,60
10 104 9 1,10 0,71
23 20 2 1 0

* CR : contrble respiratoire ;

ND : non déterminé.
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En ce qui concerne les enzymes mitochondriales, les expériences précédentes
ont déja démontré qu'il ne semble pas y avoir d’évolution notable des activités liées
aux chaines respiratoires, ni de I'activité fumarase matricielle lorsque les baies produi-
sent activement de I'éthanol. L'ensemble de ces activités chute ensuite brutalement,
de fagon simultanée & I'arrét de la production d'éthanol (ROMIEU et al., 1988). Outre
une confirmation des résultats précédents, les tableaux Il et [l démontrent qu’un traite-
ment anoxique préalable des baies n'affecte pas non plus sensiblement la capacité
des mitochondries & former de I'ATP lors de I'oxydation du succinate en présence
d’ADP.

On constate par ailleurs que la durée de la tenue des mitochondries a I'anaéro-
biose peut étre variable : généralement de I'ordre de 3 a 4 jours, elle peut atteindre 8 &
10 jours (tableau Ill), sans corrélation apparente avec le cépage ou la maturité.

CONCLUSION

Pendant la période de formation de I'éthanol, les activités des enzymes solubles
chutent plus ou moins alors que celles des enzymes mitochondriales restent stables.
L’arrét du MA correspond probablement a la mort cellulaire car alors, les mitochon-
dries sont détruites et les activités enzymatiques totales trés basses. Tant que les mito-
chondries peuvent former de I'ATP par phosphorylation oxydative, le MA, jugé par
cette aptitude, serait réversible. On ne peut & I'heure actuelle donner les raisons de
I'arrét du MA alors que les réserves énergétiques du fruit sont encore importantes : la
baisse des activités totales est-elle liée a une substance apparaissant in vivo au cours
de I'anaérobiose et inhibant plus ou moins spécifiquement les diverses activités solu-
bles, les activités mitochondriales étant momentanément protégées en raison de I'exis-
tence des membranes, ou bien, & une vitesse de synthese protéique plus faible, les
activités chutant plus ou moins vite selon leurs différents turnovers ?

Une hypotheése liée a I'ultrastructure de la baie peut également étre formulee : il
est bien connu que les végétaux qui résistent le mieux a I'anaérobiose sont ceux qui
luttent efficacement contre I'acidification cytoplasmique (ROBERTS et al., 1985). |l
paraft donc raisonnable d'admettre, tant qu’aucun mécanisme n'a été trouve, que
I'augmentation de la concentration en éthanol, molécule reconnue pour perturber les
perméabilités membranaires (HOEK et TARASHI, 1988), finisse par perturber l'inté-
grité de la vacuole, dont le contenu est & pH 3,3 et dont le volume est au moins cent
fois plus élevé que celui du cytoplasme (STOREY, 1987). L'acidité libérée serait donc
directement responsable de la mort cellulaire c’est-a-dire de I'arrét de la synthése de
I'éthanol et de la destruction des mitochondries.

Bien qu'il soit probable, d'aprés les travaux de CHAMBROY (1981), que la baie
de raisin se soit déja adaptée & I'anaérobiose avant la vendange, du fait de I'effet de la
température ou de la production de I'éthanol a I'air, des mécanismes d'adaptation ou
d’induction & I'anaérobiose provoquée se traduisant par une augmentation de I'activité
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ou du turnover de certaines enzymes, ne sont pas totalement a exclure pendant les
premiers jours du métabolisme anaérobie.

Manuscrit regu le 4 décembre 1989; accepté pour publication le 28 décembre 1989.
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