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Résumé : 34 préparations enzymatiques commerciales de spécifications variées ont été
étudiées : 5 d’entre elles, les plus efficaces pour hydrolyser les glycosides naturels du raisin, ont
été retenues pour des études complémentaires. Ces préparations donnent des proportions rela-
tives en différents terpénols variables a partir d’un méme extrait glycosidique naturel : ainsi, cer-
taines préparations libérent principalement du linalol, d’autres du géraniol. Elles présentent tou-
tes des activités -D-glucopyranosidase, a-L-rhamnopyranosidase et a-L-arabinofuranosidase :
leur inhibition par le glucose et I'éthanol varient selon la préparation. C'est 'hémicellulase REG2
qui présente les activités glycosidases les plus importantes, avec une grande résistance thermi-
que et une activité intéressante au pH des modts et des vins. De plus, elle présente une activité
a-L-arabinopyranosidase douée d’'une remarquable résistance en milieu acide

INTRODUCTION

Il existe dans le raisin une part d’arébme sous forme liée, de nature glycosidique et
de structure bien établie chez le Muscat et le Riesling (CORDONNIER et BAYONOVE,
1974; DI STEFANO, 1982; WILLIAMS et al., 1982; GUNATA etal., 1988). Ces précur-
seurs, glycosides terpéniques, sont dans la plupart des cépages, beaucoup plus
abondants que la part d'aréme libre correspondant aux terpénols (DIMITRIADIS et al,,
1984; GUNATA et al., 1985). On sait que les terpénols jouent un réle important dans la
typicité des Muscats (STEVENS et al,, 1966; RIBEREAU-GAYON et al, 1975; BOI-
DRON et TORRES, 1982). Dans certaines conditions les glycosides terpéniques sont
hydrolysables par des préparations enzymatiques commerciales (GUNATA, 1984;
WILSON et al., 1984) libérant les terpénols odorants qui ont un seuil de perception
olfactif bas (RIBEREAU-GAYON et al., 1975).

Cependant, si la libération par voie enzymatique de I'ardme lié du raisin est possi-
ble, la maitrise de cette libération, pour une exploitation de tout le potentiel aromatique
du raisin, suppose que les enzymes responsables soient identifiées et leur mécanisme
d’action précisé. Ce préalable est également indispensable pour la production d’enzy-
mes performantes qui pour I'instant ne sont que des impuretés présentes dans des
préparations commerciales utilisées a d'autres fins.



Le travail réalisé constitue une premiere approche afin de répondre a ces objec-
tifs. Dans la partie décrite ici nous avons cherché a sélectionner parmi les préparations
enzymatiques commerciales testées, celles qui étaient les plus capables d’hydrolyser
les glycosides terpéniques naturels isolés du Muscat, pris comme modeéle, en libérant
des terpénols, c'est-a-dire celles qui renferment en principe I'équipement enzymatique
convenable.

Ce premier point étant acquis, nous avons fait I'inventaire des activités glycosida-
ses des préparations retenues de facon a choisir parmi elles les plus aptes a nous ser-
vir de matériel d’étude du mécanisme de révélation des arémes et, ultérieurement, de
production d’enzyme.

MATERIELS ET METHODES
| — PREPARATIONS ENZYMATIQUES

Naringinase (SIGMA), B-glucosidase d’amande douce (KOCHLIGHT), prépara-
tions commerciales de spécifications variées (cellulase, hémicellulase, pentosanase,
pectinases, enzymes de macération, lipase, protéase,...) ont été utilisées. Parmi elles,
différents pectinois, Rohament CW, Rohament CA, Rohament CT, Veron HE, Corolase
S50, B-glucanase 1 sont fournis par ROHM ; Hemicellulase REG2, Cellulase AC 4000,
Pectinase 263, Rapidase C80P, Protéase AP 292 sont fournis par GIST BROCADES;
Pektolase 3PA et PA sont fournis par GRINDSTED; Pectinex Ultra SP, Pectinex 3 XL,
Celluclast, Gamanase sont fournis par NOVO; Ultrazym 100 est fourni par CIBA-
GEIGY; cellulase 50000, Tannase S, Tannase B1RB, Lipase 80000, Esterase 20000,
Protéase V200 et B500 sont fournis par RAPIDASE. La g-glucanase 2 d’origine fongi-
que a été préparée dans notre laboratoire.

Ces préparations sont utilisées directement dissoutes dans le tampon 0,1 M de
mesure des activités glycosidases.

Il — SUBSTRATS
a) Substrats synthétiques chromogenes

p-nitrophényl-(oNP)-8-D-glucopyranoside, pNP-a-L-thamnopyranoside, pNP-6-0-
a-L-rhamnopyranosyl-8-D-glucopyranoside (pNP-g-rutinoside), pNP-a-L-
arabinopyranoside sont fournis par SARSYNTHESE, pNP-a-L-arabinofuranoside par
SIGMA.

Ces substrats ont été choisis en tenant compte de la structure des glycosides ter-
péniques identifiés dans le raisin comme étant des terpényl-g-rutinosides et des
terpényl-6-0-a-L-arabinofuranosyl-8-D-glucopyranosides (WILLLIAMS et al, 1982) et
en faisant I'hypothése que ces glycosides pouvaient étre hydrolysés, au moins pour
partie par des glycosidases a activit¢ a-L-rhamnopyranosidase (EC 3.2.1.40), a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) et g-D-glucopyranosidase (EC 3.2.1.21).

b) Glycosides extraits de raisin

Ceux-ci ont été isolés de jus ou de marc de Muscat de Frontignan ou d’Alexandrie
selon une méthode déja décrite (GUNATA et al., 1985) par fixation sur résine XAD2 &



partir soit directement du jus, soit d'extrait dans un tampon pour les matiéres végétales
solides, élution par du pentane pour éliminer les composés volatiles libres puis élution
par I'acétate d’éthyle pour récupérer les glycosides. L’éluat d’acétate d’éthyle est con-
centré et repris dans le tampon citrate-phosphate, 0,1 M, pH 4,4. Cet extrait est ensuite
débarrasseé des traces de terpénols libres par lavage au pentane.

Il — APPRECIATION DES ACTIVITES DES PREPARATIONS ENZYMATIQUES
COMMERCIALES

Les préparations d’enzyme ont été testées au double point de vue de leur aptitude
a hydrolyser les extraits glycosidiques naturels du raisin puis de leurs activités glycosi-
dases vis-a-vis de substrats synthétiques chromogénes.

a) Mesure de I'hydrolyse sur les extraits glycosidiques de Muscat

Elle a été réalisée selon une méthode déja décrite et choisie pour avoir des condi-
tions de pH et de température optimum des activités glycosidases (GUNATA et al,
1985). Le mélange reactionnel 0,1 M en tampon citrate-phosphate pH 4,4 contenant
I'extrait glycosidique de raisin et la quantité convenable de préparation commerciale
d’enzyme préalablement dissoute dans le méme tampon, est laissé a incuber a 40°C
pendant 12 heures. Le témoin est réalisé dans les mémes conditions mais en présence
d’enzyme inactivée (35°C, 30 mn). Le milieu d’incubation est ensuite extrait par du
pentane et I'extrait pentanique analysé par chromatographie en phase gazeuse. Les
données sont exprimées en microgrammes de composes volatils par litre de jus ou par
kilogramme de matériel végeétal frais. Les analyses en composantes principales (ACP)
ont été effectuées en utilisant le logiciel LEAS (Biométrie, INRA).

b) Mesure des activités glycosidases

Le mélange réactionnel comprend 0,1 ml d’une solution (17 mM) de substrat
chromogéne dans un tampon acétate, 0,1 M, pH 4,4 et 0,3 ml de préparation enzyma-
tique a la dilution convenable dans le méme tampon. Le glucose ou I'éthanol ont été
ajoutés dans le milieu réactionnel a une concentration finale respectivement de 15 p.
1000 et 10 p. 100 dans le cas de I'étude de leurs effets sur les activités glycosidases. A
différents temps d'incubation (40° C) 0,2 mi de mélange réactionnel sont préleves et la
réaction enzymatique est stoppée par addition de 0,1 mi de NazCQOs 0,2 M. L'intensité
de la coloration jaune que développe le sel de sodium du p-nitrophénol est alors mesu-
rée & 400 nm. Les activités sont exprimées en umoles de p-nitrophénol libérées en 60
minutes par mg de préparation enzymatique.

¢) pH optimal des activités glycosidases

Une solution d'Hemicellulase REG2 est incubée (40° C) en présence du substrat
chromogéne dans du tampon universel, type Britton et Robinson, (BRUNEL, 1948) de
pH variant de 2 & 7. Les mesures d'activité sont réalisées aux divers pH d’incubation
dans les conditions décrites précédemment.



Monoterpénols libérés par I’hydrolyse d’extrait glycosidique

TABLEAU |

de marc de raisin (Muscat de Frontignan) par les préparations
enzymatiques commerciales

[Activités exprimées par rapport a celles du Pectinol VR(1)].

Consti{u:«}?}s Lol - — , o somme

S révélés inalol terpinéol nellol nerol géraniol tersgsols
Pectinol VR(1) 100 100 100 100 100 100
Rohament CW 581 714 73 103 103 214
Hemicellulase REG2 527 145 85 150 146 191
Cellulase AC4000 302 157 13 108 98 124
Pectinase 263 456 133 12 137 131 169
Pektolase 3PA 130 117 158 101 111 112
Pectinol VR(2) 17 92 — 13 31 25
p-glucosidase

d'amande douce 23 73 12 16 27 25
Naringinase 41 86 50 7 8 14
Pectinol super VR 18 106 42 10 18 20
Pectinol B1 13 84 30 8 16 16
Pectinol B20 25 81 22 11 17 19
Pectinol D5S 19 80 — 16 41 23
Pektolase PA 52 108 85 58 85 69
Pectinex ultra SP 19 125 57 4 6 53
Pectinex 3XL 25 75 — 20 38 57
Uitrazym 100 94 95 54 52 70 73
Rapidase C80P 28 71 14 16 30 57
Cellulase 50000 40 125 106 10 23 76
Celluclast 50 112 93 15 35 70
Rohament CA 55 89 17 11 14 39
Rohament CT 102 98 48 47 51 66
Veron HE 59 86 22 13 18 44
p-glucanase 1 110 103 38 40 48 89
B-glucanase 2 25 89 45 4 5 58
Tannase S 15 95 16 2 3 14
Tannase B1 RB 30 105 87 7 10 68
Gamanase 41 125 39 43 67 80
Lipase 80000 23 81 16 1 2 22
Estérase 20000 18 78 21 1 2 25
Corolase S50 21 85 49 4 5 60
Protéase AP 292 63 99 51 51 64 24
Protéase V200 29 88 — 4 5 22
Protéase B500 30 100 — 2 3 15
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d) Stabilité thermique des activités glycosidases

Une solution d’Hémicellulase REG2 dans du tampon universel est chauffée a
60°C aux pH 2, 3, 4, 5, 6 et 7 pendant 50 mn, puis refroidie dans un bain de glace.
Les activités glycosidases sont mesurées & pH 4 et 40°C avant et aprés traitement.
L'appareil de traitement thermique est celui décrit par ailleurs (CORDONNIER et al.,
1975).

RESULTATS ET DISCUSSION
| — INVENTAIRE DES PREPARATIONS COMMERCIALES

Le tableau | donne les aptitudes de 34 préparations enzymatiques & la libération
des principaux monoterpénols a partir d'extraits glycosidiques du marc de Muscat de
Frontignan. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de quantité de terpénols
libérés par chaque enzyme par rapport aux quantités libérées par le Pectinol VR(1).
Celui-ci a été choisi comme enzyme de référence dans chaque série de mesure pour
effacer les différences possibles entre les extraits glycosidiques.

On constate que sur les 34 préparations étudiées, cing se sont révélées supérieu-
res au Pectinol VR(1). Parmi elles, certaines affichent des activités hémicellulase, gluca-
nase ou pectinolytique mais d'autres préparations affichant ces mémes types d'activité
se sont montrées inefficaces; parmi elles : Pectinol Super VR, B1, B20, D5S, Pektolase
PA, Pectinex, Ultrazym 100, Rapidase, Celluclast, Rohament CT, CA et Veron H.E.
L'efficacité de ces cing préparations est donc reliée a des activités indépendantes de
I'une ou l'autre de leur spécification d'origine. De plus cette efficacité est aléatoire.
C'est ainsi que deux lots de Pectinol VR [notés VR(1) et VR(2)] ont donné des résultats
tout-a-fait différents, VR(2) ne présentant que 25 p. 100 des activités de VR (1). Ce
caractere est important a souligner car it montre les incertitudes quant a I'efficacité des
préparations pourtant identifiées une premiere fois comme efficaces et la nécessité de
bien cibler, dans les préparations, les activités responsables de leur performance.

Il est intéressant aussi de souligner I'inefficacité de préparations a spécification
bien déterminée telles que les lipases, estérases, ce qui parait donc exclure la pré-
sence dans les extraits glycosidiques de terpénols liés a des lipides ainsi que cela a été
signalé dans les pétales de rose (DUNPHY et ALLCOCK, 1971). C’est le cas aussi de
la naringinase et de la g-glucosidase d’amande douce présentant des spécifications
glycosidases.

Parmi les préparations les plus actives, trois se distinguent pour leur aptitude parti-
culiére a libérer a la fois le plus de terpénols totaux et le plus de linalol; il s’agit de Roha-
ment CW, Hemicellulase REG2 et Pectinase 263. Au contraire deux se distinguent
pour leur faible aptitude a libérer le linalol. Il s’agit de Pectinol et de Pektolase 3 PA.
Ces cing enzymes ont été retenues pour poursuivre plus en avant notre sélection.

Il — ETUDE DES ACTIVITES DES PREPARATIONS COMMERCIALES

Les cing préparations enzymatiques sélectionnées précédemment ont été testées
vis-a-vis d'une part de la libération de terpénols & partir d'extraits glycosidiques de Mus-
cat d'Alexandrie et d'autre part de I'hydrolyse de substrats synthétiques chromogenes.
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TABLEAU I

Monoterpénols libérés par hydrolyse d’extraits glycosidiques
de Muscat d’Alexandrie par les cinq préparations enzymatiques commerciales.

(Résultats exprimés en ug de terpénol libéré par litre de jus ou par kg de marc).

Origine Préparations enzymatiques
) de I'extrait
Composes glyco- Rohament | Pectinase | Hemicellu- | Pektolase Pectinol
sidique Cw 263 lase REG2 3PA VR(1)
jus 900 ) 730 778 382 258
Linalol -
marc 889 503 827 199 122
jus 31 9 12 14 6
a-terpinéol
marc 75 20 30 21 12
jus 13 18 15 16 19
Citronellol
marc 34 42 50 43 39
jus 124 192 123 190 193
Nérol ‘
marc 224 234 251 261 192
jus 369 441 418 474 506
Geraniol
marc 779 824 904 944 771
jus 73 29 37 12 7
LOF trans?
marc 80 24 36 8 6
jus 14 8 7 8 6
LOF cis?
marc 22 16 15 5 9
jus 4 6 4 6 3
Hotriénol
marc — 10 12 4 —
jus 44 44 51 21 42
Diol?
marc 55 61 78 57 61
Somme jus 1572 1477 1445 1123 1040
des
terpénols marc 2158 1734 2203 1542 1211

1 : Linalol oxyde, forme furannique trans; 2 : Linalol oxyde, forme furannique cis;
3 : Diméthyl-3,7-dihydroxy-3,7-octadiene-1,5.
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Par ailleurs, la naringinase et la §-glucosidase d’amande douce ont été également
testées vis-a-vis des substrats synthétiques chromogenes pour comprendre les raisons
de leur inefficacité vis-a-vis des substrats naturels.

a) Hydrolyse des extraits glycosidiques naturels

Afin de mieux évaluer les activités des cing préparations retenues nous avons
également dosé quelques oxydes et diols terpéniques libérés a la fois a partir d’extraits
glycosidiques de jus et de marc de Muscat d’Alexandrie (tableau II).

Du point de vue de la quantité totale de terpénols libérés, trois préparations enzy-
matiques présentent a peu prés les mémes performances quel que soit le substrat
glycosidique, jus ou marc. Ce sont Rohament CW, Pectinase 263 et Hemicellulase
REGZ2; viennent ensuite, non significativement différentes, Pektolase 3 PA et Pectinol
VR (1).

Afin d'illustrer et de simplifier I'exploitation des résultats obtenus en ce qui con-
cerne les terpénols pris individuellement, nous avons effectué 2 ACP, 'une sur les jus,
I'autre sur les marcs, en utilisant dans les deux cas des variables réduites.

F: F
Az A2
O Q)
—>-F4q —> Fy
7
3
6 . 2
1 6 . 5
2 9 9 3
5 4
8 1 8
Fig. 1. — Analyse en composantes principales (ACP) dans le cas du jus (1) du marc (ll).

Cercle des corrélations des terpénols (1-9)2 dans le plan des deux premiéres composantes principales.

21 linalol; 2 : a-terpinéol; 3 : citronellol; 4 : nérol; 5 : géraniol; 6 : LOF trans'; 7 : LOF cis?; 8 : hotriénol; 9 : diol®
1, 2, 3 : voir le tableau Il

Les résultats obtenus montrent une grande analogie entre jus et marc : dans les
deux cas, les deux premiéres composantes principales représentent environ 75 p. 100
de la variance totale (74 p. 100 pour les jus, 77 p. 100 pour les marcs). De plus, les cer-
cles des corrélations dans le plan des deux premiéres composantes principales (figure
1) montrent une corrélation faible ou légérement négative entre deux groupes de varia-
bles fortement corrélées : linalol, ses oxydes furanniques et a-terpinéol d'une part,
géraniol, nérol et citronellol d'autre part. Par contre, le hotriénol et le diméthyl-3,7-
dihydroxy-3,7-octadiene-1,5, corrélés positivement au deuxiéme groupe dans le cas
du marc apparaissent plus indépendants dans le cas du jus.
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Les projections communes sur les deux premieres composantes principales et
axes principaux (figure 2) mettent en évidence dans les deux cas (jus et marc) les roles
prédominants joués dans la discrimination des préparations enzymatiques, par cha-
cun des deux groupes précédents, d'une part par le linalol, d'autre part par le géranio!
et le nérol. Ces trois composés étant en outre parmi les plus importants pour I'aréme
du Muscat (RIBEREAU-GAYON et al., 1975; BOIDRON et TORRES, 1982), ces résul-
tats mettent en évidence le réle conséquent que peut avoir une préparation enzymati-
que donnée sur I'ardbme libéré. Ces différences sont illustrées par les diagrammes de la
figure 3 montrant les différents profils obtenus aprés hydrolyse des extraits glycosidi-
ques par les 5 préparations commerciales en ne retenant que ces trois composeés.
Trois préparations enzymatiques se distinguent par leur aptitude particuliére a libérer
le linalol. Ce sont Rohament CW, Hemicellulase REG2 et Pectinase 263 qui libérent 3 &
6 fois plus de linalol que Pektolase 3PA et Pectinol VR(1) alors que I'aptitude a libérer le
géraniol et le nérol est légerement plus importante pour ces deux derniéres prépara-
tions sauf pour le Pectinol VR(1) dans le cas des marcs.

F Fa
2
4 4
® e ©
E D
G-2738 s} > F 783 ¥ Fy
6 9 84 2 A 62 945

1

Fig. 2. — ACP dans le cas du jus (Ili) et du marc (IV). Projections des préparations enzymatiques commerciales (A-E)P
et des terpénols (1-9)2 sur les deux premiers axes et composantes principales.

a Voir figure 1; b A = Rohament CW; B = Pectinase 263; C = Hemicellulase REG2;
D = Pektolase 3PA; E = Pectinol VR(1).

b) Hydrolyse des substrats synthétiques chromogenes

Le tableau Ill donne un inventaire des activités glycosidases des préparations
sélectionnées.

Ces préparations actives sur les substrats naturels ont aussi des activités a-L-
rhamnopyranosidase, a-L-arabinofuranosidase et g-D-glucopyranosidase. Il n’en est
pas de méme de la naringinase et de la B-glucosidase d’amande douce auxquelles
manguent, ou sont en quantité insuffisante, pour la premiére I'activité B-D-
glucopyranosidase, pour la seconde I'activité a-L-rhamnopyranosidase. Quant & I'acti-
vité a-L-arabinofuranosidase, elle est trés faible dans ces deux préparations. Tout se
passe donc comme si I'aptitude des préparations a I'hydrolyse des substrats naturels
était lice & la présence simultanée de ces trois types d'activités, ce qui serait effective-
ment le cas si I'hydrolyse des extraits glycosidiques du raisin faisait intervenir 'action

— 15 —



Terpénols libérés ug/I B tinalol
1000 - B nérol

géraniol
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Fig. 3. — Profils de linalol, nérol et géraniol libérés par hydrolyse d'extrait glycosidique du jus (:) et du marc (B)
de Muscat d'Alexandrie par diverses préparations enzymatiques commerciales®.

4R = Rohament CW; D = Pectinase 263; H = Hemicellulase REG2; P = Pektolase 3PA; PE = Pektinol VR(1).



conjuguée de deux enzymes selon un mécanisme séquentiel dans lequel serait impli-
gué une a-L-rhamnopyranosidase et (ou) une a-L-arabinofuranosidase puis une §-D-
glucopyranosidase. C'est bien ce qui se passe, comme nous avons pu le démontrer
par la suite (GUNATA et al., 1988).

La présence d’activités de ce type dans des préparations d'origine fongique a
souvent été signalée : une B-D-glucopyranosidase y est souvent présente (WOOD-
WARD et WISEMAN, 1982), une a-L-rhamnopyranosidase a été isolée et purifiée a
partir de cultures d’Aspergillus niger (ONO, 1980), une a-L-arabinofuranosidase a par-
tir des cultures d'Aspergillus niger (WAIBEL et al., 1980) et de celles de Dichomitus
squalens (BRILLOUET et MOULIN, 1985).

Les cing préparations ont aussi des activités vis-a-vis du pNB-g-rutinoside de
niveaux trés différents; les plus riches en cette activité sont aussi les plus riches en acti-
vité, a-L-rhamnopyranosidase et les plus aptes a libérer les terpénols. Mais il n'est pas
possible de savoir si ces activités sont le résultat de I'action directe, sur la liaison gluco-
sidique, d'une glycosidase de type rutinase (HAY et al, 1961), rhamnodiastase ou
hétéroglycosidase (BOURBOUZE et al, 1974) a spécificité large s'étendant a des
aglycones et des glycosides variés ou de l'action conjuguée d'une a-L-
rhamnopyranosidase et d'une g-D-glucopyranosidase, que I'on trouve par exemple
dans le complexe enzymatique de la naringinase, et que nous avons pu séparer au
laboratoire (GUNATA et al,, 1988). Cette deuxiéme hypothése a été vérifiée dans le
cas de la préparation de la naringinase dont nous disposions puisque son activité vis-
a-vis du pNP-g-rutinoside passe de 0,2 a 18 aprés ajout de f-glucosidase, comme le
montrent les résultats du tableau II.

Mentionnons enfin la présence dans toutes les préparations d'activités a-L-
arabinopyranosidases dans des proportions toujours plus faibles que les activites a-L-
arabinofuranosidases et en proportions tres différentes suivant les préparations, ce qui
laisse supposer que deux enzymes différentes sont responsables de ces activités. Les
activités a-L-arabinopyranosidases n'interviennent sans doute pas dans |'hydrolyse
des glycosides terpéniques dont la structure furannique est bien établie dans le cas du
Muscat et du Riesling (WILLIAMS et al., 1982), mais il était intéressant de les signaler
etant donné le peu d'informations que nous avons sur ce type d'activit¢ (SCHWABE et
al., 1978).

En définitive, il ressort de ce bilan des activités glycosidases des préparations étu-
diées que I'Hemicellulase REG2 est celle qui semble renfermer I'équipement enzymati-
que le plus adéquat, puisqu’elle est & la fois une des plus aptes a libérer le plus de ter-
pénols, et la plus riche en activités a-L-rhamnopyranosidase, a-L-arabinofuranosidase
et aussi trés riche en activité g-D-glucopyranosidase. Ce pourrait étre en tout cas une
source intéressante d'a-L-arabinofuranosidase, comme d’ailleurs la naringinase une
source d'a-L-rhamnopyranosidase.

Cependant, sur un plan théorigue il serait intéressant de comparer I'équipement
glycosidasique de I'Hemicellulase REG2 a celui, par exemple, de Pektolase 3PA ou
Pectinol VR(1) dont les performances dans la libération du linalol sont si différentes.
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c) Effet du glucose et de I'éthanol sur les activités glycosidases des préparations
enzymatiques.

Les propriétés retenues sont parmi celles qui intéressent le plus la technologie des
jus de fruits et boissons fermentées a savoir I'effet du glucose et de I'éthanol.

Les résultats rassemblés dans le tableau |V montrent ces effets aux concentrations
de 15 p. 1000 pour le glucose et 10 p. 100 pour I'éthanol.

Le glucose est un fort inhibiteur de l'activité¢ B-D-glucopyranosidase et de
I'hydrolyse du pNP-g-rutinoside et par contre pratiquement sans effet sur les activités
a-L-rhamnopyranosidase et a-L-arabinofuranosidase. Cela montre bien le caractére
général de l'inhibition par le glucose des B-D-glucopyranosidases, plus particuliére-
ment d'origine fongique comme cela a été déja démontré (WOODWARD et WISE-
MAN, 1982; KITPREECHAVANICH et al., 1986; YEOH et al., 1986). La forte inhibition
de I'activité -D-glucopyranosidase par le glucose a une concentration aussi faible que
15 p. 1000 montre la limite de I'utilisation de ces préparations pour I'hydrolyse enzy-
matique des glycosides terpéniques par voie enzymatique séquentielle, notamment
dans le modt, et la nécessité de s'orienter vers d’autres sources pour la sélection d’'une
B-D-glucopyranosidase a la fois non ou peu inhibée par le glucose et apte a hydrolyser
ces précurseurs d’ardbme.

L’éthanol exalte légerement les activités f-D-glucopyranosidases. Cette augmen-
tation est peut-étre due a une activite glucosyl transférase de I'enzyme (VAHERI et al.,
1979). Il est par contre fortement inhibiteur de I'hydrolyse du pNP-g-rutinoside et plus
légerement des activités a-L-rhamnopyranosidase et a-L-arabinofuranosidase.

Ce comportement différent des activités glycosidases de ces préparations com-
merciales vis-a-vis de ces deux effecteurs apporte une preuve de la pluralité des syste-
mes enzymatiques concernés par les activités présentes dans ces préparations.

Il — ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES DES ACTIVITES GLYCOSIDASES DE
L'HEMICELLULASE REG2

a) Effet du pH

La figure 4 montre les effets du pH sur les activités glycosidases de I'Hémicellu-
lase REG2.

C'est aux pH 4 et 5 que se situe l'optimum pour les activités a-L-ara-
binofuranosidase d’une part et a-L-rhamnopyranosidase et f-D-glucopyranosidase
d’autre part; I'activité B-D-glucopyranosidase se distingue des deux autres par une
chute importante d’activité dans la zone d’acidité inférieure au pH optimal. C’est juste-
ment dans cette zone que se situent les pH des modts et des vins. Ainsi, a pH 3,5 I'acti-
vité B-D-glucopyranosidase ne représente plus que 35 p. 100 de sa valeur maximale
alors qu’a ce pH les activités a-L-arabinofuranosidase et a-L-rhamnopyranosidase gar-
dent encore 95 et 70 p. 100 de leur activité maximale.
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Fig. 4. — Effet du pH sur les aclivités a-L-arabinofuranosidase (@——®), a-L-rhamnopyranosidase (a——2)
et -D-glucopyranosidase (A—A) de I'Hemicellulase REG2.
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Fig. 5. — Stabilité thermique (60°C, 50 mn) en fonction du pH des activités a-L-arabinofuranosidase (@—@),
a-L-arabinopyranosidase (O—0), a-L-rhamnopyrancsidase (4 —2)
et B-glucopyranosidase (A——a4A) de I'Hemicellulase REG2.
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b) Stabilité thermique

Elle a été étudiée a différents pH et a 60° C pendant 50 minutes. La figure 5 mon-
tre I'effet du pH sur la stabilité thermique des différentes activités.

Toutes les activités glycosidases ont une stabilité maximale aux environs de pH
4,5 et toutes sont trés résistantes a la chaleur puisqu’apres 50 minutes de chauffage a
60°C a pH 4,5 elles conservent encore au minimum 50 p. 100 de leur valeur initiale et
a pH 3,5, encore plus de 40 p. 100 environ.

L'action de la chaleur ne permet pas de différencier les activités a-L-
arabinofuranosidase et a-L-rhamnopyranosidase au contraire de I'activité B-D-
glucoyranosidase qui se distingue par une trés grande instabilité thermique au-dela du
pH 5,0. Les mémes résultats ont été observes dans le cas de I'équipement enzymati-
que de la naringinase (KAMIYA et al.,, 1967).

L'activité a-L-arabinopyranosidase se distingue des autres activités glycosidases
et en particulier de I'activité a-L-arabinofuranosidase par son acidorésistance remar-
quable : ainsi a pH 3, apres 50 minutes a 60° C, elle conserve encore 80 p. 100 de sa
valeur contre seulement 15 p. 100 pour I'activité a-L-arabinofuranosidase. L'Hemicel-
lulase REG2 posséde donc un équipement arabinosidase complexe renfermant au
moins une a-L-arabinofuranosidase et une a-L-arabinopyranosidase.

CONCLUSION

Cette étude nous a permis de comparer différentes préparations enzymatiques
commerciales vis-a-vis de leur aptitude a hydrolyser les glycosides terpéniques extraits
du raisin de Muscat. On observe une grande variabilité dans cette aptitude selon la
préparation. Parmi elles cing présentent de plus fortes activités glycosidases et leur
efficacité hydrolytique semble lige a la présence simultanée d'une a-L-ara-
binofuranosidase, a-L-rhamnopyranosidase et -D-glucopyranosidase, cette derniére
étant dans tous les cas tres inhibée par le glucose.
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