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Il est important de préciser en préambule que
I'ensemble de ces travaux a débuté, il ya 12 ans, avec
pour but de clarifier la composition des préparations
enzymatiques et leurs actions sur les raisins, modts
ou vins. Le contexte réglementaire au travers de I'OIV
et les références techniques ayant beaucoup évolué,
c’est I'état actuel des connaissances qui vous est
présenté ici.
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Les enzymes et leur production

QuU'est-ce gu'une enzyme ?

Une enzyme est une protéine, un catalyseur biologique, qui ac-
célere des réactions biochimigues dans les conditions de tempé-
ratures et de milieux biologiques. En présence de son substrat, en
concentration suffisante et dans des conditions physicochimiques
adéquates (pH, T°), 'enzyme convertit ce substrat, pour former
un (des) produit(s).

La spécificité des enzymes est généralement comparée a celle
d’'une clef qui n'ouvre qu'une seule porte. Chaque enzyme est
spécifique d'un type de réaction (hydrolyse, décarboxylation, oxy-
dation) ainsi que d’un substrat particulier (stéréochimie, confor-
mation spatiale,..). Ainsi, 'enzyme est liée au substrat dans une
combinaison appelée “complexe enzyme-substrat” (voir figure
n°1) : elle est alors capable de catalyser la réaction, par exemple
de couper en deux produits le substrat, avant de s’en séparer.
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Figure 1 : Schéma simplifié du mécanisme d’action des enzymes



La production des enzymes industrielles

Siles enzymes sont présentes dans tous les organismes
vivants, ce sont des bactéries et des champignons
microscopiques qui sont les sources exploitables
d’enzymes pour les industriels. Ces microorganismes
sont prélevés dans des milieux naturels divers (les
foréts, la montagne, les fjords,...). Chaque producteur
d’enzymes détient ses souches. Les enzymes d'intérét
cenologique sont issues principalement de microor-
ganismes appartenant aux especes Aspergillus et Tri-
choderma. Au sein de chacune de ces especes existe
un grand nombre de souches qui présentent autant
d'aptitudes différentes de production d’enzymes. II
existe par exemple pres de 10.000 souches connues
d’'Aspergillus niger.

La premiere étape dans la production d’enzymes
est I'dentification de I'espéce et de la souche la plus
adaptée pour un objectif technologique recherché.

Cette recherche du microorganisme le plus adéquat
passe par 3 technologies :

e [‘optimisation de souches sélectionnées passant par
le contrble des conditions de fermentation.

e ['amélioration de souches par mutagénese (muta-
tion de genes provoquée par certaines conditions),
qui permet par exemple d’augmenter la producti-
vité.

® Le génie génétique qui consiste a introduire dans un
microorganisme le gene codant pour la production
d’'une enzyme d’intérét industriel. Cette voie n'est
pas retenue a I'heure actuelle pour les applications
en cenologie.

Comment savoir si des enzymes sont issues
d’un organisme génétiquement modifié ?

'OIV (Organisation Internationale de la Vigne et du Vin) prévoit que le
fabricant d’enzymes ait I'obligation d’informer ses clients si I'enzyme fournie
a été produite par un microorganisme génétiquement modifié. Selon la
résolution OIV-OENO 485-2012, cette information doit étre fournie sur
I'étiquette ou sur la documentation liée au produit.

Le procédé de production industrielle suit ensuite quatre grandes

étapes (figure 2)
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Figure 2 : Grandes étapes de fabrication des préparations commerciales



Etape 1 :
la fermentation

Les enzymes sont produites par le microor-
ganisme lorsqu'il est mis en conditions
de fermentation. Les microorganismes
sont mis en culture, dans un substrat
liquide (fermentation immergée) ou sur
un substrat solide (fermentation en milieu
solide ou en surface). Les conditions de
température, d’hygrométrie, de pH et de
nutrition (facteurs de croissance) sont pri-
mordiales pour conduire la fermentation
vers la formation des enzymes désirées.
Chaque fabricant d’enzymes a dévelop-
pé un savoir-faire propre sur le contrble
des facteurs externes qui conditionnent
la qualité finale des enzymes produites.
La source de nutrition que I'on appelle
le “substrat” releve également du savoir-
faire du fabricant. Le substrat apporte les
sources de carbone, d’azote, de vitamines
et de minéraux nécessaires a la produc-
tion d’enzyme. La recette du substrat est

Etape 2.
la séparation

Les enzymes produites sont séparées du
microorganisme de production, en géné-
ral par floculation et filtration. Le liquide
obtenu contenant les enzymes est ensuite
soumis a des étapes de filtration.

Etape 3.
la concentration
et la purification

Le liquide clarifié contenant les enzymes
doit étre concentré pour proposer un
produit suffisamment actif. Cette concen-
tration se fait a l'aide de technologies
membranaires et/ou par évaporation. A ce
stade, si nécessaire, le producteur procede
a une étape de purification.

propre a chaque souche.

Le procédé de granulation né-
cessite I'emploi d’'un support
inerte qui permettra d’assurer
la stabilité de I'enzyme. Les
supports généralement utilisés
pour les préparations enzyma-
tiques destinées au vin sont
par exemple la maltodextrine
et le citrate de sodium.

Les formulations liquides
sont stabilisées pour éviter le

développement de contami-
nations microbiologiques et
assurer la stabilité des activités
enzymatiques. Le chlorure de
potassium (KCl), le glycérol et
le sulfate d’'ammonium sont
les substances privilégiées
pour les enzymes cenologiques
de par leur efficacité et leur
compatibilité avec les compo-
sés du vin.

Etape 4.
la formulation

A lissue de la phase de concentration,
le producteur peut formuler, c’est-a-dire
mettre le concentré enzymatique sous
une forme stockable, commercialisable et
adaptée a son utilisation industrielle. Lors
de cette étape, le producteur peut aussi
procéder au mélange d’enzymes de dif-
férentes fermentations. Les enzymes sont
proposées soit sous forme de granulés soit
sous forme liquide : la solution concentrée
passe dans un procédé de séchage et de
granulation ou est conditionnée directe-
ment apres stabilisation (enzymes sous
forme liquide).

A savoir




Quelle est la différence entre les préparations liquides et les
préparations granulées ?

Les préparations enzymatiques liquides
doivent étre stockées a basse température
(idéalement a 4°C) pour maintenir leur
activité et utilisées dans les 24 mois de leur
fabrication. Elles peuvent étre introduites
directement sur vendange foulée ou dans

le moQt ou dans le vin. Les préparations
granulées peuvent étre stockées dans leur
emballage d’origine jusqu’a 4 ans apres
leur date de fabrication et doivent étre
réhydratées avant utilisation.

La formulation des préparafions
enzymatiques pour I'cenologie

Les parois des cellules végétales compo-
sant le raisin ont une structure complexe.
Pour répondre a cette complexité, les
préparations enzymatiques destinées a
un usage cenologique contiennent souvent
plusieurs enzymes agissant en synergie.
Ainsi les enzymes dites pectolytiques desti-
nées a dégrader les substances pectiques
du raisin, sont toujours un mélange des
activités pectine lyase (PL), pectine méthy-
lesterase (PME) et polygalacturonase (PG).
Ces activités sont produites simultanément
par les microorganismes et reproduisent
I'action des enzymes endogenes du rai-
sin (a I'exception de la pectine-lyase). Les
connaissances approfondies des méca-
nismes qui interviennent dans le raisin et
sa transformation en vin, méme si elles
sont incomplétes, sont essentielles pour
la formulation spécifique des enzymes a
usage cenologique.

L'élimination de I'activité cinnamoyl esté-
rase par un procédé de purification de
certaines préparations enzymatiques
cenologiques, provient ainsi de la meil-
leure compréhension du processus de
formation des acides phénols libres et des
phénols volatils dans les années 90. A la
suite de la découverte de ces mécanismes
de transformation des acides phénols en
éthyls phénols et en vinyls phénols, les

fabricants d’enzymes cenologiques ont
développé des formulations enzyma-
tiques a faible activité cinnamoy! estérase
(FCE : Free from Cinnamoyl Esterase). La
cinnamoy! estérase (CE) est une activité
naturellement produite en plus ou moins
grande quantité selon les souches de mi-
croorganismes produisant des pectinases.
Elle favorise la formation de substrats des
phénols volatils responsables de déviations
aromatiques ; en blanc : godt de médica-
ment et en rouge, en cas de contamination
par Brettanomyces, arbmes reconnus de
sueur de cheval et d’écurie.

L'élimination de cette activité par purifi-
cation nécessite un traitement physique
complexe pouvant aller jusqu’a plusieurs
jours. Elle consiste en I'élimination simul-
tanée (jamais totale) de la cinnamoyl
estérase et des anthocyanases (hetaglu-
cosidase) néfastes pour la couleur du vin
(en particulier des rouges). Cette étape de
purification entraine généralement une
perte d’activité de I'ordre de 30% qui sera
prise en compte dans la concentration
finale du produit.

Qu’est-ce qu’un formulateur
de préparations enzymatiques ?

Le formulateur d’enzymes pour I'cenologie achete
a un fabricant d’enzymes (disposant de la tech-
nologie de fermentation) des préparations liquides
concentrées ou des préparations granulées de dif-
férents types d’activités d’intérét pour I'cenologie.
'assemblage final des préparations enzymatiques
correspond a un effet cenologique souhaité et au
savoir-faire du formulateur.



Le rOle des enzymes en cenologie

[l est important de préciser que ce chapitre traite essentiellement les enzymes intervenant dans la dégradation
de la paroi des cellules végétales. Dans les processus de transformation du raisin en vin (fermentation alcoolique
(FA), fermentation malolactique (FML),...) de nombreuses activités sont également mises en jeu mais ne sont

pas décrites ici.

Les activités enzymatigues présentes
dans le raisin ef le vin

La baie de raisin contient deux des trois
principales enzymes pectolytiques utili-
sées en cenologie : une pectine-méthyl-
estérase (PME) [R1 ; R2] et une endo-
polygalacturonase (endo-PG) [R1], bien
que l'activité de cette derniere soit faible.

La pectine-méthyl-estérase (PME) est
essentiellement localisée dans la pellicule
de la baie. La pulpe en contient 2 a 3 fois
moins et elle est quasiment absente des
pépins. Lactivité de la PME varie d'un cé-
page a l'autre et augmente avec la maturité
du fruit [R3].

La polygalacturonase (PG) favorise la ma-
turité physiologique des parois cellulaires
du raisin. Elle travaille de concert avec la
PME en agissant sur les molécules issues
de I'hydrolyse provoquée par celle-ci. Les
activités liées de PME et de PG décroissent
en fin de maturation et tolerent mal les
conditions de vinification (alcool, pH,...).

A ces enzymes pectolytiques, s'ajoutent
majoritairement des activités glycosidases.
La plus importante est la 3-D-glucosidase,
mais, on retrouve également des a-L-ara-
binofuranosidases et a-L-rhamnosidases.
Leur synthese augmente également avec
la maturité du fruit [R4]. Toutefois, la B-D-
glucosidase de raisin est faiblement active
au pH du mo0t et est inhibée par le glu-
cose [R5].

En 1999 et en 2001, une équipe de
chercheurs francais et une équipe de
chercheurs australiens se sont intéressés
respectivement aux activités enzymatiques
susceptibles de participer aux modifica-
tions de la paroi cellulaire au cours du
développement de la baie de raisin (Vitis
vinifera L.). lls ont répertorié I'activité pec-
tine-méthyl-estérase et ont également mis
en évidence d’autres activités intéres-
santes en cenologie comme la B-galacto-
sidase mais n’ont trouvé aucune trace de

galactanase, de cellulase ou de xylanase
[R6 ; R71.

Enfin, en cas d’attaque fongique, la vigne
produit également des B-D-glucanases
[R5].

Les enzymes ne proviennent pas seu-
lement de la baie de raisin elle-méme.
Elles sont également synthétisées par
des levures et autres microorganismes
endogenes. Parmi ces levures, ce sont
les genres non tolérants a I'alcool qui sont
prédominants (Hanseniaspora, Kloeckera
et Candida) et non Saccharomyces cere-
visiae. Elles sécretent notamment des gly-
cosidases, cellulases, estérases ... dans
leur espace périplasmique comme dans le
milieu. Et contrairement aux glycosidases
de la baie, celles produites par les levures
ne sont pas inhibées par le glucose [R&].
Botrytis Cinerea, responsable de la pour-
riture noble du raisin produit une pectine-
méthyl-estérase tres active, de méme que
des polygalacturonases [R3].

Peu d’enzymes contenues dans les pré-
parations industrielles sont absentes du
raisin, de la levure ou méme de la flore
d’altération, a I'exception de certaines
glycosidases comme I'apiosidase. Pour
autant, I'emploi des préparations com-
merciales se justifie car les enzymes
naturellement présentes (raisins et/ou
microorganismes épiphytes) ne sont ni en
concentration suffisante, ni assez actives
dans les conditions de vinification pour
aboutir aux résultats escomptés (clari-
fication, pressurage,..). Ces enzymes
naturellement présentes (raisins et/ou
flore épiphyte) tolerent mal les basses
températures, le pH du mo(t (2,8-3,8) et
sont inhibées notamment par des teneurs
élevées en glucose, SO,, tannins des vins
rouges et alcool [R9].




Les principales activités enzymatiques
confenues dans les préparafions
enzymatigues utilisées en cenologie

La liste des enzymes ici présentée n'est pas exhaustive, mais correspond aux activités
enzymatiques les plus connues.

Enzymes pectolytiques

=T Les enzymes pectolytiques sont suscep-
tibles de dégrader les polysaccharides
pectiques constituant la paroi des cellules
végétales. Elles incluent donc les enzymes
qui dégradent les homogalacturonanes,
mais aussi I'ensemble des enzymes assu-
rant la dégradation des autres constituants
\ des pectines que sont les rhamnogalactu-
N mm___u' 5 P Csie § Qs 108 ronanes-| et leurs chaines Iatérales (galac-

tanes, arabinanes, et arabinogalactanes)
(figure 3).

Figure 3 : Coupe d’une baie et organisation tissulaire

Les pectines-méthyl-estérases sont ca-
pables de libérer du méthanol et de I'acide

polygalacturonique des molécules de pec- coon coon
tine. Elles présentent une forte affinité pour {Of{) -2 % on
les esters méthyliques de I'acide polyga- Loy Posnmer oo

lacturonique. Le pH optimal d'activité se
situe entre 3,5 et 4,5 pour les enzymes

fongiques et est compris entre 7 et 9 pour qoor foor
les enzymes végétales. La température op- o= — on /@
timale d’activité est proche de 37°C . coor AL | coor

Figure 4 : Mode daction des pectinases

Figure 4 : Mode d’action des pectinases
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> Polygalacturonases (PG) (figure 4)

Ce sont des enzymes qui catalysent la

coupure des liaisons reliant les molécules

d’acide galacturonique. Il en existe diffé-
rentes de différents modes d’action (endo
et exo) :

e | es exo-polygalacturonases agissent de
facon récurrente a partir de I'extrémité
non réductrice de la chaine. Le produit
de la réaction est soit de I'acide galactu-
ronique, soit de I'acide digalacturonique.
Ayant des affinités vis a vis des pectines
non méthylées, elles sont par ailleurs blo-
quées par la présence de rhamnose ou

La PG a hesoin de l'intervention préalable
de laPME qui, de par son action, diminuera
le degré de méthylation [R14].

> Endo pectine lyases (PL) (figure 4)

Il s'agit d’enzymes ayant un mode d’action
particulier puisqu’elles catalysent le clivage
des liaisons glycosidiques. Cette réaction
entraine la formation d’une double liaison.
Le pH optimum est compris entre 5 et 5,5
chez les champignons.

A l'inverse de celle des PG, leur affinité
augmente avec le degré de méthylation de

de chaines latérales. Elles sont surtout  la pectine.
isolées a partir de fruits et de légumes et
ont un pH optimal situé entre 4,5 et 5,5.

e | es produits de réaction des endopo-
lygalacturonases sont le mono-, di-, et
le trimere de I'acide galacturonique. Le
rendement de la réaction est tres dépen-
dant du degré de méthylation et au-dela
de 75% d’estérification par le méthanol,
les pectines ne sont plus hydrolysées par
la seule action de la PG.

Enzymes hémicellulolytiques ou
hémicellulases

Les hémicelluloses sont une classe de polysaccharides tres va-
riée, tant au niveau des oses constitutifs qu’au niveau des rami-
fications. Des xyloglucanes, des xylanes et des arabinoglucuro-
noxylanes ont été décrits dans la constitution polysaccharidique
des parois des cellules du raisin [R15].

> Xylanases

Ces enzymes hydrolysent la liaison qui existe au sein des xylanes
plus ou moins substitués (arabinoxylanes, arabinoglucuronoxy-
lanes,..). Aux vues de la nature des substituants des xylanes, leur
dégradation complete nécessite la contribution d’autres enzymes
qui agissent en synergie avec les xylanases.

[l existe deux familles principales de xylanases :

e Les exo-xylanases qui produisent principalement du D-xylose a
partir des extrémités non réductrices des xylanes.

e Les endo-xylanases qui produisent du xylose et du xylobiose en
agissant au hasard a l'intérieur des chaines.

Les complexes xylanolytiques sont sécrétés par de nombreux
champignons, par des bactéries, mais aussi par des levures. Les
xylanases issues des champignons ont un pH optimal d’action
compris entre 4 et 5 et une température optimale comprise entre
40 et 60°C [R15 ; R16]

> Galactanases

Les galactanases sont aussi variées que
leurs substrats sont divers (galactanes,
arabinogalactanes de type | et Il). Leur
pH optimal d’activité est proche de 4 et
la température optimale de 40°C pour les
galactanases d'origines fongiques.




Enzymes cellulolytiques ou cellulases
[R13] (figure 5)

Ces enzymes permettent la dégradation de la cellulose. Sa dégra-
dation est assurée par un complexe enzymatique [R17] formé
de:

e Les endo-glucanases qui catalysent I'hydrolyse de fagon aléatoire
des liaisons osidiques au sein de la cellulose. Elles participent
également a la dégradation des xyloglucanes qui appartiennent
au groupe des hémicelluloses.

e Les exo-glucanases, qui libérent respectivement du cellobiose
et du glucose. Elles interviennent en relais sur les fragments
obtenus par action des endo-glucanases

e |a B-glucosidase qui dégrade le cellobiose en glucose. Cette
enzyme participe également a la libération des précurseurs
d'arbmes.

De par la structure cristalline de la cellulose, sa dégradation par

les enzymes demeure limitée.

Figure 5 : Représen-
tation schématique de
I'action synergique (a,

b, ¢, d) des enzymes

lors de la cellulolyse

a -L-Arabinofuranosidase

2 - L-Rhamnosidase
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Figure 6 : Mécanisme de libération des monoterpénols a partir de leurs précurseurs glycosidiques.
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Glycosidases

Dans le raisin, on retrouve des terpénols
liés a des diglycosides [R18]. La libéra-
tion des terpénols fait intervenir un com-
plexe enzymatique [R19]. Laréme variétal
caractérise le cépage et est de ce fait un
élément prépondérant du profil aroma-
tique, de la typicité et, par conséquent, de
la qualité des vins. Certains composés aro-
matiques se trouvent a la fois sous forme
libre et lige a des résidus glucidiques. Les
ardbmes libres peuvent étre détectés par
voie olfactive alors que la forme liée est
inodore. Dans la baie de raisin, la fraction
combinée est prépondérante par rapport
a la forme libre. De ce fait, en libérant la
forme liée il est possible d’augmenter le
potentiel aromatique des vins.
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> a-L-arabinofuranosidase (figure 6)

Elle catalyse I'nydrolyse de la liaison interosidique des précurseurs
arabinofuranosyl-glucosides des composés d’ardmes.
> a-L-rhamnosidase (figure 6)

Elle permet I'hydrolyse séquentielle des précurseurs rhamnosyl-
glucosides des composés d’arémes.
> B-D-glucosidase (figure 6)

Dans le cas des diglycosides, elle libére I'aglycone apres la cou-
pure du sucre terminal par une a-L-arabinofuranosidase et une
a-L-rhamnosidase selon un mécanisme séquentiel. A partir des
monoglycosides, il y a libération de substances volatiles (mono-
terpénols, norisoprénoides, phénols volatils).

Lysozyme

Uréases

B-glucanases non cellulolytiques
Les exo-(1—3)-B-glucanases et les (1—-6)-p-D-glucanases
sont capables de dégrader les glucanes produits par Botry-
tis cinerea, que l'on retrouve dans les modts atteints de
pourriture grise ou noble et les polysaccharides pariétaux
des levures [R20]. La température optimale est comprise
entre 30 et 50°C et le pH optimal d’activité oscille entre
45etb.

Protéases (a I’étude)

L'usage de la bentonite pour limiter les casses protéiques
a été rendu responsable d'un appauvrissement organolep-
tique des vins et I'utilisation alternative d’enzymes protéo-
lytiques est évaluée. Or, si les protéases exogénes restent
bien actives dans les conditions (pH, teneur en alcool) des
mo(ts et des vins, il semble qu'elles restent sans effet sur
leur contenu protéique. Cependant, de nouveaux travaux
[R21] relancent l'intérét de I'utilisation de ces enzymes et
mettent en évidence les conditions de leur action (dénatu-
ration préalable des protéines par la chaleur). Sans étre une
solution exclusive de stabilisation protéique, un traitement
des modts et des vins blancs aux protéases permettrait
de réduire significativement la dose de bentonite utilisée
ultérieurement. L'OIV étudie aussi I'intérét plus large des
protéases sur les autres applications cenologiques tant sur
les moQts que sur les vins.



Le tableau n°1 permet de montrer la rela-
tion théorique entre les activités enzyma-
tiques et les effets technologiques. Ainsi,
I'offre des enzymes cenologiques est struc-
turée aujourd’hui autour de trois grandes
familles de préparations enzymatiques :

e |es préparations dites pectolytiques
sont les plus largement utilisées en ceno-
logie. Elles possedent trois activités domi-
nantes : polygalacturonase, pectine lyase
et pectine-méthyl-estérase. Ces activités
participent a la dégradation de la chaine
primaire de la pectine du raisin d'ou leur

effet remarqué pour la macération et la dé-
pectinisation/clarification. Les préparations
enzymatiques contiennent d’autres activi-
tés présentes dans une moindre concen-
tration par rapport aux activités nommées
ci-dessous. Ces dernieres sont les hémi-
cellulases, les cellulases, la B-glucosidase.
e |es préparations dites libératrices
d’ardbmes a base de glycosidases dont la
fonction est la révélation des arbmes varié-
taux du raisin et plus particulierement des
arbmes de la famille des terpénols.

e | es préparations a base de glucanases
qui exercent une fonction spécifique de
dégradation des glucanes excrétés par
Botrytis cinerea et des polysaccharides
pariétaux des levures.

Opérations préfermentaires Opérations post - fermentaires
Activités enzymatiques
Débourbage Clarification Pressurage Extraction / Libération | Amélioration de Elevage sur lies
9 9 Macération d’aromes la filtrabilité 9
Polygalacturonase
G) | ] | | ]
Pectine Lyase
L | | ] | |
Pectolytiques
Pectine Méthyl
Estérase (PME) n u n n u
Galactanase [ ] [ |
Hemicellulolytiques Xylanase ] ]
Endo-(1-4)-PB-
D-Glucanase u u u u
Cellulases
Exo-(1->4)-pB -
D-Glucanase u u u u
B -D-glucosidase | ] | ] ]
. a-L-arabino -
Glycosidases furanosidase [ | [ | |
a-L- ] [ ] u u
rhamnosidase
exo (1-3) et
Glucanases (1-6) B-D- [ ] [ ] ]
glucanases

Tableau 1 : Tableau de synthése : enzymes et réles technologiques
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Cadre générdl

Les enzymes alimentaires sont considé-
rées dans I'immense majorité de leurs
utilisations comme des auxiliaires techno-
logiques, c'est-a-dire qu’elles interviennent
dans le procédé d’élaboration d'une den-
rée alimentaire mais n’exercent pas de
fonction dans le produit fini. Elles sont en-
cadrées par des dispositifs réglementaires
tres divers selon les pays. Le JECFA, I'orga-
nisme scientifique d'évaluation de sécurité
alimentaire du Codex Alimentarius (organi-
sation liee a 'ONU établissant les normes
alimentaires dans le monde), procede a
des évaluations et établit des spécifications
pour les préparations enzymatiques ainsi
gu’une nomenclature qui nomme chaque
activité enzymatique. Cette nomenclature
est reconnue par les 188 pays membres
du Codex alimentarius.

Dans I'Union Européenne, les enzymes
font partie, au méme titre que toutes les
substances utilisées dans I'élaboration
des denrées alimentaires, du programme
d’évaluation et d’autorisation de mise en
marché : le FIAP (Food Improvement
Agents Package). Ce programme euro-
péen lancé en 2008 définit des mesures
spécifiques pour les enzymes quant a
leur procédure de mise en marché et de
production a travers les reglements (CE)
1332/2008 et (CE) 1331/2008. Il prévoit
également un ambitieux plan d’évaluation
de sécurité et de besoin technologique par
les états membres de 'Union Européenne
pour chaque enzyme alimentaire mise sur
le marché européen et doit aboutir a une
liste d’enzymes autorisées d'ici 2020.
Parallelement a ce dispositif européen
qui demeure la référence reglementaire
appliquée par les 28 états membres,
I'OIV a défini et décrit les activités enzy-
matiques utiles a I'élaboration du vin. La
monographie OENO 365-2009* sur les

*: Numéro des résolutions disponibles sur le site de I'OIV (http://www.oiv.int)

préparations enzymatiques a été modi-
fiée en 2012. Cette modification visait a
introduire les dernieres connaissances sur
les enzymes, précisément décrites dans
la nouvelle fiche du Code des pratiques
cenologiques adopté en Juin 2013 (OENO
498/2013%*). La monographie sur les pré-
parations enzymatiques donne également
des recommandations sur les modalités de
production et d'étiquetage. Chaque acti-
vité enzymatique admise dans une pré-
paration enzymatique cenologique est par
ailleurs décrite dans des monographies
spécifiques. Ces monographies décrivent
entre autres des méthodes analytiques
pouvant étre appliquées pour la mesure
des différentes activités enzymatiques.
Aujourd’hui, les préparations enzyma-
tiques sont admises dans le vin pour les
applications suivantes :

e filtrabilité sur moGts (OENO 14/04)* etj‘

sur vins (OENO 15/04)

e |ibération d’ardbmes sur moGt (OENO
16/04) et sur vins (OENO 17/04)

e |ibération de composés levuriens sur vins
(OENO 18/04) ;

e clarification sur moGts (OENO 11/04) et
sur vins (OENO 12/04)

e macération sur moQts (OENO 13/04)

e hydrolyse des glucanes de Botrytis cine-
rea (OENO 03/85)

e hydrolyse de 'urée (OENO 2/95)

e hydrolyse des protéines (en procédure
d’'adoption en 2014).

J

Modifiées
par OENO
498/2013

Focus sur la vinification
des vins biologiques [R24]




La mesure des activités enzymatiques

Les activités enzymatiques présentées pré-
cédemment peuvent étre dosées et chaque
protocole a fait I'objet d’une adoption a I'OIV.
L'OIV recommande que ces mesures soient
exprimées en nanokatal (nanomoles de
produit formé/seconde dans les conditions
définies par le protocole) et/ou en U/g de
préparation, sauf pour la mesure globale
par rhéologie. Ces unités de mesure homo-
genes ont pour objectif d’'apporter des résul-
tats comparables entre eux.

Ces méthodes ont été développées afin
d’avoir une meilleure connaissance de la
composition des préparations enzyma-
tiques commerciales , et également
de pouvoir relier le profil des activités enzy-
matiques de ces préparations aux effets
technologiques annoncés.

Ces méthodes reposent sur la détermina-
tion des produits libérés par les enzymes
et/ou inversement sur la dégradation du
substrat par ces dernieres. Les méthodes

proposées se veulent “simples” de mise en
ceuvre (essentiellement des mesures par
spectrophotométrie), mais elles requierent
une expertise analytique et une bonne
connaissance des enzymes, pour interpré-
ter a bon escient les résultats.

Il est donné dans le tableau suivant (Ta-
bleaun®?) les méthodes adoptées par 'OIV
et/ou en cours d’adoption. Le détail opéra-
toire de chacune de ces méthodes est dis-
ponible sur le site de I'OIV.

Tableau n°2 :
Récapitulatif
des méthodes de

Activités enzymatiques

Principe de la mesure

Principe du dosage

Date d’adoption de la
résolution a I'OIV

mesure des activités

enzymatiques décrites
précédemment

Pectine Méthyl Estérase
(PME)

Mesure du méthanol
libéré

Dosage du formaldéhyde
formé (Klavons
et Bennet, 1986)

Adoptée en juin 2008
(oeno 9/2008) révisée en
2012 (OlV-oeno 363-2012)

Mesure des groupes
carboxyliques formés a
partir de la pectine

Dosage acido-basique
par mesure du volume
de soude 0,01 M versé

Adoptée en 2012
(OIV-oeno 363-2012)

Pectine Lyase (PL)

Mesure de la délocalisation de
la double liaison conjuguée

Variation d’absorbance
a235nm

Adoptée en juin 2009
(oeno 314/2009) modifiée
en 2012 (OIV-oeno 491-2012)

Endo et exo-
polygalacturonase (PG)

Mesure de l'acide
galacturonique libéré

Dosage des sucres réducteurs
libérés
(Méthode de Nelson, 1944)

Adoptée en juin 2008
(oeno 10/2008) révisée en 2012
(OIV-oeno 364-2012)

Dosage avec 2-cyanoacétamide

Adoptée en 2012
(OIV-oeno 364-2012)

Réduction de la moitié de la
viscosité d’'une solution standard

Mesure de la chute de la
viscosité sur un temps donné

Adoptée en juin 2009
(oeno 351/2009)

Endo (1-4) B -D- Xylanase

Mesure du xylose libéré

Dosage des sucres réducteurs
(Méthode de Nelson, 1944)

Proposition en cours

Endo-a (1,5) arabinanase

Mesure de I'azurine libéré

Dosage a 590 nm

Adoptée en 2012
(OIV-0eno 412-2012)

Endo (1-4) B -D- Galactanase

Mesure du galactose libéré

Dosage des sucres réducteurs
(Méthode de Nelson, 1944)

Adoptée en juin 2009
(oeno 313/2009) révisée en
2012 (OIV-oeno 490-2012)

Endo (1-4) B -D- glucanase

Mesure du glucose libéré

Dosage des sucres réducteurs
(Méthode de Nelson, 1944)

Adoptée en juin 2008
(oeno 8/2008) révisée en 2012
(OIV-oeno 4868-2012)

Endo (1-3, 1-6)
B -D- glucanase

Mesure du glucose libéré

Dosage par la méthode au
DNS-phénol

Adoptée en juin 2010
(oeno 340/2010) et révisée en
2013 (OIV-oeno 488-2013)

Cinnamoyl estérase (CE)

Mesure de la dégradation du
substrat (acide chlorogénique)

Dosage de la variation
d'absorbance a 350 nm

Mesure de la dégradation
du cinnamate d'éthyle

Mesure par HPLC

Adoptée en juin 2007
(oeno 6/2007),
révisée en 2013

(OIV-oeno 487-2013)

B -D- glucosidase

B -D- galactosidase

a -L- rhamnosidase

a -L- arabinofuranosidase

B -D- xylosidase

Mesure du
paranitrophénol libéré

Dosage de l'absorbance
a400 nm

Adoptée en juin 2007
(oeno 5/2007),
révisée en 2012 (OIV-oeno
451-2012)

+ (OIV-oeno 489-2012)




Il savere que la corrélation entre le profil
des activités enzymatiques [R26 ; R27 ;
R28 ; R29] et I'effet technologique n'est
pas facile a déterminer. En effet, la relation
semble bien établie pour les préparations
dites spécifiques (libératrices d’arbmes,
filtration, élevage sur lies,..). Mais elle
est plus difficile a mettre en évidence
pour les préparations commerciales fai-
sant appel essentiellement aux enzymes

pectolytiques (pressurage, débourbage,
clarification, extraction,...). Il convient de
se rappeler que les préparations utilisées
sont, de par leur nature biologique, une
combinaison complexe d’activités dont
la synergie est difficile a quantifier. Par
ailleurs, les parametres qualitatifs de la
matiere premiere (cépage, maturité, état
sanitaire, pH...), ainsi que les conditions
de vinification, influencent fortement le

résultat final de 'action des enzymes. C'est
la raison pour laquelle ces mesures nous
permettent d’avoir une meilleure connais-
sance des produits utilisés, mais il sera
toujours nécessaire de réaliser des tests
technologiques complémentaires pour
estimer la performance des préparations.
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La mise en ceuvre des préparations

enzymatiques dans |I'élaboration du vin

Les grandes applications des enzymes en
Vinification en rouge : Raisins rouges cenologie peuvent étre résumées a partir
des itinéraires en rouge et en blanc et rosé
proposés (figures n°7 et 8). Lensemble

des opérations pré et postfermentaires
E
R est repris en détails dans les paragraphes
1 suivants.

Foulage
Pectinases, cellulases,

l 4————————————— hémicellulase : préparations

dites «pectolytiques»

Macération
et
Fermentation alcoolique

Ecoulage des cuves —» vin de goutte —» vin rouge
et

Pl"essurage—bvin de presse ———» marc destiné a

la distillation
N l P préparations dites
| » < «pectolytiques»
G‘”‘a’"ases Clarification - Stabilisation
Filtration - Mise en bouteilles
Figure 7 : Itinéraire de

vinification en rouge

Vinification en blanc et rosé : Raisins blancs et/ou raisins rouges

1 <4 Préparations dites
«pectolytiques»

Pressurage —— Molit

I—b Marc destiné a la distillation

Préparations dites
«pectolytiques»

Débourbage
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Figure 8 : Itinéraire de
vinification en blanc
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Figure 9 : Evolution du
rendement en jus total
mesuré apres pressu-
rage en fonction de la
durée de pressurage
et de I'ajout ou non
d’enzymes pectoly-
tiques — Grenache, IFV
Nimes 2001

Opérations préfermentaires

Pressurage

Objectifs [R30] : Lutilisation d'enzymes a pour objet
de dégrader les polysaccharides pariétaux des baies
de raisins et ainsi, faciliter la libération du jus, des
précurseurs aromatiques et des composés phéno-
liques. Les enzymes pectolytiques sont employées
pour faciliter 'opération de pressurage, en particulier
pour traiter les cépages réputés riches en pectines et
a pulpe visqueuse. Cet apport précoce d’enzyme est
ensuite habituellement suffisant pour assurer la clari-
fication des jus en vue de leur débourbage.

Mise en ceuvre : L'ajout d’enzymes est réalisé au
moment du pressurage, ou mieux encore, durant la
phase de macération entre la récolte et le pressurage.
Il est nécessaire d'assurer une bonne homogénéisa-
tion des enzymes au sein de la vendange. Il estimpor-
tant de protéger les raisins, puis le modt (inertage,
ajout de SO, ou autres auxiliaires), qu'il y ait ou non
ajout d'enzymes.

Mesure de I'efficacité technologique : 'estimation
du rendement au pressurage (hl/to de raisins) est
I'indicateur le plus pertinent. Il est intéressant égale-
ment d’estimer le volume d’égouttage, le volume de
jus pressé, et la quantité de marc. Afin d’estimer la
bonne action des enzymes, un test “simple” peut-étre
appliqué : test pectines-glucanes (voir encadré p.21).

Rendement de pressurage

Résultats expérimentaux et autres : Sur le plan
technologique, I'action des enzymes se traduit par la
libération d'une plus grande quantité de jus (augmen-
tation du taux d’extraction de 5 a 10%), mais aussi
d’'une plus grande proportion de jus “qualitatif”, de
goutte ou collecte a basse pression. Leffet varie selon
les cépages, le niveau de maturité, le temps d’action
de 'enzyme [R27 ; R28 ; R26 ; R311.

Par ailleurs, cette action enzymatique, en fragilisant
la paroi des cellules, est également conseillée pour
faciliter I'extraction des précurseurs aromatiques de
la pellicule dans le jus [R32].

Sur le plan pratique, un tel enzymage précoce contri-
bue a raccourcir les étapes préfermentaires [R33] et
permet, de fait, d’'optimiser les équipements affectés
a cette tache.

Les résultats sont d’autant plus probants que le pres-
surage est couplé a une macération pelliculaire plus
ou moins longue.

80 1 (L/100 kg)
Vendange enzymée
78 1 Pressurage classique
76 A
- Cycle indentique
. + 10% jus
Vendange enzymée
72 4 Pressurage léger
70 A L.
A < , : A
méme rendement en jus Pressurage
68 gain de temps classique
66 : : : : : : :
20 30 40 50 60 70 80 90

durée du pressurage (min)



Débourbage

Le débourbage des modts en vinification
en blanc fut I'une des toutes premiéres
utilisations des enzymes en cenologie.

Objectifs : Le mo0Qt issu du pressurage
est naturellement trouble, il contient des
bourbes en quantités variables selon
l'intensité des traitements mécaniques
appliqués a la vendange. Les bourbes
grossiéres (taille > 200 microns) ont une
influence défavorable sur la qualité et la fi-
nesse aromatique des vins. Le débourbage
est généralement spontané mais pour
certains cépages, il doit étre provoqué par
I'ajout de pectinases. Lefficacité de I'en-
zZymage a cette étape dépend du cépage,
de la maturité du raisin, des conditions de
récolte et de pressurage. Dans tous les
cas, le phénomene sera accéléré, ce qui
présente un intérét pour les exploitations
travaillant avec de nombreuses rotations
de cuveries.

Test pectines-glucanes

Mise en évidence des pectines dans les modts et vins :

Solution utilisée : éthanol 96°C acidifié avec 0.5%
d’acide chlorhydrique concentré
Dans un tube a essai, mélanger délicatement 2 volumes
d’alcool pour 1 volume de mo(t ou de vin.
e || y a beaucoup de pectines lorsqu’un anneau gélifié se

forme a la surface du tube aprés une dizaine de minutes
e |l y a peu de pectine lorsque les bulles formées lors de
I'agitation remontent difficilement (elles sont retenues par la
pectine insolubilisée)
e |l n'y a pas de pectine lorsque le mélange est parfaitement
limpide et brillant apres 10 minutes.

Mise en ceuvre : Dés la sortie du pressoir,
pour une utilisation sur jus, mais il est pos-
sible de les introduire tres tot, au cours du
remplissage du pressoir, méme sur raisins
(voir “pressurage”). Les doses d’enzymes
a utiliser sont a nuancer en fonction de
la charge en bourbes initiale du modt, le
temps dont on dispose pour le débour-
bage, et la température du mo(t. La capa-
cité du mo(t a se clarifier (spontanément
ou non) peut étre estimée par la mesure
de capacité de clarification (voir encadré
p.23).

Mesure de I'efficacité technologique : L'in-
tensité du débourbage peut s'apprécier par
la mesure de la turbidité, qui s'exprime en
unité de néphélométrie ou NTU (Nephe-
lemotric Turbidity Unif), et se mesurer a
I'aide d'un turbidimetre (parfois appelé
néphélometre). Afin d’estimer la bonne
action des enzymes, un test “simple” peut-
étre appliqué : test pectines-glucanes (voir
encadré ci-dessous).

Mise en évidence des glucanes :

Pour détecter d’importantes quantités de glucanes (>15mg/l) :
Dans un tube a essais, mélanger 4 volumes d’éthanol a 6 volumes
de modt ou de vin.

e || y a des glucanes si des filaments blancs ou gris apparaissent
Pour détecter des plus faibles quantités de glucanes (entre 3 et
15 mg/l) :

Mélanger 30 ml de mo(t ou de vin avec 20 ml d’éthanol. Apres
30 minutes de réaction, centrifuger 20 minutes a 3000tr/min.
Eliminer le surnageant, diluer le précipité dans 6 ml d'eau et
ajouter 4 ml d'éthanol.

e ||y a de faibles quantités de glucanes si des filaments blancs ou
gris apparaissent.
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Résultats expérimentaux et autres : Avec

I'emploi d’enzymes, la cinétique de cla- 700
rification est nettement améliorée, I'uti-
lisation est méme nécessaire pour cer-
tains cépages, quel que soit le millésime 500 \

600

[R26 ; R27] (figure n°10). Cependant,
le contrdle de la turbidité a atteindre est

important, afin de ne pas arriver a des 300 \\"
niveaux pouvant entrainer des problemes

200 ~
fermentaires (Turbidité < 50 NTU). Lap-

plication des enzymes pectolytiques reste 100 K
optimale sur des raisins sains et/ou des 0
modts obtenus a partir de raisins sains ; la 1 15 2 25 3 35 4
présence de Botrytis cinerea, et plus par-
ticulierement sa production de glucanes,
limite fortement une bonne sédimentation
des bourbes. Dans les essais conduits par
I'lFV, et plus particulierement lorsque les 250
préparations commerciales sont appli- *

quées sur raisins, et non sur jus pressé, il 200 '\ -\ * —X
a été observé un tassement moindre des

bourbes en comparaison a un jus non 150 \\\

enzymé. Ceci pourrait étre expliqué par le

fait que I'enrichissement en pectines est \\\
supérieur a I'hydrolyse. De plus, il avait 100

été noté que les vins issus d’'un enzy- \\\
mage sur raisins présentent des intensités 50
colorantes plus élevées (globalement une
absorbance a 420nm deux fois plus élevée 0 T T T 1
que la modalité témoin). Sans doute que ! 2 3 4 s
ces résultats seraient plus nuancés avec stades

une conduite du pressurage plus adaptée
a I'emploi d'enzyme. —0— (21 ——C19 —A— Pr24 —>¢ PO33 —§— Témoin
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Figure n°10 : Cinétique de clarification (Turbidité NTU) pour 3 cépages diffé-
rents (de haut en bas : Chenin, Melon B et Sylvaner), récoltés sur le millésime
2004 et I'utilisation de 4 préparations enzymatiques (Stade 1 : Jus pressé
(TO) ; Stade 2 : ler point de prélévement ; Stade 3 : 2éme point de préléve-
ment ; Stade 4 : fin débourbage ; Stade 5 : aprés soutirage)
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Débourbage dynamique : cas particulier de la flottation

La clarification par flottation
permet un débourbage
en continu, avec un débit
important, un niveau de

pectolytiques permet, dans un laps de
temps modéré, d’arriver a ce résultat.
Les enzymes sont appliquées en sortie
de fouloir et/ou de pressoir. Lintensité
du débourbage peut s'apprécier par la
mesure de la turbidité, qui s’exprime
en NTU et se mesurer a I'aide d'un
turbidimétre et par le rendement du
flottateur. Afin d’estimer la bonne action
des enzymes, un test “simple” peut-étre
appliqué : test pectines-glucanes (voir

clarification satisfaisant, mais
surtout I'élimination d’une partie
des polyphénols, diminuant

d’autant la teneur en substrats
oxydables. Cependant, les
mo(ts doivent étre completement
dépectinisés pour permettre une

prise de colle et une flottation

encadré p.21).

efficaces. L'utilisation des enzymes

Capacité de clarification

La capacité de clarification des jus parait
étre un bon outil pour décider de I'apport
ou non d’enzymes.

La capacité de clarification des jus a été
mesurée de deux facons différentes :
L'une correspond a la mesure de la
turbidité finale, apres 24 heures a
20°C, du jus placé dans une éprouvette
de 250 ml et I'autre, a la mesure de la
turbidité finale, aprés centrifugation a
2500 g pendant 10 minutes a 20°C, du
méme jus placé dans I'éprouvette ; ces
mesures ont permis de calculer d'une
part la capacité de clarification, appelée

100
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65
60
55 *
50

R2=0,8536

Capacité de Clarification (centri.) (%)

20 40 60

Capacité de Clarification (sédim.) (%)

“sédim” et d'autre part la capacité
de clarification nommée “centrif”. La
capacité de clarification s’exprime de la
facon suivante : 100 — (100 x Tfinale /
Tinitiale). Ainsi, on peut observer sur
les figures 11 et 12 qu'il est possible
de prédire le bon déroulement de la
clarification du jus. Cet indicateur peut
étre couplé a la détection des pectines
et glucanes, cependant ces mesures sont
réalisables uniquement sur vendanges
non altérées ; en effet, ces derniéres
nécessitent d'autres alternatives que sont
I"utilisation de glucanases (81,3 ; 1,6).
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Figures n°11 et 12 : Corrélation entre les mesures de turbidité aprés sédimentation et aprés centrifugation (figure de gauche : Grenache et Cinsault — figure de
droite : Chenin, Melon et Riesling) - 2003 a 2006
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Extraction des composés phénoliques

Concernant cette application, méme si elle
est devenue courante, les résultats expéri-
mentaux associés sont controversés.

Objectifs : Lutilisation d’enzymes pec-
tolytiques, cellulolytiques et hémicellu-
lolytiques au cours de la macération des
raisins rouges, permet d’accéder plus
rapidement et avec plus d’efficacité au
contenu intra-cellulaire de la pellicule. |l
en résulte dans la plupart des cas des vins
plus structurés, plus faciles a clarifier et a
filtrer et dont le rendement au pressurage
est plus important.

Mise en ceuvre : Sur raisins, et/ou en
début d’encuvage, avec un remontage
d’homogénéisation.

Mesure de I'efficacité technologique : La
mesure des anthocyanes, des composés
phénoliques totaux (CPT) et des tanins,
est le meilleur critere d'appréciation ; les
criteres qualitatifs liés a la couleur peuvent
&tre pris en compte (absorbance aux lon-
gueurs d'ondes = 420, 520, 620nm).

"% —

resdersent (%)
£ £ 3 3

Cabernet Gamay
FuvEnen

! . : . o
- - - - — Rmon
62 + - -
60 +— S L  — S R =
sy — = ge= e <
Syroh

Gresache

Résultats expérimentaux et autres :
Selon certains auteurs, les vins enzymés
sont plus structurés, plus ronds, plus
fruités et la couleur est plus stable [R34]
[R35]. En effet, les anthocyanes sont des
composés fragiles mais qui sont stabilisés
lorsqu’ils se complexent avec les tannins
[R32]. Cependant, les activités cellulases
incluent des B-D-glucosidases, enzymes
qui dégradent ces mémes anthocyanes.
L'utilisation de B-D-glucosidases a faible
affinité pour les flavonoides est donc né-
cessaire [R33 ; R371]. Dans les travaux
menés par I'lFV de 2002 & 2007, sur 5
cépages “rouge”, et avec I'utilisation de 7
préparations enzymatiques différentes, il
s'avere que l'effet le plus probant sur la
couleur et les tanins est obtenu avec I'uti-
lisation de préparations sur des raisins en
sous-maturité [R27]. Les résultats obte-
nus avec I'utilisation des enzymes sur des
raisins a maturité sont tres variables, en
fonction du cépage, du millésime, et de
I'itinéraire de vinification.

Merlet

Figure n°13 : Les rendements de pressurage obtenus pour I'ensemble des essais associés a un méme
cépage. On observe ainsi un bénéfice pour les cépages suivants : Gamay (6,2% de gain/Témoin) ; Cabernet
Sauvignon (4,5% de gain/Témoin) et le Grenache (4,3% de gain/Témoin)

Cependant, le rendement de jus de goutte
était plus important sur la modalité “en-
zymée” (fig. N°13), de méme que la clari-
fication des vins et leur filtrabilité. Les vins
issus des modalités “enzymés” ont été
jugés plus tanniques a la dégustation. Des
travaux plus récents ont montré le role joué
par les pectinases, sur la composition a la
fois en polyphénols et en polysaccharides
de vins de Merlot 4gés de 20 mois [R38].
Sur trois millésimes, les vins enzymés
étaient enrichis en polysaccharides tel que
le RGII. Laugmentation de I'intensité colo-
rante modifiée, et des tanins condensés a
été observée dans les vins enzymés deux
millésimes sur trois. Ces résultats confir-
ment que les préparations enzymatiques
dégradent les parois cellulaires et liberent
des polysaccharides et que I'extraction des
polyphénols qui en découle est fonction du
millésime et de l'itinéraire de vinification.



Parmi les activités secondaires présentes
dans les préparations commerciales, I'ac-
tivité cinnamoyl estérase peut favoriser
dans certaines conditions I'apparition de
déviations organoleptiques des vins. La
cinnamoyl estérase hydrolyse les esters
des acides hydroxycinnamiques (dont
les esters tartriques tres répandus chez
l'espece Vitis vinifera) en acides phénols.
Puis des phénols volatiles sont formés par
I'action de la cinnamate décarboxylase
présente chez certaines souches de Sac-
charomyces cerevisiae.

Dans les vins blancs, on retrouve des vi-
nyl-phénols responsables des odeurs de
gouache, pharmaceutiques, de clou de
girofle

Dans les vins rouges, on ne retrouve des
éthyl-phénols (écurie, sueur de cheval,
cuir, fumé, épicé) que dans le cas de
contamination accidentelle par la levure
Brettanomyces dekkera. Toutefois, il a été
montré que I'utilisation de préparations
commerciales non purifiées en cinnamoyl
estérase augmentait considérablement le
risque d’apparition de ces éthyl-phénols
en présence de Brettanomyces

Pour pallier ce probleme, les fabricants
d’enzymes ont développé des préparations
dites FCE (Free Cinnamoyl Esterase) en les
purifiant par ultracentrifugation.

De récentes recherches ont
apporté une nouvelle approche de l'activité
de la cinnamoyl estérase dans le vin. Son

Thermovinification

Le chauffage de la vendange
entraine une solubilisation accrue de la
pectine et une inactivation des enzymes
endogenes et le modt devient quasi im-
possible a clarifier. L'utilisation d’enzymes
exogenes est nécessaire pour dégrader
tout ou partie de la pectine soluble et ainsi
faciliter le pressurage et la clarification.

Les enzymes peuvent étre
ajoutées a la réception des raisins ou apres
traitement, lorsque la température a com-
mencé a diminuer. En effet, I'extraction
optimale de la couleur se situe pour des
températures de macération de I'ordre de
70a 75°C, et 'optimum des pectinases se
situe entre 45 et 55°C. Ainsi, a une tempé-
rature supérieure a 65 °C, les pectinases
sont encore actives, mais rapidement
inactivées. Il faut donc trouver un com-
promis de température.

action sur la couleur pourrait étre positive
dans des conditions d’application particu-
lieres (traitement avant la fermentation al-
coolique et fermentation conduite par une
levure Pof+). Lutilisation d'un couple en-
zymes/levures particulier en agissant sur
les acides cinnamiques pourrait conduire
a la formation de pigments dérivés des
anthocyanes (type carboxypyranoantho-
cyanes) et permettrait d’'améliorer la sta-
bilité de la couleur. 'association enzymes/
levures implique donc une approche tres
spécifique pour un impact cenologique
Précis.

L'effet le plus marquant et demandé est
la clarification des vins thermovinifiés qui
peut s'apprécier par la mesure de la tur-
bidité, qui s'exprime en unité de néphélo-
metrie ou NTU (Nephelemotric Turbidity
Unit). Afin d’estimer la bonne action des
enzymes, un test “simple” peut-étre appli-
qué : test pectines-glucanes (voir encadré
p.21). D’autres parametres, comme le ren-
dement au pressurage et I'extraction de la
couleur peuvent étre estimés.

Des
essais conduits sur des vins de Carignan,
ont montré que la turbidité des vins en-
zymés était trois fois plus faible que celle
des autres vins, et que les vins ont été ju-
gés plus ronds, plus fruités, moins amers
et moins astringents . Des essais
analogues ont été réalisés dans 13 caves
du Languedoc-Roussillon de 1997 a 1999

, et ont abouti aux mémes résultats,
en testant deux moments d’incorporation
des enzymes (sur raisins, ou apres chauf-
fage). Cependant, dans de nombreux cas,
les enzymes seules ne peuvent dégrader
tous les composés extraits du chauffage
des raisins. Il conviendra de les utiliser en
synergie avec des clarifiants classiques
pour atteindre le niveau de clarification
souhaité.
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Opérations post-fermentaires

Clarification

Les préparations enzymatiques destinées a la clarification sont
souvent décrites dans le méme groupe que les enzymes de dé-
bourbage bien que leur mode d’action soit différent, puisqu’il n'y
a plus de pectines natives dans les vins. La présence d’enzymes
dégradant les chaines latérales et non les zones homogalacturo-
niques semble étre déterminante, mais cela dépend en fait de
chaque cas particulier [R51. Il a été montré que 'application des
enzymes pectolytiques dans le cadre des opérations préfermen-
taires facilitait la clarification des vins obtenus, mais certains vins,
et plus particulierement ceux issus de presses rouges, sont tres
difficiles et longs a clarifier. En effet, si les enzymes endogenes ou
exogenes ont pu agir au niveau du vin de goutte, le pressurage
a a nouveau extrait des colloides des parties solides de la ven-
dange. Aussi est-il utile d’'appliquer des enzymes pour aider a la
clarification de ces vins de presse, permettre une bonne filtration
ultérieure (cf. “L'amélioration de la filtration”, p28), et améliorer
leur qualité organoleptique.




L'amélioration des qualités olfactives et gustatives

Les préparations commerciales dites “d’ex-
pression aromatique” renferment des glycosidases
capables de libérer les ardbmes liés.

Il est recommandé d’appliquer les
préparations enzymatiques dites libératrices d'ardbmes,
apres les fermentations, et de ne pas utiliser de ben-
tonite. La durée d'action des enzymes dépend du
produit souhaité, et ainsi, lorsqu’on veut stopper leur
activité, il est recommandé d’ajouter de la bentonite
pour éliminer les enzymes

Le suivi par la
dégustation est sans doute le critere le plus pertinent ;
il est également possible de réaliser des analyses de
composés aromatiques. Ces dernieres nécessitent
une connaissance et/ou une expertise concernant
le choix des composés a doser, qui généralement
dépend des cépages étudiés.

De nombreux
travaux ont déja été réalisés et plus particulierement
sur des cépages muscatés (Muscat, Muscadelle,
Gewdrztraminer,..) dont la composition variétale de
I'arbme primaire est constituée par des terpenes.
Ces derniers sont aussi présents a des concentra-
tions bien plus faibles, dans d’autres cépages blancs
(Sauvignon, Sémillon, Riesling, Chardonnay,... mais
aussi dans quelques cépages rouges). Les travaux de
Guérin et al, 2009 , ont permis de montrer la
spécificité des activités enzymatiques de ces prépa-
rations. Cependant, I'utilisation de ces enzymes doit
étre pilotée, afin que le profil sensoriel recherché sur
les vins ne soit pas “exubérant”. De plus, des travaux
de laboratoire sur des glycosides de Chardonnay et de
Gewurztraminer ont montré que dans des conditions
optimales de température, de pH, de teneurs en alcool
et de SO, les glycosidases hydrolysent leur substrat.
Cependant, dans les conditions de vinifications, les
rendements d’hydrolyse sont beaucoup plus faibles,
et peuvent expliquer I'absence de résultats (en fonc-
tion du cépage, millésime). Dans tous les cas, méme
si 'analyse des composés aromatiques ne révele pas
des concentrations plus importantes d’arémes libres,
les profils sensoriels des vins résultants, eux, s'en
trouvent modifiés
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L'élevage sur lies

Le bénéfice de I'élevage sur lies sur la qualité des vins finis, a fait 'objet de nombreux travaux

Les enzymes intracellulaires
des levures permettent de lyser la paroi de
ces dernieres, lors de leur phase de dé-
clin. Cette autolyse libére les constituants
intracellulaires (acides aminés, peptides,
nucléotides, polysaccharides,...) qui, en
quantité importante, permettent I'obten-
tion de vins essentiellement plus ronds en
bouche. Afin d'accélérer ce processus,
des préparations a base essentiellement

Application des la fin de
la fermentation alcoolique sur des lies fines
et/ou grossieres.

La dégustation reste le meilleur critere
d’appréciation. Des mesures de polysac-
charides (totaux, acides ou neutres) sont
envisageables et permettent d’apprécier
I'action des enzymes.

Luti-
lisation de ces préparations enzymatiques
est réservée aux vins blancs, mais I'appli-
cation sur vins rouges se développe. Ces
préparations permettent d’accélérer le
phénoméne d'autolyse des levures, mais
permettent également d'améliorer la clari-
fication et la filtrabilité des vins apres trai-
tement

de glucanases (B 1-3 et 1-6) sont utilisées.

L’amélioration de la filtration

Cette étape est I'une des plus importantes, mais la plus délicate,
compte-tenu de la présence d'une matrice colloidale complexe.
Malgré les différentes opérations de clarification au cours de I'éle-
vage, des colloides protecteurs peuvent étre encore présents et
géner la filtration.

Laugmentation de la filtrabilité des vins, requiert I'uti-
lisation de préparations d’enzymes a activités pectolytiques et
riches en B-glucanases dégradant les pectines et autres colloides
responsables du colmatage des membranes de filtration (macro-
molécules protéiques et polysaccharidiques, glucanes de Botrytis
cinerea éventuellement, micro-organismes...).

0 0§

AN
I} | i

- En fin de fermentation alcoolique.

Il est possible d’estimer
la filtrabilité des vins, par un indice appelé Vmax et/ou IC pour
indice de colmatage et/ou CFLA (Critéres de Filtration Lamothe
Abiet) ; le principe réside a mesurer le temps de filtration d'un
volume donné et/ou de mesurer le volume filtré sur un méme
temps

L'ajout de prépa-

rations commerciales permet de doubler le volume de vin pou-
vant étre filtré avant colmatage. La réduction des co(ts de filtra-
tion compense ainsi le codt des enzymes (0,8 euros/hl)
Il est important de rappeler que lors de I'ajout de préparations
pectolytiques au cours des opérations préfermentaires, ces der-
nieres permettent une amélioration de la clarification et de la
filtrabilité des vins résultants. Les vins issus de raisins botrytisés,
nécessitent I'utilisation de préparations enzymatiques concen-
trées en B-1,3-1,6 glucanases, afin d’hydrolyser les glucanes de
Boitrytis cinerea. De méme, les vins issus de process cenologiques
dégradant partiellement les polysaccharides de raisins, tels que
la thermovinification, présentent systématiquement de grosses
difficultés de clarification et de filtration et doivent impérativement
étre enzymés.
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Quels sont les facteurs ou intrants cenologiques influencant I’activité enzymatique ?

lorsque la température
dépasse les 60°C, les enzymes sont dé-
naturées. Si la température est trop basse
(en dessous de 5°C), I'enzyme n’est pas
assez active. Les températures optimales
des enzymes utilisées en cenologie sonten
général comprises entre 30 et 60°C.

la quasi-totalité des enzymes
cenologiques est active a des pH compris
entre 2,8 et 5,0. Le pH optimum de ces
enzymes est compris entre 3 et 6,5.

I'activité enzymatique est
inhibée par le SO, libre. Cependant, I'inhi-
bition n’intervient qu’'au-dela de 500 mg/I.
Par précaution, il peut s'avérer nécessaire
de décaler dans le temps l'ajout de ces
deux produits.

un léger collage a la bento-
nite (5-10 g/hl) peut stopper I'action d'une
enzyme.

des travaux ont

montré que les tanins s'associaient avec
les protéines par des liaisons hydrogenes
et des interactions hydrophobes. Il pour-
rait étre entendu qu’une telle association
pourrait exister avec les enzymes conte-
nues dans les préparations enzymatiques.
la dose d'utilisation correcte

d’'une enzyme est a rationnaliser en fonc-

tion de la quantité de substrat a dégrader,
du temps imparti pour obtenir I'action
souhaitée, et de la température. L'action
des enzymes a basse température peut
étre compensée par une augmentation
de leur dose d’emploi (pour une méme
durée d'action) et inversement pour les
faibles doses d’enzymes, pouvant étre
compensées par une augmentation de la
température et du temps d’action.

Conclusion et perspectives

Les enzymes sont des outils issus des Biotechnologies, dont I'inté-
rét et I'efficacité sont démontrés. Cependant, leur utilisation n’est
pas suffisamment développée, ceci étant probablement di a une
mauvaise maitrise de 'outil qui limite I'obtention de résultats plus
probants que certaines opérations dites classiques.

Dans certains cas, les résultats ne se mesurent pas en volumes
et/ou en qualité de produits finis, mais en gain de frigories, de
consommation électrique et productivité.

Afin d'accompagner le développement de cet outil, I'lFV s’engage
dans un nouveau programme sur |'utilisation des préparations
libératrices d’ardbmes et sur une connaissance plus approfondie
de l'action des préparations dites pectolytiques sur les polysac-
charides des raisins.
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