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% of the research was to specify the nature of the enzymatic process of meat aging during storage.
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m act1v1ty depends on the degree of contraction of the myofibrils,
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of this enzyme on meat aging during storage is discussed.
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WIRKUNG EINER NEUTRALEN MUSKELPRCTEASE AUF DTEVVOFIBRIIARSTRUKTUR
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Muskelprotease (CASF) wurde
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zten neutralen
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Die Wirkung einer durch Ca beschleun
Beziehung zur Fleischreifungsvorgénge wél

wrend der Tagerung,

Der optimale pH-Wert fiir die Aktivit#t des teilweise gereinigten CASF an Myofibrillen 1}

der Fleischlagerung bleibt die Aktivit&t unverdndert, liegt Jjedoch bei Fleisch-pr

optimalen pH-Wert-gemessenen Aktivitit, ,
£
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Die optimale Temperature flir den CASF ist 34°C, ‘Zwischen 15 und 35°C steigt die Aktivationsenerg?l

cal/gm,
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SF bringt eine Erhthung der Ldslichkeit der Myofibrillarf

er ganz loslich werden.
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Die Inkubation von Myofibrillen mit dem (
wdhrend bestimmte Proteine der diinnen Fas

" hdngt endlich auch von der Sarcomerlinge ab (Muskel Verzerrung:

Die Aktivit#t des C
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Ha.LWIOHaIIbeXM Hay4YHO~-UCCIENOBATEIbCKUM AI'DOHOMUUECKUM MHCTUTYT // £l
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VlccnenoBaHo HedCTBME OLHOM HEMTpaJBHOM MHIEWHOX IpPOTeasH, AKTUBMADPOBAHHON KaulbuyeM
/CASF/ Ha' MUOQUOPUINADHOA CTPYKType C LENBD YyTOUHEHUd NpUPOJH 3H3UMATUUECKUX
MEXaHM3MOB CO3pEBaHMA MACA B IIpOLECCe KOHCEDPBUDPOBAHUS. y
UsyueHue xapakTeEepUCTUKM AKTUBHOCTYU YACTUYHO OUMMEHHOIQ 3IH3UMA Ha unoi“cpnﬁ
NOKa3 bBaET, UTO ONTHUMYM €ro aKTUBHOCTHM HaXonuTca npu nH=7,6. B mAce susum spaserc?

m
o
[

CTaOMJIbHHM BO BpeMsi ero XpaHeHUs B OXJAXIEHHOM BMIe, HO NpM 3Tux yciosmix / pH M
ero aKTUBHOCTH He HpeBOCXOAuT 20 % AKTUBHOCTM NP ONTMMAJBHHM DH.

OnTumaipHas TeMmmepaTypa LeACTBuA - JHeprusi aKTUBUPOBAKMUA B remnepé

TypHoM uHrepsane ¢ 15°C - 35°C mosmmaercs Ha 10700 Cal. gm .
VEKyOupoBaHue 5H3UMA C MYO(PUOPUIAMU NPUBOLUT C OLHOA CTODOHH K PacCTBOPEHUD

AR ToUUNR Aruuwy Aiumiauoum a n A - : ¢ L ~“M
HEKOTOPHX NPOTEMHOB (UHHHX (QWIBMEHTOB, a C Opyroil CTOPOHN K NOBHIEHWD pacTBOpUMOCT
MUNUPUOPUIAPHHX NPOTEMHOB B Cpelle C NOBHINEHHON MOHHON CHMJIOH.

AKTUBHOCTH JH3MMA 3aBUCUT elle OT CTelleHM KOHTpaxupOBaHUA MUOTUODUISA .
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*og ines transformations dont les muscles sont le siége aprés la mort des animaux provoquent un attendrissage

'Mtuiziiif de la viande en cours de stockage. L'évolution de la structure musculaire durant cette période de
(DAVEY~ on se traduit, entre autre,au niveau de la structure contractile, par une disparition des stries Z

2 quy GQILBERT, 1967 ; STROMER et al., 1967 ; HENDERSON et al., 1970). la vitesse de dégradation de ces stries
1975 €pend de la température de conservation et du pH de la viande est stimulée par le calcium (NAKAMURA,
Part ®t ralentie par 1'EDTA (DAVEY-GILBERT, 1969). Récemmenti+HﬂﬂTet ses Collaborateurs (1972) ont isolé a
%tiva ee muscles de lapin une enzyme activée par les ions Ca a4 laquelle ils ont donné le nom de calcium-
. d sarcoplasmic factor (CASF). 2

i 4

hwpr Sesféyer de préciser la nature des .mécanismes enzymaticques de la maturation de le viande, nous avons en-
hﬁcti 1 etyde des caractéristiques physico-chimiques du CASF et des modifications que subit le systéme con-
W € aprds incubation avec cette enzyme,

I8
RIEL BT verHODES
frép

Uey
etf&iiét brut (crude CASF) est préparé selon la méthode de GOLL et al, (1973) par précipitation isoélectrique
Sayy % i°nnement au sulfate d'ammonium a partir d'un extrait des muscles des pattes arriéres et des longs dor
i?h&iOnlapin- Ces muscles sont/prélevés trés rapidement aprés la mort de 1'animal et homogénéisés dans une
LemdeX g FBTA 4 mM pH 7,6. L'enzyme est ensuite partiellement purifiée par filtration sur une colonne de
D¢ 200. Des précisions concernant cette purification seront données ultérieurement,
~St9p
“=RRMtlon qu_poids moléculaire
Po
Cetteiis moléculaire du CASF est déterminé par filtration sur une colonne de Séphadex G 20C (2,5 em x 96 cm).,
sOnt: i Onne est étalonnée préalablement par chromatographie de 3 protéines de poids moléculaire connue qui
mYOglobia Y-globulire de boeuf (PM : 140 000), la serumalbumine bovine fraction IV de NBC (PM : 68 000) et 1la
o N€ de muscle de cheval (PM : 18 000).
é

g,
! nt a ; 2 - 5
d EDppy 5 eSt le méme que celui utilisé pour 1'élution de 1'enzyme lors de la purification, Il est composé
bog b KHCO3 omM, MCE (Mercaptoéthanol) 0,1 %, pH 7,05.
~<SPar,
~=2tlon des myofibrilles
o TmessesfonIiicIoit
..My o .
phﬂevéfibpllles sont préparées, pour des raisons de commodité, & partir du muscle "Rectus abdominis" de boeuf
Teg <% heures post mortem. Aprés extraction, pendant 2 heures, des protéines sarcoplasmiques dans 5 volu-
leg Son . SO1‘ution suivante : KCl 0,05 M, Imidazole 0,02 M, oxalate de potassium 0,01 M pH 7,4, les myofibril-
Thwp B lavées 2 fois de suite dans 5 volumes de KCl 0,05 M, Ia suspension est passée dans un tamis pour éli-
Utio, ecolla@éne et le culot de la dernire centrifugation est homogénéisé dans environ 3 volumes d'une so-
& lQOO &lycérol 50 %, la suspension myofibrillaire concentrée ainsi obtenue est concervée en chambre froide

M

<Ssup

e 2

Y “§§~31§9§ivité enzymatique

R Torem—=seccsdasolass

Mop - lou :

JE 5 mM0t$ de la suspension myofibrillaire précédente est repris dans du tampon tris-acétate 0,1 M, KC1 0,1 M,
de]a S5i *® PH de ce tampon sera précisé pour chaque expérience. /' 2 ml de cette suspension, nous ajoutors 1 ml
Dutém nut}on enzymatique plus ou moins diluée, du CaCl, (dans le cas de 1'essai) ou de 1'EDTA (dans le cas
=Sun Chaqy, a la concentration finale de 5 mM et nous inclbons pendant 3 mn & une température qui sera indiquée
) X e e

& & 5000 Xpérience. Ia réaction est arrétée par addition d'EDTA, Ie méla?ge réantio?nel est centrifugé !
4D 3 ;Dg puis filtré et nous mesurons la densité optique du surnag?ant a4 280 nm, L'activité sera exprimée
Elect ©0 nm, différence entre 1'abserption du témoin et celle de 1 essai.
ety
U, -oS.SUr_gel de polyacrylamide
ee
:gk Etioszorése des protéines passées en solution aprés action du CASF est Yéalisée sur un gel d?)polyacry1a~
tase eiPCUIZtGHant du ST 0,1 %, du Tris0,03 M et de 1'acide borique 0,05 M & pH &,5. e tampon d'électrooho-
dehms Sous‘nt composé de SDS 4 ¢, Mo 0,1 %, acide borique 0,05 M et trisC,C3 M permet la'migration des pro-
lhacétiqu Une intensité de 1,5 mA par tube, Une fois fixées dans une solution anjueuse d'éthanol 30 %, aci-
Hldaiar 0 B, les protéines sont colorées au Bleu de Coomassie, Apreés décoloration, les gels sont lus a
" photométre Chromoscan muni d'un filtre de 620 nm.

9083
988 protéines
le ==2220€ s

dog
Ca age " ’ .

e 4 ﬁ;? Protéines myofibrillaires est réalisé par la méthode du biuret prélablement standardisée par
REar: “FIDAHL, Pour les autres déterminations, ncus avons utilisé la méthode de TLOVRY et al. (1951).
g
et T

~:fatig
=<22_du CASF par filtration sur gel

Papy
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e ? Y o :
L'extrait brut (crude CAST) concentré par pervaporatim & + 5°C, 1'enzyme est partiellement pu-
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ot€”
rifiée par filtration sur une colonne de Séphadex G 200 de 2,5 x OF cm, Deux cents & trois cents mg de€ pr
ines sont ainsi éluées par la solution suivante : EDTA 2mM, KHCO15 2 mM, MCE 0,1 & pH 7,05.
5 o
Comme nous le montre la profil d'élution (figure 1), nous séparons ainsi 3 fractions, Le CASF qui COTTe;pth
4 la dernidre fraction est élué & partir de 224 ml, Cette étape nous permet d'obtenir une solution enzy' pﬁf
2 & 3 fois plus active qu'au stade précédent, Cette préparation est ainsi conservée & pH 7,5 et & uné

ture de + 2°C & + 4°C,

Détermination du poids moléculaire

(e pré
L'étalonnage de la colonne de Séphadex G 200 (2,5 x 96 cm) réalisé avec les substances standards citée® ?éW‘

cédemment nous a permis de tracer le diagramme reliant la valeur du rapport Ve/Vo ol Ve est le volume
tion des différentes protéines et Vo le volume mort au logarithme du poids moléculaire (figure 2).
s
A o 1to.’1“
Pour le CASF, le rapport Ve/Vo est de 1,54, Cette valeur correspond & un poids moléculaire de 110 00 42
ce qui corrobore les résultats de DAYTON et al, (1974).

Propriétés catalytiques du CASF

Détermination de la concentration saturante de substrat

168
Nous voyons (Figure 3) que le substrat devient saturant & partir d'une concentration de 6 mg/ml. ?oziivi’
expériences qui suivent, nous avons choisi un rapport enzyme/substrat de 1/120, rapport pour lequel 1 ous
té croft de fagon linéaire lorsque la concentration d'enzyme augmente, Notons que pour 1'extrait bru*?
arrivons a saturation pour une concentration en protéines myofibrillaires nettement plus faible (Tappor

enzyme/substrat) = 1/20).

Nous constatons par ailleurs que l'activité est relativement faible puisque la A DO & 280 nm ne dépassi st
0,050 unité, Cela est probablement 1ié & 1'état du substrat utilisé pour cette expérience. En effet, ie b’
trés difficile d'obtenir des préparations de myofibrilles rigoureusement identiques d'une fois & 1'auﬁ~rwﬁ
en respectant toujours les conditions de broyage et d'homogénéisation établies, Nous avons ainsi pu re g

que 1'activité variait en fonction de 1'Age de la préparation et surtout de la taille des fragments 4 dece
fibrilles. Ainsi, 11 nous a été impossible de déterminer les constantes Km et Vm de 1'enzyme vis g vis écis

substrat puisque les valeurs obtenues n'étaient valables que pour une préparation donnée & 1'instant B

de la manipulation et cela bien que les conditions expérimentales soient les mémes d'une fois & 1'autr&

Influence de la concentration du calcium sur 1'activité protéolytique du CASF

6

lioﬂ'

: ; ) ) ¥)

La+frincipale caractéristique du CASF est qu'il ne présente aucune activité protéolytique en l'abseF;fém€ W
Y

Ca dans le milieu réactionnel., L'activité devient optimale dés que la concentration atteint 1 mM a7 )e
ce qui confirme les résultats rapportés par différents auteurs (BUSH et al., 1972 ; SUZUKI et GOLL» 1 gor>
deld de cette concentration, l'activité ne semble plus évoluer contrairement aux résultats de SUZUKT eédéew
(1974). Nous reviendrons plus en détail sur ce dernier point mais signalons dés maintenant que 1€ proc
ployé pour arréter la réaction est essentiel dans la mesure de cette activité protéolytique.
qurt

L'inhibition totale de 1'activité protéolytique du CASF par des agents susceptibles de complexer 1€ cﬂi;uy
comme 1'EDTA ou 1'EGTA laisse penser que cet ion bivalent intervient directement dans la liaison enZ
strat,

"
Pour éviter qu'il soit un facteur limitant, le calcium sera toujours présent dans les essais a-la conc®”
tion finale de 5 mM.

Influence du pH

----------- t
;o108
£ o , P . 3t o DAL | T Fq . t 3 1 1 i té deCr“F.ﬂf
Le CASF présente un optimum d'activité a pH 7,6 (Figure 5). De part et d'autre de ce pH, 1 actiVl, chSt
s rapidement contrairement aux résultats de SUZUKI et GOLL (1974). Pour ces auteurs, 1'activiteé
rait pas affectée par des modifications de pH intervenant entre pH 6 et pH 7,5.
: ' e, : : . ony 5 30 % 48 4P
Selon nos résultats, 1l'activité au pH de la viande en cours de conservation me dépasse pas 20 a }L~tions
1'activité au pH optimum, L'action du CASF sur la structure myofibrillaire sera donc dans ces condl
ralentie,

SF

Influence du pH sur la stabilité du CASE
_____________________ & 165
ok = p 1 5 . e ; toute”

L'enzyme purifide est stockée a différents pH pendant 4 jours a + 4°C, L'activité est testée sur tO

aliquotes pour deux temps de conservation (5 heures puis 4 jours).

4g*
{5

1eil
Selon les résultats obtenus (Figure 6), & pH 7,5, l'activité du CASF ne parait pas affectée par 1€ e pf%ﬁ
sement de la préparation. Par contre, au pH de la viande (pH 6) elle diminue trés rapidement pUiéque;actW}
5 heures, 1l'activité ne dépasse pas 40 % de 1'activité & pH 7,5. Au cours du temps, cette chute d€ alew‘
semble s'estomper. En effet, aprés 4 jours de stockage, 1l'activité correspond & environ 30 % de 12 .

trouvée au pH optimum de conservation,
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‘==i5§29€ de la température

Tem
n -Dér"}ture optimum d'activité

'y

Enszim“m d'activité se situe & une température de 34°C, ce qui corrobore les résultats de PENNY et al, (1974).
(Mﬁu§5t: ces auteurs testent 1l'enzyme & 35°C tandis que GOLL et al. (1973) d'une part et SUZUKI et GOLL :

» d'autre part, travaillent & une température de 25°C (Figure 7)

“hep
~"8le d'activation du CASF_

L'
n ‘
batiergie d'activation de cette enzyme a été déterminée graphiquement (Figure 8) pour des températures d'incu-

O variant entre 15°C et 35°C. Les vitesses d'hydrolyse du substrat sont portées dans le tableau 1,

T e
SMPérature °c 15 20 25 30 35

v
tesse 410 & 280 nm 0,110 : 0,130 0,176 0,240 0,320

Tableau .
Tog 2l :
KCl My of

0,1
Pap

Influence de la température sur la vitesse d'hydrolyse du substrat
ibrilles (12 mg/ml) sont incubées avec 1'enzyme (0,06 mg/ml) en présence de tampon tris-acétate 0,1 M,
adq M, MCE 5 mM, pH 7,5 et de CaCl. 5 mM pendant 5 mn & 15°C, 20, 25, 30 et 35°C. la. réaction est arrétée
ition a'EDTA (concentration finile 5 mM).

NQ“S troyy 5 b ' -1 ‘
HQEII ons pour le CASF une énergie d'activation de 10 700 cal gm ~. Cette valeur est 2,5 fols supérieure

€ trouvée pour 1a cathepsine D qui présente une énergie d'activation de 4000 cal-mole-1l (DUCASTAING,1975)
éstio

Aty
sslure
SS==S8S protéines 1ibérées sous 1'action du CASF

s i ~
m%s:i:flbrilles (15 mg/ml environ) sont incubées avec le CASF (0,1 & 0,2 mg/ml) pendant 4 heures & 30°C en
mélangee %e tampon tris-acétate 0,1 M, KC1 0,1 M, MCE 5 m¥ pH 7,5 et de CaCl2 5 mM, Aprés centrifugation du
ahwlamigeactionnel, nous procédons & 1'analyse qualitative du surnageant par électrophorése sur gel de poly-

e, :

. I?S résultats obtenus, 1'action du CASF se traduirait par une libération d'a-actinine, de troponine T et
neiines qu% pourraient €tre identifiées aux troponines I et C, En effet, ?ous constat?ns une augmentation
b ulais de 1'intensité des bandes correspondantes aux troponines I et C’og a des compos?es de mem? poids
“isQUe a €. Ia troponine T, pour sa part, semble plus affectée que les précédentes par l'action de 1'enzyme
Song Ine aNns ces conditions d'incubation, elle n'appara?t pas ou en trés faible quantité dans les témoins qui
en méme temps que les essals en présence d'EDTA 5 mM,

===.8U CASF sur la solubilité des protéines myofibrillaires

5
my o Pl
ft hOmoz%bf%lles sont incubées avec 1l'enzyme dans les mémes conditions que précédemment. Apres centrifugation
DY%édOHEH?ls?tion du culot dans 12 volumes d'une solution de phosphate bipotassique 0,266 M, pH 8,4, nous
g¢ Sal extraction des protéines myofibrillaires pendant 10 mn sous agitation. Le mélange est centrifu-

Peng -
a:tbco mn & 20 000 g et les protéines sont dosées dans le surnageant, Ies résultats obtenus sont portés
! @bleay 2,

! Protéines extraites en % des
protéines de départ

[ [
e e S0 Lo "I
| Emcln | =k

} ‘ 143,1 | ok,2 | 16,9 %

\ESsai | 1

: 136,6 33,8 o4,7 %

Outy, i i ‘ = el
By, 1 e

8 a 1ihg

Olubilitélger

|
EProtéines dans le culot en mg | Protéines extraites en mg

ation de certaines protéines, 1l'action du CASF se traduit également par une augmentation de la
Sy €S protéines myofibrillaires a force ionique élevée.
o;n des eri

PARR:ILEri lla
SH et

i téres différents de nombreux auteurs avaient déjia mis en évidence la sensibilité des protéines
1’1”95 4 1'action du CASF (GOLL et al., 1973 ; PENNY et al., 1974 ; PENNY, 1974 ; DAYTON et al., 1974
al., 1975)

s 1%

0y ION - C

¥y ONCIUSTION
Miop ¥
i;m‘s gszgpl?‘a permis de constater gue le CASF dégradait spécifiquement les stries Z de myofibrilles ou de
Af?mthé ?ldl?es dont la structure était intacte (BUSH et al., 1972). Rapidement, de nombreux auteurs ont
de"de m e_acthn de cette enzyme avec la disparition des stries Z dans la viande en cours de conse?vation.
ﬁhmieuX QOSX iOmpPEndre le mode d'action de celle-ci sur la structure myofibrillaire, il seTblait nécessaire
deyme et 5 naftre les propriétés du CASF, Pour cela, il était indispensable de quantifier 1'action de cette
a&ﬂéturationsl de pouvoir mettre en évidence 1'influence de divers facteurs déterminanti dans le processus
tr lon d'p?Tde la viande, Lors des premiéres expériences faites dans ce sens, ?O?S arrétions }a reac%ion par
dy ncohé" A qui complexe spécifiquement le calcium., I'utilisation de ce procédé conduisait & des résultats
PH g Tents, Nous nous sommes apercus cue 1'addition d'FGTA entrainait un abaissement brutal et important
S 5.5 < 558 ceci, probablement & la suite d'un déplacement de 1'équilibre ionique du milieu réac-
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tionnel. Cette acidification provoquait la précipitation d'une partie ou de toutes les protéines 1ibé
1'action du CASF qui étaient éliminés ensuite lors de la centrifugation, Ia modification de la force 10D
du tampon tris-acétate s'est révélée insuffisante de méme que 1'utilisation de solutions ayant un meill€ 1pler
voir tampon (Tampon phosphate et trismaléate), puisque 1l'activité mesurée avec ces derniers était plus o
Nous avons alors utilisé pour arr€ter la réaction de 1'EDTA, composé qui fixe les cations bivalents. Avecfw
composé qui présente une affinité moins grande que 1'EGTA pour le calcium, le milieu d'incubation S'aCidzs
également mais dans des proportions moindres dans les conditions de concentrations auxguelles sont utilifes
le calcium et 1'EDTA, ILe pH atteint dans ce cas des valeurs de 1'ordre de 6,7 - 6,8, valeur pour 1esquel‘a
11 est possible de suivre et de quantifier avec suffisamment de précisions 1'hydrolyse des myofibrilles P
le CASF,

s

rées
iqué
ou”

. g o S vité
Au cours de cette investigation, nous avons constaté que pour &tre dans des conditions optimum d'acthlz’
nou
ration®
tre”
s cé

CASF exige la présence dans le milieu d'ions Ca** & une concentration de 1 mM au moins, A ce sujet,
avions signalé que SUZUKI et GOIL (1974) rapportaient. une diminution de 1'activité pour des concent
supérieures a4 1 mM, Il est possible que 1'abaissement du p¥ consécutif & 1'addition 4'EDTA & une concel
tion aussi élevée (10 mM) soit suffisamment important pour mas~uer en partie 1'activité, Par ailleurs, “ aotd’
pH, le pouvoir tampon d'une solution de tris-HC1 0,05 M doit &tre faible. Ie calcium jouant le rdle d W 58”
vateur indispensable au fonctionnement de 1'enzyme doit, en conséquence, &tre présent & une concentratifnl o
turante. Dans la cellule, il se trouve en trés faible quantité puisque sa concentration ne dépasse pas k’;i‘re'
Post mortem, la membrane du Reticulum sarcoplasmigue perd sa capacité deJ?ixer ce cation qui diffuse Pastry
ment en dehors des triades et la concentration intracellulaire d'ions Ca atteint C,ImM. A cette concen
tion, 1l'activité du CASF est tres faible et ceci nous permet de penser que la dégradation des stries
la viande en eours de conservation sera trés lente, Toutefois, cette augmentation de la teneur en ionS
suffirait pour que 1'enzyme devienne active (DAYTON et al,, 1974 ; SUZUKI et GOLL, 1974).
140183
Parallélement aux modifications des propriétés de la membrane du Reticulum sarcoplasmique, le muscle S az;rk
fie Jusqu'a atteindre un pH de 5,5 - 5,6, la chute du pH sera plus ou moins rapide selon la vitesse de : 5
gération du muscle vitessie qui dépendra des conditions de réfrigération mais aussi de la localisation 400
cles sur la carcasse, Ce dernier point peut entrainer des variations considérablesde la vitesse de 12 & yctdk
lyse dans les carcasses de gros bovins (TARRANT, 1975). Pour le CASF, 1'activité est optimale & pH 7!f eﬂﬁ’“
croft trés rapidement de part et d'autre de cette valeur, Au pH de la viande, elle ne dépasse pas 20 & ﬁﬂ ¢
1'activité au pH optimum, Nous avons vu par ailleurs que la stabilité de 1'enzyme semble fortement affecvwf
cours de conservation & un pH voisin de celui de la viande en période de maturation., Toutefois, nous poivﬁé
penser d'une part que 1'abaissement assez progressif du pH entrainera, si c'est le cas, une perte q'act m¢ﬂ
peut &tre moins importante et certainement plus lente et d'autre part que le milieu intracellulaire as? en”
une meilleure protection & 1l'enzyme que la solution employée dans le cas présent. En ce qui concernée 12 éﬂ‘w
pérature, 1'optimum d'activité se situe & 34°C., Le CASF présente entre 24 et 34°C un coefficient de teT%tﬂy
re (Q1 ) de 1,77. Au dessous de 25°C, ce coefficient semble constant et égal 4 1 ce qui signifie que Senﬁe
té de cette enzyme ne sera pas considérablement affectée par les variations de température tout au moin iV
10 et 25°C, Nous n'avons pas mesuré 1'activité & des températures inférieures & 10°C. Au cours de cet®® 165
tigation, nous avons remarqué que 1'activité du CASF variait selon le degré de contraction des myOfibrl 5
Post mortem 1'état de contraction des fibres sera défini entre autre par la vitesse de réfrigération duéwnw
de sorte que la température pourra donc influencer indirectement 1'activité de cette enzyme, Le CASF pf ni
par ailleurs une énergie d'activation relativement élevée (2,5 fois celle de la cathepsine D) ce qui 5%
que son activité sera trés faible aux basses températures,
e
+ 1ibre; négf
»s 61038
es 4 rier
des ", p¥

+
Finalement post mortem, 1l'activité du CASF, absolument dépendante de la présence d'ions Ca
pourra se manifester que dans un milieu dont les caractéristiques de pH et de température sont tr

des conditions optimales d'activité de l'enzyme. Ceci pourrait expliquer la disparition trés lgnte ~ dol

Z en cours de maturation, Compte tenu de la cinétique d'évolution du pH post mortem, 1'action du CAS! sui? &

ailleurs se manifester avant celle des enzymes lysosomales et rien n'empéche de penser qu'elle se pouwr’

cours de conservation,
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Figure 2

‘ une sotution de KHCO, 2mM, EDTA 2mM, MCE partir de cette droite établie par étalonnage de la co-
7,05 & 13,5 mi/h. > lonne de Sephadex G 200 (2,5 x 96 cm)avec les 3 protéi=-

! nes suivantes : y globuline de boeuf (PM : 140 000),

| serumaibumine bovine (PM : 68 000) et myoglobine de

' cheval (PM : 18 000).
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'§§lue : Figure 4 :

Eiﬂ;ﬁiﬁ;gﬁ‘la concentration de protéines myofibril- Influence de la concentration en ion catt

myofibr% activité du CASF les myofibrilles (11,4 mg/ml) sont incu-

s aveo i}les sont incubédes a différentes concentra- bées avec 1'enzyme (Q,OB mg/ml) en pirésen-

~acétay, enzyme (0,06 mg/ml) en présence de tampon ce de tampon tris-acétate 0,1 M, KC1 0,1 M
€ 0,1 M, KC1 0,1 M, MCE 5mM, pH 7,6 et de MCE 5 mM, pH 7,5 et de différentes concen-

additPe“dant 3 mn & 30°C. lLa réaction est arrétée trations de CaCl_ pendant 5 mn & 30°C, Ia
lon A'EDTA (concentration finale 5mM). réaction est arrétée par addition d'EDTA

(concentration finale 5 mM)
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Zigure 5

Influence du pH sur 1'activité protéolytique du CASF

Les myofibrilles (12,1 mg/ml) sont incubées avecil‘énzym?
(0,1 mg/ml) en présence de tampon tris-acétate 0,1 M, KC1
0,1 M, MCE 5mM et CaCl, 5 mM aux pH indiqués pendant 3 mP

4 30°C, La réaction est arrétée par addition d'EDTA (con-

centration finale 5 mM).

Influence du pH sur la stabilité du CASF

Les myofibrilles (10,7 mg/ml) sont incu-
bées avec 1'enzyme (0,09 mg/ml) stockée
aux pH indiqués en présence de tampon

tris-acétate 0,1 M, KC1 0,1 M, MCE £ mM

pH 7,6 et CaCl

5 mM pendant 3mn & 30°C.

La réaction es% arrétée par addition

d'EDTA (concentration finale 5 mM)
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+——eStockage pendant 4 Jours a + 4°C
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Figure 8 :
Représentation graphique de la loi d'ARRHENIUS
pour des températures allant de 15 & 35°C
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Figure 7 :

Influence de la température sur
ITactivité protéolytique du CASF.
Les myofibrilles (12 mg/ml) sont
incubées avec 1'enzyme (0,1 mg/ml)
a4 différentes températures en pré-
sence de tampon tris-acétate 0,1M
KC1 0,1 M, MCE 5mM, pH 7,6 et de
CaCl2 5 mM pendant 3 mn, ILa réac-
tion“est arrétée par addition d'
EDTA (concentration finale 5mM).






