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musc_ulaire_de_ bovin par une collagénase produi te p a r

’ Haile'e lne et KOPP, J. 
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Le
t o ! W 0n£ Ct1f n,uscu1» 're , et en p a r t ic u l ie r  son constituan t essentie l le 
dêftSl^ es d'âmôiUn ^aÇ*eur déterminant de la  dureté de la viande. Une des voies 

d a t io n  snér-?ration de 1a tendreté des muscles riches en collagène est la 
Din$  ̂ Kecitique de cebt e protéine par une collagénase.

Pasteur ^ U° C0ntrat D6RST (nc 76 700 79), en co llabo ra tio n  avec l ' In s -  
“l i r 6 par AchromnKa^aVOr s £tud ié  l ’ action d ’ une collagénase bactérienne, pro-

: '* «U,
tique

sur Îe t is s u  co n jo n c tif  musculaire. Pour pou- 
enJ a yiande Jf  1 cacité  éventuelle de c e tte  collagénase pour 1 ' attendrissage 

*n;dtiQue - 1 convenait d'abord de ca rac té rise r l'in c id e n ce  sur l 'a c t iv i t é
* des- fact
'  ^ ati°neÜrS techn°logiques : conditons optimum de température e t de pH d 'in -‘ des

Üîtê,
facti

5ÎMei

t l î ^ t e u r 1! ^  dans ce tte  étude a été produite et caractérisée par l ' I n s t i -  
° Cultures d ' ï î k ï L l J 9?5 i . Keî 1” Dlouh«î 1976 ï Kei1 e t Kopp, 1979) à par-

eÜPS biologiques : quantité  e t q u a lité  du substrat collagène 

-^méthodes 

La c o l lagénase

he, . L, * ^ ' ' ÜIUU"°1 , INC I I Cl. INUpy,
sPorulIr,é A<;hromobecter iophagus, micro-organisme aérobie non pathogè- 

nt e t ne produisant pas de toxines.Cette Col 1

«CtïJ»2 t & S l  a Un PM de.7ü 000 D et Pure* a une a c t iv ité  spécifique d'en- 
•cmJ '*  sPécif-i«‘ ü?os essai s ont été réa lisés  avec l'enzyme bru te , ayant une 
'fce té testé* „Ue d ‘ environ 10 000 u- WH s o it  env. 0,1 à 0,4 u Kat/mg. Cette 

stablpPar 3 méthode. de Wünch-Heidrich (1963) sur substrat syn th é ti-  
e à o°c Pendant p lusieurs mois lorsque l ’ enzyme est lyo p h ilisé e  et

I Us substrats
C” " a9éne H .

Non* ln tra  -mu seul a ire
*andibavor>s
^'3 »- a,,i s  de . . —  ~ w . . v x . n i j b i »  m i v i o i o  p i w i u n u u a  e t  s i e r n u -
¡•ur J  * t  vachp«°ï1ns d ‘ a9es variab les : ta u r illo n s  de 15-16 mois, génisses de 
de$  ̂ h Coli—  5 de 8-10 ans. Ces muscles ont été cho is is  noue leu r fn r to  to -

1?>
¡¡.h
"V;
? ^ dÎhÏ ''1 mu S r i '  /,uv’'*cssits a

.a l'a cé t«  PV eau M  étant de 1/100. Le résidu co n jo n c tif  obtenu est 
nee Par dos*16 RP  ̂ e t séché a ^ 'a i r * La teneur en collagène de ce t is s u ,

^ a ! U âr’ s dp k1 • Ce collagène de muscles P ectora lis  profundus e t Sterno- 
* * t  vaches°ï1ns d ‘ a9es variab les : ta u r illo n s  de 15-16 mois, génisses de 

a,!.? ,c°)laoè rl M 8-10 ans* Ces ""s c ie s  ont été cho is is  pour leu r fo r te  te - 
C es durs a 2 % du poids f r a is ) ,  qui les classe dans la catégorie

Les »,
15 .J'sciSeC0|

|JJes.°n[ ê ^ o y é s  au broyeur à lames (robot-coupe) pendant deux fo is
1? ra !i!s ïava£pCS protéines sarcoplasmiques et myofi b r i l la i  res sont e x tra ite s  

musri» #SÎP?ess1f s a l ' eau ( + 10-C) avec broyage au Waring-blendor,

' doc 3CN.MC a i a n  . La teneur en eui i agene ae ce t is s u ,
osage de 1 'hydroxyproline (Bonnet, Kopp, 1984) est de 65 à 70%.

-  Mesures des m odifica tions physico-chimiques du t is s u  c o n jo n c tif

Outre la s o lu b il is a t io n  d'une fra c t io n  du collagène dans le f i l t r a t  d 'incuba
t io n ,  la collagénase peut entraîner une m odifica tion  des proprié tés physico
chimiques du collagène inso lub le . Pour é tud ie r ces éventuelles m odifica tions 
nous avons u t i l is é  deux méthodes :

1 - S o lu b ilis a tio n  hydrothermique

Après l'in c u b a tio n  enzymatique, le résidu de collagène inso lub le  a été chauffé 
à 70ÜC pendant 2 h . ,  pH 7,4.

Le dosage de 1'hydroxypro line sur le  f i l t r a t  e t le  résidu de ce tte  cuisson per
met de ca rac té rise r en % de collagène s o lu b il is é  la  s ta b il i té  thermique du t i s 
su après tra item en t enzymatique par le  pourcentage de collagène s o lu b il is é .

2 - Contraction thermique isométrique des f ib re s  d'épimysium

Après l'in c u b a tio n  enzymatique, les f ib re s  d'épimysium dont les sections ont 
été déterminées par le  ca lcu l (Kopp e t Bonnet, 1982) sont disposées dans le 
contractomètre (Kopp et a l . ,  1977). Le chauffage est ré a lisé  en m ilieu  pH 7,4, 
à la  v itesse  de 3°C/mn entre + 20 e t + 95°C. Les diagrammes de contraction  sont 
enregistrés en2fonction  de la température du fou r e t les tensions sont e xp ri
mées en DaN/cm de section in i t ia le  de collagène sec. Le comportement thermique 
des échan tillons  est caractérisé  par t ro is  paramètres : la  tenpérature de début 
de contraction  ( 6  C), la température du maximum de contraction  (Ô M ) et la 
tension maximum a 0 M (TM).

Résultats

-  In fluence des cond itions d 'incuba tion

Influence du pH e t de 1

F ig. 1 : Influence de U  température (a) et du 
libérée après 16 h. d'incubation)

Temperature (a) and pH (b) dépendance 
a 16 h. Incubation)

température (figu res  la  et lb )

(b) sur l 'a c t iv it é  enzymatique (X d'hypro 

enzymatic a c t iv ity  (X Hypro released after

' F'b fe
V  , ®Pimys i um
‘•Qngij. mêmes
^èes ^mu$ d0ran.in,aux nous avons également prélevé des f ib re s  d'épimysium de 
a t l j o u s  ont nà ^es ^ bres lavées à l'e a u , délip idées à l'acétone et sé- 
° Sèn Sa contmiS de ca rac té rise r 1es proprié tés physiques du collagène en 

6 de 88 à 92a% ^°n bydrothermique. Ce t is s u  co n jo n c tif  a une teneur en

S tç . . C i t i o n s  d 'incuba tion
dans * les me
à°^d9én ^mesÜrcenL ° n t été ré a lis ées parallèlement à un témoin identique incubé 
i.+ 50*r Se à d l f i -  ions* sans enzyme- Nous av<>ns testé  l 'a c t i v i t é  de ce tte  

L 'in f i  erents PH de 5,5 à 7,4 et d iffé re n te s  températures de + 10°C 
3 1 o l /5 î Îan>usci,i^ce de ces cond itions d 'incubation  a été étudiée sur du co l-  
’ ° 3 m 00)» opr,H1re de Pecto ra lis  profundus de ta u r il lo n  de 16 mois (rapport 

l  p ndant 16 heures, en m ilieu  Tris-HCl 0,02 M, NaCl 0,23 M, CaCl„

a,
i., es dans i ! ^ 9 i . d 'a c tiv a tio n  de la  réaction enzymatique à pH 7,4 ont été 
. W , Ies memes cond itions.

Pectô r ^U.ant^ ^  du substrat a été testée sur du collagène intramus-de N® Perf.(j, , ' '■CtOral 1 ---— — —1 ̂ *“ M v.v AUI UU Wl I Quelle I 11 «.I UIHU ̂
à 8nheüres 3 1s Profundus de vache de 10 ans, après incubation à 37°C 

Lfc ^  m9. * avec °»1 nig d'enzyme pour des quantités de substrat varian t
l ^ i r * t i

d ad t iv i té  ont été réalisées sur le collagène in tram uscula ire et 
£r». J/250 d'âges d iffé re n ts  à pH 7,4, 37°C avec un rapport E/S de
t j l* co„^ r  °es temPs d 'incuba tion  va rian t de 30 mn à 16 heures.

t o .  c°llaoftn l e f f e t  favorable de la concentration sa line  sur l 'a c t i v i -  
sPè!-Ce dn milie u  ??îSe* nous avons été amenés à fa ire  va rie r la  concentration 

ce tte  to 1ncul)atio n  de 0 à 2 M. Ceci nous a permis d 'é tu d ie r 1 ' 1 n- 
 ̂ e de 1 'envüÜ»r  5n, NaCl sur 1a s o lu b il is a t io n  du substra t, l 'a c t iv i t éi. — - • jui iw J VA . uu '■■Juki UH uu JUUOU a

zyme et la  v itesse de la  réaction  enzymatique.

^  "dscü îL118 l 'a c t iv i té  enzymatique sur les tis su s  co n jo n c tifs
, ^ ^ r es s * ir tS

§t  Fec^r°Piiotométriques

A jP  (19,?! c'"A tiq u e , nous avons u t i l is é  la méthode spectrophotométri- 
er)>JCübation Les u su res  de densité optique à 230 et 270 nm sur les f i l -  

^  en Un\  Perniettent de déterminer la quantité  de substrat dégradé 
temps donné, et l 'a c t i v i t é  enzymatique spécifique.

La e de 1 'k
V t1t* nydro*yprol1ne libérée

l !  amiri?r' byrirî.|,â9ène s o lu b ilis é  sous l'a c t io n  de l'enzyme a été mesurée par 
^  d^ï^v i sP é c ifi^pr°  ^ne du ^ i 1 tra t. d 'incuba tion . Après hydrolyse acide cet 

9*3) iD9Ue du collagène est dosé par la méthode modifiée de Bergman 
Itérée °nnet- e t K°PP* 1984). L 'a c t iv i té  de l'enzyme est exprimée en 

par un ité  de temps ou en hypro libérée % hypro to ta le .

La dégradation du collagène musculaire est largement in fluencée par les condi
tions  de pH et de température. L 'a c t iv ité  est maximum pour des pH >6,0 ( f ig .  
la ) .  A 37°C un abaissement du pH de 7,4 à 5,5 entraîne une réduction de 70 % de 
l 'a c t i v i t é  : respectivement 69,22 % et 19,12 % d'hypro sont respectivement so
lu b il is é s  lo rs  d'une incubation pendant 16 h de collagène Intram uscula ire.

L 'in a c t iv a t io n  par la température ( f ig .  lb ) est rapide au-delà de 45-50°C d 'au
ta n t plus que le  pH est plus acide. Aucune a c t iv i té  n 'e s t décelable après 15 mn 
à 55°C. L 'énerg ie d 'a c tiv a tio n  es t constante entre + 20 et 37°C et éqale â 
63 000 Cal/Mole.

Influence du temps d 'incuba tion  ( f ig .  2)

Effect of Incubation tlM i(h ou rs ) on collagen
breakdown ( —  X Hypro released,...... 0.0. of
f i l t r a te )

Le temps d 'a c tio n  de l'enzyme in flu e  sur le  niveau de dégradation du collagène. 
Des temps longs sont nécessaires quel que s o it  le  t is s u  considéré. Pour un t i s 
su c o n jo n c tif  in tra -m uscu la ire  de P ectora lis  profundus d'animal de 16 mois, le 
niveau de 80 % de la  s o lu b il is a t io n  maximum est obtenu qu'après 5 heures d 'in 
cubation.

Influence de la  concentration en NaCl ( f 1 g. 3a -  3b)

Dans les cond itions optima de pH e t de température (7,4 ; 37°C) nous avons
constaté que la concentration en NaCl du m ilieu  d 'incubation  ne d o it pas ê tre  
in fé r ie u re  à 0,2 M.

Dans ces cond itions la  constante d 'a f f in i té  Km e t la v itesse maximum Vm sont 
respectivement m u ltip lié e s  par 15 et 14 par rapport aux valeurs obtenues en 
l'absence de se l.
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b - L i vitesse de l'hydrolyse enzym«t1que

E ffect o f sa lt concentration (NaCU on :
a ■ Substrate solub iliza tion  (0.0.) 
b - So lub ilization rate

enzyme specific a c t iv ity  (AS)

In fluence du substrat

Influence de la  quantité  de substrat ( f ig .  4)

Fig. 4 : Influence de la  quantité de substrat : dro ite de 
llneweaver-Burk (hypro libérée)

Effect o f substrate amount : lineweaver-Burk p lo t

Nous avons incubé des quantités variab les (20 à 80 mg) de collagène intramuscu
la ire  de P ecto ra lis  profundus de vache de 10 ans (à 37°C, 1 h, pH 7,4)_^vec 0,1 
mg d'enzyme. Dans ce% cond itions nous avons obtenu un Km de 2,72 à 10 mole/1 
et une Vm de 1,65 10_T> mole/1. L 'a f f in i té  de la collagénase pour ce substrat 
est donc grande.

lair«"Comparaison de l 'a c t io n  sur collagène intramuscu 
épimysia! j

Alors que sur le  collagène in tram uscula ire l 'a c t io n  de l'enzyme est Vj qUe ^  
proportionne lle  à l'â ge  ( f ig .  5 ), sur l'épimysium, curieusement, 
l'â ge  de l'a n im a l, l'enzyme rie dégrade qu'une fra c tio n  constante o ^név^ 
20 %, du collagène ( f ig .  6). Malgré ce tte  fa ib le  s o lu b il is a tio n  °ef ^ 0n, ^  
par l'enzyme, les proprié tés des f ib re s  au chauffage, après incuba 
s ig n ifica tive m en t modifiées ( f ig .  7).

; ¡ti**
Influence de 1'lncubatlon 
J7*C (pH 7.4) sur la contraction (tw,r1" 
Isométrique de fibres épimysl»'**
16 mois) ^  jj*(

Effect of enzymatic treatment l i * £ m " * *  
at pH 7.4) on isometric tension « , 
of eplmysla! fibe rs  (16 month*

I l  y a réduction importante des tensions isométriques au-delà de 10 d'ajJf
de dénaturation. Ces ré su lta ts  nous conduisent à penser que, ^
collagénases, ce tte  enzyme présente des a f f in ité s  variab les en f ° nc 
génétique de collagène (Weiss, 1976).

Discussion - Conclusion

Après l'a ba ttage  des animaux, le  muscle sub it des m odifications 7,2*^ 
progressives, i l  s'en s u it  un abaissement du pH en 24 heures de 7,t r i tvfe 
- 5,8. A ce tte  chute de pH est associée une dim inution de la tempe'

m i

ta n t plus rapide que la température de conservation est plus basse..act-iv1r5 
que, compte tenu de l'im portance du pH et de la  température sur 10 
l'enzyme, c e l le -c i sera rapidement rédu ite  sur le collagène ih 
l 'é v o lu t io n  post mortem normale. I l  ny
De p lus, le temps d 'a c tio n  de l'enzyme in flu e  bien favorablement s pe^ff 
de dégradation du collagène mais in  s itu ,  le  temps e f fe c t i f  d 'act ch“1 
in fé r ie u r  au temps optimum nécessaire en ra ison essentiellement de 
pi de de pH et de température. ^

A la  vue de l'ensemble de ces ré s u lta ts , i l  semble bien que le  Pr® ^t 13 /  
lim ita n t à une u t i l is a t io n  pour T  a ttendri s sage des muscles durs, te ^ ic  '' 
nution simultanée du pH et de la  température dans un in te rv a lle  0 ^  3 
par rapport à la  v itesse propre de la  réaction enzymatique e n e'  
type de substra t. ^

Ces conclusions ont été confirmées lo rs  de l'é tu d e  de l'in f lu e n c e ^  c0]V^ 
t io n  de ce tte  collagénase sur la tendreté de muscles riches n«a P" 
(Bonnet, Kopp, 1983). I l  fau t noter que ce tte  étude sur muscles.

Influence de la  q u a lité  du substrat 

Degré de ré tic u la tio n

Avec l'â g e , le  collagène musculaire se ré tic u le . Cette polym érisation se t ra 
d u it par une m odifica tion  de ses proprié tés physico-chimiques : une dim inution 
de sa s o lu b il ité  hydrothermique et une augmentation des températures et ten 
sions maxima de contraction  isométrique. La collagénase v o it  son a c t iv ité  sur 
le  collagène in tram uscula ire fre inée  par les m odifica tions q u a lita t iv e s  du sub
s tra t avec l'â g e  ( f ig .  5)

Fig. 5 :
Influence 4e 1« ré ticu la tion  du collagène In tra 
musculaire (ige des animaux) sur la vitesse de 
so lub ilisa tion  par la co)lag»nase

Effect of collagen cross!Inking state (animal 
age) on Us so lu b iliza tio n  rate

fs fs

Solub ilisation enzymatique de collagène èpOApyttl
de s ta b il ité  thermique variable (animaux de 16 mois 
t  10 ans)

Enzymatic so lu b iliza tio n  of eplmysla) collagen 
varying in thermal s ta b i l i ty  (animals aged 16 months 
to  10 years)

f a ite  qu'après in je c tio n s  d irec tes  d'enzymes dans les muscles, 
tée ante mortem étant inhibée par le  sérum : ce tte  in h ib it io n  a ,079) 
in v it r o  sur du collagène in tram uscula ire e x tra it  (K e il e t Kopp-

rs v

'é
I l  s'avère donc que s i le  p o ten tie l de dégradation du collagène . ^ 1 V I 
ce tte  collagénase est trè s  im portant, les cond itions optima d ' aC“|Ur$ r ’c 
s ig n ifica tive m en t son in té rê t pour 1 ' a ttendri s sage de muscles 
collagène.
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Le pourcentage to ta l du collagène que l'enzyme est capable de dégrader ne d im i
nue que faiblem ent entre 16 mois et 10 ans, mais le temps nécessaire pour at- 
t i i . d i f  ce résulta t, augmente rapidement avec l'â ge  de l'a n im a l.

130


