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Ol ]300 CONJonct if musculaire, et en particulier son constituant essentiel le
zmb]“'d.es‘ un facteur déterminant de la dureté de la viande. Une des voies
9"ddat10" '"?h,Oraticn de 1a tendreté des muscles riches en collagéne est la
Bing | SPEcifique de cette protéine par une collagénase.
e
bty pi:::;e d'un contrat DGRST (n® 76 700 79), en collaboration avec 1'Ins-
Yoj r Ac;; Nous avons &tudié 1'action d'une collagénase bactérienne, pro-
t T tester 1F"Dbﬂctgr iophagus, sur le tissu conjonctif musculaire. Pour pou-
W la Viande efficacité éventuelle de cette collagénase pour 1'attendrissage
’Yﬂiatique > 1 convenait d'abord de caractériser 1'incidence sur 1'activité
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. Wbty EUrs technologi ues : conditons optimum de température et de pH d'in-
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i furs biologiques : quantité et qualité du substrat collagéne
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Uey ~ La collagénase
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"u: Pisteu:‘hs?e dans cette étude a été produite et caractérisée par 1'Insti-
% cutypec ] € al., 1975 ; Keil-Dlouha, 1976 ; Keil et Kopp, 1979) & par-

* fon Sporues d'Achromobacter iophagus, micro-organisme aérobie non pathogé-

ant et ne produisant pas de toxines.
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;{?" 5 ;zi't“;se 8 un PM de 70 000 D et pure, a une activité spécifique d'en-

.c"‘"té sp if'!‘g' Nos essais ont été réalisés avec 1'enzyme brute, ayant une

qug, 1€ togye 19U€ d'environ 10 000 U. WH soit env. 0,1 & 0,4 p Kat/mg. Cette

S‘N’:k st Stabe] Par la méthode de Wiinch-Heidrich (1963) sur substrat synthéti-
é"é()“c € pendant plusieurs mois lorsque 1'enzyme est lyophilisée et

" Les substrats
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s ~ ey intra-musculaire
Mg Vong .
q‘buhﬁse:"a‘{ ce collagéne de muscles Pectoralis profundus et Sterno-
s gy Vacﬁ bovins d'ages variables : taurillons de 15-16 mois, génisses de
0 Col 1, :s de 8-10 ans. Ces muscles ont été choisis pour leur forte te-
les dugrs (1 @2 % du poids frais), qui les classe dans la catégorie
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15 UScleg ‘
Darsicl){ldes.o"‘ €té broyés au broyeur & lames (robot-coupe) pendant deux fois
le ra"fns lava €S protéines sarcoplasmiques et myofibrillaires sont extraites
) P?"t musges Successifs & 1'eau (+ 10°C) avec broyage au Waring-blendor,
détgp dé 3 "aC]E (P)/eau (V) étant de 1/100. Le résidu conjonctif obtenu est
"Minge parcéw”e (RP) et séché a 1'air. La teneur en collagéne de ce tissu,
d°539e de 1'hydroxyproline (Bonnet, Kopp, 1984) est de 65 & 70%.
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%3,“1"« dsra")maux nous avons également prélevé des fibres d'épimysium de
“;: Noy °nt51‘ Ces fibres lavées & 1'eau, délipidées a 1'acétone et sé-
t"]lagg“er sa o orMis de caractériser les propriétés physiques du collagéne en
" do aacg"‘gizraction hydrothermique. Ce tissu conjonctif a une teneur en
%.

;w‘h] Conditiong 4
ing ) leg
?'I,;zs lném":ss"res ont été réalisées parallélement & un témoin identique incubé
s §jendse 3 dicg"?'-tions, sans enzyme. Nous avons testé 1'activité de cette
t‘g ne C, .inﬂfe"ents pH de 5,5 & 7,4 et différentes températures de + 10°C
3’5 N 1i"tra us, uence de ces conditions d'incubation a été &tudiée sur du col-
1103 /200) Culaire de pectoralis profundus de taurillon de 16 mois (rapport
M. Pendant 16 heures, en milieu Tris-HC1 0,02 M, NaCl 0,23 M, CaCl,

incubation
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Tsge S d ;
i fes dansé"erg‘e d'activation de la réaction enzymatique & pH 7,4 ont été
Qu}'tﬂ“ S mémes conditions.

Eipng CE g
kda": de p:ct]“ quUantité du substrat a 6té testée sur du collagéne intramus-

?053 heur.eora S profundus de vache de 10 ans, aprés incubation & 37°C
lgg & p > avec 0,1 mg d'enzyme pour des quantités de substrat variant
108 0
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\PinyeGues g0 o
/]U(!n‘;i‘um d: d aCtivité ont &té réalisées sur le collagéne intramusculaire et
& 17250 MSCles d'ages différents a pH 7,4, 37°C avec un rapport E/S de
t@”n Cony POuUr des temps d'incubation variant de 30 mn a 16 heures.
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0??: de 1'effet favorable de la concentration ;aline sur l'actiyi-

e Qu Mijey on25€, nous avons été amenés a faire varier la concentration

tigy 0 Cetra 4 inCubation de 0 & 2 M, Ceci nous a permis d'étudier 1'in-

ue de ]'e teneur en NaCl sur 1a solubilisation du substrat, 1'activité
®nZyme et la vitesse de la réaction enzymatique.
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;a:ls dx‘?pb (];;]19 Cinétique, nous avons utilisé la méthode spectrophotométri-
]‘e""‘tuba” ). Les mesures de densité optique & 230 et 270 nm sur les fil-
e 2y, en N, permettent de déterminer la quantité de substrat dégradé
un temps donné, et 1'activité enzymatique spécifique.

1'activité enzymatique sur les tissus conjonctifs
s
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L Ury de 1y,
I‘?:‘"“tg Ydroxyproline 1ibérée
i, ey o
Qt‘t‘ n,:: en hygollagéne solubilisé sous 1'action de 1'enzyme a €té mesurée par
Y G?I]Q ng sb&:‘)’_‘wroline du filtrat d'incubation. Aprés hydrolyse acide cet
hypfb(]lg(m Téque du collagéne est dosé par la méthode modifiée de Bergman
Tbérg,

onnet et Kopp, 1984). L'activité de 1'enzyme est exprimée en
€ Par unité de temps ou en hypro libérée % hypro totale.

- Mesures des modifications physico-chimiques du tissu conjonctif

Outre la solubilisation d'une fraction du collagéne dans le filtrat d'incuba-
tion, 1la collagénase peut entrainer une modification des propriétés physico-
chimiques du collagéne insoluble. Pour étudier ces éventuelles modifications
nous avons utilisé deux méthodes :

1 - Solubilisation hydrothermique

Aprés 1'incubation enzymatique, le résidu de collagéne insoluble a été chauffé
a 70°C pendant 2 h., pH 7,4.

Le dosage de 1'hydroxyproline sur le filtrat et le résidu de cette cuisson per-
met de caractériser en % de collagéne solubilisé la stabilité thermique du tis-
su aprés traitement enzymatique par le pourcentage de collagéne solubilisé.

2 - Contraction thermique isométrique des fibres d'épimysium

Aprés 1'incubation enzymatique, les fibres d'épimysium dont les sections ont
€té déterminées par le calcul (Kopp et Bonnet, 1982) sont disposées dans le
contractométre (Kopp et al., 1977). Le chauffage est réalisé en milieu pH 7,4,
3 la vitesse de 3°C/mn entre + 20 et + 95°C. Les diagrammes de contraction sont
enregistrés en,fonction de la température du four et les tensions sont expri-
mées en DaN/cm” de section initiale de collagéne sec. Le comportement thermique
des échantillons est caractérisé par trois paramétres : la température de début
de contraction (@ C), la température du maximum de contraction (@ M) et la
tension maximum & & M (TM).

Résultats
- Influence des conditions d'incubation

Influence du pH et de la température (figures la et 1b)

% wreen socons

Fig. 1 : Influence de la température (a) et du pH (b) sur 1'activité enzymatique (% d'hypro
Vibérée aprés 16 h. d'incubstion)

Temperature (a) and pH (b) dependance of enzymatic activity (% Hypro released after
a 16 h. incubation)

La dégradation du collagéne musculaire est largement influencée par les condi-
tions de pH et de température. L'activité est maximum pour des pH>» 6,0 (fig.
1a). A 37°C un abaissement du pH de 7,4 a 5,5 entraine une réduction de 70 % de
1'activité : respectivement 69,22 % et 19,12 % d'hypro sont respectivement so-
Tubilisés Tors d'une incubation pendant 16 h de collagéne intramusculaire.
L'inactivation par 1a température (fig. 1b) est rapide au-delad de 45-50°C d'au-
tant plus que le pH est plus acide. Aucune activité n'est décelable aprés 15 mn
a 55°C. L'énergie d'activation est constante entre + 20 et 37°C et égale &

63 000 Cal/Mole.

Influence du temps d'incubation (fig. 2)
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Fig. 2 : Influence du temps d'incubation (37°C, pH 7,4) sur
1'hydrolyse enzymatique (— % Hypro 1ibérée,
wee 0,0, di filtrat d'incubation)

Effect of incubation timei(hours) on collagen
breakdown (— % Hypro released, ... 0.D. of
filtrate)

Le temps d'action de 1'enzyme influe sur le niveau de dégradation du collagéne.
Des temps longs sont nécessaires quel que soit le tissu considéré. Pour un tis-
su conjonctif intra-musculaire de Pectoralis profundus d'animal de 16 mois, le
niveau de 80 % de 1a solubilisation maximum est obtenu qu'aprés 5 heures d'in-
cubation,

Influence de la concentration en NaCl (fig. 3a - 3b)
Dans les conditions optima de pH et de température (7,4 ; 37°C) nous avons
constaté que la concentration en NaCl du milieu d'incubation ne doit pas étre
inférieure a 0,2 M.
Dans ces conditions la constante d'affinité Km et la vitesse maximum Vm sont

respectivement multipliées par 15 et 14 par rapport aux valeurs obtenues en
1'absence de sel.
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Fig. 3 : Influence de la concentration saline (NaCl) sur
a - La solubilisation du substrat (0.0.) et 1'activité spécifique de 1'enzyme (AS)
b - La vitesse de 1'hydrolyse enzymatique

Effect of salt concentration (NaCl) on :
Substrate solubilization (0.0.) and enzyme specific activity (AS)
b - Solubilization rate

- Influence du substrat

Influence de la quantité de substrat (fig. 4)

Fig. 4 : Influence de 12 quantité de substrat : droite de
Lineweaver-Burk (hypro 1ibérée)

Effect of substrate amount : Lineweaver-Burk plot

Nous avons incubé des quantités variables (20 & 80 mg) de collagéne intramuscu-
laire de Pectoralis profundus de vache de 10 ans (@ 37°C, 1 h, pH 7,4}_gvec 0,1
mg d'enzyme. Dans ceg conditions nous avons obtenu un Km de 2,72 & 10 ~ mole/1
et une Vm de 1,65 10 mole/1. L'affinité de la collagénase pour ce substrat
est donc grande.

Influence de la qualité du substrat
Degré de réticulation

Avec 1'age, le collagéne musculaire se réticule. Cette polymérisation se tra-
duit par une modification de ses propriétés physico-chimiques : une diminution
de sa solubilité hydrothermique et une augmentation des températures et ten-
sions maxime de contraction isométrique. La collagénase voit son activité sur
le collagéne intramusculaire freinée par les modifications qualitatives du sub-
strat avec 1'age (fig. 5)

Influence de s réticulation du collagine intra
musculaire (age des animaux) sur 1a vitesse de
solubilisation par 13 collagénase

Effect of collagen crosslinking state (animal
age) on its solubilization rate

Fig. 6
Solubilisation enzymatique de collagine épmipyiid
de stabilité thermique variable (animaux de 16 mois
= 410 ans)

[Nenp—

Enzymatic solubilization of epimysial collagen
varying in thermal stability (animals aged 16 months
to 10 years)

Le pourcentage total du collagéne que ]'enzyme est capable de dégrader ne dimi-
nue que faiblement entre 16 mois et 10 ans, mais le temps nécessaire pour at-
teirdre ce vécultat augmente rapidement avec 1'age de 1'animal.
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Comparaison de 1'acticn sur collagéne intr
épimysial

Alors que sur le collagéne intramusculaire 1'action de 1'enzyme

proportionnelle & 1'age (fig. 5), sur 1'épimysium, curieusement, q"e}.n ﬂ? t

1'age de 1'animal, 1'enzyme ne dégrade qu'une fraction constante de o,,gvrﬂ"

20 %, du collagéne (fig. 6). Malgré cette faible solubilisation de;af?a"' ¢ |
b 3

par 1'enzyme, les propriétés des fibres au chauffage, aprés inc!

significativement modifiées (fig. 7). p
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I1 y a réduction importante des tensions isométriques au-deld de 12 Y d‘l“;‘;; h
de dénaturation. Ces résultats nous conduisent a penser que, C°uo,‘ o E
collagénases, cette enzyme présente des affinités variables en fonc L
génétique de collagéne (Weiss, 1976). P

Discussion - Conclusion

socm® !
Aprés 1'abattage des animaux, le muscle subit des modifications D‘_”;,z"‘,- Tt
progressives, i1 s'en suit un abaissement du pH en 24 heures de 75 LA
- 5,8. A cette chute de pH est associée une diminution de 1a tempérd st
tant plus rapide que la température de conservation est plus b6559',acti\l‘ (] b
que, compte tenu de 1'importance du pH et de la température su’ 1126 ott
1'enzyme, celle-ci sera rapidement réduite sur le collagéne in 1 &
1'évolution post mortem normale. o te
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De plus, 1le temps d'action de 1'enzyme influe bien favorablement ?";p !:: U
de dégradation du collagéne mais in situ, le temps effectif d'«’ct‘aa k|
inférieur au temps optimum nécessaire en raison essentiellement de
pide de pH et de température. W[{ :"
opttgl n
A la vue de 1'ensemble de ces résultats, i1 semble bien que 1 prem‘; Wg‘i
limitant & une utilisation pour 1'attendrissage des muscles durs, # tEmpSlt
nution simultanée du pH et de 1a température dans un intervalle de a2 V
par rapport & la vitesse propre de la réaction enzymatique el L
type de substrat. liﬁé
{

Ces conclusions ont été confirmées lors de 1'&tude de 1'influen
tion de cette collagénase sur la tendreté de muscles riches "
(Bonnet, Kopp, 1983). I1 faut noter que cette étude sur muscless

i N
congy @il
faite qu'aprés injections directes d'enzymes dans les muscles, | e"?co"f'
tée ante mortem étant inhibée par le sérum : cette inhibition @ 979), ¥
in vitro sur du collagéne intramusculaire extrait (Keil et Kopp» ! ‘3“': n;

uls gl
I1 s'avére donc que si le potentiel de dégradation du collagéneé 'T'“?:e "; 1 "
cette collagénase est trés important, les conditions optima d'acti¥ et
significativement son intérét pour 1'attendrissage de muscles ! '
collagéne.
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