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Introduction

Le traitement par hautes pressions est un procédé qui consiste a appliquer une pression
sur un liquide dans lequel le produit d’intérét est immerge : cette pression peut atteindre 6000

fois la pression atmosphérique dans I’industrie agro-alimentaire.

Ce procédé fait figure de procédé innovant en industrie agro-alimentaire, car il s’inscrit
dans la droite lignée de la pasteurisation, et a méme été surnommé « pasteurisation a froid ». Les
études de Hite, Roger et Reignard a la fin du XIX®™ siécle ont mis en évidence que ce procédé
permettait d’améliorer la conservation des aliments par une dégradation de la flore bactérienne,
tout en conservant les propriétés organoleptiques des aliments. La seule entrave, a un
développement important de cette technique, fut la mise au point et la fabrication d’enceintes
sécurisées avec des volumes suffisamment conséquents pour une application dans 1’industrie
agro-alimentaire.

Depuis une quinzaine d’années, on a vu apparaitre sur le marché japonais, des produits
traités par hautes pressions comme de la confiture et des compotes. Ce nouveau procédé s’est
développé et étendu d’abord sur ce méme marché a une plus large gamme de produits. Ce
procédé a ensuite franchi les frontieres, pour gagner I’Europe avec du jambon commercialisé en
Espagne par Espufia et du jus d’orange commercialis¢ en France par Pampryl, ainsi que le
continent américain avec du guacamole développé par Avomex au Mexique.

Les nombreux avantages de ce procédé ont été vantés et mentionnés : une dégradation de
la flore bactérienne, aucune modification des vitamines, une faible modification de la couleur...
Les études entreprises plus précisément sur le procédé et les interactions avec les biomolécules
ont mis en évidence que les hautes pressions ne modifiaient pas les vitamines, activaient ou
inhibaient des enzymes, entrainaient une transition de phase liquide-solide des lipides,
modifiaient la structure tridimensionnelle des polysaccharides et des protéines conduisant a la
formation de nouvelles textures. De nouvelles applications du procédé comme la texturation de
produits alimentaires sont envisagées.

La texture est un critére important pour la viande et pour le poisson, mais aussi un gage
de qualité. Les consommateurs recherchent une viande tendre, tandis que pour le poisson,
I’attente est toute autre, une chair ferme est recherchée. La viande bovine a besoin d’un long
processus de maturation pour que sa tendreté soit améliorée. Ceci passe par une action

concomitante de réactions enzymatiques et de mécanismes physico-chimiques se produisant,
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aprés la mort de I’animal. Pour le poisson, 1’altération de la chair fait suite a une action
enzymatique, physico-chimique et bactérienne. Tous ces mécanismes de dégradation entrainent
une diminution de fermeté de la chair. De la viande ou du poisson, un point commun peut étre
souligné : I’action privilégiée des enzymes dans les mécanismes dégradatifs, et plus précisément
des cathepsines et des calpaines. Les implications de ces différentes familles de protéases sont
connues, mais il demeure, néanmoins, quelques incertitudes quant a 1’implication de telles ou
telles protéases au cours de la période post-mortem et a leur degré de participation a I’altération

des protéines myofibrillaires.

Les hautes pressions ont révélé une action sur la structure des protéines ; elles peuvent
donc jouer un role sur les fonctions catalytiques par un changement de la structure des protéases.
Les effets dépendent principalement de la structure de I’enzyme (monomérique ou oligomérique)
ainsi que des conditions de traitements (temps, intensité de pression, pH, température,...). Dans
le cas de la viande, une activation des mécanismes protéolytiques est recherchée permettant de
réduire la période de maturation et pour la chair de poisson, il serait plutét souhaité une
inhibition des activités enzymatiques conduisant a son altération, afin de conserver la fermeté de
la chair. Les précédents travaux sur 1’étude des hautes pressions sur les muscles de poisson et le
muscle bovin ont souligné un impact important sur la couleur du produit donnant 1’apparence
d’un produit cuit. Cette modification est un point critique pour le consommateur. Au cours de ce
travail, nous nous intéresserons a comprendre les modifications entrainées par ce procéd¢, afin
de pouvoir 'utiliser a bon escient. Une bonne connaissance des modifications des protéases en
fonction des paramétres de pressurisation pourrait permettre de contrler les activités

enzymatiques.

La démarche qui caractérise cette ¢tude débute par une caractérisation des principales
protéases impliquées dans les dégradations des protéines de structure du muscle de viande et de
poisson. Elle se poursuit par une évaluation des effets des hautes pressions ainsi que de la
conservation réfrigérée sur les activités de ces protéases et par une compréhension des

mécanismes de fonctionnement.

Le présent travail sera basé sur trois axes fondamentaux en vue de présenter le sujet et de
le restituer dans son contexte, d’exposer les techniques utilisées, de rapporter les résultats
obtenus, de les discuter et de conclure sur I’ensemble du travail de recherche.

Le premier axe, intitulé Bibliographie, présente le procédé¢ de hautes pressions,
caractérise le muscle de poisson et de mammifére, décrit les mécanismes enzymatiques apres
I’abattage et synthétise les résultats des études déja effectuées sur des sujets proches.

Le deuxieme axe, nommé Matériels & Méthodes, précise les muscles utilisés, et énumere

et décrit les techniques d’analyse utilisées.
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Et enfin, le troisiéme axe, intitulé Résultats & Discussion, fait état des résultats obtenus
au cours de cette étude, et les explications apportées pour comprendre les différents phénomenes.
Six parties distinctes sont soulignées :

xFtudes préliminaires : dans ce paragraphe, il est présenté les résultats d’études sur
I’effet du vide sur les protéases et la caractérisation de la purification des calpaines par
chromatographie d’interactions hydrophobes.

xComparaison de I’activité¢ des enzymes entre la viande et le poisson : dans cette partie,
nous apportons une caractérisation, une quantification ainsi qu’une comparaison des différentes
protéases responsables de la dégradation musculaire dans la viande et dans la chair de poisson.

xEffet de la pression sur I’activité des enzymes protéolytiques : ce point explique le
choix des paramétres du traitement par hautes pressions et montre les effets des hautes pressions
sur les différentes classes de protéases, aussi bien dans la viande que dans le muscle de poisson.

xEffet de la pression et du temps sur 1’activité enzymatique des protéases et sur les
protéines du muscle de poisson: dans cette partie, il est présenté 1’évolution des activités
enzymatiques dans le muscle de poisson au cours du entreposage en condition réfrigérée apres
avoir été soumis a un traitement hautes pressions.

xEffet de la pression et du temps sur la texture, la couleur et la micro-structure du muscle
de poisson : dans cette cinquiéme partie sont étudiés, au cours du entreposage, les critéres
révélateurs de 1’état d’altération du muscle de poisson apreés que les échantillons ont subi un
traitement hautes pression.

xModifications post-mortem des protéines de muscle de viande
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1. Les hautes pressions

1.1. La pression : définition

Lorsqu'une force s'exerce sur une surface, l'effet engendré s'exprime par le quotient de
l'intensité de cette force par unité de surface. Ce quotient s'appelle la pression.

- F Newt
Pression (Pascal) = orce (Newton)

Surface (m?)

Dans le Systéme International d'unités, la pression s'exprime en pascal (Pa) : 1 Pa=N.m™.
Il existe d'autres unités de pression, les plus courantes étant lI'atmosphére (atm), le bar, le
« millimetre de mercure ». Les équivalences de ces différentes unités sont répertoriées dans le
tableau ci-dessous :

Unités Abréviations Conversions en MPa
Atmosphere atm 0,1013

Bar bar 0,1

Livre par pouce carré psi 6,892.10™

Kiloforce par centimétre carré kg.cm™ 0,1019

Millimetre de mercure mmHg 1,34.10™

Torr torr 1,34.10"

Tableau 1 : Equivalences des différentes unités de pressions
Au niveau de la mer, la pression moyenne est égale a 760 mm de mercure, ou 1013
millibars (mbar): cela représente la pression atmosphérique. Cette pression décroit avec

l'altitude.

1.2. L’histoire des hautes pressions

A la fin du XIX®™ siécle, Regnard en 1884 (cité par Tonello, 1998) avec ses travaux sur
I’altération bactérienne du lait et de la viande, Roger en 1885 (cité par Tonello, 1998) avec ses
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travaux sur la destruction de certains micro-organismes et Hite en 1899 avec ses études sur le lait
et les produits a base de fruits, ont découvert 1’utilité des hautes pressions pour la conservation
des aliments. Ce procédé pourrait suppléer la pascalisation : on lui attribue méme le nom de
pascalisation a froid. Apres 1’utilisation de ce procédé, on remarque que la plupart des propriétés
des aliments sont conservées telles que la couleur d'origine du produit frais, la teneur en
vitamines et le golit tout en assurant un assainissement microbiologique.

Aujourd’hui, les consommateurs sont de plus en plus exigeants. Ils veulent une nourriture
la plus fraiche possible, la plus « naturelle » avec un minimum d’emballage, une grande qualité
en terme de flaveur, de texture, d’apparence et de valeur nutritionnelle et tout cela avec une
durée de conservation étendue.

L’utilisation des hautes pressions pourrait donc permettre de répondre a un certain nombre
d’attentes des consommateurs.

Il a fallu attendre un siécle pour voir resurgir le procédé de pressurisation appliqué a
I’industrie agroalimentaire. La barriére était la construction de machine adaptée pour les
industries agro-alimentaires. Cette reprise d’activité, il y a une quinzaine d’années, a suscité une
forte attention entrainant une recherche active et un développement de ces activités.

Elle s’est d’abord concentrée sur le marché japonais ou 1’on a pu voir de la marmelade de
fraises commercialisée sous la marque Meidi-Ya. Les japonais ont ensuite diversifié les produits
pressurisés (jus de fruits, viandes, poissons, gateaux de riz, jambon de beeuf, saké, etc.) ainsi que
la gamme des machines de traitement.

Par la suite le procédé a dépassé les frontieres japonaises et d'autres pays se sont lancés
dans cette nouvelle technologie aussi bien en Amérique avec du guacamole commercialisé par
Avomex et des huitres crues de Motivatit et en Europe: en France avec du jus d'orange
fraichement pressé de la société Ulti-Fruit de Pernod Ricard et en Espagne avec du jambon cuit
tranché pressurisé vendu par la société Espuiia.

Cette vague de hautes pressions est représentée maintenant sur presque tous les continents

mais I’avance des japonais reste indéniable.

1.3. Mode d’action des hautes pressions

En 1984, Henri Le Chatelier énonga le principe suivant: « Tout systéme en équilibre
chimique stable soumis a l’influence d’une cause extérieure qui tend a faire varier soit la
température soit sa condensation (pression, concentration) dans sa totalit¢ ou seulement dans
quelques-unes de ses parties, ne peut éprouver que des modifications intérieures qui, si elles se
produisent seules, améneraient un changement de température ou de condensation de signe
contraire a celui résultant de la cause extérieure». Ce principe empirique traduit le fait que la
pression agit sur de nombreuses molécules et qu’elle peut engendrer des perturbations telles que
des changements conformationnels, des modifications de réactions chimiques et des
changements d’états.

12
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L’influence de la pression a température constante est décrite par la loi de modération de
Le Chatelier. Une augmentation de la pression appliquée a un systéme maintenu a température
constante entraine un déplacement de 1’équilibre dans le sens de la réaction qui a température et
a pression constante, s’exécute avec une diminution de volume. Ceci favorise le rapprochement
des molécules entre elles. Le principe de Le Chatelier peut étre aussi explicité de facon plus
¢lémentaire. Si I'on modifie les conditions d'un systéme en équilibre, celui-ci réagit de facon a
s'opposer en partie aux changements qu'on lui impose, jusqu'a ce qu'il atteigne un autre état
d'équilibre.

L'influence d'une variation isotherme de la pression sur la constante d'équilibre est donnée
par I’expression générale du changement d’énergie ou enthalpie libre AG.
Si I’on s’intéresse a un équilibre ¢lémentaire A © B, cela se traduit par :

AG =-R.T.InK = AE + P.AV - T.AS

avec R : constante des gaz parfaits, T : température, K : constante de réaction, P : pression, AE :
variation d’énergie interne totale, AG : enthalpie libre, AS : variation d’entropie.

L'utilisation de la pression comme variable physique va changer seulement le volume du
systeme contrairement a la température qui modifie 1'énergie interne et le volume du systéme.

On peut donc ainsi déterminer AV comme la différence entre 1’état final (V) et 1’état
initial (V) par I’expression suivante :

AV = V-V 5 = (8.A G/ 5p)r = -R.T.(8.InK/ 8p)r

Ainsi, si le volume augmente au cours de la réaction (AV > 0) et si la pression diminue (dP
< 0), alors dAG < 0 et AG diminue ; la transformation sera favorable. De méme, si le volume
augmente au cours de la réaction (AV > 0) et si la pression augmente (dP >0), alors dAG > 0 et
AG augmente, la transformation sera défavorable. Si a température constante la pression
augmente, le systéme évolue naturellement dans le sens qui entraine une diminution du volume
du systéme, et inversement si la pression diminue, le systéme évolue dans le sens qui entraine
une augmentation du volume du systéme.

La loi énoncée par Le Chatelier peut permettre de prédire les modifications apportées par
I’action de la pression sur les molécules. Suivant la valeur de AV de formation d’une liaison
chimique, celle-ci sera soit favorisée, soit inhibée par la pression.

La rupture des liaisons covalentes a un AV de 10 mlmol”. Elle est inhibée par
I’augmentation de la pression, ainsi les liaisons seront rendues beaucoup plus stables. Les
liaisons électrostatiques ont un AV de -10 ml.mol™ ; la pression entraine la dissociation ionique.

Les liaisons hydrophobes, dont le AV est positif, sont détruites lorsque les pressions sont
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inférieures a 100 MPa, et renforcées au dessus. Enfin, les liaisons hydrogeénes sont généralement

favorisées par la pression (AVa-3ml.mol™), ce qui permettra d’expliquer la formation de gels.

1.4. Les modes d’application

La technique de pressurisation consiste a appliquer une pression sur un liquide qui contient
les produits devant subir le traitement. La compressibilité du liquide transmettant la pression est
faible. Souvent, le liquide utilisé¢ est I’eau. Il en découle ainsi l'appellation « hautes pressions
hydrostatiques ».

Le produit est enfermé dans son emballage de vente (souvent un sachet imperméable et
flexible), dans lequel le vide a été fait puis submergé sous l'eau. La pression appliquée est
isostatique (elle est identique dans toutes les directions de 1'espace) en tous points de l'enceinte et
donc du produit (Earnshaw, 1996). Ainsi comprimé, le produit peut reprendre sa forme initiale
quand la pression est libérée (Olson, 1995). La gamme des hautes pressions appliquées varie de
quelques dizaines de méga pascals a 1 giga pascal.

Ce procédé présente des avantages : (i) le traitement par hautes pressions se fait a des
températures inférieures a 100°C et méme en général a température ambiante, (i) ce traitement
requiert beaucoup moins d'énergie que la majorité des autres systémes de conservation, (iii) il
n’y a aucun gradient de pression dans le produit car la transmission de cette pression se fait
instantanément par opposition a un traitement thermique.

L’équipement est composé d'une enceinte résistante a la pression, d'un circuit hautes
pressions, d'une pompe externe de compression du fluide, d'une unit¢ de commande et d'un
dispositif de chauffage ou de refroidissement.

Deux types de compressions sont a ce jour disponibles : la compression « directe » et

« indirecte ».

1.4.1. LLa compression directe

Dans le systtme de compression « directe » (cf. figure 1), la pression est générée
directement a I’intérieur de ’enceinte par la compression d’un piston sur son milieu en contact.
Le fluide, ainsi vecteur de la pression, arrive sous basse pression dans 1’enceinte ; ensuite le
piston permet de générer les pressions. L’avantage de cette méthode, est d’atteindre rapidement
des pressions €levées, mais néanmoins elle reste limitée a des enceintes de faible diametre du fait
de problémes d'étanchéité.
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Pompe basse pression

N/ Enceinte de pressurisation

J.

Piston

=

Cceur de

/ I’enceinte

0000000000008 EN X

Figure 1 : Schéma du principe d’une enceinte hautes pressions a compression directe

1.4.2. LLa compression indirecte

La deuxieme possibilité est la compression « indirecte ». Dans ce cas, une pompe hautes
pressions envoie un fluide de pressurisation dans une enceinte close (cf. figure 2). Cette méthode
est la plus répandue dans les industries.

Ce mode de compression sera utilis¢ dans le cadre de notre étude.

[\
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X

- Enceinte de pressurisation

/ Systéme caloporteur pour
réguler la température au

sein de I’enceinte

iﬁ‘ / Cceur de ’enceinte

Réservoir du fluide de

. . . . b
pressurisation  suivi ’
d’une pompe hautes
pressions

Figure 2 : Schéma du principe d’une enceinte hautes pressions a compression indirecte
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L’échantillon est enfermé dans un sachet flexible et étanche dans lequel le vide a été fait au
préalable. Il est ensuite introduit dans I’enceinte remplie d’eau. Dans un premier temps, une
pompe basses pressions (ou pompe de gavage) comprime 1’eau pour I’envoyer a une deuxiéme
pompe qui permet de générer des pressions tres importantes. Elle communique directement avec
I’enceinte par une canalisation hautes pressions et envoie le liquide jusqu’a obtenir la pression

désirée.

1.5. L’application du procédé dans I’industrie agro-alimentaire

L’utilisation des hautes pressions est une alternative aux traitements thermiques classiques
pour détruire les micro-organismes. Ce procédé permet de prolonger la stabilité a 1’entreposage
des produits tout en conservant les propriétés nutritionnelles et sensorielles des aliments.

1.5.1. Les réglementations

La législation européenne, sur les produits traités par hautes pressions dans 1’industrie
agro-alimentaire est basée sur le réglement CE 258/97, entré en vigueur le 15 Mai 1997. 11
introduit, avant toute commercialisation, une autorisation de mise sur le march¢ (AMM) dans
I’Union Européenne pour de nouveaux aliments ou de nouveaux ingrédients. Les produits
soumis a un traitement par hautes pressions sont considérés comme tels. Cette démarche
demeure obligatoire pour I’ensemble des états membres.

Les produits pressurisés sont des aliments auxquels a été appliqué un procédé de
production qui n’est pas couramment utilisé. Ce procédé de production peut-il affecter leur
valeur nutritive, leur métabolisme ou leur teneur en substances indésirables ? Et de plus, la
consommation de ce type de produit est restée jusqu’a présent négligeable dans 1’Union
Européenne.

Tout industriel doit constituer un dossier d’autorisation de mise sur le marché pour tout
nouvel aliment d’aprés la recommandation du 27 Juillet 1997. Ce dossier comprend :

- des données administratives

- une description générale

- des informations essentielles : spécification du nouvel aliment, effet du procédé de
production, utilisation antérieure du produit de base pour le nouvel aliment, consommation et
niveau d’utilisation prévu, informations d’ordre nutritionnel, microbiologique et toxicologique
du nouvel aliment

- une évaluation et une conclusion du demandeur : la conclusion doit dire si le nouvel
aliment est substantiellement équivalent a I’aliment de référence et dans le cas contraire, les
différences entre les deux. De plus, le demandeur doit proposer un contenu pour 1’étiquetage.

-un résumé établi par le demandeur pour étre transmis aux états membres

Aux Etats-Unis, la réglementation est beaucoup plus favorable au développement de

« nouveaux produits ». Les deux services responsables de I’autorisation de commercialisation du
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produit sont : la FDA (Food and Drug Administration) et le FSIS (Food Safety and Inspection
Service). La FDA autorise la commercialisation mais décline toute responsabilité. L’industriel
est seul responsable. Et la FSIS demande simplement que le traitement par hautes pressions soit
capable de détruire Listeria monocytogenes dans les plats cuisinés ou dans les produits préts a

consommer, a base de viande ou de volaille.

1.5.2. Le développement dans le monde
Les valeurs présentées sur la figure 3 résument le développement de 1’utilisation du

procédé hautes pressions a travers le monde. Il n’est plus maintenant considéré comme « une
mode » mais comme un procédé qui a réellement sa place dans 1’industrie agro-alimentaire.
Mais, les implantations des enceintes hautes pressions ne sont pas égales sur tous les continents.
En 2004, 70 machines implantées dans une cinquantaine d’entreprises ont produit 100 000

tonnes de produits pressurisés.
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Figure 3 : Implantation des enceintes hautes pressions industrielles sur 1’ensemble de

continents (Nicolas Correa Hyperbaric, communication personnelle).

1.5.3. Les produits commercialisés
Tout comme le nombre d’enceintes, le nombre de produits traités connait un essor certain a

travers le monde (cf. figure 4).
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O Autres
& Produits de la mer et poissons
[ Produits carnés

O Jus et boissons =

O Produits végétaux

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 Total

Années

1995 1996 1997

1990 1991 1992 1993 1994

Figure 4 : Différents types de produits commercialisés dans le monde (Nicolas Correa
Hyperbaric, communication personnelle).

Il existe de nombreux produits commercialisés ayant subi un traitement par hautes
pressions (cf. tableaux 2, 3, 4 et 5). Ce sont des produits a base de fruits et de 1égumes, des

boissons et des jus, des produits carnés et des produits a base de poisson et des fruits de mer.

Le traitement par hautes pressions permet d’aseptiser les fruits, les purées de légumes, les
salades, les produits découpés ou tranchés comme le citron, la pomme, 1’avocat, I’oignon... Le
tableau 2 présente les différents produits a base de fruits et de 1égumes pressurisés. Le traitement
appliqué sur ce type de produits détruit les micro-organismes pathogeénes comme Escherichia.
coli, Salmonella, Listeria. 11 réduit également les activités enzymatiques (PPO:
polyphenoloxydase, LOX : lipoxygenase, POD : peroxydase ...) qui sont responsables du
changement de la couleur dans les fruits et les légumes frais. La durée de conservation est
prolongée et toutes les qualités d’un produit frais sont conservées, sans modification de leurs
propriétés sensorielles. 11 a également été montré que ce traitement réduit 1'allergenicité du riz
(Suzuki, 2000).
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Tableau 2 : Produits commercialisés a base de fruits et 1égumes autres que les jus (Nicolas

Correa Hyperbaric, communication personnelle).

Produits a base de fruits et de légumes

Pays Produits Caractéristique du Durée de
(Année) traitement indirect conservation
Japon Confitures, Sauces 400 MPa pendant 10 a 30 2 a3 mois a
(1990) Gelées de fruits minutes 4°C

Japon Gateaux de riz aromatisés 400 MPa pendant 10 3 mois a4 °C
(1994) aux herbes (mochi- minutes a 50°C

yuomogi)

Etats-Unis

Produits a base

d’avocats : guacamole,
purée d’avocats, sauce
salsa (avocats et tomates),
demi avocats

600 MPa

pendant 2 a 3 minutes a 4°C

1 mois a 4°C

Japon Riz précuit 400 MPa A température
(2000) Riz hypoallergénique ambiante
Italie Fruits : pomme, poire, 3 a 5 minutes a 600 MPaet 1a2 mois
(2001) fraise al7°C

Etats-Unis ~ Produits a base d’avocats  ? ?

(2002)

Mexique Produits a base d’avocats ~ ? ?

(2002)

Etats-Unis ~ Rondelles d’oignons ? 45 jours
(2003)

Canada Purée et sauce a base de ? ?

(2003) pomme

Etats-Unis  Produits a base de soja, ? ?

(2004) tofu

Espagne Assiette de légumes préts 500 MPa 1 mois
(2005) a consommer

Ce traitement est aussi utilisé pour aseptiser des jus et des boissons : jus de fruits ou de

légumes (citron, pomme, baies, carotte, brocoli,...), produits a base de jus de fruits et de lait

(« smoothies » en anglais), boissons alcooliques... Le tableau 3 recense tous les jus et les

boissons pressurisés. Il détruit des pathogénes comme Escherichia coli O157:H7, Salmonella, ...

De plus, les micro-organismes de détérioration, comme des spores de Alicyclobacillus ou de

Saccharomyces cerevisiae dans les jus de fruit ou des bactéries lactiques dans le vin ou la bicre,

sont sensiblement réduits par traitement par hautes pressions. Ce traitement a permis aussi de

commercialiser de nouvelles boissons, d’exporter des boissons de fruits tropicaux ....

19



Bibliographie

Tableau 3 :
communication personnelle).

Jus de fruits et boissons commercialisés (Nicolas Correa Hyperbaric,

Jus et boissons

Pays Produits Caractéristique du Durée de
(Année) traitement conservation
Japon Jus de raisin Mode direct Quelques mois
(1991) 150 a 200 MPa pendant 15a a  température
20 minutes a 5°C ambiante
Japon Jus de mandarine Mode direct semi-continu 1 an a
(1992) 400 MPa pendant 1 minute & température
température ambiante ambiante
Japon Saké Mode indirect 6 a 12 mois a
(1993) 400 MPa pendant 30 4°C
minutes a 15°C
France Jus d’agrumes Mode indirect 18 jours a 4°C
(1994) 400 MPa pendant 1 minute a
température ambiante
Mexique Jus d’agrumes et mélange Mode indirect ?
(2000) a base de lait et de jus de 500 MPa
fruits
Liban Jus de fruits Mode indirect 1 mois
(2001) 500 MPa
Angleterre  Jus d’agrumes et mélange Mode direct semi-continu 21 jours
(2001) a base de lait et de jus de 500 MPa pendant 60
fruits secondes
Etats-Unis  Jus de pomme Mode direct semi-continu ?
(2001)
Portugal Jus de pomme Mode indirect 28 jours
(2001) 450 MPa 20 a 90 secondes
al12°C
Italie Jus de fruits et jus a base Mode indirect 1 2 2 mois
(2001) de légumes 3 a 5 minutes a 600 MPa et
17°C
Irlande Jus de fruits et mélange & Mode indirect 21 jours
(2001) base de lait et de jus de
fruits
Etats-Unis ~ Jus d’orange et de citron ~ Mode direct 21 jours
(2002)
République  Jus de pomme Mode indirect 21 jours
tchéque
(2004)

Pour les produits a base de poisson et les fruits de mer, présentés dans le tableau 4, le

traitement par hautes pressions détruit les bactéries pathogénes comme Listeria, Escherichia coli,

Campylobacter, Salmonella. La durée de conservation des fruits de mer crus et cuits est

considérablement augmentée sans modification de leurs propriétés sensorielles. La quantité

d'additifs ou de sel sera ainsi réduite. Par ailleurs ce procédé permet d’ouvrir les coquilles de
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moules, d’huitres par exemple. Mais aussi il facilite 1’extraction de la chair de crustacés
(langoustines, homards, crabes...).

Tableau 4 : Produits commercialisés a base de poisson et fruits de mer (Nicolas Correa
Hyperbaric, communication personnelle).

Produits a base de poisson et fruits de mer

Pays Produits Caractéristique du Durée de
(Année) traitement conservation
Etats-Unis  Huitres et sauces a base 200 a 350 MPa pendant 1 & 104 15 jours
(1999) d’huitres 2 minutes

Japon Hareng 185 MPa pendant 30 1ana-20°C
(2000) minutes a 15°C

Japon Saumon fumé tranché 400 MPa pendant 10 3 semaines a
(2000) minutes a 15-20°C 10°C
Etats-Unis  Huitres 240 MPa pendant 90 ?

(2001) secondes

Etats-Unis  Huitres ? ?

(2001)

Australie Huitres 300 MPa pendant 1 minute ~ ?

(2002)

Canada Produits de la mer ? ?

(2004)

Nouvelle- Produits de la mer ? ?

Z¢lande

(2004)

Espagne Saumon et colin prés a 500 MPa 2 mois
(2004) consommer

Canada Homards 275 MPa pendant 1 minute  ?

(2004)

Italie Morue déssalée 600 MPa ?

(2004)

Pour les produits a base de viande, le développement du traitement par hautes pressions a
permis d’améliorer et d’assurer les qualités sanitaires (jambon, produits tranchés a base de dinde,
de poulet, des produits tout préparés). Le tableau 5 présente les produits carnés pressurisés. Cela
passe par une destruction de la flore pathogéne comme Listeria, Escherichia colli,
Campylobacter, Salmonella. Ce procédé permet de mettre a disposition du consommateur des
produits diététiques avec une faible quantité de sel, d'additifs ou de graisse avec une durée de
conservation commerciale normale. Ce procédé réduit la période de cuisson des produits fragiles
a la chaleur (gros foie de canard, viande rdtie...). Ainsi il est possible de maintenir leur qualité

sensorielle élevée en assurant une qualité microbiologique.
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Tableau 5 : Produits carnés commercialisés (Nicolas Correa Hyperbaric, communication

personnelle).
Produits carnés

Pays Produits Caractéristique du Durée de
(Année) traitement conservation
Espagne Jambon cuit tranché et 400 MPa 2 mois a 7°C
(1998) «tapas » (morceaux de pendant 10 minutes a 8°C

porc et volaille)
Etats-Unis Produits cuits tranchés, ? ?
(2001) produits a base de viande

de porc et jambon sec

(Proscuitto)
Etats-Unis  Produits a base de volaille ? ?
(2001) préts a consommer
Etats-Unis  Tranches de poulet et ? 21 jours
(2001) beeuf précuits pour fajitas
Espagne Tranches jambon, jambon 500 MPa pendant 5 a 10 2 mois pour les
(2002) sec (Serrano), produits a minutes a 8§°C produits cuits

base de dinde et de

poulet, chorizo
Italie Jambon sec (Proscuitto), 500 MPa pendant 10 ?
(2003) salami, mortadelle et minutesa 7°C

bacon italien (Pancetta)
Japon Jambon fumé, et produits 600  MPa  pendant 4 semaines
(2005) tranchés et cuits a base de Sminutes

porc
Allemagne  Jambon cru 600 MPa pendant 2 ?
(2005) minutes

En conclusion, pour I’ensemble des produits traités, le développement du procédé hautes

pressions améliore la qualité sanitaire, permet d’innover et donc de concevoir de nouveaux
produits, d'exporter des produits fragiles, en conservant les qualités organoleptiques et
sensorielles.

1.5.4. Les limites de ce procédé

Il y a quelques années, 1’utilisation de ce procédé restait limitée a cause de son colt de
production. Par suite, ce colit se répercutait sur le prix du produit commercialisé. Ce traitement
ne pouvait donc s’appliquer que sur des produits a forte valeur ajoutée.

A ce jour, les constructeurs d’enceintes hautes pressions ont fait d’énormes innovations
technologiques pour rendre ce procédé plus ergonomique. L’installation de la machine ainsi que
son intégration sur la chaine de production se fait plus facilement, car les enceintes sont en
position horizontale. Des paniers permettent de traiter une large gamme de produits avec des

formes et des emballages différents. Cet appareillage, congu en acier inoxydable, reste résistant a
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I’environnement de ’industrie agro-alimentaire comme 1’humidité, I’agressivité des produits de

nettoyage, ...

En terme de production, les équipements industriels, rendus entiérement automatiques,

permettent une production semi-continu. Le remplissage de I’enceinte se fait a basse pression,

¢liminant 1’utilisation d’une vanne hautes pressions de grand diamétre.

De plus, la conception de I’enceinte par un bobinage empéche son éclatement instantané.

Au final, tout ceci induit une production de produits pressurisé€s a un colit raisonnable.

Paniers de
remplissage de
I’enceinte.

Enceinte hautes
pressions

Figure 6 : Paniers de remplissage de I’enceinte contenant des produits a pressuriser.

Le tableau ci-dessous présente le colit de production selon le volume de I’enceinte

utilisée :

Tableau 6 : Production et colt de production de produits traités par hautes pressions

(Résultats NC Hyperbaric, Espagne).

Enceintes Production ® Coiit ¥ Production © Coiit ¥
55 litres 170 kg.h”! 0,19 €kg’ 250 kg.h! 0,12 €kg’
150 litres 425 kg.h! 0,14 €kg' 660 kg.h™! 0,09 € kg
300 litres 850 kg.h' 0,11 €kg’ 1325 kg.h! 0,07 €.kg’'
Deux enceintes 2000 kg.h™’ 0,09 €.kg' 3100 kg.h! 0,05 kg’
de 300 litres en

tandem (600

litres au total)
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a) Calculs basés sur un facteur de remplissage de 1’enceinte de 50% et une durée de la
pressurisation de 3 minutes a 600 MPa.

b) Calculs comprenant une dépréciation (5 ans, 280 jours par an, 16 h par jour) et un colt
d'entretien.

c) Calculs basés sur un facteur de remplissage de 1’enceinte de 50% et une durée de la
pressurisation de 1 minute a 300 MPa.

1.5.6. Les fournisseurs d’enceintes hautes pressions

Dans la liste ci-dessous sont recensés les principaux fabricants ainsi que les équipementiers
d’enceintes hautes pressions:

Avure Technologies -Washington, USA - http://www.fresherunderpressure.com/

Autoclave Engineers -Pennsylvannie, USA- http://www.autoclaveengineers.com

Elmhurst Research, Inc. -New-York, USA- http://www.elmhurstresearch.com/

Engineered Pressure Systems Inc. -Massachusetts, USA- http://www.epsi-highpressure.com/

Harwood Engineering Company Inc. -Massachusetts, USA-

http://users.rcn.com/harwood.ma.ultranet/

High Pressure Equipment Company -Pennsylvannie, USA- http://www.highpressure.com/

Kobelco (Kobe Steel) -Japon- http://www.kobelco.co.jp/english/index.html

Mitsubishi Heavy Industries -Japon- http://www.mhi.co.jp/e_hqg/e koatsu/04.html

NC Hyperbaric -Burgos, Espagne- http://www.nchyperbaric.com/

Resato -Belgique- http://www.lpcc.be/resatoindustrie.html
SITEC -Zurick, Suisse- http://www.sitec-hp.ch/SITEC/Steri.htm

Stansted Fluid Power -Royaume-Uni- http://www.stp-4-hp.demon.co.uk/home.htm

Stork Food and Dairy Systems -Amsterdam, Pays-Bas- http://www.fds.storkgroup.com/

Uhde Hochdrucktechnik -Hagen, Allemagne- http://www.uhde-hpt.com/

1.6. L’effet des hautes pressions sur les systémes biologiques

1.6.1. Sur I’eau
L'eau est le constituant alimentaire fondamental. Elle existe sous différents états et interagit

avec les différentes microstructures et édifices moléculaires au sein des aliments. La quantité
contenue dans les aliments est trés variable. Les aliments les plus pauvres en contiennent environ
12% et les plus riches plus de 80%.
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1.6.1.1. Modification des propriétés de 1’eau sous hautes pressions

L’eau est le liquide le plus utilisé pour transmettre la pression. Il est donc nécessaire de
connaitre son comportement lors de sa mise sous pression.

o Compressibilité de ’eau : La compressibilité de I’eau augmente avec la pression, mais

elle reste toutefois relativement faible. La diminution de volume atteint 4% a 100 MPa pour une
température de 20°C, et 15% a 600 MPa pour une température de 22°C (Hayashi, 1991).

o Dissociation des molécules d’eau : Lors de la pressurisation de 1’eau, les molécules sont
dissociées. Ce phénoméne est connu de longue date. Dans de l'eau liquide, certaines des
molécules H,O se dissocient : d'un coté, apparait une molécule formée d'oxygene et d'hydrogene
chargée négativement et de l'autre, un atome d'hydrogeéne sans électron chargé positivement.
C'est ce proton d'hydrogéne qui, en se liant avec des molécules d'eau, forme du H;O'. Par
conséquent, le pH diminue. Les travaux de Cheftel et al. (1991) relatent une diminution
théorique du pH de 0,73 unités lorsque la pression évolue de 0,1 a 100 MPa. Il a ét¢ démontré
dans des études plus récentes que les variations de pH sont de I’ordre de 0,3 unités lorsque 1’eau

est soumise aux hautes pressions, et ceci par palier de 100 MPa (Hayert et al., 1999).

o Propriétés thermodynamiques : La compression adiabatique de 1’eau, définissant le fait

qu’il n’y a aucun échange de chaleur avec I’extérieur au cours de cette transformation,
s’accompagne d’une variation de température. Cette hausse de température est de I’ordre de 2 a
3°C par palier de 100 MPa. Cette gamme de variation de température dépend du produit
pressurisé ainsi que de la vitesse de montée en pression au sein de 1’enceinte (Cheftel & Dumay,
1997).

& Phénomeéne d’électrostriction : La formule ci-dessous présente la réaction de dissociation

de ’eau :

H O_)H - +OH"
2 T aquen

Les concentrations molaires dans cet équilibre chimique sont définies par application de la
loi d'action de masse par le produit : [H'aqueux] . [OH]=Ke, ou Ke est une constante
d’équilibre.

Lors de I’application de la pression, les molécules d'eau se compactent en cercle autour
d'une autre molécule d'eau, et créent ainsi un champ électrique autour d'elles. Ce champ, qui
déstabilise les liens électrostatiques entre les atomes de la molécule assiégée, lui enléve un
proton. Ce réarrangement définit le phénomene d’électrostriction et contribue a augmenter le
produit ionique de 1’eau. Car chargé positivement, cet atome d'hydrogéne retombe le plus
souvent sur « sa » molécule mais, quelquefois, la liaison entre 'hydrogéne et I'oxygene se casse

et le libere. Le proton se lie alors avec une autre molécule d'eau, agissant sur l'acidité du liquide.
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& Modification des liaisons hydrogenes : Les liaisons hydrogénes sont affaiblies lors de

I’augmentation de la pression. Ce comportement propre a 1’eau se déroule jusqu’a des pressions
de 200 MPa (Cavaille et al., 1996). Au dela de cette pression, I’eau a un comportement classique
puisque les liaisons hydrogenes sont renforcées.

1.6.1.2. Diagramme des différentes phases de I’eau

Les hautes pressions influent sur le diagramme de phase de I’eau (cf. figure 7). Leur
application a tendance a réduire les points de congélation et de fusion de I’eau a un minimum de
-22°C pour une pression de 207,5 MPa.
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Figure 7 : Diagramme de phase de I’eau (Bridgman, 1912)

La pression agit sur la cristallisation. Il en résulte différents polymorphes. La glace de type
I a une plus faible densité que I’eau a 1’état liquide ; car lors de la congélation, son volume
augmente (de 9% a 0°C et de 13% a -20°C). Ces variations de volume sont une des causes
principales de la dégradation de la texture des aliments congelés. L’application de la pression
pour la formation de glaces polymorphes a un avantage certain, car le volume est moindre (c’est
a dire que la densité est augmentée) par rapport a I’état liquide. Par exemple, la glace de type IV
se forme a température ambiante a une pression de 900 MPa, et ainsi cette méthode peut étre une
alternative économique a la congélation traditionnelle (Kalichevsky et al., 1995). Ce procédé
peut étre intéressant dans un grand nombre d’applications de congélation et de décongélation de
produits alimentaires, ou la présence de 1’eau demeure importante. La structure du produit est
alors moins affectée.

1.6.1.3. La congélation par relichement rapide de la pression

L’objectif de la congélation sous hautes pressions est de permettre la formation uniforme et
rapide de cristaux de petites tailles afin d’endommager au minimum la texture des aliments. Ce
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but est atteint en commengant par abaisser négativement la température du produit sous hautes
pressions tout en conservant 1’eau a 1’état liquide, puis de détendre rapidement pour rétablir la
pression atmosphérique et ainsi congeler le produit.

1.6.1.4. La décongélation sous hautes pressions

La décongélation sous hautes pressions présente de nombreux avantages par rapport a une
décongélation ordinaire a température ambiante (LeBail et al., 2002). Le principal atout est la
réduction du temps de décongélation (des premiers travaux ont été réalisés sur le thon et le
surimi). Les autres avantages sont la destruction partielle des micro-organismes ainsi que la
limitation de leur croissance, une exsudation faible et une préservation de certaines propriétés

organoleptiques telles que la couleur.

1.6.2. Sur les protéines

1.6.2.1. Effet sur les principales interactions

Les hautes pressions modifient principalement les interactions hydrophobes et
¢lectrostatiques que l'on rencontre dans les macromolécules (protéines, acides nucléiques et

polymeéres glucidiques) (Balny & Masson, 1993).

1.6.2.2. Effet sur la structure

Les protéines se caractérisent par quatre niveaux de structure : la structure primaire qui

représente les acides aminés dans une chaine polypeptidique reliés entre eux par des liaisons
covalentes ; la structure secondaire représente les enroulements des chaines peptidiques reliés
par des liaisons hydrogenes ; la structure tertiaire correspond aux repliements dans l'espace
tridimensionnel formés par des liaisons covalentes et enfin la structure quaternaire définit les
structures variables compactes ou les sous-unités reliées entre elles par des liaisons non

covalentes.

& Structure primaire : Les liaisons covalentes reliant les différents acides aminés sont

caractérisées par des ¢énergies ¢élevées. Les gammes de pressions appliquées ne sont pas assez
importantes pour entrainer des modifications. Ainsi, les liaisons covalentes ne sont presque pas
affectées par les hautes pressions (Mozhaev et al., 1994): la structure primaire reste donc

intacte.

o Structure secondaire : Les liaisons hydrogenes sont les éléments clés de la structure

protéique et permettent la construction de structure en hélice a et en feuillet 3. Les changements
de la structure secondaire peuvent s’expliquer par la rupture des liaisons hydrogénes. Ces
ruptures mettent en péril le maintien des structures lors des fortes pressions. Par ailleurs, les
faibles pressions permettent de consolider les liaisons hydrogenes.
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o Structure tertiaire : La structure tertiaire est modifiée pour des pressions au dela de 200

MPa. Un dépliement de petites protéines comme par exemple la ribonucléase A se produit lors
de fortes pressions (entre 400 et 800 MPa) montrant dans ce cas que son volume ainsi que sa
compressibilité changent. La plupart du temps, la dénaturation induite par la pression apparait
étre un processus complexe qui conduit & de multiples formes dénaturées tout en passant par des
formes intermédiaires. Mais la compression n’entraine pas forcément une dénaturation complete
des protéines (Masson, 1992; Balny & Masson 1993). Cela dépend du niveau de pression : au
dela de 200 MPa, I’effet est souvent irréversible.

o Structure quaternaire : La structure quaternaire est principalement maintenue en place par

des liaisons de type hydrophobe sensibles aux hautes pressions. Les pressions modérées, c’est a
dire inférieures a 150 MPa, favorisent la dissociation des protéines oligomériques. Cette
dissociation est parfois suivie d’une agrégation des sous-unités ou méme d’une précipitation.
Pour des pressions plus importantes (comprises entre 150 et 200 MPa), un dépliement des
protéines est observé ainsi qu’une réassociation des sous-unités pour les oligomeres qui auraient
¢été dissociés (Masson, 1992).

Les hautes pressions peuvent étre considérées comme un parametre externe capable de
perturber 1’équilibre d’association des sous-unités. L’exposition des protéines oligomériques a de
fortes pressions entraine un changement de 1’équilibre contribuant a la formation de monomeres
(Silva et al., 1996). Cependant, un effet protecteur de la pression sur la structure quaternaire de
la butyrylcholinesterase a été observé. Au dessus de 40°C, pour une pressurisation comprise
entre 100 a 300 MPa, I’enzyme est protégée contre une inactivation thermique (Weingand-Ziadé
etal., 1997).

1.6.2.3. Effet des hautes pressions sur les fonctions des protéines

La structure tertiaire de la protéine est déterminante pour les propriétés fonctionnelles. On
a vu précédemment que les hautes pressions affectaient ce niveau structural. Ainsi, les fonctions
des protéines vont étre touchées (Masson, 1992; Balny & Masson, 1993).

o Effet sur allergénicité des protéines

De nombreux procédés alimentaires ont été appliqués sur les aliments pour éliminer les
protéines allergéniques ou réduire leur niveau d’allergénicité. Il a été montré que le traitement
par la chaleur pouvait diminuer I’allergénicité d’une protéine mais aussi tout autant I’augmenter
car il touche a la structure de la protéine et donc a la présentation de 1’épitope (Sanchez &
Frémont, 2003). Le procédé des hautes pressions est récemment appliqué sur différents produits
alimentaires comme la viande, par exemple. Les travaux réalisés par Han et al. en 2002 sur la y-
globuline de beeuf, une protéine allergénique, ont montré que les hautes pressions n’affectaient
pas ou tres peu I’allergénicité de cette protéine. L’espoir n’est pas vain, car la combinaison des
hautes pressions et d’un autre procéd¢ serait peut-étre a méme de réduire davantage
I’allergénicité des protéines.
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Beaucoup de japonais sont sujets a des allergies provenant de protéines de riz. Un effet
indirect des hautes pressions sur le riz précuit a ét€¢ mis en évidence. Les hautes pressions
augmentent la porosité du riz, ce qui permet d’extraire d’avantage ces protéines allergénes (95%
environ composées d’albumines et de globulines) (Suzuki, 2000).

Des études ont été faites sur 1’allergéne majeur de la pomme, le Mal d1. Un changement
des hélices a et des feuillets  induit par le traitement par hautes pressions a été révélé. De plus,
des tests de réactions allergenes sur des patients allergiques aux pommes ont montré une
tolérance des patients pour les échantillons traités par rapport aux échantillons natifs, ou une
réaction immunitaire sévere est observée. La pression induirait un changement de la structure de

la molécule (Scheibenzuber et al., 2002) et ainsi diminue I’allergénicité.

Le taux d'hydrolyse de B-lactoglobuline par la trypsine est augmenté avec l'augmentation
de la pression hydrostatique. La digestibilit¢ de la B-lactoglobuline augmentée apres un
traitement hautes pressions est le résultat d'une diminution de volume pendant le processus
d'association et d'une diminution de volume pendant 1'étape catalytique. Le traitement par hautes
pressions de produits laitiers devrait étre considéré comme une technologie de la transformation

alternative pour la réduction d'allergenicité (Olsen ef al., 2003).

o Effet sur les enzymes

L’activité biologique dépend étroitement du site actif et donc de la structure
tridimensionnelle de la molécule. Les hautes pressions peuvent modifier la liaison
enzyme/substrat, la catalyse de la réaction enzymatique ou bien la structure de la protéine
considérée. Un changement dans la structure de 1’enzyme dans les mécanismes réactionnels
influe sur le taux de réaction.

La pression est capable d’affecter la structure des protéines au niveau secondaire, tertiaire
et quaternaire conduisant a une dénaturation protéique (Lullien-Pellerin & Balny, 2002). Puisque
la dénaturation est associée a un changement de conformation, cela peut affecter les
fonctionnalités de I’enzyme. Dans ce cas, le traitement par hautes pressions a un effet négatif : il
faut donc prendre en considération le niveau de pressurisation.

L'action des hautes pressions dépend de 1'enzyme considérée.

L’effet des hautes pressions peut étre divisé en deux catégories. Dans une premicre
catégorie, les basses pressions, c’est a dire aux alentours de 100 MPa, peuvent activer les
enzymes. Cet effet de stimulation des enzymes est seulement observé pour les enzymes
monomeériques. Ces dernicres finissent par étre inactivées pour des fortes pressions.

En s’intéressant a I’effet d’inactivation de la pression sur les enzymes, on peut distinguer
quatre groupes : les enzymes qui sont complétement et irréversiblement inactivées, celles qui
sont complétement et réversiblement inactivées, celles qui sont incomplétement et
irréversiblement inactivées et enfin celles qui sont incomplétement et réversiblement inactivées.

L’effet d’inactivation ou d’activation di aux hautes pressions reste pertinent et intéressant pour
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les applications possibles en relation avec les qualités alimentaires, car les produits pressurisés
ne sont plus altérés par des dégradations enzymatiques.

En plus des changements de conformation des enzymes, I’activation des enzymes peut étre
augmentée par une décompartimentation induite par les hautes pressions. En effet, dans un tissu
intact, les enzymes et les substrats sont souvent séparés par des membranes. Ces barriéres
peuvent étre détruites par les hautes pressions. Ainsi, I’application des hautes pressions permet

d’assurer une mise en contact entre le substrat et I’enzyme.

1.6.3. Sur les lipides
Les lipides sont des molécules biologiques insolubles dans I'eau. Ils constituent une classe

de molécules biologiques hydrophobes (graisses ou huiles solubles dans les solvants organiques),
constituées d'esters d'acides gras a chaines moyennes, longues ou trés longues pouvant présenter
des insaturations.

L'action des hautes pressions concerne principalement les transitions de phase : la
température de transition solide vers liquide. La température de fusion des lipides s'accroit, de
manicre réversible, de I'ordre de 20°C tous les 100 MPa. Ainsi, les lipides présents dans un état
liquide a température ambiante cristallisent sous I’effet de la pression.

De plus, I'oxydation des lipides est favorisée aprés un traitement par hautes pressions
(Cheah & Ledward, 1996). Les premiers travaux de Cheah & Ledward (1995) concernant la
lipooxydation des viandes pressurisées, ont montré que la graisse de porc est transformée de
facon irréversible pour des pressions de 800 MPa. Dans d’autres études, Cheah & Ledward
(1996) ont montré que la viande de porc traitée a 300 MPa était plus oxydée que celle non
traitée.

Orlien et al. (2000) rapportent qu’un traitement de 800 MPa pendant 10 minutes a 10°C est
nécessaire pour que 1’oxydation du muscle de poulet soit équivalente a celle obtenue en le
cuisant a 80°C pendant 10 minutes. L’amplitude de la pression serait plus importante que la
durée d’exposition.

1.6.4. Sur les glucides et les polysaccharides

Les glucides sont largement présents dans notre alimentation ; ils sont désignés également
par le terme sucre. Ils existent sous deux formes : les sucres simples, a absorption rapide comme
le glucose et le saccharose et les sucres complexes, a absorption lente comme I'amidon des
graines des céréales, des 1égumineuses, des féculents, des fruits...

Les hautes pressions ont des effets différents selon la complexité des glucides. Sachant
qu’elles n’ont pas d’effets sur les liaisons covalentes et que ces liaisons composent les sucres
simples, cette classe de sucres n’est ainsi pas sujet a des modifications. Ainsi les oses et les
oligosides sont peu affectés et peuvent étre considérés comme peu barosensibles.

Par opposition, les polysaccharides présentent des liaisons de faible énergie reliant les
différents oses entre les différentes chalnes. La pression dissocie les différentes chaines. Elle
modifie leurs propriétés rhéologiques. Par exemple, les polysaccharides comme 1’amidon, les
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alginates sont sensibles a la pression : des modifications des propriétés gélifiantes sont
observées. En définitive, I’application de hautes pressions sur certaines structures polyosidiques
permet la formation de gel. La pression peut aussi modifier la température de transition sol/gel
de I’amidon qui devient possible des 4-5°C a 500 MPa (Heremans, 1982).

1.6.5. Sur les vitamines

Les vitamines se divisent en deux groupes. Les vitamines liposolubles comprenant les
vitamines A, D, E, F et K ; et les vitamines hydrosolubles comprenant les vitamines du groupe B
(B1, B2, PP ou B3, BS5, B6, B8, B9 et B12) et la vitamine C. Les vitamines sont de petites
molécules pauvres en liaisons de faible énergie. La plupart se trouvent dans les aliments d'origine
végétale. Elles ont souvent une durée de vie trés courte. Ces petites molécules ne sont pas
touchées par le traitement par les hautes pressions (Cheftel, 1991). Le traitement par hautes
pressions étant beaucoup plus doux que le traitement thermique, il ne détruit pas les liaisons
covalentes au sein des molécules (seules les liaisons de faible énergie sont détruites) (Polydera et
al., 2003). Par exemple, on peut retenir que les vitamines hydrosolubles comme les vitamines
B1, B6 et C sont trés peut affectées par le traitement hautes pressions (Sancho ef al., 1999).

1.6.6. Sur les micro-organismes

La sensibilité des micro-organismes aux hautes pressions est variable. Les bactéries, les
levures, les champignons sont détruits dans une gamme de pression 1 de 100 & 600 MPa.

Différentes ¢tudes ont démontré que les hautes pressions étaient capables de détruire la
plupart des micro-organismes. Mais cela dépend de ’amplitude de la pression, de son temps
d’application, de son mode d’application (continu ou fragmenté), du pH du milieu, du type de
micro-organismes et enfin de la température du produit lors de cette pressurisation (positive ou
négative). Ainsi, les hautes pressions améliorent la durée de vie du produit d’un point de vue
microbiologique et la qualité sanitaire des produits alimentaires. Le traitement par hautes
pressions permet alors de pasteuriser les différents produits a basse température, et d'augmenter
ainsi leur date limite de consommation (DLC), tout en leur conservant des caractéristiques les
rendant proches des produits frais. L’optimisation de ce procédé peut aussi se faire par des
traitements combinés.

Dans un premier temps, les hautes pressions induisent des modifications des membranes
cellulaires, qui sont I’une des principales causes de mortalité¢ bactérienne (Ludwig, 2002), de la
morphologie des cellules conduisant a des ¢longations des cellules, des pertes de mouvements
pour les micro-organismes voués a se déplacer, des éclatements de certaines vacuoles
intracellulaires. De plus, des changements mineurs de certaines réactions biochimiques, au sein
des cellules vivantes, peuvent aussi jouer un role dans I’inactivation bactérienne. Par exemple,
les molécules d’eau et d’acides sont plus ionisé€es sous la pression ; le pH de 1’eau ainsi que celui
des solutions tampons diminuent de fagcon réversible de 0,2-0,3 unités pour 100 MPa, ce qui
s’ajoute aux effets de la pression sur les micro-organismes. La pression joue aussi un role sur la

disponibilité de 1’énergie au sein des cellules car elle affecte les réactions biochimiques chargées
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de produire de I’énergie (Barbosa-Canovas & Rodriguez, 2002). Elle peut aussi affecter certaines
réactions moléculaires comme 1’expression génétique et la synthése protéique entre 30 et 50
MPa.

En général, les micro-organismes résistants a la température sont aussi résistants a la
pression. Les bactéries Gram positives sont plus résistantes a la pression et a la température que
les bactéries Gram négatives : Listeria et Staphylococcus aureus sont plus résistants que
Salmonella et Escherichia coli, par exemple. De plus, les bactéries de type coque sont plus
résistantes que celles de type bacille (Shigehisa et al., 1991). La présence de sucres et de
protéines sur la surface externe des cellules augmente la résistance des micro-organismes face
aux hautes pressions (Simpson & Gilmour, 1997).

Des travaux ont montré que les traitements par impulsions étaient beaucoup plus efficaces
que les traitements statiques (Chapleau, communication personnelle ; Lopez-Caballero et al.,
2000). Les traitements composés d’un effet pression combiné a un effet température sont parfois
plus bénéfiques (Krebbers ef al., 2003).

1.6.6.1. Les formes végétatives des bactéries

La pression maintenue pendant un temps suffisant permet de détruire la plupart des micro-
organismes sous forme végétative. Ces formes bactériennes sont inactivées par des pressions
entre 400 et 600 MPa. Car les hautes pressions entrainent des changements dans la morphologie
des bactéries (longueur de la cellule, compression de la membrane,...), dans la structure de la
membrane cellulaire, dans les réactions biochimiques et dans les mécanismes génétiques
(Hoover et al., 1989).

1.6.6.2. Les spores bactériennes

Les spores bactériennes caractérisent une forme dormante de la cellule, capable de
supporter souvent des conditions extrémes. Les formes bactériennes végétatives sont inactivées
par des pressions plus faibles que les spores des mémes espéces qui peuvent résister a des
pressions supérieures a 1000 MPa (Cheftel, 1995; Gould, 1995). Ce sont les formes de micro-
organismes les plus résistantes a la pression. Elles sont par contre sensibles entre 50 et 300 MPa
(Timson & Short, 1965; Sale ef al., 1970). La pression peut induire la germination des spores
sous des conditions moyennes; par exemple, avec une combinaison de la pression comprise entre
50 et 250 MPa et d’une température de 40°C. Généralement, la pressurisation inactive les spores
parce qu’elle entraine leur germination et ensuite, I’inactivation de leur forme germée. Ainsi, le
processus pour minimiser la survie des spores consiste en une premiere pression modérée pour la
germination et en une seconde beaucoup plus importante pour les inactiver. D’autres applications
pour la préservation des aliments sont a ce jour utilisées comme 1’abaissement du pH. Cette
technique détruit peu de spores mais leur croissance est impossible. La comparaison entre les
spores résistantes a la pression et a la température, montre que les spores bactériennes
extrémement résistantes a la pression sont aussi résistantes a la chaleur, mais il n’existe aucune
relation entre les deux.
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Par ailleurs, il peut étre mentionné que les bactéries peuvent développer un haut niveau de
résistance a la pression grace a des mutations spontanées.

1.6.6.3. Les levures et les moisissures

En général, plus la complexité d’organismes est grande, plus la sensibilit¢ aux hautes
pressions est importante. Ainsi, les micro-organismes eucaryotes sont plus sensibles que les
micro-organismes procaryotes (Hoover et al., 1989). Les levures et les moisissures font partie de
la famille des eucaryotes. Elles sont inactivées par des pressions entre 200 et 300 MPa (Cheftel,
1995). A titre de comparaison, des bactéries Gram négatif seraient plus sensibles aux hautes
pressions que des levures comme Saccharomyces cervisiae (Shigehisa et al., 1991). La majeure
partie des spores de levures ou de moisissures est facilement inactivée par une pression a 400
MPa.

1.6.7. Les virus

Les virus sont trés hétérogenes ainsi la résistance a la pression varie considérablement. Par
exemple, le nombre de virus 8 ADN-protéines, tels que les bactériophages, est considérablement
réduit par des pressions de 300 a 400 MPa (Brauch et al., 1990). Le virus du HIV trés pathogene
nécessite un traitement de 10 minutes a une pression de 400 a 600 MPa pour que le nombre de
particules infecticuses soit réduit d’un facteur de 10*-10° (Otake et al., 1997).

De nombreuses applications deviennent possibles comme la stérilisation de composés
thermosensibles (dans 1’industrie pharmaceutique), la stérilisation d'instruments chirurgicaux et

d'objet hospitaliers, 1’inactivation de déchets hospitaliers...

1.6.8. Sur I’ADN et les interactions ADN/protéines
La structure macromoléculaire de I’ADN (acide désoxyribonucléique) est formée par deux

chaines complémentaires s'emboitant tout en s'enroulant 1'une autour de l'autre pour former une
double hélice droite. Cette structure est maintenue par des liaisons hydrogenes, qui sont trés peu
sensibles a la pression et qui la conservent par un renforcement (Hoover ef al., 1989; Heremans,
1982). Contrairement a ’ADN, I’ARN des cellules est constitué¢ d’un brin unique : il est dit
monocaténaire et la pression est capable de le dégrader. De plus, certains mécanismes nécessitant
une interaction entre I’ADN et les protéines sont inhibés par 1’application de ce traitement. C’est
le cas de la réplication et de la transcription (Cheftel, 1992).

1.7. L’effet des hautes pressions sur les emballages

Les emballages utilisés doivent comporter au moins une partie flexible pour éviter tout
risque de déformation ou de rupture. Des études japonaises révelent que les films plastiques,
matériau couramment utilisés en agroalimentaire, ne voient pas leurs propriétés modifiées par
des pressions de l'ordre de 400 a 600 MPa. Les autres emballages utilisés sont I'EVOH
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(copolymere éthyléne-alcool vinylique), le PVOH (polyvinyle alcool semblable a ’EVOH) pour
les poches, les pots et les barquettes flexibles.

1.8. Les risques potentiels du procédé hautes pressions

I1 n’y a a ce jour aucune étude qui montre une toxicité des produits alimentaires traités par
hautes pressions. Il est connu que les hautes pressions affectent la structure des protéines,
I’activité de certaines enzymes, certaines liaisons moléculaires. Il serait nécessaire de compiler
toutes les données sur les effets des hautes pressions afin de clarifier leurs roles envers la
toxicité, 1’allergenicité, la perte de digestibilité, les qualités nutritionnelles. Par exemple, on sait
que les hautes températures permettent de réduire 1’allergenicité par le fait qu’elles dénaturent
des protéines, mais qu’elles entrainent aussi la formation de nouveaux sites antigéniques. Les
hautes pressions pourraient-elles permettre de rendre des produits alimentaires
hypoallergéniques? Autant de questions qui restent a ce jour en suspens.

2. Caractéristiques des muscles

2.1. Le muscle squelettique

2.1.1. La composition du muscle strié squelettique

Pour I’ensemble des mammiféres, la composition et la structure des muscles squelettiques
sont sensiblement identiques. Le bovin est composé d’une carcasse comprenant 105 muscles
différents qui forment la chair. Il existe des différences au sein d’une méme carcasse sur les
différents muscles, et d’une carcasse a une autre la tendreté varie pour un méme morceau.

Les pourcentages des principaux constituants du muscle de mammifére répertoriés par
Lawrie (1985) sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Constituants du muscle squelettique de mammifére.

Constituants Quantité

Eau 75%

Protéines 19% composé par 11,5% de protéines myofibrillaires, 5,5% de
protéines sarcoplasmiques et 2% de collagéne

Lipides 2,5%

Substances non protéiques 2,3% composé par 1,65% de substances azotées et 0,65% de

solubles d’autres substances (minéraux : phosphates solubles, potassium,
sodium, magnésium, calcium, zinc, traces de métaux)

Glucides 1,2%

Vitamines traces

La composition chimique des poissons est variable et ceci selon 1’espéce considérée et

méme d’un individu a I’autre si son age, son sexe, son environnement ou sa saison de capture
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sont différents. Tout comme les mammiféres, les principaux constituants des poissons peuvent
étre divisés en catégories présentées dans le tableau ci-dessous (tableau 8).

Tableau 8 : Caractérisation qualitative et quantitative du muscle de poisson (Love, 1970).

Constituants Quantité

Eau 66-81 % avec un maximum de 96 % et un minimum de
28 %

Protéines 16-21 % avec un maximum de 28 % et un minimum de
6 %

Lipides 0,2-25 % avec un maximum de 67 % et un minimum de
0,1 %

Glucides Inférieur a 0,5 %

Minéraux 1,2-1,5 % avec un maximum de 10,5 % et un minimum
de 0,4 %

2.1.2. La structure histologique du muscle

Un muscle strié a généralement la forme d’un fuseau aux extrémités duquel se trouvent les
tendons qui assurent la fixation sur les os. Ce muscle est un assemblage de faisceaux paralleles
appelés fascicules enveloppés dans un tissu conjonctif ¢lastique constitu¢ de collagene
(’endomyosium) : chaque faisceau, délimité par le périmysium, est formé de fibres musculaires
disposées également de fagon paralléle. Les fibres sont des cellules longues et fines plurinucléées
de plusieurs centimétres de long composées de plusieurs fibrilles capables de se contracter : les
myofibrilles. Le sarcolemme est la membrane qui entoure la fibre musculaire. Ces myofibrilles
constituées d’une association de stries claires et foncées définissent le sarcomére. L’alignement
régulier des sarcomeres est assuré par un réseau tridimensionnel cytosquelettique. Ce dernier
assure le maintien transversal et longitudinal par des filaments intermédiaires reliant les
sarcomeres entre eux et par des costameres, structures reliant les myofibrilles et le sarcolemme.

Chaque fibre musculaire se présente sous la forme d’un minuscule cylindre dont le
diameétre est variable, allant de 10 a 100 um et d’une longueur comprise entre 1 et 40 mm
(Pearson & Young, 1989). Elles sont regroupées par 20 ou 50 et présentent une alternance
réguliére de bandes sombres et claires dont la parfaite correspondance au niveau d’une
myofibrille a ’autre donne a la fibre un aspect strié transversal.

On distingue classiquement deux types de fibres. La majorité des muscles sont composés
d’un panachage de ces différentes fibres. Les fibres de type I sont tres riches en myoglobine
(d’ou leur coloration rouge) et en enzymes oxydatives. Elles contiennent de nombreuses
mitochondries, ou sont concentrées les enzymes intervenant dans le cycle de Krebs et sont riches
en substrats du métabolisme aérobie (glycogene, lipides). Ce sont des fibres a contractions
lentes. Les fibres II quant a elles sont moins riches en myoglobine (donc de couleur blanche) et
en enzymes oxydatives. Par exemple, le muscle pectoralis du poulet contient essentiellement des
fibres de ce type, ce qui explique sa couleur. Leur vitesse de contraction est rapide. Elles
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renferment peu de mitochondries et sont peu capillarisées. Trois formes sont différenciées : Ila,
IIb et Ilc. Les fibres Ilc pourraient étre des fibres intermédiaires dues aux transformations des
fibres Ila et IIb en type 1.

Nerf Muscle

Faisceaux de fibres

' Cellules musculaires

(fibres)

Sarcomére Myofibrilles

Tissu conjonctif  Noyau

Sarcomeére

Sarcomeére

A

Filament de
myosine

Filament d’actine

Filaments

Figure 8 : Représentation schématique du muscle.
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2.1.3. L’ultrastructure du systéme contractile

La figure 9 illustre la structure de ce systéeme contractile. Chaque sarcomére est délimité
par des stries foncées : les lignes Z (Zwischen signifiant entre en allemand) appelées aussi
disques Z. Le sarcomeére est compris entre deux lignes Z.

Sarcomére
Ligne I .
Ligne I
[

. Filament épais . :
Strie Z . P Ligne M Troponine Strie Z
= Filament fin T . 7~

ropomyosine
Gk nbuearcteneen | || (EREEREE R R
[ Y Ve 11 ¥ ebhq 97 T37

L I & R ) a4 & Jd4

'-'.lll"tl.ulll'l!-"t" (i5yy A T e e o e L R i g e
Iv"t o L ap-aallin: oL

J ) sl

. N actine o-actinine
connectine nébuline

Figure 9 : Constituants du sarcomere.

Au sein d’une myofibrille, il existe une alternance de bandes claires et de bandes sombres
traduisant I’existence de filaments de deux sortes : les filaments épais et les filaments minces.
Les filaments minces, dont le diamétre varie de 5 a 8 nm, sont constitués d’actine. Les filaments
d’actine sont traversés par la ligne Z en leur milieu. Une moiti¢ de chacun des filaments d’actine
pénétre dans deux sarcomeres voisins en une seule fois. A 1’endroit ou le sarcomere n’est
constitué que de filament d’actine, c’est a dire a proximité de la ligne Z, on parle de bande I
(Isotrope). Les filaments épais, dont le diamétre varie de 14 a 18 nm, sont constitués
essentiellement par de la myosine. Ces filaments définissent la bande A (Anisotrope). D’autres
protéines, (protéines C, H et X) en quantité plus restreinte, constituent les filaments épais et se
situent a la surface des filaments de myosine. La région centrale et claire de la bande A
représente la zone H, ou I’on ne trouve que des filaments de myosine. L’épaississement des
filaments de myosine constitue la ligne M (Mitellini). Il est dii & des filaments transversaux
composés de desmine et de vimentine perpendiculaire & la myosine assurant le maintien des
sarcomeres au niveau de la zone H.

La strie Z assure la liaison entre les filaments fins des sarcoméres adjacents.

Le tableau ci-dessous répertorie les différents composants et précise leurs proportions,
leurs localisations et leurs poids moléculaires respectifs.
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Tableau 9 : Composition, role et localisation des protéines myofibrillaires (d’aprés

Pearson & Young, 1989).

Composition Pourcentage des Localisation dans le Poids moléculaire
protéines sarcomere (kDa)
myofibrillaires

Protéines contractiles

Myosine 50 Filaments épais 500

Actine 20 Filaments fins 42

Protéines régulatrices

Tropomyosine 3 Filaments fins 68

Troponine C 1,15 Filaments fins 18

Troponine I 1,35 Filaments fins 23

Troponine T 1,95 Filaments fins 37

o-Actinine 1 Disque Z 201

Eu-Actinine 0,3 Disque Z 42

v-Actinine <0,01 Filaments fins 35

-Actinine <0,01 Bande A 71

Protéines du

cytosquelette

Titine (connectine) 5a8 Sarcomere 2800

Nébuline 3 Ligne M 500

Protéine C 1,5 Filaments épais 121

Paratropomyosine <l Bande A et ] 68

Myomésine/Protéine 0,5 Ligne M 185/165

M

Desmine (skeletine) <0,2 Disque Z 55

Filamine 0,1 Disque Z 480

Vimentine 0,1 Disque Z 57

Protéine X 0,2 Disque Z 152

Protéine I 0,1 Filaments épais 50

Protéine F 0,1 Filaments épais 121

Protéine kinase 0,1 Ligne M 74

Protéine H 0,18 Filaments épais 125

2.2. Les protéines du muscle squelettique

Les protéines musculaires peuvent se ranger dans trois groupes distincts : les protéines du

tissu conjonctif, les protéines myofibrillaires et les protéines sarcoplasmiques.

2.2.1. Les protéines du tissu conjonctif

Le tissu conjonctif assure le maintien de la structure. Il constitue la partie trés peu mobile

du muscle. Ce tissu permet de soutenir le systéme musculaire et intervient au niveau de la

transmission des forces de la contraction myofibrillaire vers le squelette par I’intermédiaire des

tendons. Il est impliqué directement dans le phénomene de tendreté de la chair.
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Il représente entre 0,4 et 3% de la masse musculaire et environ 10% des protéines
musculaires totales. Ce tissu est constitu¢ essentiellement de collagéne et d’¢lastine qui sont
deux protéines fibreuses.

Le collagéne est le composé le plus important puisqu'il représente environ 80% du poids
du tissu conjonctif. C'est une protéine fibreuse comprenant une séquence tripeptidique d’acides
aminés se répétant. Cette séquence est du type Glycine-X-Y, ou X et Y sont des acides aminés.
Dans la composition du collageéne, 3 acides aminés prennent une part assez importante : la
glycine, la proline et I’hydroxyproline (selon les types de collagéne). L'hydroxyproline peut étre
considérée comme un marqueur spécifique du tissu conjonctif et son dosage permet d’évaluer la
quantité de collageéne au sein du muscle (Etherington, 1991).

La molécule de base de collagéne est formée de trois chaines polypeptidiques reliées par
des liaisons covalentes et hydrogenes, afin de former une triple hélice. Cet assemblage en
longueur donne des fibrilles de diamétres variables selon la nature du collagéne. Entre les fibres
et les fibrilles, des liaisons, de nombre et de nature variables, peuvent se former. C'est justement
le nombre et la nature de ces liaisons qui permettent de définir le degré de réticulation du
collagene et donc de déterminer la dureté de la viande ; ainsi plus le degré de réticulation sera
important, plus les fibres et les fibrilles seront solidement ancrées les unes aux autres, et plus la
viande sera dure.

Les structures tridimensionnelles du collagéne, au sein du tissu conjonctif ne sont pas
toutes identiques. Pour 1'endomysium, le collagéne forme un feutrage dense de fibrilles. Pour le
périmysium, un feutrage lache permet la cohésion entre les fibres musculaires. Et enfin, pour
I'épimysium, un entrecroisement de fibres de collagéne ondulées forme une enveloppe continue
autour des fibres musculaires. Ces différentes structures ont des roles d’amortisseur et de
transmission de tension au sein du muscle.

Dans le cas de la viande, le collageéne est le principal responsable de sa tendreté, pour un
muscle qui n’a subi encore aucune maturation.

L'élastine, quant a elle, est une protéine également présente dans le tissu conjonctif. Elle
ressemble au collageéne par certaines de ses propriétés mais en est trés différente par d'autres.
Elle représente moins de 10% de la masse du tissu conjonctif. Sa teneur dépend du type de
muscle ainsi que de sa fonction. Sa structure est faite de chaines enroulées au hasard et manifeste
des propriétés élastiques, contrairement au collagéne. Cette protéine fibreuse est constituée de
deux types de fibres (Rowe, 1986): des fibres épaisses (5 a 10 um de diameétre) orientées
parallélement aux cellules musculaires et des fibres fines ( 1 & 2 um de diametre) qui suivent
I’alignement des fibres de collagene du périmysium et de I’endomysium. De plus, elle
contribuerait a I’augmentation de la cohésion des myofibrilles (Totland et al., 1988).
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2.2.2. Les protéines myofibrillaires

Dans la composition du cytosquelette des cellules musculaires, de multiples protéines
entrent en jeu. Les protéines myofibrillaires sont structurées selon un grand axe. Parmi ces

protéines contractiles majeures, il existe la myosine et I’actine.

La myosine (cf. figure 10) est la protéine la plus abondante. Elle représente 43% des
protéines contractiles (Yates & Greaser, 1983). C’est une protéine hexamérique de haut poids
moléculaire (environ 500 kDa). Elle est constituée de deux chaines lourdes de 200 kDa chacune
et de 4 chaines légeres de 14 a 20 kDa chacune. Chaque myofilament (cf. figure 11) comprend
entre 300 et 400 molécules de myosine. Cette molécule comprend deux parties : la queue
principalement hélicoidale et deux tétes globulaires. C'est sur la téte de myosine que se trouve un
site comportant une enzyme spécifique a 1'hydrolyse de la molécule d'ATP et les sites de fixation
a I’actine. Seule la molécule d'ATP fournit 1'énergie nécessaire a la contraction musculaire. La
queue, quant a elle, est responsable de la flexibilit¢ de la molécule et de I’assemblage des
molécules de myosine dans le myofilament épais par des liaisons principalement ioniques.

Tétes globulaires composées Queue composée par
des chaines 1égéres les chaines lourdes

Figure 10 : Représentation schématique d’une molécule de myosine

Tétes Queue
globulaires

Figure 11 : Représentation schématique d’un myofilament épais.
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L'actine représente 22% des protéines myofibrillaires. Elle se localise au niveau des
myofilaments fins (cf. figure 12). Elle a un poids moléculaire de 42 kDa. Sous forme globulaire,
elle peut se lier a des ions bivalents comme le Ca’" et Mg®", 4 un ATP ou ADP ainsi qu’a une
molécule de myosine. Le filament fin d'actine est d'une structure un peu plus complexe. Les
filaments d'actine sont des polymeéres fibreux formés de l'association de monomeéres d'actine
globulaires. Ils entourent, en nombre variable suivant les espéces et les types de muscles, les
filaments de myosine, la tropomyosine, et périodiquement, se retrouvent dans le complexe de la

troponine, formé par ces 3 éléments distincts.

Tropomyosine

Troponine

Actine G

Figure 12 : Représentation schématique d’un myofilament fin.

2.2.3. Les protéines régulatrices

Elles sont localisées essentiellement au niveau des myofilaments fins. Elles représentent
environ 10% des protéines myofibrillaires. On distingue la tropomyosine qui est présente a
raison d'une molécule pour sept monomeres d'actine, et la troponine, qui sous forme complexée,
est fixée a la tropomyosine.

La tropomyosine est une protéine allongée formée de 2 chaines hélicoidales o et B de 33
kDa chacune. Dans le muscle au repos, elle se dispose en enroulement le long des filaments
d'actine, dans le sillon formé par les deux hélices qui les constituent. Dans cette position, la
tropomyosine empéche l'interaction entre les sites d'accrochage de l'actine et les tétes de la
myosine.

Le groupe des troponines est constitué de 3 protéines organisées en complexe fixées a
intervalles réguliers sur la tropomyosine. Chacune d’elles a un réle spécifique au niveau de la
contraction musculaire. On distingue la troponine C qui peut fixer 4 ions Ca>" avec une forte
affinité, la troponine I, facteur inhibant l'activité du complexe au repos et, avec la tropomyosine,
l'interaction entre I’actine et la myosine, ainsi que la troponine T qui stabilise le complexe et le
fixe a la tropomyosine.

2.2.4. Les protéines du cytosquelette

Elles représentent environ 25% des protéines myofibrillaires. Leur role est d’assurer
I’intégrité structurale et fonctionnelle de la myofibrille. Ces protéines s’organisent en réseaux
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intermédiaires et longitudinaux matérialisés par des filaments. Les filaments longitudinaux sont
essentiellement constitués de deux protéines, la titine et la nébuline (Horowits et al., 1986). Les
filaments intermédiaires sont constitués principalement de desmine et synémine.

2.2.4.1. Les filaments intermédiaires

Ce réseau de filaments permet de maintenir les myofibrilles alignées les unes par rapport
aux autres et permet leur attachement au sarcolemme. Ils sont constitués principalement par la
desmine et la synémine.

La desmine représente 0,35% des protéines myofibrillaires. Elle a un poids moléculaire de
53 kDa. C’est la protéine majoritaire des filaments transversaux du cytosquelette. Ces filaments
intermédiaires de desmine forment un réseau abondant au niveau des stries Z, avec quelques
filaments tendus longitudinalement le long du sarcomére. La desmine assure une liaison entre les
myofibrilles adjacentes.

La synémine a un poids moléculaire de 220 kDa. Elle est située au niveau des bandes Z et
elle assure la liaison de la desmine avec les stries Z.

Ces liaisons au sarcolemme, par I’intermédiaire de la dystrophine, sont localisées au niveau
de la bande M et de la strie Z, sur les costameres. Ces costameres sont formés de protéines
transmembranaires comme la sialoglycoprotéine Sgp 130, d’intégrines, de vinculine, de taline ou
d’actine. Ils permettent également 1’attachement du sarcolemme aux molécules de la matrice

extracellulaire comme le collagéne, la fibronectine ou la laminine.

2.2.4.2. Les filaments longitudinaux

Les filaments longitudinaux représentés principalement par la titine et la nébuline
constituent une armature longitudinale de renforcement du sarcomere sous la forme d’un
troisiéme réseau paralléle imbriqué dans celui des filaments fins et épais.

La titine ou connectine est une molécule géante existant sous deux formes représentant
10% des protéines myofibrillaires. Les formes o et 3 ont des masses moléculaires respectives de
2800 et 2100 kDa. La forme la plus légere résulte de la protéolyse endogene de la molécule de
titine native. Cette protéine fine et longue se situe au niveau de la strie Z et elle s’étend jusqu’a la
bande M (Fiirst et al., 1988). Elle forme un troisiéme type de filaments longitudinaux dans les
sarcomeres. Son role serait mécanique et permettrait de maintenir la myosine dans la partie
médiane du sarcomére en assurant une partie élastique reliant 1'extrémité des filaments épais de
myosine a la strie Z.

La nébuline est une protéine d’environ 800 kDa. Cette protéine trés insoluble représente
environ 5% des protéines myofibrillaires. Grace a son extrémité C-terminale, elle se lie a 'a-
actinine au niveau de la strie Z. Elle permettrait de contrdler la longueur du filament fin et
régulerait la contraction en modifiant I’interaction entre I’actine et la myosine. Les filaments de
nébuline sont associé¢s aux filaments fins d'actine. Tous ces filaments jouent un rdle dans

1'élasticité des myofibrilles.
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2.2.4. Les protéines sarcoplasmiques

Les protéines sarcoplasmiques, présentes dans le sarcoplasme des fibres musculaires, sont
composées essentiellement d’enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire. Elles
représentent environ 30% des protéines totales du muscle. Elles se répartissent dans quatre
classes: la classe nucléaire (nucléoprotéines, lipoprotéines), la classe mitochondriale
(lipoprotéines, mitochondries, peroxysomes, lysosomes), la classe microsomale (microsomes,
réticulum sarcoplasmique, ribosomes) et la classe cytoplasmique (enzymes de la glycolyse,

enzymes protéolytiques, myoglobine, hémoglobine).

2.3. Le poisson : particularités de la structure des différents muscles et du tissu
conjonctif

Chez les poissons, le tissu musculaire occupe une part importante de la masse corporelle
par comparaison avec les autres vertébrés. Les principaux muscles du corps d'un poisson sont
disposés sur les cotés, le long du tronc et de la queue. Ces muscles composant la chair de poisson
sont au nombre de trois : les grands latéraux, les muscles rouges et les muscles des nageoires.

Chez les poissons, les muscles se caractérisent par une structure en métameres (en
segments placés a la suite les uns des autres) peu présente chez les mammiféres. La partie
principale de la chair de poisson est formée de longs muscles divisés en feuillets de forme
approximativement conique, dont le sommet est dirigé vers la téte. Ces nombreux segments
appelés myotomes ou myomeres ont une forme en W (cf. figure 13) et s’emboitent les uns dans
les autres. Ces myotomes sont délimités par des myoseptes ou myocommes conjonctifs dans
lequel les fibres musculaires s’insérent (cf. figure 14). Les myocommes sont trés fins. On sait
que la fibre musculaire est la cellule de base constituant le muscle. Elle s’étend entre deux
myocommes. Ces cellules sont reliées entre elles par du tissu conjonctif plus abondant autour des
fibres dans le muscle rouge que le muscle blanc. A partir d’observations microscopiques, il
apparait une similitude entre la structure de la cellule de muscle de poisson et celle des muscles

striés de mammiferes.

Figure 13 : Forme des myotomes chez le saumon (d'aprés Van Leeuwen, 1999).
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My otome Myofibrilles Membrane plasmique
1-2 cm de large : Y
(composé par les fibres 1 '| 2.l
musculaires) —
Sarcomere

Fibre musculaire

A | 50-200 um de diameétre
Bande I . JStrie Z (composé par des
fibrilles)
Bande A . myo
Myofibrille
Sarcomére

Actine Myosine

Figure 14 : Schématisation de I’organisation du muscle de poisson.

2.3.1. Les différents muscles

o Les grands latéraux

Ils se trouvent de part et d’autre de la colonne vertébrale. Ils ont une forme de fuseaux. Le
nombre de vertébres du poisson définit le nombre de myotomes de ces muscles.

Selon les espéces de poisson, la couleur de la chair est différente. Les especes de poisson
vivant en haute mer (y compris les espeéces de poisson pélagiques), sont des poissons a chair
sombre ou a chair rouge. Cela s’explique par le fait que ces muscles fournissent de gros efforts et
sont trés irrigués. Pour les espéces de poisson qui vivent sur les fonds a proximité du rivage
(c’est a dire les especes demersales), les muscles sont a chair blanche. Cette distinction de
couleur des muscles caractérise une physiologie différente.
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2 Les muscles rouges

Cette notion de muscles rouges n’est pas a confondre avec celle de poisson a chair rouge.
Ils sont localisés sous la peau, sur les flancs, le long des deux lignes médianes latérales. Ils sont
caractéristiques des téléostéens (qui comprend la presque totalit¢ des espeéces actuelles de
poissons) ou ils sont nettement distincts entre la peau et les grands latéraux.

En général, ils forment une lame musculaire depuis la partie thoracique jusqu’a la queue et
représentent la méme structure en feuillets que celle décrite sur la figure 14, mais la structure des
fibrilles qui les composent est différente de celle des muscles blancs.

Ces muscles participent au déplacement du poisson ce qui explique leur forte
vascularisation.

La réserve lipidique de ce type de muscle est élevée : elle peut représenter jusqu'a 30% du
poids.

o Les muscles commandant les nageoires

Ces muscles ont un rdle important car ils permettent de stabiliser et de diriger le poisson

dans I’espace tridimensionnel.

2.3.2. Le tissu conjonctif

Le tissu conjonctif dans le poisson se trouve en moins grande proportion par rapport aux
animaux a sang chaud. Il constitue une sorte de membrane enveloppant ainsi le muscle. Il est
composé de filaments fins réticulés composés de collagéne, de réticuline, d’¢lastine et d’une
substance non structurée dite fondamentale.

3. La transformation du muscle en viande

Aprées I’abattage de 1’animal, la carcasse subit des modifications contribuant en particulier
a son attendrissement, qui est une des qualités les plus importantes et les plus recherchées par les
consommateurs. Le processus d’attendrissement pour la viande fait I’objet de nombreuses
controverses.

Le taux d’attendrissement varie entre les différentes especes de mammiferes avec 80 %
d’attendrissement réalis€¢ en environ cinq jours apres la mort de I’animal pour le porc et en au
moins deux semaines pour le beeuf a une température réfrigérée. D’autres espéces comme le
lapin ou I’agneau requiérent des temps de stockage intermédiaires. De plus, pour la volaille et
plus particuliérement le poulet, 1’attendrissement est trés rapide, totalement accompli en 48

heures.

3.1. Les différentes phases

Au cours de la maturation a 1’état réfrigéré, lorsque le muscle est transformé en viande, le

muscle est soumis a une transformation partagée en trois phases.
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La premicre phase dite « pantelante » concerne les trois premicres heures apres I’abattage.
Il se caractérise par un muscle « vivant » et flasque. La tendreté du muscle a cet instant est
équivalente a celle du muscle aprés une maturation d’une quinzaine de jours.

Ensuite la phase de rigidit¢ cadavérique ou rigor mortis s’installe progressivement
(pendant 24 heures dans le cas de la viande de beeuf). Elle se caractérise par des muscles plus
durs et inextensibles. Les muscles deviennent alors inextensibles et les axes osseux sont difficiles
a déplacer les uns par rapport aux autres. La graisse se solidifie et contribue également a
augmenter la fermeté de la viande. L'installation de la rigidité¢ cadavérique se fait toujours dans le
méme ordre. Elle commence par la téte, le cou, les membres antérieurs, la région dorsale pour
finir enfin par les membres postérieurs. Au cours de cette phase, le tissu musculaire va connaitre
une acidification. En effet, la circulation sanguine étant stoppée, I’oxygene n’arrive plus dans les
muscles qui passent donc rapidement en anaérobiose. Les dernieres réserves énergétiques de
glycogene sont épuisées et transformées en acide lactique. Cet acide, du fait de I’arrét de la
circulation sanguine, n’est pas éliminé du muscle : il s’accumule et contribue a I’abaissement du
pH. Plus le pH du muscle diminue, plus le muscle devient dur. Au bout de 24 heures, le muscle
atteint son maximum de dureté, le pH est alors stable et proche de 5,4.

Enfin la phase de maturation conduit a un attendrissement du muscle. Lors de cette phase
dont la durée peut atteindre plusieurs jours (10 jours environ pour la viande de beeuf) (Ouali,
1990), la dureté est réduite de 80%. Apres la phase de rigor mortis, la viande commence a
s’attendrir sous I’effet de la maturation. La maturation n’est a relier en aucun cas avec un
phénomene bactériologique. Il s’agit d’un phénoméne naturel, qui résulte du relachement des
liens entre les fibres musculaires, liens établis lors de la rigor mortis. Ce relachement se fait
graice a Dl’action de diverses enzymes capables de dégrader les protéines du muscle. La
dégradation de ces protéines conduit au relachement des myofibrilles, qui serait responsable de
I’attendrissement de la texture. Ces enzymes sont des endoprotéases. Des réactions chimiques se
produisent également au niveau des lipides : sous 1’action de lipases, les lipides se transforment
et développent une odeur et une saveur caractéristique d’une viande « muire ». Mais, si la
maturation de la viande se prolonge trop, ces lipides se détériorent et forment alors des composés
qui donnent une odeur et un golt rance. Au cours de la maturation, seuls les protéines et les
lipides de la viande sont transformés. Le collagéne n’est pas modifié. Il caractérise la dureté
basale de la viande.

3.2. Mécanismes impliqués dans le processus de maturation

La maturation du muscle en viande dépend de nombreux facteurs biologiques et
technologiques : ’action protéolytique des différents systémes enzymatiques, la température de
stockage du muscle, la modification de la gamme du pH, la pression osmotique, la force ionique.
Les mécanismes impliqués dans I’attendrissement de la viande sont des phénomenes
enzymatiques et physico-chimiques (Ouali, 1990) entre lesquels il existe probablement une
synergie.

46



Bibliographie

3.2.1. Les mécanismes physico-chimiques

La température basale de I’animal vivant est d’environ 38°C. Apres I’abattage, la
température de la carcasse, stockée a 4°C, diminue progressivement. La morphologie de la
carcasse affecte la vitesse de refroidissement des muscles selon la localisation (plus ou moins a
I’extérieur). De plus, la composition intrinséque du muscle aussi joue un role : la matiére grasse

isole plus ou moins les muscles et affecte cette vitesse de refroidissement.
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Figure 15 : Evolution du pH du muscle et de la pression osmotique de bovin au cours de la
maturation (Ouali, 1990) (pH : o ; pression osmotique : o ).

Le pH est le parametre de la viande le plus souvent mesuré. Son suivi au cours de la
maturation est un moyen de controler la qualité. Juste aprés 1’abattage de I’animal, le pH au sein
du muscle est aux alentours de 6,8 (cf. figure 15). Aprés la mort de I’animal, le muscle est privé
d’oxygene et devient anoxique. Le maintien de I'homéostasie musculaire nécessite la synthése de
composés riches en énergie tel que 'ATP. Les réactions de synthese de ' ATP sont assurées par
la dégradation de la créatine phosphate et essentiellement par la glycogénolyse et la glycolyse
anaérobie. Les réactions de dégradation de I'ATP et du glycogeéne ont été¢ décrites en détail par
Bendall (1973). Durant l'installation de la rigidit¢ cadavérique, I'hydrolyse de 1'ATP
s'accompagne de la libération de protons contribuant a la diminution du pH. Le pH des muscles
tend a se stabiliser a une valeur appelée pH ultime, généralement comprise entre 5,7 a 5,4 aprés
24 heures de stockage. Cette baisse de pH atteint progressivement le point isoélectrique des
protéines. Ceci entraine une diminution des liaisons entre les protéines et I’eau ainsi qu’une
baisse du pouvoir de rétention de I’eau. Le pH ultime dépend de la concentration en glycogene
dans les muscles au moment de I'abattage.

La pression osmotique augmente juste apres la mort de ’animal et tend a se stabiliser a la
fin de la période de la rigidité cadavérique (cf. figure 15). Sa valeur physiologique initiale est
méme doublée. Ces modifications ont été mesurées par Bonnet ef al., 1992. Elles correspondent
a la formation de métabolites et a la libération d’ions libres initialement concentrés dans le
réticulum sarcoplasmique et dans les mitochondries (Ouali, 1990). Parallelement a ’acidification
du muscle, la pression osmotique augmente a cause de I’accumulation d’acide lactique. Cette

augmentation de la pression osmotique a deux effets principaux. Dans un premier temps, elle
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participe a une altération des structures contractiles par une solubilisation des protéines
myofibrillaires. Ainsi, la maturation sera plus rapide dans un muscle dont la pression osmotique
est importante (Ouali, 1992). Et dans un deuxiéme temps, elle permet de réguler et de faciliter
I’action protéolytique d’enzymes comme les calpaines, qui sont sensibles a de fortes
concentrations salines.

3.2.2. Mécanismes enzymatiques

Au cours de la maturation dans des conditions réfrigérées, les composantes myofibrillaires
du muscle sont modifiées et permettent ainsi a la viande de s’attendrir. Les raisons de cet
attendrissement ne sont pas encore bien définies. Il demeure encore un grand nombre de
contradictions. Il existe différents systémes protéolytiques décrits dans la littérature impliqués
dans le phénomene d’attendrissement : comme le systéme calpaines-calpastatine, le systéme
cathepsines-cystatines et plus hypothétiquement le systeme protéasome. La p- et la m-calpaine
ainsi que les protéases lysosomales, c’est a dire les cathepsines D, B, L et H sont les plus souvent
retenues pour étre impliquées dans 1’attendrissement du muscle, méme si souvent le systéme
calpaique est décrit responsable en majorité de 1’attendrissement de la viande pendant la période
post-mortem (Christensen, 2003).

Les calpaines ont comme substrats préférentiels : les composantes de la strie Z comme la
desmine, la filamine, la nébuline, les protéines de la ligne M, la troponine T, la tropomyosine et
la connectine ; mais par contre, elles ne s’attaquent ni a 1’actine ni a la myosine (Koohmaraie,
1992b). Et elles contribuent aussi a I’apparition d’un fragment de 30 kDa. In vitro, ces
modifications sont également reproduites (Ouali et al., 1983, Taylor et al., 1995b). Cependant
toutes les modifications observées sur le muscle ne sont pas reliées a I’action seule des calpaines
(Taylor et al., 1995b). Par exemple, les modifications observées sur la bande I ne sont pas
retrouvées lors de l’incubation des myofibrilles avec des calpaines. Cela confirme le role
majoritaire mais non exclusif des calpaines dans I’attendrissement du muscle pendant la période
post-mortem.

Le systtme lysosomal participe également aux modifications. L’incubation des
myofibrilles avec un extrait lysosomal ou avec la cathepsine L montre que 1’action protéolytique
se localise au niveau de la bande I (Mikami ef al., 1987). Quant aux cathepsines B, H et D, elles
dégradent plus particuliérement les myofibrilles de la bande M et celles localisées au niveau de
la jonction entre la bande A et la bande I (Ouali, 1992). Les cathepsines hydrolysent
essentiellement la myosine et I’actine. De plus, I’attaque des protéines contractiles se fait selon
des points stratégiques.

Le tableau 10 récapitule les substrats du systéme calpaique et du systéme lysosomal dans la
viande.
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® Calpaines
Troponine T

Strie Z (desmine)
Connectine

Protéines de la strie M
Tropomyosine

® Enzymes lysosomales comprenant les cathepsines B, D, H et L
Troponine T

Troponine I

Protéines C

Chaine lourde de la myosine
Chaine légere de la myosine
Actine

Tropomyosine

Nébuline

Titines

o-Actinine

Collagene
Mucopolysaccharides

Tableau 10 : Sites d’actions des enzymes protéolytiques durant le vieillissement du
muscle.

Selon Ouali (1992), I’attendrissement post-mortem peut seulement s’expliquer par une
action synergique des systémes calpaiques et lysosomaux. Cette théorie est celle qui est la plus
souvent adoptée. La contribution du protéasome est peu étudiée et donc souvent négligée bien
que d’apres les quelques études réalisées, le protéasome soit capable de dégrader la majorité des
protéines myofibrillaires (Mykles, 1989 ; Mykles & Haire, 1995).

3.3. Les techniques permettant d’améliorer ou d’écourter le temps de maturation

De fagon conventionnelle, I’attendrissement de la viande bovine se fait par un stockage
post-mortem a une température réfrigérée pendant une durée d’environ trois semaines. Certaines
méthodes peuvent permettre d’accélérer ce processus et ainsi avoir une application dans
I’industrie.

o L’accrochage de la carcasse : la technique d'accrochage des carcasses influe sur la

tendreté de la viande. Il existe différentes techniques d’accrochage : la suspension pelvienne, la
suspension par la « créte sciatique » et la suspension par le tendon d'Achille. Pour étre efficace,
cette technique doit étre appliquée le plus tot possible apres 'abattage, avant I'installation de la
rigor mortis.

La suspension pelvienne a un effet significativement favorable sur la tendreté d'une
majorité de muscles. De plus, le gain de tendreté procuré par cette technique est entre 1 a 2 fois
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le gain obtenu lors d’une maturation de 7 jours pour une carcasse accrochée par le tendon
d'Achille.

Ces résultats probants obtenus jusqu’a ce jour permettent d'affirmer que la suspension
pelvienne se situe parmi les facteurs pouvant influer le plus sur la tendreté des viandes de gros
bovins, au méme titre que les conditions de réfrigération des carcasses ou que la durée de
maturation des viandes.

o Les traitements par marinage dans des solutions acides : Les traitements par marinage

dans des solutions acides comme [’acide acétique ou 1’acide lactique ont été traditionnellement
utilisés comme des moyens pour attendrir la viande. Ces traitements diminuaient la résistance
mécanique. Mais une des limites de ce procédé est la faible pénétration du liquide dans le
muscle. Des injections permettent alors une diffusion plus rapide dans le muscle. Il en résulte
une diminution de la force mécanique et une augmentation de la tendreté dans un temps plus
court (Cannon et al., 1993; Ertbjerg et al., 1995 ; Ertbjerg et al., 1999).

Les effets des acides sur la texture de la viande dépendent de la chute de pH produite. Au
cours de ce mode de traitement, une combinaison de mécanismes se met en place : un
gonflement des fibres musculaires, un relaichement direct du tissu conjonctif (Ertbjerg et al.,
1995) et une accélération de D’attendrissement post-mortem par des protéases comme les
cathepsines, car elles ont une activité¢ optimale avec un pH faible.

Le marinage conduit a un gonflement considérable de la viande avec 1’acide acétique.

Les travaux dans lesquels 1’acide lactique est utilisé, rapportent que le pH atteint est plus
haut (vers 4,5) et que le gonflement est limité.

Cependant, ’injection d’acide lactique en période pre et post-rigor entraine une chute
rapide du pH aux alentours de 5. D’autres effets sont observés : une accélération de la libération
des enzymes lysosomales dans le cytosol, une dégradation importante de la chaine lourde de la
myosine, des altérations de 1’ultrastructure des myofibrilles ce qui inclut un relachement ou une
rupture de la strie M, et une diminution de la stabilité¢ a la chaleur du collagéne. Finalement, on
voit une amélioration nette des caractéristiques de la texture au bout de 2 jours post-mortem avec
peu d’amélioration lorsque le stockage s’étend a 14 jours post-mortem (Berge et al., 2001 ;
Lewis & Purslow, 1991).

o La stimulation électrique : la stimulation électrique sur les carcasses apres la mort de

I’animal est un procédé qui permet d’obtenir des effets significatifs sur la dureté de la viande. 11
est maintenant établi que la stimulation électrique augmente le taux de glycolyse post-mortem et
donc I’abaissement du pH. Ainsi, le muscle atteint rapidement un pH inférieur a 6 avant d’étre
expos¢ a une température de 10°C. Cette baisse de pH protége les muscles une fois exposés aux
conditions de refroidissement permettant d’éviter le durcissement li¢ au cryochoc. Mais d’autres
effets biochimiques et biophysiques sont impliqués aussi. Ce procédé entraine une perturbation

de la structure matricielle myofibrillaire du muscle (Ho ez al., 1996 et 1997)
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De plus, la stimulation électrique peut permettre aussi l'activation du systéme enzymatique
des calpaines accélérant la dégradation de protéines myofibrillaires. Ceci est di @ un changement
du rapport post-mortem pH / température ou a l'effet 1i€ a une augmentation significative calcium
libre grace a cette stimulation (Hwang et al., 2003).

o Les traitements mécaniques : ’application de lames tranchantes entraine une rupture du

tissu conjonctif et du systéme myofibrillaire contractile. De plus, la force de torsion est réduite.
Davis et al. (1977) ont rapporté aussi que ce procédé avec des lames tranchantes augmente la
tendreté plus rapidement que le procédé de maturation post-mortem classique. Mais ce procédé
ne permet pas d’augmenter la tendreté d’une viande déja tendre (Davis ef al., 1975).

o [ utilisation de solutions de calcium : la majorité des recherches suggére que le mode
d’attendrissement est du a I’activation des protéases calcium dépendantes présentes dans le
muscle squelettique (Whipple & Koohmaraie, 1991). Par opposition, d’autres recherches
utilisant des inhibiteurs de ces protéases rapportent que I’effet non enzymatique de sel de
calcium entraine la solubilisation des protéines (Taylor & Etherington, 1991).

Les chlorures de calcium, de baryum et de magnésium sont connus pour leur capacité a
déstabiliser les protéines en augmentant les interactions électrostatiques entre les protéines et les
ions en solution ; la solubilité des protéines est de ce fait augmentée. On a connaissance que les
ions zinc peuvent inhiber I’activité des calpaines et ainsi bloquer I’attendrissement enzymatique
(Koohmaraie, 1990). Les résultats de Lawrence et al. (2004) suggérent que D’activité
enzymatique activée par le calcium et I’effet non enzymatique du salage contribuent a
I’attendrissement du muscle. Cependant, les mécanismes enzymatiques réduisent la dureté de 2,9
a 7,5 fois plus que les mécanismes non enzymatiques. La dégradation enzymatique activée par le
calcium apparait étre le mécanisme majeur d’attendrissement alors que le salage avec les ions

calcium jouerait un réle mineur.

o Le traitement thermique : les réactions enzymatiques augmentent généralement avec une

augmentation de la température en passant de 0-4°C a une température corporelle de 37°C. La
dégradation protéolytique des protéines du muscle est généralement réalisée a 3,5-7°C mais sur
une période de temps plus longue.

o [ utilisation d’enzymes exogenes : La transformation du muscle en viande repose tres

largement sur des mécanismes enzymatiques affectant les protéines myofibrillaires et le
collagene. Sur ce plan et malgré une maturation technologiquement bien conduite, une carcasse
de beeuf renferme donc toujours autant de morceaux a cuisson lente (35% environ) que de
morceaux a cuisson rapide. L'apport d'enzymes exogénes permet d’optimiser les réactions
normalement catalysées par les enzymes endogenes et ainsi d’améliorer la tendreté de certains

muscles.
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Les protéases exogenes comme la papaine, la ficine et la bromélaine d’origine végétale, la
collagénase d’origine bactérienne ou la trypsine et la pancréatine provenant du pancréas
d’animaux ont des efficacités différentes pour dégrader soit les protéines myofibrillaires soit le
collagéne.

La papaine reste la seule enzyme utilisée dans le monde. Différents modes d’application
sont possibles. La papaine incorporée dans des sels attendrisseurs est autorisée. Ces sels
améliorent sa diffusion. L’injection post-mortem est aussi efficace mais le seul obstacle est la
diffusion. Une contrainte mécanique peut étre nécessaire en parallele. Enfin un autre mode
d’injection est possible, il s’agit de I’injection ante-mortem dans la veine jugulaire au moment de
l'abattage mais qui n’est pas autorisée en France.

Pour l'instant, les autres techniques reposant sur l'utilisation d’autres enzymes ne restent
qu’expérimentales et n'ont fait 'objet d'aucun transfert vers l'industrie.

Par ailleurs, I’utilisation d’enzyme comme attendrisseur de viande est limitée par des effets
secondaires indésirables des enzymes approuvées comme la papaine et la bromélaine. Une
nouvelle protéase, aspartique protéase (AP) exprimée par Aspergillus oryzae pourrait étre
utilisée, car elle n’engendre pas ces désagréments. A la différence de la papaine, la nouvelle
enzyme agit seulement sur les protéines myofibrillaires, mais pas sur le tissu conjonctif. De plus,
la viande, en présence de cette enzyme, peut étre stockée sans aucun changement du produit. Son
effet se manifeste principalement pendant la cuisson. Enfin, certaines conditions de cuisson (de
fortes températures) finissent par inactiver son activité (Ashie et al., 2002).

3.4. Le bovin : le modéle d’étude

..........

.

Figure 16 : Schéma des muscles de bovin. Le muscle utilisé est le gite a la noix ou
Biceps femoris (indiqué en rouge par la fleche).

La consommation de viande bovine en France provient de diverses origines : beeuf ou
bovin male castré, vache de réforme, génisse, taurillon. Cette consommation de viande rouge est
a nouveau stable depuis quelques années suite a la crise de la vache folle ; elle se situe a environ
22,5 kg équivalent carcasse par habitant. En Europe, la France se trouve au premier rang de
consommation de viande bovine avec 1,65 millions de tonnes équivalent carcasse. Dans le cas
présent, les muscles qui serviront a I’étude proviennent de vache laitiére, c'est-a-dire de vache
abattue a I’issue de leur carriére de laitiére ou d’allaitante, entre 3 ans et 8 ans. La consommation
de viande de vache laitiére dans notre pays représente environ 60 a 70 % de la consommation.
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Le muscle utilisé au cours de 1’étude se situe plus précisément dans la cuisse arriére de la
carcasse (cf. figure 16) : il s’agit du gite a la noix (Biceps femoris).

4. L’évolution de la chair de poisson apreés la capture

Contrairement a la viande, la maturation n’est pas favorable au muscle de poisson, car elle
entraine une altération de la texture qui conduit a une perte de fermeté. Cet effet est non désiré
par le consommateur.

La fermeté est un facteur important permettant d’évaluer de la qualité la chair d’un poisson
cru. Il est maintenant accepté que les muscles de poisson se dégradent durant la conservation au
froid.

La perte de fermeté se déroulerait a la suite d’un relachement du tissu causé par la
dégradation des protéines de structure de la chair.

4.1. Les différentes phases

Par opposition a la viande de boeuf, le poisson est directement consommable aprés sa mort.
Le muscle dans un premier temps est détendu et la texture de la chair est souple et élastique.
Cette phase pre-rigor ne dure que quelques heures.

Apres quoi, le muscle se durcit et le corps du poisson se raidit (en moins de 24 heures pour
le bar). Progressivement, les fibres musculaires du poisson vont se contracter de manicre
désordonnée. Au cours de cette phase, le muscle reste relativement mou. Les sarcomeéres relaxés
restent encore extensibles. A cet instant, le pH du muscle est aux alentours de 7. Cette étape ne
dure qu’un jour en moyenne puis cette caractéristique du muscle tend a disparaitre. Elle se
définit comme le durcissement du muscle et la perte de son extensibilité post-mortem. Durant la
période de rigidité cadavérique, les fibres musculaires se contractent ; le squelette ainsi que le
tissu musculaire font barriére a cette contraction en résistant pour conserver la structure. A partir
d’une certaine pression, cette résistance diminue pour étre nulle. Cela est principalement di a un
affaiblissement du tissu musculaire (Bremner & Hallett, 1985; Hallett & Bremner, 1988; Lavety
et al., 1988; Bremner, 1992). Les conséquences du durcissement du muscle sont une contraction
partielle des sarcomeres ainsi qu’une rupture incompléte des myocommes. Lors de cette phase, le
pH chute a 6. Cette rigidité cadavérique s’installe a des temps différents selon les espéces de
poisson. A température ambiante, elle se met en place entre 1 et 7 heures aprés la mort du
poisson. Tandis que dans des conditions réfrigérées, elle s’installe au bout de 5 a 22 heures. Elle
dure entre 30 et 120 heures selon le mode de conservation, sachant que cette période sera plus
longue si le poisson est conservé au froid. Cette phase dure plus longtemps chez les poissons que
chez les mammiferes.

Le muscle entre alors dans la phase post-rigor. Le muscle devient a nouveau souple. Le
passage dans cette dernieére configuration dépend de I’espece considérée, de la température de

conservation, de la condition physique du poisson, de la taille de 1’animal, de la saison et le
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mode d’abattage. On peut controler certains de ces paramétres permettant ainsi d’optimiser au
maximum la période rigor.

Apres un certain temps, les principaux mécanismes biochimiques vont se mettre en place
conduisant a une altération progressive du muscle (Dunajsky, 1979). La structure du collagéne
des tissus se dégrade. On observe aussi une désorganisation progressive de I’appareil contractile

et une libération de certains acides gras. Au cours de cette phase, le pH remonte a 7.

4.2. Mécanismes physico-chimiques

La température est un parametre important pour la conservation du poisson. Sur I’ensemble
des muscles du poisson, ’installation de la rigor est différente. Il est admis que I’apparition de la
rigor est plus rapide, si la température est ¢levée. Mais il existe des cas contraires, ou une faible
température accélére son apparition : par exemple, pour les poissons d’origine tropicale, la
différence est significative entre 0°C et 10°C.

Au moment de sa capture le pH est de 7 et dans ’heure qui suit il descend entre 6,5 et 6,8.
Ceci concerne principalement les especes océaniques. Pour les espéces marines, la nature du
muscle influe sur son pH initial. 11 est de 6,25 pour la chair rouge et de 6,85 pour la chair
blanche. Suite a la mort de 1’animal, le muscle est privé d’oxygeéne. Alors une glycogénolyse
anaérobie se met en place et produit de 1’acide lactique. Cet acide contribue a diminuer le pH
jusqu'a une valeur considérée comme ultime. Cette valeur est corrélée avec la durée de la phase
rigor mortis. A la fin de la rigor mortis, le pH va remonter pour attendre une valeur comprise

entre 6,8 et 7, 9 jours apres la mort de I’animal.
Par comparaison avec les mammiféres, le pH descend moins bas au cours de la phase de
rigidité cadavérique et redevient proche de la neutralité a la résolution de la rigor-mortis, alors

que celui des animaux terrestres reste acide.

4.3. Mécanismes enzymatiques

L’effet des enzymes protéolytiques dans la chair de poisson contribue a dégrader les tissus
conduisant au ramollissement du muscle. L’activité de ces enzymes est contrdlée par des
inhibiteurs spécifiques et endogenes, par des cofacteurs, par le pH et la température de
I’environnement. De plus, I’activité protéolytique varie énormément selon les especes, le sexe, la
saison de péche, la période de frai, la maturité sexuelle et d’autres variables (Jiang, 2000).

Les deux principales protéases, les enzymes lysosomales et les calpaines, jouent un role
important dans 1’évolution post-mortem du poisson tout comme chez les mammiferes. Les

mécanismes seront plus détaillés dans le paragraphe § 6.4.1.
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4.4. Le bar : le modéle d’étude

Figure 17 : Photo de bar, Dicentrarchus labrax L.

Son nom scientifique est Dicentrarchus labrax L. (cf. figure 17). On lui attribue plusieurs
noms communs en fonction des régions : bar, loup,... C’est un poisson marin de la famille des
Perciformes, il est 1'un des plus gros prédateurs de la bordure cotiere. C’est un poisson tres
vorace qui se nourrit de crevettes, de mollusques et d'autres poissons. Le bar est un poisson dit
euryhalin, c'est a dire capable de supporter des variations de la salinité de l'eau trés importantes
justifiant ainsi sa présence dans les eaux saumatres. A titre indicatif, il peut fréquenter des zones
comprises entre 0,5/1000 et 40/1000 de salinité. Le bar s€journe en eaux saumatres et peut méme
pénétrer en eaux douces; il fréquente de préférence les eaux les plus superficielles mais peut
descendre jusqu'a 100 m. On peut le rencontrer, a 1’état naturel, sur les cotes de I’Amérique du
Nord, de I’Europe et de I’ Afrique du Nord

Selon les lieux ou il vit, il a des périodes de frai différentes ; cela dépend principalement de
la température de I’eau. Par exemple, la période de reproduction dans la Manche est
généralement en février, dans 1’Atlantique Nord en janvier/février et dans la Méditerranée en
décembre/janvier.

La reproduction a lieu de mars a juin, prés des cotes ou méme parfois dans les estuaires en
eaux saumatres voire douces. Les oeufs sont pélagiques; l'incubation dure environ 6 jours et la
croissance du jeune est rapide. En automne, les jeunes quittent les abords des cotes, tout comme
les adultes.

L’¢levage des especes de pisciaires s’est énormément développé comme celui des animaux
terrestres, surtout avec I’explosion de la production en Asie. Le bar d’élevage est principalement
¢levé en Europe dans des bassins en mer du Nord, en facade atlantique et dans des cages

flottantes en mer Méditerranée, et aussi sur les cotes du continent américain.

5. Les différents systemes protéolytiques responsables de la dégradation des protéines
myofibrillaires

Les deux principaux groupes de protéases de la cellule musculaire, les enzymes
lysosomales et les calpaines, et leurs inhibiteurs endogénes respectifs, sont considérés comme
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impliqués dans I’amélioration de 1’attendrissement de la viande et la détérioration de la chair de
poisson. L’ implication du protéasome reste encore trés floue et incertaine (Lamare et al., 2002).
La plupart des protéases sont des enzymes lysosomales ou cytosoliques, mais quelques
unes sont dans le sarcoplasme (cytoplasme de la fibre) et associées aux myofibrilles ou aux
macrophages. Aprés la dégradation des tissus, les enzymes se trouvent principalement dans la

fraction des protéines sarcoplasmiques. Toutes ces protéases sont répertoriées dans le tableau

suivant :

Enzymes Localisation cellulaire pH optimal Facteurs de
régulations

Cathepsines lysosomale 5,0-6,0 Libération des
lysosomes, pH
inhibiteurs
(cystatines)

Cathepsine B

Cathepsine D

Cathepsine H

Cathepsine L

Calpaines sarcoplasmique 7,0-7,5 pH, calcium,
inhibiteur
(calpastatine)

u-calpaine

m-calpaine

Protéasome sarcoplasmique 7,0-9,0 pH, inhibiteurs ?

Tableau 11 : Récapitulatif des différentes enzymes responsables des dégradations
myofibrillaires.

5.1. Le systéme calpaique

Les calpaines (E.C. 3.4.22.17) sont des protéases a cystéine cytoplasmiques calcium-
dépendantes. Leur découverte a été¢ réalisée par Guroff en 1964 dans le cerveau de rat. Les
premiers travaux portant sur les calpaines dans le muscle squelettique ont été rapportés en 1972
par Bush et al. (1972). Elles sont largement répandues dans les cellules d’une grande variété
d’organismes allant des mammiféres aux invertébrés en passant par les plantes et les
champignons. A ce jour, cette famille de protéases comprend environ 14 membres distribués
dans différents types cellulaires. Mais la m- et la p-calpaine sont ubiquitaires.

Cette large famille est impliquée dans un grand nombre de régulations physiologiques
aussi bien que dans certaines pathologies de facon directe ou indirecte. Par exemple, une activité
augmentée de la m-calpaine et de la p-calpaine est depuis longtemps considérée comme
responsable de désordres neurologiques aigus (par exemple attaque d’apoplexie et dommages
traumatiques du cerveau) et récemment de la maladie d'Alzheimer. La mutation non

fonctionnelle du géne de la calpaine 3 a été identifiée comme étant la cause de la dystrophie
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musculaire de type 2A. Le géne de la calpaine 10 serait quant a lui responsable du diabéte de
type 2. La calpaine 9 jouerait un role dans les cancers gastriques.

Ce systéeme est composé¢ de différentes isoformes de protéases et d’un inhibiteur endogéne,
la calpastatine.

5.1.1. Les calpaines ubiquitaires

Notre étude portera plus particulierement sur deux isoformes, la micro- et la milli-calpaine
que I’on trouve dans tous les types cellulaires. Les calpaines sont décrites comme des protéases
neutres a activités calcium dépendante (CANP : Calcium Activated Neutral Proteases). Ces deux
enzymes, distribuées de fagon ubiquitaire dans le cytosol des cellules a travers le monde animal,
résident plus précisément dans le sarcomere, dans le sarcoplasme et sont aussi associées avec le
sarcolemme. Il a ét¢ mis en évidence que ce systeme se situait principalement dans les zones
intracellulaires (Kumamoto ef al., 1992). Au sein du muscle, les calpaines ont été localisées au
niveau de la bande I, au voisinage de la strie Z ainsi qu’au niveau du sarcolemme. La m-calpaine
et u-calpaine sont nommeées en fonction des concentrations calciques requises pour leur activité ;
elles ont besoin de 0,2 a 1 mM de calcium pour la m-calpaine et de 50 uM pour la p-calpaine.
Elles sont encore appelées respectivement calpaine II et calpaine I. Cette numérotation
correspond a 1’ordre d’élution sur une colonne de chromatographie échangeuse d’anions (type
DEAE). La calpaine II a un caractére plus acide (pI = 4.6) que la calpaine I (pI = 5.3)
(Yoshimura et al., 1983).

Ces protéases appartiennent a la famille des protéases a cystéine de par la présence d’un
acide aminé cystéine dans leur site actif.

Chez les poissons, il a été montré qu’il existait une variation de I’expression des calpaines.
Cette variation significative est complexe. Elle dépend de la maturité sexuelle et de la période de
frai (Love, 1970), qui ont un impact sur la physiologie du poisson due a I’action de différentes
hormones.

Il a aussi été montré que dans le muscle de poisson, I’expression de différentes formes de
protéases variait au cours d’une année (Ando et al., 1985). Par conséquent, a la mort de 1’animal,
les différentes formes peuvent avoir une action distincte sur les protéines myofibrillaires. De
plus, durant la période de frai, dans le muscle blanc de bar, une nouvelle forme de calpaines a été
détectée (Ladrat et al., 2000).

Ces protéases ont une structure hétérodimérique composée d’une grosse et d’une petite
sous-unité (cf. figure 18). La plus grosse sous-unité est la partie active qui porte le site actif, elle
est dite catalytique et la petite sous unité est la partie régulatrice. Le role de cette derniere n’est
pas clairement défini, mais il pourrait étre de stabiliser la sous-unité catalytique.
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Sites de fixation du
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Figure 18 : Schéma des calpaines I et II.

(Abréviations : I = Domaine N-terminal ; II = Domaine catalytique; III = Domaine III; IV
= Domaine de la sous-unité de 80 kDa catalytique liant le calcium; V = Domaine N-terminal de
la petite sous-unité de 30 kDa; VI ou IV' = Domaine de la petite sous-unité liant le calcium)

Plus précisément, les deux isoformes p-calpaine et m-calpaine d’un grand nombre
d’espéces sont des hétérodimeres avec une petite sous-unité de 25-30 kDa et une grosse sous-
unité de 72-82 kDa. La petite sous-unité est identique pour les deux isozymes et est codée par un
simple gene. Les séquences en acides aminés de la grosse sous-unité pour la p-calpaine et la m-
calpaine présentent environ 50% d’homologie.

La structure des calpaines est partagée en 6 domaines. Les domaines I, II, III et IV
constituent la grosse sous-unité et les domaines V et VI composent la petite sous-unité. Chaque
domaine a un role précis. On peut souligner que le domaine II montre une similarité avec
d’autres protéinases a cystéine que sont la papaine et les cathepsines B, L et H.

Les domaines I et V jouent un role dans 1’autolyse de I’enzyme. Le domaine II correspond
au site actif de I’enzyme. Le domaine III subit un changement conformationnel lors de la fixation
des ions calcium. Il est aussi sujet a la fixation de la calpastatine. Les domaines IV et VI
présentent 5 motifs « main-EF », structures de fixation des ions calcium.

Cette image de la structure cristallographique de la calpaine sur la figure 19 illustre la
structure de la protéase. Les différentes sous-unités ainsi que le site catalytique de la protéase
sont visualisables par différentes couleurs.
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Figure 19 : Schéma de la structure cristallographique en ruban de la m-calpaine humaine
en l'absence du calcium .

5.1.2. La calpastatine

La calpastatine est I’inhibiteur spécifique des calpaines (cf. figure 20). Elle est
intracellulaire comme les calpaines. Cette protéine est polymorphe. Son poids moléculaire est
compris entre 50 et 120 kDa.

Son role est double. Elle permet de bloquer le phénomene d’autolyse et aussi empécher
Iactivité protéolytique de 1’enzyme activée. La calpastatine se comporte comme inhibiteur
réversible des calpaines. Elle se lie au domaine IV de la grosse sous-unité et au domaine I'V' ou
VI de la petite sous-unité. Le calcium a un role clef dans le mécanisme d’inhibition de Ila
calpaine par la calpastatine. Il joue un réle de liant entre la calpastatine et la calpaine. Sa fixation
se fait entre les domaines IV et VI de la calpaine et les domaines A, B et C de la calpastatine. De
plus, cette interaction devient réversible aprés la complexation des ions calcium par de ’EDTA.

I1 est clair que la calpastatine joue un réle important dans la régulation de I’activité de la p-
et de la m-calpaine, mais il s’aveére que la régulation des calpaines par son inhibiteur au sein des
cellules vivantes n’est pas encore pleinement comprise. Les observations suggerent que les trois

sites de fixation sont nécessaires pour qu’elle exprime son entiere activité inhibitrice. De plus, il
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a été rapporté que les calpaines peuvent s’autolyser en présence d’un niveau de calpastatine
inhibant totalement 1’activité des calpaines.

Toutefois, beaucoup de mécanismes sur la régulation et sur I’interaction
calpaine/calpastatine ont été ¢laborés sans savoir s’ils sont proches de la réalité¢ (Goll ef al .,
2003).

A B C A BC A BC A BZC

Sl 1T BRI

Lnh-1 Lnh-2 Lnh-3 Lnh-4

Figure 20 : Schéma de la structure de la calpastatine, inhibiteur spécifique des calpaines.

(Abréviations : L = Domaine N-terminal de la calpastatine; Inh-1 a 4 = Domaines
inhibiteurs répétitifs de la calpastatine; A, B, C = Régions particulieres nécessaires pour I’activité
inhibitrice.)

Elle comporte généralement quatre domaines semblables dont chacun montre une activité
inhibitrice pour les calpaines et un domaine N-terminal (domaine L) de taille variable, dont la
fonction n’est pas connue.

Il existe plusieurs isoformes de calpastatine résultant de divers événements cellulaires
comprenant : 1’épissage alternatif, des emplacements différents du début de la transcription et de
la traduction, des états différents de phosphorylation.

La présence de deux isoformes de la calpastatine, exprimées principalement dans des
muscles a contraction rapide (premier pic €lué¢ d’une colonne échangeuse d’anions) et des
muscles a contraction lente (coéluée avec la m-calpaine ou plus tard dans le gradient de sel), ont
été rapportés dans le muscle d’ovin, de bovin et de porc (Ouali & Talmant, 1990). L'isoforme
principal de calpastatine dans des muscles a contraction lente pourrait correspondre a la forme
phosphorylée de calpastatine, ce serait la forme mineure dans des muscles a contraction rapide.

La calpastatine est plus rapidement dégradée par la p-calpaine que par la m-calpaine
(Doumit & Koohmaraie, 1999). Elle est aussi résistante a la dénaturation par un traitement de
chauffage jusqu’a environ 90°C (Geesink & Koohmaraie, 1999).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que 1’augmentation de la dureté juste apreés 1’abattage était
corrélée avec une augmentation de la calpastatine (Roncalés et al., 1995).

5.1.3. Les différents rbéles du calcium

Le calcium a un rdle clef dans la régulation du systéme calpaique. Cette dépendance a été
prouvée en méme temps que leurs découvertes. Ces fonctions s’articulent autour de 4 grands
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¢étapes : la dissociation des deux sous-unités, I’autolyse, 1’activité protéolytique et la régulation
par la calpastatine.

In vivo, les calpaines requiérent une concentration en calcium micromolaire et
macromolaire respectivement. Les conditions activatrices sont entre 3 et 50 uM pour la p-
calpaine et entre 0,2 et 1| mM pour la m-calpaine (Goll et al., 1992). Néanmoins, les deux
calpaines semblent étre actives pour des concentrations physiologiques de calcium de ’ordre de
100 a 300 nM, ce qui suggere que le calcium seul n’est pas exigé pour une activité in vivo. En
fait, des activateurs de protéines et certains facteurs augmentent la sensibilité¢ du calcium. Plus
récemment, un activateur spécifique des p-calpaines a été mis en évidence dans le cerveau de rat
(Melloni et al., 1998). Cet activateur est une protéine liant le calcium qui forme un complexe
avec la p-calpaine, mais pas avec la m-calpaine et augmente ainsi la sensibilité au calcium de dix
fois.

D’autres activateurs pour la m-calpaine ont été découverts dans le muscle squelettique. Ils
forment aussi des complexes avec la m-calpaine, abaissent ainsi la valeur du Ka de 400 uM a 15
uM facilitant ainsi I’autolyse. Ces deux activateurs fonctionnent sur la membrane de la cellule
car ils se lient a elle de fagon calcium dépendante.

De nombreuses évidences indiquent que la m-calpaine ne peut €tre impliquée dans le
processus d’attendrissement post-mortem de la viande sans un niveau en calcium dans le muscle
augmenté de facon artificielle (Doumit & Koohmaraie, 1999).

& La dissociation des deux sous-unités :

La dissociation est souvent citée comme la premiére étape de 1’activation des calpaines. Le
calcium conduit a ce phénoméne de dissociation de deux sous-unités (Bessicre ef al., 1999a). La
fixation du calcium se fait sur des sites spécifiques des calpaines : les motifs « main-EF » et
d’autres sites comme sur les domaines Ila et IIb pour la p-calpaine. Le K4 (constante d’affinité
pour le ligand) refléte leur besoin respectif en calcium. La p-calpaine a un K4 compris entre 21-
61 uM et la m calpaine a un K4 compris entre 322 et 1300 uM (Goll ez al., 2003).

De plus, on peut ajouter que dans des conditions particulieres de calcium, c'est-a-dire pour
une concentration de 1 mM, les calpaines s’agrégeraient ou précipiteraient.

o L’autolyse :
L’autolyse des calpaines a lieu rapidement en présence de calcium. Elle se matérialise par

une modification de la partie N-terminale des deux sous-unités (Elce, Hegadorn et al., 1997).
L’autolyse de la m-calpaine a été rapidement observée ; par la suite, des résultats similaires ont
¢té montrés pour la p-calpaine. Elle se caractérise par une diminution de taille de la grosse et de
la petite sous-unité : de 80 kDa a 78 kDa pour la m-calpaine et de 80 kDa a 76 kDa avec une
¢tape intermédiaire a 78 kDa pour la p-calpaine. L’autolyse libeére aussi des formes
intermédiaires. Mais cependant les grosses sous-unités de 78 kDa et 76kDa restent actives. En ce
qui concerne la petite sous-unité, elle voit sa masse passer de 28 kDa a 18 kDa (Goll et al.,
2003). Dans le muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.), la sous-unit¢ de 80 kDa est
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rapidement autolysée en 73 et 69 kDa et la petite sous-unité¢ de 24 kDa est autolysée en trois
bandes de 22, 19,3 et 17,8 kDa (Ladrat et al., 2002).

Les estimations faites sur les besoins pour leurs activations en calcium montrent que les
formes autolysées requiérent moins de calcium que les formes non autolysées : entre 0,6-0,8 uM
pour la p-calpaine et entre 50 et 150 mM pour la m-calpaine (Elce, Davies et al., 1997). L’intérét
de l’autolyse serait donc d’augmenter la sensibilité des calpaines au calcium de fagon
significative (Mellgren, 1991). Cette hypothése n’est plus discutée et on considere que 1’autolyse
des deux isoformes abaisse la valeur du K,. Mais un probléme critique se pose néanmoins, ce qui
entraine des controverses au sujet de I’autolyse. Les calpaines autolysées sont actives avec une
quantité¢ moindre de calcium par rapport aux concentrations physiologiques, mais pour passer de
la forme native a la forme autolysée, la protéase nécessite du calcium. Il s’avére que ces
concentrations en calcium pour ’autolyse sont similaires ou légerement plus fortes que celles
nécessaires pour 1’activité protéolytique (Tompa et al., 1996 ; Jiang, 2000).

Une autre question reste discutable. Il s’agit de classer ou non les calpaines parmi les
proenzymes, c'est-a-dire des enzymes actives seulement grace a une autolyse d’une partie de leur
structure. Dans ce cas de figure, le dimeére constitué¢ des unités 30 et 80 kDa serait la proenzyme
et la forme autolysée 76 et 18 serait la forme active (Saido et al., 1994). La plupart des membres
de la famille des cystéines protéinases sont des proenzymes. Tous les travaux réalisés jusqu'a
présent apportent des avis différents sur ce probleme. Certaines études soutiennent que les
calpaines non autolysées sont enzymatiquement actives et d’autres pensent que ’activation des
calpaines passe par une étape d’autolyse. L’autolyse ne semble pas étre nécessaire pour
I’expression de I’activité protéasique mais elle aurait un effet important sur la dissociation et
ainsi sur D’activation des calpaines. Tout du moins, il semble que I’autolyse joue un rdle
important dans les fonctions de la calpaine mais ce role reste mystérieux.

o L’activité protéolytique :

Les mécanismes d’activation proposé€s ne vont pas tous dans le méme sens et méme
certains sont sans cesse discutés (cf. figure 21). Tout reste hypothétique (Johnson & Guttmann,
1997 ; Suzuki and Sorimachi, 1998). Deux cheminements sont suggérés quant a 1’activation de
ces enzymes : soit elles sont actives apreés une dissociation des sous-unités induite par une
fixation des ions calcium (Yoshizawa et al., 1995, Michetti et al., 1997). Cette derniére
hypothese reste la plus souvent citée (voie 1 sur la figure 21). Pour étayer cette hypothese, la
calpaine est déja dissoci¢e quand le calcium est lié. Et cette dissociation permet d’ouvrir le site
actif (Bessiére et al., 1999a). Ou soit elles sont actives sous la forme hétérodimérique avec des

ions calcium fixés (Zhang & Mellgren, 1996).
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Figure 21 : Schéma des mécanismes d’activation possibles des calpaines.

& La régulation par la calpastatine

Les ions calcium sont indispensables et jouent un rdle primordial lors de I’inhibition de la
calpaine par la calpastatine (Cottin et al, 1981; Murachi et al., 1981). La concentration
nécessaire pour que la calpastatine se lie a la calpaine est significativement plus faible que celle

nécessaire pour initier I’activité protéolytique de cette derniere.

5.1.4. Autres activateurs

o Le réle des phospholipides :

Un autre dispositif important concerne l'activation des calpaines par des phospholipides
suggéré a l'origine par Coolican et Hathaway (1984). A cet égard, la fonction possible du
domaine III des calpaines a été suggérée par 1’étude de la structure de la m-calpaine. Ce domaine
a des similitudes avec le domaine C2 a l'origine identifiés dans la protéine kinase C (Rizo &
Sudhof, 1998). Le domaine C2 peut lier des phospholipides d'une fagon calcium-dépendante et
est capable d'orchestrer la régulation du calcium de l'activité enzymatique. Pour la m-calpaine, le
domaine III s'est avéré étre un domaine liant les phospholipides et régulant le calcium. La liaison
des phospholipides au domaine III augmente entre 1 et 10 fois la capacité de liaison du calcium
de ce domaine (Tompa et al., 2001).
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Les phospholipides, spécifiquement les acides phospholipidiques, réduisent
considérablement la concentration nécessaire en calcium pour 1’autolyse et aussi pour
I’activation (Saido et al., 1994; Melloni et al., 1998).

En leur présence, la p-calpaine devient pleinement active pour des concentrations
micromolaires ou de plus faible concentration, en considérant que les phospholipides sont
insuffisants pour activer la m-calpaine dans des concentrations physiologiques de calcium. Bien
que d’autres activateurs et facteurs incluant ’ADN aient été rapportés, leur nature, les

implications physiologiques et les mécanismes d’activation ne sont pas encore bien compris.

& Les conditions environnementales :

Les conditions environnementales jouent un role important dans 1’activité de ce systéme
enzymatique et plus particulierement, les niveaux de pH et de température.

Le pH d’activité de ce systeéme est relativement neutre compris entre 7,2 et 8,2 avec un
maximum d’activité vers 7,5 (Goll et al., 2003).

Quant a la température d’activité, la gamme est comprise entre 5 et 37°C avec une
température pour une activité optimale de 25°C.

Le cumul d’un pH de 5,5 et d’une température de 5°C définit les conditions retrouvées
pendant la période post-mortem, aprés 24 heures de stockage pour la viande. Concernant la u-
calpaine, Koohmaraie (1986) montre qu’il y a environ 25 % d’activité a 5°C et a un pH de 5,5

(conditions post-mortem), donc qu’elle peut étre impliquée dans la dégradation post-mortem.

& Les fonctions physiologiques :

Les substrats des calpaines ont été étudiés. Les peptides de petites tailles sont rarement des
substrats de ces enzymes. Par contre des structures de plus grande taille sont sujetes aux
hydrolyses par les calpaines. Parmi ces substrats, on trouve des protéines membranaires,
cytosqueletiques, myofibrillaires, des enzymes comme la phosphorylase kinase B, la protéine
kinase C (Ono et al., 1998) et aussi des cytokines (facteurs de transcription)...

On a de fortes raisons de croire que le systetme jouerait un rdole majeur dans
I’attendrissement de la viande et dans [’altération de la chair de poisson. Les calpaines
participeraient a la fragilisation de la strie Z. Cela serait la principale modification structurale
obtenue.

5.2. Les enzymes lysosomales

Il existe une large variété d’enzymes lysosomales. Elles sont stockées dans des lysosomes,
qui sont de trés petits organites sphériques (microscopiques) présents dans la plupart des cellules
animales (Goll et al., 1983). Ils sont plus petits que les mitochondries et ont une seule
membrane. On s’intéressera plus particulierement aux enzymes du muscle squelettique qui sont
impliquées dans la protéolyse post-mortem. On peut aussi noter que le niveau de ces enzymes
protéolytiques dans le muscle est plus faible que dans les autres tissus a savoir le ceeur, le foie...
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Les cathepsines lysosomales sont présentes dans tous les types cellulaires a I’exception des
globules rouges. Les propriétés des cathepsines lysosomales dans les différentes especes
animales et les différents types cellulaires sont similaires. Ces endopeptidases lysosomales sont
petites avec un poids moléculaire compris entre 20 et 50 kDa. Elles ne sont pas synthétisées
directement sous une forme active. Elles acquicrent leur capacité protéolytique au cours de
mécanismes de glycosylation, de phosphorylation,... Leurs activités optimales se situent pour
des valeurs de pH acide et elles demeurent instables pour des pH alcalins et neutres.

Parmi les quatre classes de protéinases que sont les acide aspartique-, les cystéine-, les
sérine- et les métallo-protéases, 1’attention est portée plus particuliérement, dans cette étude, sur
les principales endopeptidases lysosomales que sont les peptidases a cystéine et a acide
aspartique.

Les cathepsines font partie d’un groupe majeur d’enzymes protéolytiques du muscle. Elles
sont identifiées dans différentes especes incluant ’homme, le rat, la souris, le poulet et le
poisson. Des propriétés similaires seront observées pour différents muscles indépendamment de
leur type de métabolisme et de contraction.

Quatre d’entre elles (les cathepsines B, D, H et L) sont considérées comme importantes
dans la dégradation des protéines du muscle post-mortem. On peut les classer en deux groupes :
les protéases a cystéine (B, L, H) et une protéase a acide aspartique, la cathepsine D (présentées
dans le tableau 12).

Les différentes études utilisant des systémes modeles ont indiqué que les protéines
myofibrillaires sont susceptibles d’étre hydrolysées par des cathepsines.

Noms Nombre Classification et type Taille Gamme de pl
E.C. (kDa) pH
optimum

Cathepsine B 3.4.22.1 Famille des protéases a 30 (5+25) 5,5-6,5 4,5-5,5
cystéine (famille des
papaines)

Cathepsine D 3.4.23.5 Famille des protéases a 45 (30+15) 3,0-5,0 6,8
acide aspartique

Cathepsine H 3.4.22.16 Famille des protéases a 28 (23+5) 6,5-6,8 6,0-7,1
cystéine

Cathepsine L 3.4.22.15 Famille des protéases a 28 (24+4)  5,5-6,5 5,0-6,3
cystéine

Tableau 12 : Tableau récapitulatif des cathepsines d’intérét dans cette étude.

5.2.1. Les protéases a acide aspartique

La cathepsine D est la plus abondante des enzymes lysosomales. Elle a un poids

moléculaire de 42 kDa et son pH optimal est compris entre 3 et 5. La cathepsine D lyse les
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protéines comme 1’hémoglobine, la myosine, les protéines sarcoplasmiques mais elle a trés peu
d’effet sur le collageéne (Okitani et al., 1981).

Dans le muscle, la cathepsine D hydrolyse la chaine lourde de la myosine, 1’a-actinine, la
tropomyosine et les troponines T et [ a pH 3 (Matsumota et al., 1983).

5.2.2. Les endopeptidases a cystéine

Elles ont une cystéine dans leur site actif qui doit rester réduite. Seule ’activité de cette
famille d’endopeptidases semble soumise a une régulation par des inhibiteurs intracellulaires.

La cathepsine B hydrolyse la chaine lourde de la myosine, 1’actine, la troponine T, et plus
lentement la troponine I et la tropomyosine. La cathepsine H dégrade principalement la
troponine T. La cathepsine L dégrade la plupart des protéines myofibrillaires a I’exception de la
troponine C et de la tropomyosine.

La régulation enzymatique des cathepsines peut se faire par le biais de différents
inhibiteurs. Parmi les cathepsines, il existe une famille d’inhibiteurs qui agit sur les protéases a
cystéine, ce sont les cystatines. Les cystatines sont des inhibiteurs naturels des protéases a
cystéine présentes dans les tissus des animaux et des graines végétales. Au sein de cette super
famille d’inhibiteurs, il demeure des différences tant dans les propriétés moléculaires que dans la
distribution biologique. Ces cystatines peuvent se lier fortement, de fagon réversible et
compétitive contribuant ainsi a une inhibition spécifique envers les cystéine protéinases comme
les cathepsines lysosomales animales B, H et L. Dans le régne animal, les cystatines se localisent
dans le cytosol alors que sa cible enzymatique se trouve au sein des lysosomes (Koohmaraie et
al., 1991).

Les cystatines sont stables au pH alcalin et a forte température. De plus, il existe des
différences d’affinités ; les cystatines sont plus spécifiques des cathepsines L qu’aux cathepsines
B (Koohmaraie et al., 1991).

Chez le poisson, la cystatine est un inhibiteur qui permet d’empécher la protéolyse de la
myosine par les cathepsines et donc le ramollissement de la chair. Sachant que les cathepsines B
et L ont une forte affinité pour la myosine et qu’il est difficile de les éliminer complétement lors
du processus visant a fabriquer du surimi, 1’addition de cystatine est un moyen de contrecarrer ce
probléme (Chen et al., 2001). La cystatine de poisson est homologue a celle des tétrapodes. Elle
a des actions communes sur les cathepsines B, H et L (Koide & Noso, 1994). Chez les
mammiferes, il existe des différences quantitatives : le porc contient plus de cystatines que
I’agneau et le beeuf (Koohmaraie ef al., 1991).

5.3. Le protéasome

Il a été décrit pour la premiere fois en 1980 dans I’hypophyse de bovin (Orlowski & Wilk,
1981). Le protéasome est aussi appelé complexe protéolytique multicatalytique (MCP) car la
présence de multiples activités distinctes a été mise en évidence (Rivett, 1993). 11 est présent
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dans la plupart des cellules vivantes aussi bien dans le cytosol que dans le noyau (Rivett, 1989).
Les activités d’hydrolyse de la chymotrypsine, de la trypsine et de la peptidyl-glutamyl-peptide
ont toutes été découvertes au cours du méme travail expérimental.

5.3.1. Sa structure et les différents isoformes

Le poids moléculaire du protéasome est estimé entre 700 et 800 kDa (Tanaka ef al., 1986 ;
Tanaka et al., 1988).

L’étude par microscopie ¢électronique montre la présence d’une partie cylindrique avec une
structure dimérique formée par deux disques distincts (Tanaka et al, 1988). A I'intérieur se
trouvent les sites actifs assurant la protéolyse. On peut différencier deux isoformes selon leurs
coefficients de sédimentation, le 20 S et le 26 S (Goldberg, 1992; Rechsteiner, 1992). Le rdle
physiologique du protéasome de 20 S est inconnu, mais il doit avoir un intérét puisqu'il est tres
largement distribué dans les différents types cellulaires et aussi dans un grand nombre d’especes
allant des Archébactéries aux mammifeéres. Quant au protéasome de 26 S, il catalyserait une voie
protéolytique responsable de 1'élimination sélective de protéines endogenes impliquées dans la
régulation métabolique (Goldberg, 1992; Rechsteiner, 1992). Les activités protéolytiques
nécessitent une gamme de pH comprise entre 6 et 8§ (Dutaud et al., 1996).

5.3.2. Les fonctions physiologiques

Jusqu’a présent, il n’a jamais €té mis en évidence que le protéasome jouerait un role dans
le processus d’attendrissement de la viande.

L’incubation de myofibrilles d’ovins avec une préparation de protéasome montre que la
troponine C et les chaines légéres de la myosine sont dégradées (Koomaraie, 1992). Dans les
conditions réelles de stockage, aprés la mort de 1’animal, ces protéines myofibrillaires ne sont
habituellement pas dégradées.

Aussi, I’incubation de myofibrilles bovines avec des protéasomes de 20 S montre que les
protéines myofibrillaires sont des substrats relativement spécifiques du complexe protéosomique
de 20 S (Taylor et al., 1995a). La myosine, ’actine et la desmine sont dégradées avant 1’o.-
actinine, la troponine T et la tropomyosine. Ces changements sont différents de ceux rencontrés
lors de 1’évolution post-mortem de la viande.

Il a été plus souvent suggéré que le protéasome n’était pas impliqué dans les premiers
stades de maturation post-mortem de la viande ou dans la désorganisation des myofibrilles ; ce
role est le plus souvent attribué aux calpaines (Robert ef al., 1999). Néanmoins, une possible
hydrolyse par le protéasome est envisageable mais qui supposerait une action synergique de
différentes protéases comme la calpaine et le protéasome. La calpaine donnerait des peptides
hydrolysés par la suite par le protéasome (Robert et al., 1999).
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5.4. Le role des protéases dans la dégradation post-mortem du muscle de poisson et

dans la viande

5.4.1. Dans le muscle de poisson

Les mécanismes de dégradation post-mortem restent complexes et encore mal connus.
Cependant, la contribution des protéases dans 1’altération de la chair de poisson est indéniable.
Deux voies sont généralement décrites comme impliquées dans la dégradation des protéines
myofibrillaires au cours du stockage post-mortem réfrigéré : la voie calpaique et la voie
lysosomale. Elles agissent de fagon complémentaire et synergique au cours du long processus de
dégradation post-mortem. L’activité protéolytique varie selon 1’espéce de poisson considérée
ainsi que selon la saison, la maturation sexuelle, la période de frai, le sexe.

L’implication des différentes protéases dépend des conditions environnementales. Aussitot
apres la mort du poisson, le pH du muscle chute. Cette diminution rapide du pH pourrait rendre
les protéases lysosomales actives. Si I’on se base sur les conditions optimales de pH, les
cathepsines B et L seraient plus impliquées que la cathepsine D dans la dégradation des protéines
de structure du muscle. Néanmoins, cette dernicre, présente en quantité importante, pourrait tout
autant exercer un role. L’un des inconvénients de cette famille d’enzymes est leur localisation
dans des lysosomes, or la baisse du pH peut permettre de libérer les cathepsines de leurs
vésicules lysosomales.

L’activité des cathepsines est la plus souvent citée comme impliquée dans les dégradations
post-mortem du muscle de poisson (Jiang, 1998). Ces cathepsines seraient pour la plupart
inactives dans le muscle vivant et seraient libérées a la suite d’un accident physico-chimique ou
d’une congélation/décongélation post-mortem. Deux cathepsines sont mises en avant quant a leur
activité post-mortem; il s’agit de la cathepsine D et L. Des incubations in vitro de cathepsines B,
D et L avec des protéines myofibrillaires de muscle blanc de bar révelent que la chaine lourde de
la myosine (MHC), I’a-actinine, la desmine, 1’actine, la troponine T et d’autres protéines non
identifiées peuvent étre substrats de ces enzymes lysosomales. Une corrélation entre ’activité de
cette cathepsine L et la texture molle de la chair du poisson a aussi été suggérée par Yamashita et
Konagaya (1992). Les dégradations induites par la cathepsine D sont similaires aux
modifications observées sur les protéines myofibrillaires lors de la conservation du muscle sur
glace (Ladrat et al., 2003).

Les conditions de pH requises pour 1’activité des calpaines sont celles atteintes lors de la
période post-mortem du muscle. Ce systeme protéolytique joue donc aussi un role dans la
dégradation des protéines myofibrillaires. Néanmoins, il demeure encore quelques
interrogations, car il reste un décalage entre la concentration en calcium physiologique dans le
muscle et les besoins des différentes isoformes. La concentration du calcium intracellulaire
augmente au cours de la période post-mortem. Cette concentration est suffisante pour une action
des calpaines, mais I’implication de certains activateurs est sirement nécessaire.

Les calpaines sont aussi associées a 1’autolyse du muscle de poisson. Chez le poisson, elles
digereraient principalement la myosine (surtout la chaine lourde) (Muramoto & Seki, 1988 ;
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Verrez-Bagnis et al., 2002 ). Par ailleurs, il a ét¢ montré que la m-calpaine dégrade in vitro
d’autres protéines myofibrillaires comme la tropomyosine, 1’a-actinine et la desmine (Verrez-
Bagnis et al., 2002). Mais aussi, 1’activité de ces calpaines ne modifieraient pas 1’activité¢ des
cathepsines. L’équipe de Muramoto et Seki a montré que les calpaines de poisson seraient
actives a des températures plus basses par comparaison a celles des mammiferes.

Certaines protéases comme des métalloprotéases peuvent aussi avoir un rdle dans le
changement post-mortem du muscle spécialement sur les composants de la matrice extra
cellulaire comme le collageéne (Kubota ef al., 2001).

5.4.2. Dans la viande

La dégradation post-mortem des muscles est soumise a de nombreuses controverses. Les

travaux décrits dans la littérature tendent a expliquer la maturation de la viande par I’implication
du systéme lysosomal et du systéme calpaique.

L’utilisation d’un inhibiteur de protéases a cystéine comme 1I’E-64 entraine I’absence de
protéolyse des myofibrilles et donc d’attendrissement du muscle. Cet inhibiteur spécifique
exerce son action sur les calpaines et les cathepsines a cystéine (cathepsines B, H et L). Ce
résultat souligne que cette classe de protéases joue un role primordial dans la dégradation post-
mortem de la viande (Hopkins & Thompson, 2001b).

Le systeme lysosomal est capable de dégrader les protéines myofibrillaires durant la
maturation post-mortem. Des études in vitro, ou les protéines myofibrillaires sont incubées avec
des enzymes lysosomales, révelent qu’elles sont capables dégrader la troponine T, la titine,
I’actine, la myosine, I’a-actinine (Mikami et al., 1987, Ouali et al., 1987). Ces résultats
confirment les observations faites suite a la dégradation post-mortem du muscle in vivo ; la durée
de la période réfrigérée de stockage reste un parameétre important a prendre en compte.

Le systetme lysosomal est spécifique car ces protéases sont emprisonnées dans des
vésicules, les lysosomes ; ce qui les prive d’un contact direct avec leur substrat, les myofibrilles.
Il a été montré que les membranes de ces lysosomes €taient rompues apres la mort de 1’animal et
au cours de la période post-mortem, permettant une libération de ces enzymes. Ces résultats sont
confirmés par une augmentation de I’activit¢ de certaines enzymes considérées comme des
indicateurs de rupture de la membrane des lysosomes : la B-glucuronidase et la phosphatase
acide (Duston & Lawrie, 1974 ; Ertbjerg P. et al., 1999; Holtzman E., 1989 ; Oshumi et al.,
1983).

Les protéases lysosomales sont actives dans une zone de pH acide. Aprés la mort de
I’animal, une accumulation d’acide lactique va provoquer une diminution du pH a des valeurs
proches de 5,4 (Ouali, 1990). La chute du pH entraine une rupture des membranes des lysosomes
et donc une libération de leurs contenus. L’ensemble de ces informations peut suggérer une
activité potentielle des cathepsines au cours de la dégradation post-mortem du muscle.
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En contradiction avec cela, Hopkins et Thompson (2001b) ont réalis¢ I’injection
d’inhibiteurs des cathepsines B et L dans la viande et ensuite, ils ont observé les différents
indicateurs de la maturation de la viande. Ils n’observent pas de différence significative avec ou
sans inhibiteurs de ces enzymes, ce qui peut laisser douter quant a I’implication de ces protéases
dans la dégradation post-mortem du muscle. Par contre des hypothéses quant a I’absence d’effet
des inhibiteurs sur ces protéases peuvent étre émises : une concentration en inhibiteurs trop
faible, une précipitation de I’inhibiteur, une localisation différente de 1’inhibiteur et des enzymes
lysosomales.

Les calpaines, contrairement aux cathepsines, sont localisées dans le sarcoplasme. Elles
peuvent étre en contact direct avec leurs substrats, les protéines myofibrillaires. La concentration
en calcium libre dans le sarcoplasme augmente durant la contraction du muscle apres la mort de
I’animal. Cette concentration en calcium (110 uM) est suffisante pour activer la p-calpaine
(Hopkins & Thompson, 2001) mais pas pour activer la m-calpaine (Edmunds et al., 1991).
L’activation des calpaines conduit progressivement a leur autolyse. Une autolyse trop importante
peut conduire a une inactivation de la calpaine. La diminution de I’activité de la p-calpaine au
cours de la maturation peut étre dile a son autolyse (Boehm et al., 1998). Toutes ces
observations conduisent a suggérer que la p-calpaine est principalement responsable de la
dégradation post-mortem, et que la m-calpaine joue une rdéle mineur (Dransfield, 1993 ;
Koohmaraie et al., 1996 ; Veiseth et al., 2001).

Tout comme pour les cathepsines, des inhibiteurs spécifiques des calpaines ont été injectés
dans la viande. L’addition de ces inhibiteurs montre que la protéolyse diminue et que la dureté
du muscle ne varie pas par rapport a un témoin (Uytterhaegen et al., 1994). Cela suggére que les
calpaines sont bien impliquées dans la dégradation post-mortem du muscle mais elles ne
participeraient pas a 1’attendrissement de la viande.

La réponse a la question : « quelle protéase est impliquée dans la dégradation post-mortem
du muscle » est loin d’étre connue. L’implication des calpaines est plus souvent mise en avant
que celle des cathepsines. Mais une action synergique entre les calpaines et les cathepsines n’est
pas a exclure. Dans cette hypothése, le systeme calpaique exercerait son action au début de la
période post-mortem et plus précisément avant la chute du pH ; et ensuite, le systéme lysosomal
exercerait son role.

6. Effet des hautes pressions sur les enzymes de dégradation de la viande et du poisson

Les hautes pressions sont susceptibles de modifier la conformation, le repliement, de
dissocier des sous-unités, d’agréger et donc de perturber les activités enzymatiques.
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6.1. Le systéme calpaique

Koohmaraie ef al. (1984) ont étudié I’effet des hautes pressions sur I’activité des calpaines
lorsque le muscle de bovin est pressurisé en phase pre-rigor. Ces travaux montrent qu’apres
traitement a environ 100 MPa, I’activité des calpaines diminue. Par ailleurs, il a été montré par
Elgasim & Kennick (1982) qu’un traitement par hautes pressions du muscle entraine une
augmentation de la concentration en calcium. Ceci serait dii a une libération du calcium présent
dans les mitochondries et dans le réticulum sarcoplasmique dégradé par le traitement.
L’augmentation de la concentration en calcium favorise 1’autolyse des calpaines et peut
expliquer la baisse de leurs activités. Ces résultats ont ét¢ montrés par Deschamps et al. (1992)
qui se sont intéressés a 1’effet des hautes pressions sur 1’activité des calpaines de muscle
squelettique de lapin (cette activité¢ diminue a partir de 200 MPa). Et aussi par Homma et al.
(1995) qui ont montré une diminution de I’activité au dessus de 100 MPa pour étre nulle aprés un
traitement a 300 MPa. Par ailleurs, cette méme équipe révéle que la calpastatine qui est
I’inhibiteur endogene serait sensible a des traitements plus doux.

D’autres travaux entrepris par Bessicre et al. (1999a) montrent que sous hautes pressions,
la structure des calpaines est modifiée et se manifeste par une dissociation des sous-unités, et de
plus, cette dissociation est presque non réversible. Bessiere et al. (1999b) ont aussi étudié
I’activité des calpaines sous pressions jusqu’a 200 MPa. Il semble que la p-calpaine soit plus

sensible a la pressurisation que la m-calpaine.

6.2. Le systéme lysosomal

L’activation de ces enzymes n’est possible qu’apres une libération dans le cytosol lors
d’une rupture de la membrane. Lors la maturation naturelle du muscle, la rupture de la
membrane intervient majoritairement lors de la chute du pH environnemental (Duston, 1983).
Afin de caractériser cette déchirure, deux enzymes ont ét¢ définies comme des marqueurs de
rupture : la B-glucoronidase (Elgasim et al., 1982) et la phosphatase acide (Homma et al., 1994 ;
Ohmori et al., 1992 ). Leur activit¢ n’est réellement révélée que si elles sont libérées des
vésicules lysomales. Cet outil a permis de mettre en évidence 1’effet des hautes pressions sur les
lysosomes. Les hautes pressions exercent une contrainte physique qui dégrade la membrane. Il a
été montré qu’a 100 MPa, une modification de forme des lysosomes est observée. Pour des
pressions plus élevées, 1’intégrité¢ des lysosomes est altérée (Jung et al., 2000a). A partir de 200
MPa, les lysosomes sont détruits. La membrane est déchirée ce qui conduit a la libération dans le
cytosol des protéases contenues (Ohmori ef al., 1991).

Lorsque le muscle est pressurisé, I’activité de la cathepsine D augmente ainsi que celle de
la phosphatase acide. Ces résultats, rapportés par Jung et al. (2000a), mettent en évidence que les
hautes pressions entrainent la rupture des lysosomes, a la suite de quoi les protéases sont libérées
ce qui permet d’expliquer 1’augmentation de I’activité. Dans cette méme ¢étude, la cathepsine D

et la phosphatase acide, toutes deux sous forme commerciale, ont été pressurisées. L’activité de

71



Bibliographie

la cathepsine D augmente significativement avec le niveau de pressurisation. Tandis que
I’activité de la phosphatase acide augmente seulement de 4%. Ce qui conforte le fait qu’elle soit
considérée comme un outil révélant la rupture de la membrane lysosomale. D’autres travaux,
dans lesquels I’extrait protéique est pressurisé montrent 1’évolution de I’activité en fonction du
traitement par hautes pressions. Ohmori et al. (1992) ont étudié I’effet des hautes pressions sur
les protéases extraites de lysosome de foie de bovin. Ces travaux ont montré que le traitement
par hautes pressions entre 101 et 506 MPa entrainait une diminution de ’activité enzymatique de
la phosphatase acide et des cathepsines B, D et L, mais a des degrés différents.

On peut retenir de ces travaux que les hautes pressions modifient 1’intégrité¢ de la
membrane lysosomale libérant ainsi le contenu protéasique, et par ailleurs I’activité de ces

mémes protéases.
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1. Le matériel animal

1.1. Le bar (Dicentrarchus labrax 1.)

Les bars (Dicentrarchus labrax L., 4 ans, 250-350 g) proviennent d’une ferme aquacole
située a Beauvoir sur mer (Vendée). Les poissons sont rapportés vivants au laboratoire ou ils
sont tués par décapitation. Les filets sont prélevés et le muscle rouge est retiré, car il présente une
composition chimique assez différente du muscle blanc. L’ensemble des muscles blancs est
haché grossiérement afin d’obtenir un mélange homogéne et ainsi de minimiser 1’effet des

différences entre individus. Enfin, les échantillons sont conditionnés sous vide en sachet de 30 g.

1.2. Le beeuf (muscle Biceps femoris)

Les muscles utilisés sont prélevés sur des carcasses de vaches laitieres de réforme (300-
400 kg ; 47-62 mois) de race Frisonne Francaise a Pie Noir (FFPN). L’abattage des animaux est
effectu¢ au Lion d’Angers (SOVIBA, département du Maine et Loire). Le muscle que nous
avons choisi pour sa taille importante est le Biceps femoris provenant du rond de gite. Avant
d’étre saignés, les animaux sont étourdis. Ils sont ensuite ététés, dépecés et éviscérés. Les demi-
carcasses ainsi obtenues subissent une période de ressuyage (12 heures). Au cours de cette
période, la température de la carcasse diminue de 37°C a environ 7°C et une perte d’eau est
observée. Enfin, les muscles sont découpés de la carcasse et conditionnés sous vide. Par
conséquent, le muscle est récupéré 24 heures post-mortem.

Pour homogénéiser les échantillons, le muscle est haché grossiérement, conditionné sous

vide en sachet de 50 g.

1.3. Les conditions de stockage

Les différents broyats, aprés avoir été conditionnés en sachet sous vide, sont conservés a
-80°C. Des résultats non présentés ont montré que la congélation a -80°C n’avait aucun effet sur
les activités enzymatiques. De plus, des résultats récents I’ont également montré (Kristensen,
Christensen et Ertbjerg, 2006)
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Tous les composés chimiques utilisés proviennent de chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France), sauf ceux qui sont spécifiés.

2. La préparation des extraits de protéines

Toutes les opérations sont réalisées a 4°C ou dans la glace.

2.1. L’extraction des protéines sarcoplasmiques de muscle de bar (Dicentrarchus

labrax 1..)

Trente grammes de muscle sont homogénéisés deux fois 30 secondes a 1’aide d’un Ultra
Turrax (T25, IKA, Labortechnik, Staufen, Allemagne) (22000 tpm) avec 60 ml de tampon A. La
tige de I’Ultra Turrax est rincée avec 30 ml de tampon A contenant 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5),
10 mM de B-mercaptoéthanol, 1 mM d’EDTA. Apres centrifugation a 10000 x g (GR 20.22,
Jouan, France ; rotor R140) pendant 40 minutes & 10°C, le surnageant est récupéré et constitue
I’extrait sarcoplasmique. Cet extrait est filtré au travers de deux filtres consécutifs de 1 um et de
0,45 pm.

2.2. L.’extraction des myofibrilles du muscle de bar (Dicentrarchus labrax 1..)

Trente grammes de muscle sont homogénéisés deux fois 30 secondes a I’aide d’un Ultra
Turrax avec 60 ml de tampon A contenant 50 mM de Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM de B-
mercaptoéthanol, | mM d’EDTA. La tige de I’Ultra Turrax est rincée avec 30 ml de tampon A.
Apres centrifugation a 10000 x g pendant 40 minutes a 10°C, le culot est repris avec 4 volumes
de tampon A, homogénéis¢ et centrifugé. Cette opération est répétée une nouvelle fois. Enfin, le
culot est solubilis¢ dans un tampon phosphate de potassium 0,04 M (KH,PO4/K,;HPO,) a pH 6,0
contenant 0,6 M de KCI.

2.3. L’extraction des protéines sarcoplasmiques du muscle de viande (Biceps Femoris)

Cinquante grammes de muscle sont homogénéisés deux fois 30 secondes a 1’aide d’un
Ultra Turrax (T25, IKA, Labortechnik, Staufen, Allemagne) dans 100 ml de tampon A contenant
50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM de B-mercaptoéthanol, | mM d’EDTA. On réserve environ
50 ml de tampon A pour rincer I’Ultra Turrax.

Apres centrifugation a 25000 x g (Jouan, GR 20.22) pendant 20 min a 4°C, le surnageant
est récupéré et filtré a travers de la fibre de verre (1 um), puis a travers un filtre de 0,45 pm en
acétate de cellulose.

2.4. I’extraction des myofibrilles du muscle de bovin (Biceps femoris)
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Les protéines myofibrillaires sont extraites selon un protocole inspiré de celui de Offer et
al. (1973). Cette méthode extractive joue sur les variations de solubilisation selon la force
ionique des protéines. Les protéines sarcoplasmiques sont solubles a une faible force ionique (u
<0,15), alors que les protéines myofibrillaires le sont a une plus forte force ionique (1 > 0,3).

Le muscle de viande haché est homogénéis€, tout d’abord, dans le tampon 1 (cf. figure 22)
selon les proportions suivantes : 1 gramme pour 5 ml de tampon 1, puis a 1’aide d’un Ultra
Turrax 30 secondes a une vitesse de 10000 tpm. Cet extrait constitué¢ est placé sous agitation
modérée a 4°C pendant 15 minutes avant d’étre centrifugé 15 minutes a 30000 g a 4°C. Le
surnageant obtenu est filtré sur gaze pour éliminer les lipides. Par la suite, sont additionnés a ce
surnageant, 14 volumes d’eau milliQ et incubés pendant deux heures a 4°C, afin de précipiter les
protéines myofibrillaires. Enfin, les protéines myofibrillaires sont concentrées par centrifugation
a 30000 g pendant 15 minutes a 4°C. Le culot sera repris dans du tampon 2 (cf. figure 22) a forte
force ionique pour resolubiliser les protéines myofibrillaires.

Le protocole plus détaillé est présenté sur la figure 22.

Muscle entier
+ ¢ Hacher le muscle
Muscle haché

¢ Homogénéiser dans le tampon 1 (5 ml pour 1 g de muscle)

Culot 1 . ¢ Ultra Turrax (T25, IKA, Labortechnik, Staufen, Allemagne) pendant 30
collagénique
secondes
¢ Extraction sous agitation 15 minutes a 4°C
¢ Centrifugation pendant 15 minutes a 30 000 g
Surnageant
Elimination
des lipides ¢ Filtration sur gaze
¢ Dilution dans 14 volumes d’eau milliQ
¢ Repos pendant 2 heures a 4°C
v
Culot 2
Elimination du )
surnageant formé ¢ Elimination du surnageant
par les protéines ¢ Centrifugation pendant 15 minutes a 30 000 g
sarcoplasmiques
Culot 3
¢ Solubilisation dans le tampon 2 (1g de culot dans 5 ml)
Elimination du ¢ Homogénéisation
culot non e
solubilisé ¢ Filtration sur gaze
¢ Dialyse contre le tampon 2 a 4°C pendant une nuit

Protéines myofibrillaires
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Tampon 1 pH 6,0 : KH,PO,, potassium di-hydrogénophosphate a 0,15 M
K,;HPOQy,, di-potassium hydrogénophosphate a 0,15 M
KClI, chlorure de potassium a 0,3 M
Nay4P,07, 10 H,O, pyrophosphate de sodium a 0, 01

Tampon 2 pH 6,0 : KH,PO,, potassium di-hydrogénophosphate a 0,04 M
K,;HPOQy,, di-potassium hydrogénophosphate a 0,04 M
KClI, chlorure de potassium a 0,6 M

Figure 22 : Extraction des protéines myofibrillaires de muscle de bovin

2.5. Préparation d’une solution de caséine a 4%

La caséine est solubilisée dans de 1’eau milliQ en maintenant le pH a 12 avec ajout de
soude 10 M. Lorsque la totalité de la caséine est solubilisée, le pH est ramené lentement a 7 avec
de I’acide chlorhydrique concentré. Enfin, le volume est ajusté avec de 1’eau milliQ.

3. Caractérisations biochimiques et physico-chimiques des protéines

3.1. Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées de différentes facons. La méthode utilisée dépend des
quantités de protéines dans les solutions : la méthode du Biuret (Gornall et al., 1949) et la
méthode de Bradford (1976) (Réactif de Biorad Protein Assay).

3.1.1. Dosage protéique par la méthode du Biuret

Ce dosage est basé sur une réaction colorimétrique. Les liaisons peptidiques dans un milieu
alcalin réagissent avec des ions cuivriques pour former des complexes bleus absorbant a 540 nm
(spectrophotométrre Unicam, UV1).

La procédure expérimentale est la suivante. A 200 pl d’échantillon, on ajoute dans 1’ordre
200 pl de cholate de sodium a 4%, 2,3 ml d’hydroxyde de sodium 10% et 300 pul de sulfate de
cuivre a 1%. Pour chaque échantillon, des triplicats sont effectués. Pour réaliser le blanc, la
solution échantillon est remplacée par 200 pl d’eau milliQ.

Une solution étalon d’albumine de sérum bovin (BSA) est utilisée comme standard.

La gamme de sensibilit¢é de ce dosage est comprise entre 2 g/l et 10 g/l de protéines
équivalent BSA.
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3.1.2. Le dosage protéique par une méthode dérivée de la méthode de Bradford (1976)

Cette méthode utilise la fixation du bleu de Coomassie sur les protéines. Ce colorant existe
sous 3 formes : une forme anionique colorée en bleu (Amax = 595 nm), une forme cationique
rouge (Amax = 470 nm) et une forme neutre verte (Amax = 650 nm). La forme anionique se fixe
préférentiellement aux protéines grace a des interactions électrostatiques avec les groupements
cationiques des protéines (plus particulicrement les groupements fonctionnels basiques et/ou
aromatiques).

Une solution étalon de BSA est utilisée comme standard.

Lors des manipulations, le kit « Biorad Protein Assay », qui fait appel a cette technique de
dosage, est utilisé. Dans chaque puits d’une microplaque, 150 pl de réactif Biorad dilué au 5™
sont mis en réaction avec 150 pl d’extrait protéique. La gamme étalon est réalisée de la méme
facon. Les concentrations de la gamme ¢étalon de ce dosage sont comprises entre 5 pg/ml et
250 pg/ml. Les mesures d’absorbance se font a 595 nm sur un spectrophotométre (Unicam,
UVI1). Ce dosage est essentiellement utilis¢é lors de la détermination de 1’activité des
cathepsines D.

3.2. Mesure de pH

Les mesures de pH sont réalisées soit en solution a I’aide d’une ¢électrode combinée a corps
en verre (Prolabo), soit directement dans le muscle a 1’aide d’une électrode a solide (Metller
Toledo Inlab). Ces deux ¢électrodes sont reliées a un pH-metre (P107, Consort Bioblock
Scientific).

4. Le procédé hautes pressions

4.1. Les caractéristiques du pilote hautes pressions

L’ENITIAA dispose d’une installation hautes pressions congue par les ACB de Nantes
(Ateliers et Chantiers de Bretagne, rue du Ranzai, Nantes) (cf. figure 23). Les différentes
expérimentations ont été réalisées sur ce pilote, qui peut atteindre une pression maximale de 600
MPa (6000 bar).

Le systéme est composé d’une enceinte en position verticale, réalisée en acier inoxydable,
dont le volume interne est de 3 litres, avec un diamétre interne de 120 mm et une hauteur utile de
300 mm. Le volume de cette enceinte peut étre réduit grace a des cylindres en aluminium. Un
obturateur a vis permet de fermer hermétiquement cette enceinte. La vitesse de compression
utilisée dans les divers essais est de 40 bar par seconde et la décompression est quasi instantanée
(2-3 secondes).

L’appareil est équipé d’un systeme de régulation automatique de la pression, ce qui permet
de programmer une cinétique de montée en pression, d’obtenir un palier stable et de contrdler la
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descente en pression (cf. figure 24). Le systeme de pressurisation utilis¢ fonctionne selon le
mode indirect.

Afin de réguler la température a I’intérieur de 1’enceinte, le pilote est équipé d’une double
enveloppe dans laquelle un fluide caloporteur circule. Ce fluide peut étre régulé en température
entre -20 et 60°C par I’intermédiaire d’un cryothermostat qui fait circuler 1’eau thermostatée
dans la double enveloppe de 1’enceinte.

Figure 23 : Photo du pilote hautes pressions de ’ENITIAA (Nantes)

Vanne de purge

Enceinte sous pression: 3 litres
Liquide de transmission: eau

Sortie du fluide calonorteur Cylindre en aluminium pour

réduire le volume a 1 litre

o Echantillon emballé sous vide

°
’? Entrée de liquide caloporteur

Sortie d’eau 7%—

Vanne de dépressurisation *Ea

Pompe hautes
pressions

Entrée d’eau

\

- O/ Pompe a huile

Figure 24 : Schéma du pilote hautes pressions
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4.2. Le mode opératoire

Les échantillons sont conditionnés sous vide (Multivac, Wolferstschwenden, Allemagne)
dans des sachets souples en polyéthyléne d’une épaisseur de 65 um (La Bovida, Nantes). La
souplesse de ces sachets permet la transmission des pressions extérieures. De plus, ces
emballages, aptes au contact alimentaire, sont parfaitement étanches et résistent aux contraintes
mécaniques et thermiques.

Les échantillons sont maintenus a 4°C avant et apres le traitement. Lors de ’essai, les
échantillons sont placés dans 1’enceinte entre deux cylindres en aluminium. Le traitement peut
étre lancé selon les critéres de temps et de pression sélectionnés. Le schéma des conditions du
traitement hautes pressions est représenté sur la figure 25.

Pression du e e e -
traitement
[0-500 MPal

Montée en Temps de
pression pressurisation
4 MPa/s (300 s) Descente

en pression
(2-3 s environ)

Figure 25 : Schéma des conditions du traitement hautes pressions
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Figure 26 : Courbe d’évolution de la température a I’intérieur de 1’enceinte réalisée pour
une mise sous pression a 400 MPa puis une détente (Pression : —_ ; Température :......).

La figure 26 présente les variations de température lors de la mise sous pression et lors de
la détente. Au cours de la montée en pression, il se produit un échauffement et lors de la
dépressurisation, c’est I’effet inverse. Plus le niveau de pression est important et plus la variation
de température est grande. Dans le cas présent, pour une mise sous pression de 400 MPa, il est
noté une ¢élévation de température de 10°C et lors de la détente, il y a une diminution de
température de 10°C. De fagon générale, la variation de température est d’environ 2°C par pallier
de 100 MPa.

Pour nos différents traitements, nous régulerons la température de I’enceinte a 10°C a
I’aide de la double enveloppe, pour permettre de maintenir 1’échantillon entre 5 et 20°C.

5. La méthode de purification et de séparation des calpaines et de la calpastatine :
chromatographie d’interactions hydrophobes

La chromatographie est une technique d'analyse qui permet de séparer les différents
constituants d'un mélange. Cette séparation repose sur les propriétés spécifiques de la molécule
d’intérét et plus particulierement sur ses propriétés hydrophobes. La méthode de purification a
¢té mise au point par Ladrat ef al. (2000).

5.1. Le principe de la chromatographie d’interactions hydrophobes

Dans le cas présent, les protéines sont entrainées par la phase mobile. Elles interagissent

avec le support (ou la matrice) que I'on appelle la phase stationnaire. La matrice est composée
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d’un gel portant des groupements hydrophobes caractérisés par un noyau phényl situé¢ a

I'extrémité d'une chaine carbonée (le gel utilisé, ici, est un gel Phényl Sepharose CL-4B, cf.

figure 27). Ce gel retient les protéines grace des interactions hydrophobes.

OH

AV

Figure 27 : Représentation du ligand Phenyl Sepharose CL-4B couplé a une matrice

d’agarose.

L’extrait a séparer est déposé au sommet de la colonne en présence de sels pour favoriser

les interactions hydrophobes. Le ringage, toujours en présence de sels, consiste a éliminer les

protéines non fixées. L'élution est réalisée ensuite par une diminution de la concentration en sel.

Les modifications, induites par des interactions intermoléculaires, permettent ainsi un

décrochage des protéines d’intérét (cf. figure 28).

Forte concentration en sel

@ Interactions hydrophobes

Granule de gel
d ’interactions hydrophobes

v .
¥ Protéine

Anions et cations
(du sel)

Chaines carbonées

©
©

Groupements phényl

Faible concentration en sel

La protéine n ’interagit
plus avec le gel et est donc
éluée

Figure 28 : Schématisation de chromatographie d’interactions hydrophobes

81



Matériels & Méthodes

5.2. Le protocole de chromatographie d’interactions hydrophobes

La procédure est réalisée a 4°C. On utilise une colonne de chromatographie (Akta Basic,
Amersham Biosciences, Uppsala, Su¢de) )(Phényl Sépharose CL-4B, 26 mm de diamétre, 105
mm de longueur, Amersham Biosciences, Uppsala, Suéde) équilibrée avec 50 % de tampon A
contenant 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM de B-mercaptoéthanol, 1 mM d’EDTA et 50 %
de tampon B (tampon A avec 1 M de NaCl). Cinquante millilitres d'extrait de protéines
sarcoplasmiques contenant 0,5 M de NaCl sont injectés dans la colonne a un débit de 3 ml/min.
Les protéines non fixées, comprenant la calpastatine (inhibiteur endogéne spécifique des
calpaines), sont ¢luées avec 50 % de tampon A et 50 % de tampon B. La fraction fixée,
comprenant les calpaines, est ¢luée dans une seconde étape avec 100% de tampon A. Les
différentes fractions sont récupérées dans la glace. La visualisation des protéines ¢luées est faite
grace a des détecteurs ultraviolet (UV) a deux longueurs d’onde : 280 nm et 254 m. La lecture a
280 nm permet de détecter les acides aminés tryptophane et tyrosine des protéines, et la lecture a
254 nm permet de détecter les acides aminés phénylalanine.

6. La méthode de purification et de séparation des différentes calpaines : chromatographie
échangeuse d’anions

Cette technique chromatographique va permettre de mieux séparer les différentes
isoformes des calpaines. Cette séparation repose sur les propriétés spécifiques de la molécule
d’intérét et plus particuliérement sur ses capacités a former des interactions ioniques avec la
matrice chargée dans le cas présent, positivement. La méthode de purification a été mise au point
par Ladrat et al. (2000).

6.1. Le principe de la chromatographie échangeuse d’anions

Les protéines sont entrainées par la phase mobile et interagissent avec la matrice,
composée d’un gel portant des groupements diéthylaminoéthyl chargés positivement (cf. figure
29). Ce gel retient les protéines grace a la formation des interactions ioniques.

D
— O— CH, — CH, —N H— (CH,CH3),
Figure 29 : Représentation du ligand dié¢thylaminoéthyl (DEAE).

L’extrait a séparer, sans sel, est déposé au sommet de la colonne. Le ringage, toujours a
une concentration nulle en sel, consiste a éliminer les protéines non fixées. L'é¢lution est réalisée
ensuite par un gradient de sel. Les modifications permettent ainsi un décrochage des protéines
d’intérét.
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6.2. Le protocole de la chromatographie échangeuse d’anions

La procédure est réalisée a 4°C. On utilise une colonne de chromatographie (Akta basic,
Amersham Biosciences, Uppsala, Suéde) (DEAE Sepharose Fast Flow, 16 mm de diamétre, 160
mm de longueur, Amersham Biosciences, Uppsala, Su¢de) équilibrée avec 100 % de tampon A.
La fraction, ¢éluée de la colonne d’interactions hydrophobes, est injectée sur cette colonne a un
débit de 3 ml/min. Les protéines non fixées, sont éluées avec 100 % de tampon A. Les protéines
fixées sont ¢éluées selon un gradient de 0 a 400 mM de NaCl en 500 ml. Les différentes fractions
sont collectées tous les 5 ml dans la glace.

7. Les dosages des activités enzymatiques

Chaque point d’activité correspond a la moyenne de trois manipulations. Pour chaque
manipulation, trois mesures sont réalisées.

Pour chaque point d’activité, la barre verticale représente I’écartype.

7.1. Le dosage de ’activité des calpaines

L’activité des calpaines est déterminée en replicat a une température de 30°C. Le mélange
réactionnel est constitu¢ de 34 pl de tampon A, 3 pul de CaCl, a 0,5 M, 6 pl de CHAPS 5% {3-
[3-(cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propanesulfonate et 5 pl de substrat synthétique
fluorescent (N-Succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin ou Suc-L-T) préparé a 20 mM
dans du DMSO. Pendant 40 minutes, la cinétique est suivie a I’aide d’un lecteur de microplaques
en fluorescence FLUOstar OPTIMA POLARstar OPTIMA (BMG LABTECH, Champigny sur
Marne, France). La longueur d’onde d’excitation est de 355 nm et celle d’émission est de 460
nm. La cinétique commence lors de I’ajout de 255 pl de la fraction calpaines. Le CHAPS est un
détergent zwitterionique qui permet une augmentation du taux d’hydrolyse sans affecter les
interactions enzyme-substrat, la conformation de 1I’enzyme ainsi que 1’affinité de I’enzyme vis a
vis du calcium (Mallya et al., 1998).

Les unités des différentes activités sont pour :
-activité spécifique en FU.min".g".1". : [pente (FU.min")]/ [concentration en protéines

(g1™)]

-activité totale en FU.min": {[pente (FU.min")]/ [volume de calpaines mis dans le

mélange réactionnel (ml)]} xvolume total de la fraction retenue contenant les calpaines

7.2. Le dosage de ’activité des cathepsines B, H et L

Les activités sont révélées par la dégradation d’un substrat fluorescent comme
précédemment. Ces réactions se font a une température de 30°C. Le mélange réactionnel contient
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70 pl de tampon acétate/acide acétique a 0,4 M (pH 4), 10 mM de B-mercaptoethanol, 1 mM
d’EDTA, 6 ul de CHAPS 5%, 16 pl de Brij® 35 a 5% (w/v) et 5 pl de substrat fluorescent. Le Z-
Arg-Arg-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride, le Z-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin
hydrochloride et le L-Arginine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride sont utilisés
respectivement comme substrat de la cathepsine B, des cathepsines B+L, et de la cathepsine H.
Ces substrats fluorescents sont préparés dans du méthanol a 20 mM. Les cinétiques commencent
lors de I’ajout de 200 pl de solution enzymatique.

Les unités des différentes activités sont pour :
-activité spécifique en FU.min".g"'.I'" : [pente (FU.min")]/ [concentration en protéines

(g/D]

-activité totale en FU.min : {[pente (FU.min™")]/ [volume d’extrait enzymatique mis dans

le mélange réactionnel (ml)]} xvolume total d’extrait enzymatique récupéré lors de I’extraction.

7.3. Le dosage de P’activité de la cathepsine D

L'activité de la cathepsine D est déterminée par 1I’hydrolyse de I'hémoglobine selon la
méthode d'Anson (Anson, 1938). Les réactions se déroulent a 37°C. Le mélange réactionnel
contient 250 pl de tampon acétate/acide acétique 0,2 M (pH 4,0), 10 mM de
B-mercaptoéthanol, 1 mM d’EDTA, 250 pl d'hémoglobine dénaturée 4% (m/v). La cinétique
commence lors de I’addition de 500 pl d’extrait de protéines sarcoplasmiques. La réaction est
stoppée en ajoutant 125 pl d'acide trichloracétique a 10% a 125 pl de mélange réactionnel. Le
mélange est laiss¢ une nuit a 4°C, centrifugé a 14000 rpm pendant
15 minutes a 10°C. La quantité de protéines présente dans le surnageant est déterminée par la
méthode Biorad (Cf. paragraphe 3.1.2.). Les mesures sont réalisées a 595 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre FLUOstar.

Les unités des différentes activités sont pour :

-activité spécifique en absorbance a 595 nm (ou gl de peptides libérés).min".g™'.I"" :
[pente (absorbance & 595 nm (ou g.I" de peptides libérés).min")]/ [concentration en protéines
(g1)]

-activité totale en absorbance a 595 nm (ou gl' de peptides libérés).min" : {[pente
(absorbance a 595 nm (ou g.1" de peptides libérés).min)]/ [volume d’extrait enzymatique mis
dans le mélange réactionnel (ml)]} xvolume total d’extrait enzymatique récupéré lors de

I’extraction
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7.4. Le dosage de ’activité de la phosphatase acide

L’activité de la phosphatase acide est déterminée selon une méthode d’Ohmori et al.
(1992). Le 4-nitrophenylphosphate est utilis¢é comme substrat. Ce substrat permet de déterminer
I’activité de I’enzyme selon une réaction chromogene.

Cent microlitres d’extrait sont ajoutés a 450 ul de tampon acétate de sodium pH 5,5 4 0,1
M. La réaction commence lors de I’ajout du réactif composé de 4 mM de 4-nitrophenylphosphate
et de 1| mM d’EDTA préparé dans le tampon acétate de sodium pH 5,5 0,1 M. Le mélange est
incubé sous agitation a 37°C. La réaction est stoppée au bout de 20 minutes par ajout de 2 ml de
NaOH 0,1 M. Une lecture du mélange final a 400 nm est effectué¢ dans des microcuves sur un
spectrophotomeétre (Unicam, UV1). Pour le blanc, le méme mélange sans incubation est Iu
immédiatement aprés ajout de substrat. L activité est exprimée en absorbance a 400 nm.g™.

7.5. Le dosage de P’activité inhibitrice de la calpastatine

L’activité de la calpastatine est déterminée en réplicat. Les réactions sont réalisées a une
température de 30°C. Le mélange réactionnel est constitué de 34 ul de tampon A, 3 ul de CaCl,
a0,5M, 6 ul de CHAPS 5% et 5 pl de substrat synthétique fluorescent (N-Succinyl-Leu-Tyr-7-
amido-4-methylcoumarin ou Suc-L-T) préparé a 20 mM dans du DMSO. Pendant 40 minutes, la
cinétique est suivie a I’aide d’un lecteur de microplaques en fluorescence FLUOstar. La longueur
d’onde d’excitation est de 355 nm et celle d’émission est de 460 nm. La cinétique commence
lors de I’ajout de 200 ul de la fraction retenue, correspondant aux calpaines et de 55 ul de la
fraction calpastatine. Le témoin est réalisé en remplacant les 55 pl de la fraction calpastatine par
du tampon A. La différence entre les deux est calculée pour déterminer 1’activité inhibitrice de la
calpastatine.

Les unités des différentes activités sont :

-activité spécifique en FU.min".g"'.I'": [pente (FU.min")]/ [concentration en protéines
(1)

-activité totale en FU.min™ : {[pente (FU.min™)]/ [volume de calpaines mis dans le
mélange réactionnel (ml)]} xvolume total de la fraction retenue (calpaines)

Ainsi, une unit¢ de calpastatine est définie comme la quantité inhibant une unité de

calpaine.

7.6. Le dosage de Dactivité des calpaines de bar (Dicentrarchus labrax L.) sous
pression

L’activité des calpaines est déterminée sous pression dans un spectro-fluorimetre (SLM
Série 2, Aminco Bowman, France) dans laquelle se trouve une cellule haute pression (cf. figure
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30). La pression est générée par une pompe manuelle. Le fluide de pressurisation est de 1’eau
milliQ.

| Thermostat |

Figure 30 : Cellule permettant d’effectuer des mesures de fluorescence sous pression
jusqu’a 700 MPa qui comporte des fenétres en saphir synthétique (F), un circuit de
thermostatisation (C) et un obturateur (O). L’¢échantillon est contenu dans la cuvette (E) qui
I’isole du fluide transmetteur de pression (eau milliQ).

Les échantillons d’enzymes sont placés dans une cuve en quartz de 600 ul fermée par une
membrane en polyéthyléne maintenue par un anneau en caoutchouc. Cette cuve est introduite
dans la cellule haute pression pour mesurer la fluorescence. Le mélange réactionnel est constitué
de 78 ul de tampon A, 7 pl de CaCl, a 0, 5 M, 14 ul de CHAPS 5% et 12 ul de substrat
synthétique fluorescent (N-Succinyl-Leu-Tyr-7-amido-4-methylcoumarin ou Suc-L-T) préparé a
20 mM dans du DMSO. La réaction commence lors de 1’ajout des 589 pl de la fraction
calpaines de bar (Dicentrarchus labrax L.). Une période de latence de 2 minutes est considérée
avant le début de chaque mesure. Cette période comprend I’introduction de 1’échantillon dans la
cellule et la mise sous pression de 1’échantillon. La longueur d’onde d’excitation est de 355 nm
(avec une bande passante de 4 nm) et celle d’émission est de 440 nm (avec une bande passante
de 16 nm). Les réactions sous pression ont été réalisées a une température de 30°C.

8. Les techniques électrophorétiques

L'¢lectrophoreése est une méthode de séparation de particules chargées par migration
différentielle sous l'action d'un champ électrique.

8.1. Le SDS-PAGE

Cette séparation électrophorétique est réalisée en condition dénaturante selon le principe de
Laemmli (1970), sur des gels verticaux de polyacrylamide (8,0 cm de largeur, 7,3 cm de
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hauteur). Les gels sont composés de deux parties. Une premicre partie du gel constitue le gel
d’alignement ou de concentration permettant d’aligner les protéines avant leur migration (a 5 %
en acrylamide) et une seconde beaucoup plus importante par la taille permet la séparation des
protéines (a 12 % en acrylamide).

Les échantillons protéiques (3 volumes) sont dénaturés par ajout d’un tampon (1 volume)
contenant 1 ml de Tris-HCl a 0.5 M (pH 6,8), 1,6 ml de glycérol, 3 ml d’eau milliQ, 1,6 ml de
SDS 10 %, 0,4 ml de bromophenol et 0,4 ml de B-mercaptoéthanol (14,3 M) et par un chauffage
a 100 °C pendant 5 minutes. Le but de cette dénaturation est de dissocier les sous-unités
protéiques par chauffage avec la présence obligatoire d’un réducteur de ponts disulfures S-S
(DTT ou B-mercaptoéthanol) et de charger toutes les protéines négativement par chélation avec
le SDS. Les protéines ainsi chargées migreront uniquement en fonction de leur poids
moléculaire.

Le gel d’alignement est un gel a 5 % en acrylamide composé de 1,25 ml de tampon Tris-
HC10,5 M pH 6,8, de 2,775 ml d’eau milliQ, de 25 ul de persulfate d’ammonium 10%, de 0,835
ml d’une solution d’ Acrylamide-bis 37,5 :1 a 30% en acrylamide et de Sul de TEMED. Le gel de
séparation est un gel a 10% en acrylamide composé de 1,25 ml de tampon Tris-HCI 1,5 M pH
8,8, de 1,95 ml d’eau milliQ, de 25 pl de persulfate d’ammonium 10%, de 1,66 mL d’une
solution d’Acrylamide-bis 37,5 :1 a 30% en acrylamide et de 5ul de TEMED.

Chaque migration est réalisée dans du tampon de migration contenant 1,5 g de Tris, 14,4 g
de glycine et 1 g de SDS pour 1 litre de solution finale, a 15 mA pendant 10 minutes pour aligner
les protéines et ensuite @ 30 mA jusqu’a ce que le front de migration atteigne le bas du gel de
séparation.

Ces protéines sont révélées par la suite selon deux colorations.

Les deux colorations utilisées sont la coloration au bleu de Coomassie et la coloration au
nitrate d’argent.

Le choix de la coloration dépend de la sensibilité désirée. Le bleu de Coomassie est moins
sensible que la coloration au nitrate d’argent.

La coloration au bleu de Coomassie débute par une étape de fixation/coloration dans une
solution contenant 50 % de méthanol, 10 % d’acide acétique, 15 % d’eau milliQ et 25 % de bleu
de Coomassie R 250 (préparé a 1 g.I'"). Ensuite, elle se poursuit par une étape de décoloration
qui peut durer une nuit dans une solution composée de 30 % de méthanol, 10 % d’acide acétique
et 60 % d’eau milliQ. Les bains de décoloration seront renouvelés réguliérement. Enfin, les gels
peuvent étre séchés et stockés.

La coloration au nitrate d’argent est une succession d’étapes dans différentes solutions et
durant différents temps. Les étapes sont :
-la fixation dans une solution composée de 40 % d’éthanol, de 50 % d’eau milliQ et de 10

% d’acide acétique (45 minutes).

87



Matériels & Méthodes

-le lavage dans une solution composée de 5 % d’éthanol, de 90 % d’eau milliQ et de 5 %
d’acide acétique (une nuit).

- la réduction dans le réactif thiosulfate composé de 0,02 % de thiosulfate de sodium (1
minute).

- la coloration dans le réactif au nitrate d’argent composé de 0,2 % de nitrate d’argent, de
0,02 % de formaldéhyde ( 37 %) (20 minutes).

-le développement dans 3 % de carbonate de sodium, 0,05 % de formaldéhyde (37%) et
0,0005 % de thiosulfate de sodium (quelques minutes).

-et enfin de I’arrét de la coloration dans 0,5 % de glycine (5 minutes).

Le tableau récapitule le déroulement de cette coloration.

Etapes Solutions utilisées Temps
Fixation Solution de fixation Environ 45 minutes
Lavage Solution de lavage Une nuit
Lavage Eau milliQ 3 fois 20 secondes
Réduction Réactif thiosulfate 1 minute
Lavage Eau milliQ 3 fois 20 secondes
Incubation Réactif au nitrate d’argent 20 minutes
Lavage Eau milliQ 3 fois 20 secondes
Développement Développeur 3-5 minutes
Lavage Eau milliQ 3 fois 20 secondes
Arrét de réaction Solution d’arrét 5 minutes
Lavage Eau milliQ

Tableau 13 : Déroulement de la coloration au nitrate d’argent

Deux marqueurs de taille sont utilisés, un de bas poids moléculaires : 66, 45, 36, 29, 24 et
20 kDa et un de hauts poids moléculaires : 205, 116, 97,4, 66, 45 et 29 kDa (Sigma markers,
Saint Louis, USA).

8.2. La méthode du zyvmogramme

Grace a la technique du zymogramme, il est possible de détecter des différences de
structure d’enzymes en les faisant migrer sur des gels d’acrylamide dans des conditions non
dénaturantes. Les enzymes sont ensuite révélées in sifu grace a une coloration qui indique ou
I’enzyme est active. Dans le cas présent, I’objectif est d’identifier 1’activité des calpaines. Le
substrat utilisé est la caséine.

Les gels, comprenant de la caséine, sont composés de deux parties. La premicre partie du
gel constitue le gel d’alignement permettant d’aligner les protéines avant leur migration (a 5 %
en acrylamide /bis 37,5 :1) et la deuxiéme beaucoup plus importante par la taille pour permettre
la séparation des protéines (a 10 % en acrylamide /bis 37,5 :1).
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Le gel d’alignement est un gel a 5% en acrylamide composé de 1,25 ml de tampon Tris-
HC10,5 M pH 6,8, de 2,775 ml d’eau milliQ, de 25 pul de persulfate d’ammonium 10%, de 0,835
mL d’une solution de Bis-Acrylamide 30% bis 37,5 :1, de 5ul de TEMED et de 250 pl de
caséine 4%. Le gel de séparation est un gel a 10% en acrylamide composé de 1,25 ml de tampon
Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8, de 1,95 ml d’eau milliQ, de 25 ul de persulfate d’ammonium 10%, de
1,66 ml d’une solution de Bis-Acrylamide 30% 37,5 :1, de 5ul de TEMED et de 250 ul de
caséine 4%.

A chaque échantillon protéique (1 volume) est ajouté du tampon (1 volume) contenant 2,5
ml de Tris-HCl a 0,5 M (pH 6,8), 2 ml de glycérol, 3 ml d’eau, 0,1% de bleu de bromophénol, 5
mM d’EDTA et 5 mM de B-mercaptoéthanol.

Lorsque le dépdt des échantillons est effectué, la migration est réalisée a 4°C dans du
tampon de migration contenant 3 g de Tris, de 14,4 g de glycine, de 2 mL. d’EDTA a 0,5 M et
0,352 ml de B-mercaptoéthanol pour 1 litre de solution finale. La migration se déroule a un
voltage constant de 20 Volts pendant 18 heures.

La révélation de I’action des calpaines se fait durant une nuit d’incubation a température
ambiante dans une solution composée de 100 mL de Tris-HCI 200 mM pH 7,5, 1 ml de CaCl,
0,5 M, 1 ml de cystéine 0,5 M et 35 ul de B-mercaptoéthanol.

Lors de la révélation apres 1’€électrophorese, les enzymes dégradent la caséine au sein du
gel apres séparation et incubation dans un milieu réactionnel et aprés par une coloration dans du

bleu de Coomassie, I’emplacement ou I’enzyme a agi est visualisé par une bande blanche.

9. Autre technique biochimique : mesure de I’hydrophobie de surface des protéines

L’ hydrophobie de surface des protéines est mise en évidence grace a un réactif fluorescent,
I’ANS (anilinonaphthaléne-8-sulfonate). Cette molécule a une affinité pour les acides aminés
hydrophobes et forme des complexes fluorescents avec ceux qui sont accessibles a la surface des
protéines. Cette fluorescence est révélée par une émission a 490 nm aprés avoir excité les
molécules a 380 nm. Grace a cette technique, les modifications structurales des protéines
peuvent étre évaluées apres un traitement par hautes pressions.

Différentes dilutions des extraits de protéines, sont réalisées. Pour chaque échantillon, 2 ml
sont ajoutés a 10 pul d’ANS préparé a 0,8 mM dans de I’eau milliQ. Apres 2 heures de réaction,
une lecture de fluorescence est effectuée avec une excitation de 380 nm et une émission de 490
nm. Pour chaque échantillon, la pente est déterminée grace aux différentes valeurs de
fluorescence obtenues en fonction des différentes dilutions. Les échantillons peuvent ainsi étre
compares entre eux.

10. L’analyse de la microstructure

Cette analyse permet de quantifier les modifications histologiques au sein du muscle de

poisson.
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Les échantillons de muscle de poisson sont découpés transversalement aux fibres du
muscle dans la partie la plus épaisse du filet (taille de 10x5x5 mm environ) comme indiqué sur
le schéma ci-dessous (cf. figure 31).

Figure 31 : Schéma d’un filet de poisson. La zone encadrée correspond a la zone de

prélevement.

L’analyse de la microstructure commence par une étape de fixation. Les échantillons sont
fixés le plus rapidement possible dans une solution de Carnoy (cette solution est composée de 60
% d’éthanol absolu, de 30 % de chloroforme et de 10% d’acide acétique glacial, v/v) a 4°C
pendant 24 heures.

Les échantillons sont ensuite déshydratés a température ambiante par des passages
successifs dans plusieurs solutions d'alcool : un bain de deux heures dans une solution d’éthanol,
puis deux bains de deux heures dans une solution d’éthanol et un dernier d’une nuit dans une
solution de butanol.

Les échantillons déshydratés sont alors nettoyés dans différentes solutions de toluéne afin
d’éliminer 1’alcool: une heure dans une solution de toluéne 50%-butanol 50%, et deux fois une
heure dans une solution a 100% en tolu¢ne.

Suite a cette étape, les échantillons sont inclus dans de la paraffine a une température de
56-58°C. Cette dernicre étape se fait en augmentant progressivement la concentration en
paraffine : paraffine 30%-toluéne 70% pendant deux heures, paraffine 60%-toluéne 40% pendant
une heure, paraffine 100% pendant une heure et paraffine 100% pendant une heure avec
agitation. La derniére étape d’incorporation dans la paraffine est réalisée dans des moules pour
permettre d’obtenir un bloc régulier facilitant ainsi la découpe de 1’échantillon en fines tranches.

Les échantillons ainsi préparés sont découpés a I’aide d’un microtome Leica SM2000
(Leica, Solms, Allemagne) en coupes d’une épaisseur de 10 um.

La coupe est déposée sur une lame en verre en présence d’ovalbumine, le tout posé sur une
platine chauffante. Cette étape permet de fixer I’échantillon a la lame.

Enfin, I’étape de coloration permet d’identifier différents constituants de la coupe. Le
colorant orange G colore les fibres musculaires et le bleu d’aniline colore le collagene. Sur les
différentes coupes, quelques gouttes d’une solution orange G (0,5 g d'orange G, 1 ml d’acide
acétique dissous dans 99 ml d'eau distillée, filtration a 0,45 um) sont déposées sur les coupes.
Aprés avoir laissé agir 5 minutes, un lavage a I’eau distillée est opéré avec précaution. La
deuxiéme coloration avec le bleu aniline (0,01 g de bleu d'aniline, 1 ml d'acide acétique dissous
dans 99 ml d'eau distillée et filtré & 0,45 pm) dure a nouveau 5 minutes. Les différentes lames
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sont lavées une derniére fois a 1’eau distillée. Elles sont ensuite séchées a température ambiante
avant de réaliser le montage avec une lamelle fixée avec un baume d’inclusion Eukitt (Labonord,
Villeneuve d’Ascq, France).

Les échantillons sont examinés avec un microscope photonique (Leica DML, Solms,
Allemagne) équipé d'un appareil photo CCD RVB (MACC-C71, Sony, Japon).

11. La mesure colorimétrique

11.1. Le principe

Les mesures de couleur sont réalisées a 1’aide d’un colorimetre. Cet instrument permet de
quantifier les couleurs par une expression chiffrée qui s’intégre dans 1’espace couleur tel que le
systtme L*a*b*. Ce systtme CIE L*a*b* introduit dés 1976, aussi nommé diagramme
chromatique psychométrique, permet I’évaluation des différences de couleur. Ce systéme essaie
de rapprocher les écarts de couleurs mesurés aux écarts de couleurs tels qu’ils sont percus par
I’ceil. Ainsi, chaque point peut étre représenté dans un espace selon trois coordonnées L*, a*, b*
ou L* représente la clarté (indice de luminosité relatif allant de 0 pour le noir a 100 pour le blanc
absolu), a* représente la composante chromatique rouge-vert (rouge quand la valeur est positive
et vert quand la valeur est négative) et b* représente la composante chromatique jaune-bleu
(jaune quand la valeur est positive et bleu quand la valeur est négative) (cf. figure 32).

L+ blanc

Figure 32 : Schéma du diagramme de couleur du systeme L*a*b* (CIE, 1976)
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Nous nous sommes aussi intéressés a certaines données de l'espace L*C*h* obtenu en
passant I’espace L*a*b* en coordonnées semi-polaires. La composante C* représente le chroma
(ou saturation) et h* la teinte. Ces valeurs sont calculées grace aux formules suivantes :

C*=+a* +b*
*

h* = arctan(b—)
a k

11.2. La préparation des échantillons

Les échantillons proviennent de filets de poisson ayant subi différents traitements par
hautes pressions et conservés pendant différentes périodes de stockage. A 1’aide d’un emporte-
picce de 2 cm, des rondelles sont découpées dans la partie supérieure des filets (cf. figure n°29).

Pour chaque condition de traitement et de stockage, dix échantillons sont réalisés.

11.3. La mesure de la couleur

Les mesures de couleur sont faites avec un spectrophotométre Minolta CM-3500d
(Minolta, Carrieres-sur-Seine, France). Cet appareil fonctionne en mode réflectance, ce qui
signifie que la surface de 1’échantillon est éclairée et grace a un récepteur qui capte la lumiere
réfléchie les valeurs sont enregistrées. Les mesures sont alors basées sur la quantité de lumicre
réfléchie par une surface. Chacune d’entre elles réfléchit différentes quantités de lumicres a
plusieurs niveaux du spectre compris entre 400 et 700 nm. Le colorimétre donne les valeurs
L*,a* b* C* et h* de 1’échantillon.

12. La mesure d’exsudation

L’exsudat est défini comme le liquide qui est libéré ; il dépend dans le cas présent du
traitement appliqué et du temps de stockage. Pour cela, chaque filet est pesé avant le traitement.
Les filets sont égouttés sur du papier absorbant aprés traitement et a nouveau pesés. La
différence entre deux pesées permet de déterminer la quantité de liquide exsudé. Chaque valeur
expérimentale représente la moyenne de quatre échantillons ayant subi le méme protocole.

13. La mesure de la capacité de rétention d’eau

La capacité de rétention d’eau (Water Holding Capacity) est un terme qui est employé pour
décrire la capacité d’une matrice moléculaire (souvent des macromolécules) a emprisonner une
grande quantité d’eau pour empécher I’exsudation. Pour faire le préleévement, la méme zone du
filet que celle pour évaluer la couleur est choisie (cf. figure 29). Les échantillons sont hachés

grossi¢rement. Dix grammes de ce broyat sont transférés dans un tube qui est soumis a une
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centrifugation de 10000 x g pendant 15 minutes a 20°C (GR 20.22, Jouan, France). Suite a cette
centrifugation, les tubes sont retournés et laissés a s’égoutter. Le tube est & nouveau pesé. En
faisant la différence entre la pesée avant et apreés I’opération de centrifugation suivie de
I’égouttage, la capacité de rétention en eau peut étre déterminée. Elle est exprimée en

pourcentage d’eau emprisonnée dans le muscle.

14. La mesure de texture

La texture du muscle est caractérisée par 1’analyse du profil de texture (TPA : Texture
Profil Analysis). Ce mode d’analyse a ét¢ mis au point par Bourne en 1978 et a pour but
d’obtenir plusieurs parameétres texturaux, dont la corrélation avec certaines appréciations

sensorielles est élevée.

Toutes les mesures sont réalisées avec un texturometre (Lloyd Instruments LRSK,
Montigny-Le-Bretonneux, France) équipé d’un capteur de 50 Newtons. L’ensemble de ces
manipulations est réalis¢ a température ambiante ; les échantillons sont équilibrés a cette
température pendant une heure avant la mesure. Ce mode opératoire se caractérise par deux
compressions successives. Dix échantillons de 20 millimetres de diametre sont découpés a I’aide
d’un emporte-piece dans la partie dorsale des filets et de facon perpendiculaire aux fibres
musculaires. Pour chaque cylindre obtenu, la hauteur est mesurée (épaisseur entre 11 et 14 mm).

Chaque échantillon est compressé entre une plaque en acier et une platine de 40 mm de diamétre.

Vitesse de progression
] de la platine : 1 mm/s
1 I 50% de compression

Platine de compression
(40 mm de diameétre)

Cylindre de muscle de poisson

(20 mm de diametre)

| =

Figure 33 : Principe de mesure en compression pour établir une analyse du profil de

texture.
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Le cycle de mesure est composé de deux compressions de 50% de la hauteur du cylindre
avec 30 secondes de « repos » entre les deux (cf. figure 33). La vitesse de déplacement de la
platine de compression est de 1 mm/s. Ce type de compression permet d’avoir un profil de
courbe comme présenté dans la figure 34 a partir duquel on détermine plusieurs caractéristiques :

- la dureté qui correspond a la force maximale nécessaire pour obtenir la déformation
imposée

- la cohésion qui correspond au degré auquel 1'échantillon se déforme avant la rupture
((A3+A4)/ (A1+A2)), ou (A1+A2) et (A3+A4) sont les énergies totales exigées, respectivement,
pour la premiere compression et la deuxiéme compression

- I'élasticité qui correspond a la capacité que 1’échantillon a pour retrouver sa forme initiale
apres la compression (L2/L1), ou L1 est I'allongement de la premiére compression et L2 est
l'allongement de la deuxieme compression

- la gommosité qui est 1’énergie requise pour désagréger un aliment de I’état semi-solide a
un état prét pour l'ingestion (dureté x cohésion)

- la masticabilité qui correspond au travail nécessaire pour avoir un échantillon a une
consistance apte a 1’ingestion (€lasticité x gommosité)

-la résilience qui est la force que le produit doit exercer pour retrouver sa position initiale
(A2/A1), ou I’aire Al est I’énergie totale nécessaire pour la premiére compression et 1’aire A2

est I’énergie totale nécessaire pour la décompression de la premiére compression.

1%° déformation Temps d’attente de 30 secondes 2°™ déformation
35 _i uUJ.Ullllal.lUl: ) . j uciuiiiianuil '
30
25 - Aire Al
=
= .
2 20 - Aire A2
()
V. )
<~ 15 - Arre A4
o
=
& 10 4
Aire A3
5 -
0 | | | |
0 Ll 10 20 30 40

Temps (seconde)

Figure 34 : Représentation de I’allure typique d’un profil de texture TPA.

94



Matériels & Méthodes

15. L’analyse microbiologique

Le but de cette analyse est de quantifier la flore totale aprés la mort du poisson au cours du
stockage a 4°C, selon les différents traitements par hautes pressions.

15.1. Préparation des échantillons

Suite aux différents traitements par hautes pressions, dans des conditions stériles, des
aliquots de 10 g de filets de bar sont préparés dans des sacs stériles (Grosseron, Nantes) pour étre
ensuite homogénéisés a I’aide d’un Stomacher (Grosseron, Nantes) durant 30 secondes dans 90

ml d’eau peptonée stérile (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

15.2. L.’ensemencement et le dénombrement

Des séries de dilution au dixiéme de ’homogénat obtenu précédemment sont réalisées
successivement. Pour chacun des échantillons, trois réplicats sont effectués. Cette opération
réalisée, les ensemencements sont effectués dans la masse sur un milieu P.C.A. (Plate Count
Agar) (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

Apres une incubation de 72 heures a 30°C, la quantité des colonies formées est comptée
(CFU : Colony Forming Unit). Selon les dilutions, seules les boites avec des CFU comprises
entre 25 et 300 sont comptées. Les résultats présentés sont exprimés en CFU par g d’échantillons
de filets.
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Résultats & Discussion

1. Etudes préliminaires

Les enzymes sont des protéines capables de catalyser spécifiquement une réaction
biochimique. Elles sont soumises a certaines régulations par des cofacteurs et/ou des inhibiteurs.
De plus, leurs activités peuvent €tre perturbées par un changement du milieu environnant (pH,
température,...) ainsi que par un changement de leur conformation.

1.1. I.’effet du vide sur Pactivité des enzymes

Chaque traitement par hautes pressions nécessite, au préalable, la mise sous vide de
I’échantillon quel que soit son état (liquide ou solide). L’échantillon est emballé dans un sac en
plastique déformable, dans lequel sera fait le vide.

Des études préliminaires effectuées au laboratoire avaient conduit a 1’hypothese que le
contact des protéases avec le vide avait des conséquences sur 1’activité enzymatique. Cette
expérimentation avait donc pour but d’étudier I’influence du vide sur les activités enzymatiques.
L’influence du vide a été étudiée sur I’activité enzymatique des calpaines de muscle blanc de bar
(Dicentrarchus labrax L.). La comparaison de deux échantillons, dont I’un a été mis sous vide,
permet de constater que I’évolution des deux activités est similaire (cf. figure 35). Le vide
n’interfere donc pas avec ’activité de ces protéases. Les calpaines sont souvent citées comme
des protéases fragiles : elles peuvent étre beaucoup plus sensibles a de telles interactions. On
supposera que les autres enzymes ne sont pas sensibles a I’emballage. Par la suite, tous les
échantillons traités par hautes pressions seront mis sous vide, qu’ils soient sous forme solide
(muscle) ou liquide (extrait).
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Figure 35 : Effet de la mise sous vide sur 1’activité enzymatique des calpaines de muscle
blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) (#: échantillon mis sous vide ; A : échantillon non mis

sous vide).

1.2. Séparation des calpaines de leur inhibiteur, la calpastatine dans le muscle blanc

de bar (Dicentrarchus labrax 1..) et dans le muscle bovin (Biceps femoris))

Les calpaines sont des protéases présentes dans les muscles de bovin et dans les muscles
de poisson. In vivo, elles sont régulées par un inhibiteur endogene, la calpastatine, ce dernier
¢étant souvent présent en exces dans les cellules (aucune activité calpaine n’est détectable dans un
extrait sarcoplasmique brut). Une séparation des calpaines de leur inhibiteur par
chromatographie d’interactions hydrophobes est donc nécessaire pour étudier 1’activité de ces
protéases (Goll et al., 2003). Cette chromatographie s’appuie sur les propriétés hydrophobes
différentes des calpaines et de la calpastatine. Les calpaines, qui ont plus de sites hydrophobes
exposés a la surface de la protéine, ont une meilleure affinité pour une colonne hydrophobe et
seront donc ¢luées dans une deuxieme étape alors que la calpastatine ne sera pas fixée.

Suite a cette séparation, deux profils distincts sont observés et caractérisent les deux types

de muscle étudiés, le muscle blanc de bar et le muscle bovin.

La comparaison des figures 36 et 37 montre des différences se situant principalement au
niveau du pic correspondant a la fraction non retenue. Celle-ci se matérialise par la présence
d’un épaulement pour le profil d’élution du muscle de bar. Cette absence de similitude est due au
fait que le contenu protéique des deux extraits sarcoplasmiques est différent.
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Figure 36 : Profil d’élution sur une colonne Phenyl Sepharose CL-4B d’un extrait de
muscle de bar (Dicentrarchus labrax L.). La fléche indique la position du pic contenant les

calpaines.
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Figure 37 : Profil d’élution sur une colonne Phenyl Sepharose CL-4B d’un extrait de
muscle bovin (Biceps femoris). La fleche indique la position du pic contenant les calpaines.
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2. Comparaison de ’activité des enzymes entre la viande et le poisson

L’attente du consommateur est différente pour le muscle de viande et la chair de poisson.
Le consommateur recherche une texture de chair ferme dans le cas du poisson, alors que pour la
viande rouge, la tendreté est la caractéristique la plus importante et la plus recherchée. Pour les
deux muscles, la texture évolue au cours du stockage post-mortem et la fermeté diminue. Ce

phénomene pourrait étre dii a I’action de protéases cellulaires.

Aussi, au cours de cette étude, les principales enzymes protéolytiques cellulaires ont été
identifiées, ainsi que quantifiées au sein du muscle de bar (Dicentrarchus labrax L.) et du muscle
de bovin (Biceps femoris). De plus, le but de cette ¢tude est d’évaluer les différents roles, lors de
la dégradation myofibrillaire, des protéases dans les deux types de muscle.

Pour comparer les niveaux d’activités des différentes protéases, les mémes conditions ont

¢été utilisées pour les deux types de muscles étudiés.

Enzymes protéolytiques Activités totales

Muscle de bar Muscle bovin
Cathepsine D 1,8 +0,21 2,4+0,03
Cathepsine H 170 + 39 212+ 26
Cathepsine B 2168+ 79 73£13
Cathepsine (B+L) 11823 + 681 2507 £ 620
Cathepsine L* 9655 2434
Calpaines 1308 + 261 1224 + 76
Calpastatine™** 22444 + 4021 5705 + 1492
Ratio calpastatine / calpaines 17,2 4,7

Tableau 14 : Activités totales des enzymes protéolytiques (cathepsine D, cathepsine B,
cathepsine H, cathepsines (B+L) et calpaines) dans le muscle blanc de bar et dans la viande de
boeuf. Les unités des différentes activités sont I’absorbance a 295 nm.min™".g”" de muscle pour
les cathepsines D et FU.min".g" de muscle pour les activités des autres cathepsines, des
calpaines et des calpastatines. *Les activités de la cathepsine L sont calculées par soustraction
des activités des cathepsines (B+L) et de la cathepsine B. **Une unité de calpastatine est définie

comme la quantité inhibant une unité de calpaine.

Les résultats présentés dans le tableau 14 montrent des disparités quant aux activités des
différentes protéases dans ces conditions in vitro. Les cathepsines B et L ont une activité
beaucoup plus importante dans le muscle de poisson que dans la viande (de 29,7 et 4,7 fois plus
importante pour les cathepsines B et (B+L), respectivement). La cathepsine H est détectée dans
les deux types de muscles mais en faible quantité. L’activité de la cathepsine D est environ 1,4
fois plus importante dans la viande que dans le muscle de poisson. Par ailleurs, I’activité des
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calpaines est similaire dans les deux muscles mais ’activité de son inhibiteur endogene, la
calpastatine, montre une trés forte activité dans le muscle de bar.

L’¢évaluation des proportions des différentes activités est un parametre important. Zamora
et al. (1996) font mention d’une forte corrélation entre un muscle initialement riche en enzymes

et un attendrissement important. Mais il faut également tenir compte de la quantité en inhibiteur.

Dans le muscle de poisson, malgré les incertitudes encore présentes, les deux systemes
protéolytiques, calpaique et lysosomal, sont les plus souvent cités comme impliqués dans les
modifications post-mortem et plus précisément, les cathepsines B, L et les calpaines (Jiang,
2000 ; Ogata et al., 1998 ; Aoki & Ueno, 1997 ; Jiang et al., 1996 ; Jiang et al., 1992). L activité
de ces protéases est souvent liée au pH post-mortem rencontré in situ (Jiang, 2000 ; Makinodan
etal., 1982).

Dans les muscles de mammiféres, de nombreuses études réalisées, en phase post-mortem,
associent les dégradations musculaires a une action des calpaines (Goll et al., 1998; Koohmaraie
et al., 1996). Plus particulicrement, pour le muscle bovin, il semble clair que les calpaines ont un
role majeur dans la maturation (Mestre Prates et al., 2002; Nagaraj et al., 2002 ; Sentandreu et
al., 2002; Hopkins & Thompson, 2001a).

Nos résultats montrent que dans la famille des cathepsines a cystéine, les cathepsines B et
L peuvent jouer un role dans le ramollissement du muscle de bar, alors que seule la cathepsine L
peut intervenir dans ’attendrissement du muscle de bovin. L’activité de la cathepsine H peut étre
considérée, elle, comme négligeable dans les deux types de muscles, car elle est présente en
faible quantité par rapport aux cathepsines B et L. Son implication dans la dégradation post-
mortem des protéines myofibrillaires est insignifiante. Aussi, elle n’est pas citée dans la
bibliographie comme principalement impliquée dans les dégradations post-mortem des protéines
myofibrillaires.

La cathepsine D est importante dans le muscle de bovin, mais elle peut jouer un role aussi
dans le muscle de poisson.

L’activité calpaique est similaire dans le muscle de bar et dans le muscle bovin. Par
contre, ’activité de la calpastatine est trés différente. Ce qui entraine des différences de
proportions entre la calpaine et les calpastatines dans les deux muscles. Ce résultat est en accord
avec ceux de Ouali et Talmant (1991) qui ont montré qu’il existe aussi des différences de
proportions des calpastatines dans différents muscles de mammiféres. L’activité des calpastatines
est trés forte dans le muscle de poisson, ce qui peut mettre en doute 1’implication du systéme
calpaique dans la dégradation post-mortem. Dans ’extrait global, I’inhibiteur est en quantité
suffisante et nécessaire dans les deux muscles pour inhiber la totalité de 1’activité des calpaines.
Goll et al. (2003) ont rapporté de tels résultats montrant que les calpastatines, présentes en exces
dans I’ensemble du muscle, avaient la capacité d’inhiber la totalité des calpaines mais que selon
le tissu ou les cellules considérées, les proportions étaient différentes. La régulation des calpaines
par leur inhibiteur dépend donc aussi de leur localisation, et donc des proportions des deux dans
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une zone précise du muscle. En effet, Koohmaraie (1996) a montré que le taux d’attendrissement
de la viande était plus fortement corrélé avec le ratio entre la calpastatine et les calpaines qu’avec
seulement le contenu en calpaines. Par suite, dans cette étude, le ratio calpastatine/calpaines dans
le muscle bovin est relativement faible, ce qui peut appuyer I’implication du systéme calpaique
dans la protéolyse post-mortem du muscle bovin. Geesink et al. (2000) ont partiellement purifié
les calpaines et quantifi¢ leurs activités présentes dans le muscle de saumon ; ensuite, ils ont
réalisé une comparaison avec les activités dans le muscle de mouton et de beeuf. Dans le saumon,
il y a beaucoup plus de calpastatine et I’activité des calpaines est 100 fois plus faible ; ce qui
sous-entend que le ratio calpastatine/calpaines est plus important dans le muscle de saumon que
dans celui de mouton. Nos résultats présentés ci-dessus, vont aussi dans ce sens. Tout ceci n’est
pas favorable a un réle majeur du systéme calpaique dans la dégradation du muscle de poisson,
en général et du muscle de bar, plus particuliérement.

Par ailleurs, les conditions environnementales in situ sont aussi a prendre en compte, car
elles peuvent favoriser ou non I’activité des différentes protéases. Nos résultats ne reflétent pas
totalement la situation in situ. Les dosages ont été réalisés dans des conditions de pH proche de
I’optimum. De plus, les cofacteurs, comme le calcium pour les calpaines, sont présents en
quantit¢ nécessaire pour une totale activation, et sont donc loin des concentrations
physiologiques, bien que 1’on sache qu’elles augmentent naturellement suite a la mort de
I’animal. Des activateurs comme des phospholipides membranaires, d’autres cations, des
activateurs protéiques, et des procédés de phosphorylation peuvent favoriser 1’action des
calpaines malgré de faibles concentrations en calcium par rapport a celles requises (Baki et al.,
1996 ; Johnson, 1990 ; Suzuki & Ohno, 1990). Ce point reste encore mal connu, car
I’implication de la m- ou de la p-calpaine ou des deux, liée aux concentrations en calcium, n’a
jamais été réellement démontrée.

Dans le muscle de poisson, aprés la mort du poisson et pendant la période de rigor
mortis, le pH baisse de 7 a 6,5. Dans le muscle bovin, le pH est proche de 6,5 aprés la mort et
diminue rapidement pour atteindre une valeur proche de 5,7-5,4 aprés 24 heures de stockage
(Ouali, 1990). Ainsi, dans le muscle de poisson, les cathepsines B, L et les calpaines peuvent se
trouver plus actives que la cathepsine D, puisque leur pH optimal est proche de celui retrouvé
durant la période post-mortem (Jiang, 2000 ; Makinodan et al., 1982). Dans le cas de la viande,
le pH post-mortem serait plus propice a une activité des protéases lysosomales et précisément
des cathepsines B, L et D. Mais aussi, les calpaines pourraient exercer pleinement leur activité au
début de la période post-mortem dans le muscle bovin car le pH est, a ce moment précis, plus
élevé.

Les conditions environnementales, comme le pH, ne sont pas les seules entraves a une
dégradation protéolytique. Les cathepsines emprisonnées dans leurs lysosomes ne peuvent étre
actives dans le tissu vivant, du fait de I’absence d’un possible contact avec leurs substrats. Apres
la mort de 1’animal, et suite & des mécanismes qui conduisent a une rupture de la membrane de

ces vésicules, cette famille de protéases peut étre libérée dans le cytosol.
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Beaucoup de questions restent encore en suspens ou pas pleinement ¢élucidées.
L’ensemble de ces études suggere que la principale cause de dégradation post-mortem du muscle
blanc de bar serait due a 1’action des cathepsines B et L, mais aussi du systéme calpaique,
stirement en tant que second réle. Dans les mécanismes d’attendrissement du muscle de bovin, le
faible ratio calpastatine/calpaines et la présence importante de cathepsine L montrent que ces
deux systémes peuvent agir de fagon synergique. De plus, dans la viande, aprés quelques heures
post-mortem, les conditions physiologiques de pH, peuvent devenir plus propices a une action de
la cathepsine D.

En conclusion, les résultats présentés suggerent que la dégradation post-mortem du
muscle de bar est due en partie a I’activité¢ des cathepsines B et L. Dans le muscle bovin, le ratio
peu élevé entre la calpastatine et les calpaines montre que le systéme calpaine peut étre impliqué
dans la maturation. De plus, la cathepsine D, de par son activité, a slirement aussi un role a

jouer : les conditions physiologiques de la viande peuvent permettre I’activité des cathepsines D.
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3. Effet de la pression sur ’activité des enzymes protéolytiques

Il existe peu de travaux sur les modifications par la pressurisation des activités
protéolytiques des muscles de poissons et de mammiferes. L’effet de la pression dépend des
niveaux de pressions utilisés, du temps de pressurisation, du type d’enzyme étudiée et de son
origine.

3.1. Choix des hautes pressions

Pour le traitement par hautes pressions, trois paramétres sont a prendre en compte :
I’intensité de la pression, le temps de pressurisation et la température de pressurisation.

L’intensité de la pression maximale sera de 500 MPa. Cette pression correspond a la
pression maximale utilisée dans les industries agro-alimentaires. Le temps de pressurisation est
de 5 minutes : cette durée correspond au temps minimum pour obtenir des effets sur la flore
microbienne. Et enfin, lors du traitement, il faut conserver au maximum la chaine du froid, pour
cela, la température choisie de 1’enceinte sera de 10 °C,.

Les travaux réalisés par Jung (2000) sur I’effet des hautes pressions sur la texture, 1’ultra-
structure et les enzymes lysosomales de viande bovine, ont utilis¢ des parametres identiques de
traitement.

3.2. Effet de la pression sur les calpaines

Deux protocoles distincts ont été mis en place : soit le muscle est pressurisé dans un
premier temps et seulement apres les calpaines sont extraites, soit les calpaines sont extraites et
séparées de leur inhibiteur et ensuite le traitement par hautes pressions est appliqué sur cet

extrait.

3.2.1. L’effet de la pression sur les calpaines présentes dans le muscle blanc de bar

(Dicentrarchus labrax L.) et dans le muscle de bovin (Biceps femoris)

L’effet de la pression sur les calpaines présentes dans le muscle blanc de bar et dans le

muscle de bovin a été étudiée.

Les figures 38 et 39 montrent 1’activité résiduelle, apres le traitement par hautes
pressions, des calpaines présentes dans le muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) et dans
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le muscle de bovin (Biceps femoris) selon les deux protocoles décrits ci-dessus.
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Figure 38 : Effet du traitement hautes pressions sur 1’activité des calpaines de muscle
blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) issues de muscle pressuris¢ () ou d’extrait pressurisé
(@). L’activité est exprimée en FU.min". g' de muscle. Les résultats correspondent a la
moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale correspond a I’écart-type.
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Figure 39 : Effet du traitement hautes pressions sur I’activité des calpaines de bovin
(Biceps femoris) issues de muscle pressuris¢ () ou d’extrait pressurisé (@). L’activité est
exprimée en FU.min'. g' de muscle. Les résultats correspondent a la moyenne de trois

¢chantillons ; la ligne verticale correspond a I’écart-type.

Les allures générales des courbes sont semblables. Néanmoins, il demeure quelques
différences.

Pour les calpaines du muscle de bar, lorsque le muscle est pressurisé, une baisse de
I’activité se produit a partir de 100 MPa et 1’activité est nulle a 350 MPa, et lorsque 1’extrait
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contenant les calpaines est pressurisé, [’activité baisse a partir de 100 MPa avec une pente plus
faible et devient nulle a 400 MPa.

Pour le muscle bovin, les activités des calpaines sont stables jusqu’a des pressions de 200
MPa et ensuite elles diminuent sensiblement pour atteindre une valeur nulle a 350 MPa et 400
MPa, respectivement, pour 1’extrait de calpaines pressurisé et le muscle pressurisé.

Ainsi, selon que le muscle ou I’extrait contenant les calpaines est pressurisé, les résultats
sont légerement différents. De plus, il existe aussi des différences entre le muscle de poisson et le
muscle de mammifere.

Les calpaines sont des protéases hétérodimériques constituées d’une grosse sous-unité
catalytique et d’une petite sous-unité régulatrice. L’effet des hautes pressions sur les
modifications structurales de cette protéase a été étudié par Bessiere et al. (1999) : leurs résultats
ont montré que les hautes pressions permettent de dissocier les deux sous-unités.

La figure 40, issue des travaux de Bessiere et al. (1999a), montre par une analyse en
fluorescence, 1’évolution de la structure de 1’hétérodimere de la m-calpaine de lapin. Les auteurs
ont mentionné que les hautes pressions provoquent une dissociation de la forme hétérodimérique
des calpaines. Le profil de cette courbe est quasi superposable aux courbes d’activités que nous
avons obtenues. Cela permet de supposer qu’il y a une corrélation entre la dissociation de ce
dimere et la diminution de D’activité de ces calpaines. Les calpaines, suite aux différents
traitements appliqués, seraient dissociées et perdraient donc une grande partie de leur activité
enzymatique. Il a été montré par Tsuji & Imahori (1981) que toute la machinerie nécessaire pour
la protéolyse était présente dans la grosse sous-unité mais par contre, pour que la protéolyse soit
la plus performante, la présence de la petite sous-unité était indispensable. Ces observations

corroborent 1I’hypothése que nous proposons.
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Figure 40: Effet du traitement hautes pressions sur la dissociation de la m-calpaine de
lapin d’apres les travaux de Bessicre et al. (1999a).
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3.2.2. L’activité des calpaines de muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) sous

pression
Suite aux travaux précédents, il est possible de s’interroger sur le comportement des

calpaines. L’extrait de calpaines de bar a été placé dans un spectro-fluorimétre dans lequel se
trouve une cellule haute pression. Grace a cet appareillage, 1’activité des calpaines peut étre

suivie sous pression. La figure 41 ci-dessous présente 1’activité a différentes pressions.
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Figure 41 : Activit¢ des calpaines de bar (Dicentrarchus labrax L.) sous pression

exprimée en FU.min™".

Dans la premiere partie de la courbe, pour les pressions comprises entre 0 et 150 MPa,
I’activité des calpaines diminue. Dans la seconde partie de la courbe, on note une augmentation
de la fluorescence.

La baisse effective de 1’activité est liée a une modification de la structure de la calpaine.
Cette expérience confirme que les hautes pressions sont responsables de ces modifications. On
peut suggérer que les hautes pressions entrainent une dissociation de la forme hétérodimérique et
ensuite une modification de la structure tertiaire a partir d’un certain niveau de pression. Les
modifications de la structure tertiaire restent en place, tant que la molécule est sous pression ; ce
qui occasionne une diminution de ’activité. A 150 MPa, I’ensemble des calpaines a une
structure tertiaire modifiée, ce qui explique 1’absence d’activité. Par contre, on peut penser que
ce phénomene est réversible, car les résultats précédents montraient que les calpaines étaient
actives a 150 MPa.

Aprés un retour a une pression atmosphérique, a partir d’une pression de 200 MPa, une
légere turbidité du mélange réactionnel a été observée lors de travaux réalisés par ailleurs. Cette
turbidité peut étre provoquée par une agrégation des molécules présentes dans le mélange
réactionnel. Cette observation peut permettre de donner une possible explication a
I’augmentation de la fluorescence pour des pressions supérieures a 150 MPa. Car on sait par
ailleurs que la dissociation des calpaines est irréversible (Bessicre et al., 1999a) et que le
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traitement par hautes pressions au-dessus de 150 MPa entraine une agrégation, qui dépend
souvent de la concentration en protéines. Les molécules agrégées provoquent une diffusion de la
lumicre, et donc une augmentation de la fluorescence. Cette augmentation de la fluorescence ne

serait donc pas due a une augmentation de I’activité enzymatique.

3.2.3. Modification structurale des calpaines de muscle de bar aprés un traitement par

hautes pressions

Les protéines sarcoplasmiques de muscle blanc de bar ont été séparées par électrophorese
en condition native sur un gel contenant de la casé€ine. La caséine est connue comme étant un
excellent substrat in vitro des calpaines. Grace cette technique du zymogramme, 1’activité¢ des
calpaines peut étre révélée par la dégradation de la caséine dans la zone ou les protéases ont
migré. La révélation de DI’activité protéolytique de ces enzymes se caractérise par une zone
blanche, la caséine non hydrolysée étant colorée par le bleu de Coomassie. Le zymogramme de

la figure 42 présente ’effet des hautes pressions sur les calpaines de muscle blanc de bar.
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Figure 42 : Zymogramme de caséine des protéines sarcoplasmiques de muscle blanc de
bar. Les fleches indiquent les différentes isoformes de calpaines (hypothétiques).

Sur cette figure, différentes bandes sont indiquées. Ces bandes correspondent a
différentes isoformes actives. Ladrat et al. (2000) ont montré que le muscle blanc de bar pouvait
contenir trois isoformes : la m-, la p- et la m/p-calpaine selon la saison. Ces trois isoformes sont
présentes dans I’échantillon témoin mais pour les échantillons pressurisés, une bande disparait et
une autre apparait. Dans ces conditions ¢éléctrophorétiques natives, la migration se fait en
fonction de la charge et du poids moléculaire des protéines. Les différentes isoformes de
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calpaines ont des poids moléculaires quasi identiques. La seule variable est donc la charge des
protéases. Dans les travaux de Ladrat ef al. (2000), I’¢élution des différentes isoformes de
calpaines sur une colonne échangeuse d’anions, selon un gradient croissant de NaCl, se fait dans
le sens suivant: la p- sort en premier, ensuite la m- suit et enfin la m- majoritaire est éluée. Ces
résultats, recoupés avec les travaux de Raser et al. (1995), ou il est précisé que la m-calpaine a
une plus forte mobilité éléctrophorétique que la p-calpaine, permettent d’identifier les différentes
isoformes hypothétiques de calpaines sur le zymogramme. Les échantillons, qui ont été
pressurisés, ne présentent plus de bande correspondant a la p-calpaine. Par contre, la bande
majoritaire, correspondant a la m-calpaine, est affectée par le traitement. La nouvelle bande
apparue pourrait correspondre a la grosse sous-unité encore active mais dissociée de la petite
sous-unité par le traitement. La sous-unité catalytique, de 80 kDa de poids moléculaire, est
beaucoup plus sensible a I’autolyse (et donc par la suite & une perte totale d’activité) que le
dimére (Saido et al., 1994). Les bandes, correspondant a la m-calpaine sous ses deux formes,
sont de moins en moins intenses avec 1’¢lévation du traitement par hautes pressions. Ainsi, la m-
calpaine est de plus en plus fortement dissociée avec 1’intensité du traitement et, a partir d’un
certain niveau de pression, la structure de la protéase serait modifiée a un tel point, qu’elle
perdrait aussi son activité méme sous sa forme monomérique simple.

Les modifications de la structure de la calpaine ont ét¢ étudiées par une autre approche
¢lectrophorétique, en condition native et en condition dénaturante. Les calpaines ont été purifiées
par deux colonnes consécutives a savoir une colonne d’interactions hydrophobes suivie d’une
colonne échangeuse d’anions. Les fractions actives révélées grace au substrat fluorescent
spécifique sont conservées, pressurisées et étudiées par électrophorese.

Cette ¢électrophorese présente 1’effet des hautes pressions sur la structure de la calpaine
(cf. figure 43). Elle est réalisée en condition native pour comprendre les différents effets de la
pression sur la dissociation des deux sous-unités.
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Figure 43 : Electrophorése en condition native montrant 1’effet du traitement par hautes
pressions sur la structure de la calpaine de muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.).

Les résultats présentés montrent une bande pour I’échantillon témoin pouvant

correspondre a la forme dimérique de la protéase. Il demeure une autre petite bande en dessous
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qui peut correspondre a la grosse sous-unité dissociée. La petite sous unité ne serait pas visible
car en trop faible quantité. Dés 100 MPa, la bande la plus haute disparait pour laisser place a
deux autres bandes en dessous correspondant probablement a la grosse sous-unité et a la petite
sous-unité. Cette observation montre que les hautes pressions dissocient la quasi totalité des
formes dimériques dés 100 MPa.

Pour confirmer les bandes visualisées sur le profil électrophorétique en condition native,
la méme étude est réalisée, cette fois-ci en condition dénaturante. Les résultats montrent, sur la
figure 44, que pour les échantillons pressuris€és ou non pressuris€s (non présenté) deux bandes
majoritaires sont majoritaires : la grosse sous-unit¢ vers 80 kDa et quelques bandes de ce
monomere autolysé et une bande vers 25 kDa correspondant stirement a la petite sous-unité

autolysée (elle est peu visible apres que le gel a été scanné).

E M

Figure 44 : Electrophorése en condition dénaturante montrant ’effet du traitement par
hautes pressions sur la structure de la calpaine de muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.).
M : Marqueur (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 15,10 kDa) ; E : Extrait de calpaines pressurisées.

Si I’on compare ce profil électrophorétique et 1’activité des calpaines en fonction de la
pression, on peut dire que les hautes pressions conduisent a une dissociation des deux sous-
unités. Cette dissociation ne conduit pas a une perte significative de 1’activité, car pour le
traitement & 100 MPa, la dissociation est apparemment totale alors que 1’activité ne chute pas.
Par contre, des intensités de pression importantes entrainent une perte de 1’activité des calpaines.
Ceci est di probablement a une modification de la structure secondaire et tertiaire de la protéine
empéchant une bonne affinité entre le substrat et le site actif de la protéase.

3.2.4. Effet du traitement par hautes pressions sur 1’hydrophobie de surface des protéines

sarcoplasmiques

Les résultats ci-dessus montrent que ’activité des calpaines diminue pour des pressions

plus faibles lorsque le muscle de bar est pressuris€ par comparaison avec [|’extrait
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sarcoplasmique pressurisé. Cette observation suggere que soit ’activité calpaique diminue avec
la pression, soit le traitement par hautes pressions affecte la fixation des calpaines sur la colonne
par une modification de la structure de la protéase, ce qui entrainerait une fixation moindre, et
donc une activité plus réduite. Or, la séparation des calpaines de leur inhibiteur se fait selon leurs
propriétés hydrophobes et un des effets du traitement par hautes pressions des protéines est une
possible modification des propriétés d’hydrophobie de surface.

Il est donc intéressant de connaitre I’évolution de I’hydrophobie de surface des protéines
contenues dans cet extrait sarcoplasmique aprés un traitement par hautes pressions, qui est
présentée figure 45.
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Figure 45 : Effet de la pression sur I’hydrophobie de surface des protéines présentes dans
les extraits sarcoplasmiques, dans les fractions calpaines de muscles de bar et de bovin et de la
calpastatine commerciale. L’hydrophobie de surface des protéines a été déterminée par un
dosage a ’ANS.

L’analyse de I’hydrophobie de surface des fractions calpaines de muscle de bovin et de
bar montre que le traitement par hautes pressions entraine une augmentation importante de
I’hydrophobie. Ce résultat permet de confirmer que la diminution de 1’activité des calpaines,
dans le cas ou le muscle est pressuris¢, est due a une inactivation des calpaines par les hautes
pressions et non a une diminution de I’affinité entre les calpaines et le gel de chromatographie.

Pour confirmer ce résultat, il est intéressant de vérifier que 1’hydrophobie de surface de la
calpastatine et des protéines contenues dans 1’extrait sarcoplasmique n’évolue pas. On peut
supposer que si I’hydrophobie de surface de la calpaine augmente, alors la méme chose peut étre

observée pour la calpastatine. Il en découlerait que cette augmentation d’hydrophobie de la
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calpastatine favoriserait son accrochage sur la colonne au méme titre que la calpaine. Dans ce
cas, la calpastatine serait présente dans 1’¢luat avec les calpaines et perturberait 1’activité
calpaique. Nos résultats permettent d’exclure toutes ces suppositions, car les mesures
d’hydrophobie réalisées sur la calpastatine montrent des valeurs stables et pour 1’extrait
sarcoplasmique une faible évolution.

En définitive, les différences d’activité présentées dans le muscle bar seraient
probablement dues a des sensibilités différentes aux hautes pressions des calpaines selon qu’elles
sont dans la matrice musculaire ou extraites.

3.3. Effet de la pression sur les enzymes lvsosomales

Au méme titre que les calpaines, les enzymes lysosomales sont citées comme impliquées
dans la protéolyse des protéines myofibrillaires du muscle au cours de la période post-mortem.
L’étude porte sur les cathepsines B, D , H et, L et la phosphatase acide présentes dans deux types
de muscles, le muscle blanc de bar et le muscle de bovin. Deux modalités ont été étudiées : les
protéases sont extraites puis pressurisées ou le muscle est pressurisé et les protéases sont
extraites ensuite.

Ces enzymes ont comme caractéristique d’étre emprisonnées dans des vésicules, les
lysosomes. Leur activité protéolytique ne peut donc s’exercer que si elles sont libérées de ces
vésicules. Cette libération passe par une rupture de la membrane de ces organites. Un mécanisme
peut provoquer cette rupture : une acidification due a une défaillance des pompes responsables
des transferts ioniques suite a une déplétion en ATP lors de la période de rigor (Hopkins (2001)
cité par Sentandreu et al., 2002).

Lors de I’extraction des protéines sarcoplasmiques, le muscle est broyé permettant de
casser les lysosomes. Bien entendu, la totalité des lysosomes n’est pas détruite et de ce fait
I’extrait sarcoplasmique ne présente pas la totalité¢ des protéases lysosomales. Par contre, dans la
préparation de cet extrait, une centrifugation est réalisée. Cette centrifugation permet, en outre,
de culotter les lysosomes non dégradés. De ce fait, dans [’extrait sarcoplasmique, aucun
lysosome n’est présent.

3.3.1. La phosphatase acide

La phosphatase acide est intégrée a 1’étude, en tant que marqueur de rupture de la
membrane des lysosomes (Oshumi et al., 1983). Les variations de son activité peuvent permettre
de prédire 1’état des lysosomes. La figure 46 montre I’activité de cette enzyme dans le muscle
blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) et dans le muscle de bovin (Biceps femoris), selon que le
muscle ou I’extrait sarcoplasmique ont été pressurisé.

Dans le cas du poisson, I’activité de cette phosphatase acide diminue a partir de 100 MPa,
lorsque D’extrait est pressurisé. Cette donnée montre que cette enzyme est dénaturée par la
pression, ce qui affecte ’activité. Par contre, D’activit¢ augmente, lorsque le muscle est
pressurisé. Ces résultats confirment les données de la bibliographie (Jung et al., 2000a; Ohmori
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et al., 1992 ; Homma et al., 1994) : lors de la pressurisation, les échantillons sont soumis a une
contrainte physique telle, qu’elle provoque la rupture des membranes lysosomales. Cette
dégradation membranaire permet une libération du contenu vésiculaire. Plus la pression exercée
est importante, plus le nombre de lysosomes est dégradé et plus le nombre de protéases est
libéré. L’augmentation de I’activité par la libération des lysosomes compense largement la perte

d’activité due a la pression.
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Figure 46 : Effet du traitement hautes pressions sur ’activité de la phosphatase acide de
muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) issue de muscle pressuris¢ () ou d’extrait
sarcoplasmique pressuris¢ (@). L’activité est exprimée en absorbance a 400 nm.min"'.g"' de
muscle. Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale
correspond a I’écart-type.

Tout comme dans le muscle de poisson, cette protéase a été étudiée dans la viande. La
figure 47 illustre 1’effet des hautes pressions sur ’activité de la phosphatase acide selon que les
muscle ou I’extrait ait été pressurisé.

Les résultats obtenus indiquent que lorsque le muscle bovin est pressurisé, 1’activité
enzymatique de la phosphatase acide augmente jusqu’a 500 MPa alors que lorsque 1’extrait est
pressuris¢ 1’activité diminue avec le niveau de pressurisation. Nous avons donc montré que les
hautes pressions affectent 1’activité de la phosphatase acide : le traitement permet dans un cas de
libérer cette enzyme des vésicules lors du traitement du muscle mais aussi, lorsque I’extrait est

pressuris¢, de modifier leur structure perturbant 1’activité comme dans le cas du muscle de bar.
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Figure 47 : Effet du traitement hautes pressions sur 1’activité de la phosphatase acide de
muscle de bovin (Biceps femoris) issue de muscle pressurisé¢ (l) ou d’extrait sarcoplasmique
pressurisé (@). L activité est exprimée en absorbance a 400 nm.min™'.g" de muscle. Les résultats
correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale correspond a 1’écart-type.

Pour confirmer ce dernier résultat, I’activité d’une phosphatase acide commerciale apres
un traitement hautes pressions a été suivie (cf. figure 48). L’activité de cette phosphatase acide
est quasi stable jusqu’a 300 MPa, mais a 500 MPa I’activité diminue. Ce résultat confirme que

les phosphatases acides sont sensibles, elles aussi, a la pressurisation.
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Figure 48 : Effet du traitement hautes pressions sur I’activité de la phosphatase acide
commerciale. L’activité est exprimée en absorbance & 400 nm.min".g"' de protéines. Les
résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale correspond a

I’écart-type.
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3.3.2. La cathepsine D
La cathepsine D apparait dans la liste des protéases de dégradation du muscle en général.

Son activité, suite a des traitements hautes pressions a €té suivie pour les deux types de muscles
étudiés. Les figures 49 présentent le résultat de cette étude selon que I’extrait sarcoplasmique ou

que le muscle de bar a ét¢ soumis au traitement de pressurisation.

Concernant 1’activité de la cathepsine D du muscle de poisson, les résultats présentés
montrent une évolution positive de 1’activité de cette protéase jusqu’a une pression de 300 MPa
et ensuite a 500 MPa, une diminution jusqu’a une valeur équivalente aux échantillons non
pressurisés. Cette activité augmente plus lentement lorsque 1’extrait est pressurisé et de plus, elle
est nulle a 500 MPa. Dans le cas ou I’extrait est pressurisé, les résultats représentent la capacité
des hautes pressions a activer ou a inhiber 1’activité de la cathepsine D. La cathepsine D est
activée pour des pressions comprises entre 0 et 300 MPa. Ces modifications permettent sans
doute d’améliorer 1’affinité avec son substrat et donc de favoriser son activité. Par contre, une
pression de 500 MPa est néfaste, car elle inhibe totalement son activité. Cette pression conduit a
une modification structurale trop importante, qui entraine une dégradation irréversible et donc
une perte totale de son activité. Dans le cas ou le muscle est pressuris¢, les évolutions
positives des activités présentent un cumul de deux effets, a savoir, une libération des protéases
de leurs vésicules lysosomales et une activation enzymatique jusqu’a 300 MPa. Pour le
traitement a 500 MPa, les protéases sont majoritairement libérées de leurs lysosomes mais elles
sont aussi dénaturées de facon importante, ce qui peut expliquer la baisse importante de

Pactivité.
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Figure 49 : Effet du traitement hautes pressions sur 1’activité de la cathepsine D de
muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) issue de muscle pressuris¢ () ou d’extrait
sarcoplasmique pressuris¢ (@). L’activité est exprimée en absorbance a 295 nm.min"'.g"' de
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muscle. Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale

correspond a 1’écart-type.

La méme étude a été conduite pour la cathepsine D du muscle de bovin. Les résultats
obtenus, présentés sur la figure 50, sont différents de ceux obtenus pour le muscle blanc de bar.
L’activité de la cathepsine D issue de la pressurisation de I’extrait est stable jusqu’a 100 MPa et
ensuite elle diminue. La cathepsine D de bar est beaucoup moins sensible aux hautes pressions
que celle de bovin, de plus elle est méme activée jusqu’a 300 MPa. Lorsque le muscle est
pressurisé, on note une évolution similaire aux résultats obtenus pour la cathepsine D dans le
muscle de bar. L’activité augmente, jusqu’a une pression de 300 MPa, suite a une altération des
lysosomes, et ensuite, dans aprés 500 MPa, I’activité chute. Ce dernier résultat s’explique,
comme dans le poisson, par une libération importante des cathepsines de leurs vésicules, qui est
contrecarré par une dénaturation des protéases conduisant & une chute importante de 1’activité

protéolytique globale.
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Figure 50 : Effet du traitement hautes pressions sur 1’activité de la cathepsine D de
muscle de bovin (Biceps femoris) issue de muscle pressurisé () ou d’extrait sarcoplasmique
pressurisé (@). Lactivité est exprimée en absorbance 4 295 nm.min™.g"' de muscle. Les résultats

correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale correspond a 1’écart-type.

3.3.3. Les cathepsines B, H et L
Cette classe d’enzymes est aussi impliquée dans la dégradation des protéines

myofibrillaires. Mais par comparaison avec la cathepsines D, ce sont des cathepsines a cystéine
alors que la cathepsine D appartient a la famille des cathepsines a acide aspartique. Elles
présentent donc des structures différentes. Les figures 51 et 52, présentent 1’activité de ces
différentes protéases en fonction du traitement par hautes pressions dans les deux types de

muscles.
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Dans des résultats précédents, nous avons montré que certaines cathepsines, comme la
cathepsine H, sont présentes en faible quantité ; par contre, les cathepsines B et L sont beaucoup
mieux représentées.
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Figure 51 : Effet du traitement hautes pressions sur 1’activité des cathepsines B, H et
B+L de muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) issues de muscle pressurisé (___) ou
d’extrait sarcoplasmique pressurisé (___). L’activité est exprimée en absorbance a 295 nm.min"
!¢ de muscle. Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale
correspond a I’écart-type.

Dans I’étude des cathepsines a cystéine chez le bar, les résultats obtenus indiquent que
I’augmentation des niveaux de pressurisation permet une évolution croissante des activités
enzymatiques, que le muscle ou D’extrait soit pressurisé. Pour les échantillons de muscles
pressurisé€s, les activités sont plus importantes par comparaison aux activités des extraits
sarcoplasmiques pressurisés. Ces données soulignent a nouveau que les hautes pressions
permettent d’activer cette classe d’enzymes ainsi qu’une libération des protéases des lysosomes.
Par contre, cette classe de protéases lysosomales, par comparaison a la cathepsine D ou a la
phosphatase acide, semble avoir une réaction différente face au traitement par hautes pressions ;
leur activité a 500 MPa est plus importante que celle a 300 MPa. Des traitements de forte
intensité n’inhibent pas leurs activités.
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Dans la viande, les résultats montrent, tout d’abord, que la cathepsine L est fortement
représentée par rapport aux autres que sont les cathepsines B et H. Les activités issues de muscle
pressurisé sont plus importantes que celle d’extraits pressurisés. Ces remarques sont valables
pour les trois enzymes étudiées. Ces résultats s’expliquent une nouvelle fois par une libération
des protéases de leurs vésicules lors du traitement de pressurisation. Mais contrairement au
muscle de poisson, la pressurisation de 1’extrait sarcoplasmique n’entraine pas de modification
de P’activité. Quels que soient les cathepsines et le niveau de pressurisation, leurs activités restent

relativement stables.
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Figure 52 : Effet du traitement hautes pressions sur I’activité¢ des cathepsines B, H et L
de muscle de bovin (Biceps femoris) issue de muscle pressurisé (___) ou d’extrait
sarcoplasmique pressurisé (_._.). L’activité est exprimée en absorbance 4 295 nm.min™.g" de
muscle. Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale

correspond a I’écart-type.

En conclusion, les effets des hautes pressions sont fortement liés a la pression atteinte
ainsi qu’a la localisation (in vivo ou in vitro) et la nature de 1’enzyme.

Au cours de ces études, il est possible de constater que selon les familles d’enzymes et/
ou son poids moléculaire, les conséquences sont différentes. La structure de la protéase joue un
role majeur. Une structure de haut poids moléculaire ou complexe sera stirement plus affectée
par le traitement. Car les hautes pressions occasionnent des réarrangements structuraux comme
des modifications des structures tertiaires et quaternaires, principalement. Ces modifications
seront aussi @ méme de perturber le site actif et donc d’empécher la protéolyse. Dans la

bibliographie, il a été montré que de fortes pressions conduisaient & une inactivation des enzymes
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(Gomes & Ledward, 1996 ; Goodner et al., 1998). Par contre, de faibles pressions comprises
entre 100 et 400 MPa, permettaient d’activer la catalyse enzymatique (Anese et al., 1995 ; Cano
et al., 1998).

Les calpaines perdent leur activité lors de ’augmentation du niveau de pressurisation. La
pression entraine une dissociation des deux sous-unités, qui semble faire défaut pour une bonne
activité protéolytique. Certains de nos résultats (électrophorése en condition native) montrent
une forte dissociation dés 100 MPa. Suite a la dissociation, la sous-unité reste encore active mais
avec une activité peut-étre moins importante. Aprés cette modification de la structure
quaternaire, 1’¢lévation de la pression conduit a une modification de la structure tertiaire
entrainant une perte totale de I’activité. De plus, il semble que les niveaux de sensibilités sont
différents selon 1’origine des calpaines, a savoir de muscle de bovin ou de poisson.

Dans le cas des enzymes lysosomales, selon les groupes considérés, les perturbations des
activités enzymatiques sont différentes.

La phosphatase acide, dans les deux types de muscle, adopte le méme type de
comportement face aux traitements par hautes pressions. L’activité augmente, quand le muscle
est pressurisé en réponse a une libération massive d’enzymes et diminue, quand 1’extrait est
pressuris€, montrant la sensibilité de cette enzyme a un tel traitement. Cette enzyme est présente
sous forme d’un monomeére avec un poids moléculaire compris entre 100 et 15 kDa. Plus
précisément, elle est sensible dées 100 MPa et au dessus, elle perd son activité. Ces résultats
suggerent une fragilité de sa structure.

La cathepsine D est, elle aussi, sensible aux hautes pressions. Comme pour la
phosphatase acide, la cathepsine D voit son activité s’accroitre apres un traitement du muscle,
car la rupture des membranes lysosomales permet une libération des protéases. Lorsque I’extrait
est pressurisé, la cathepsine D de poisson est activée jusqu’a 300 MPa puis est inhibée
totalement aprés une pression de 500 MPa. Pour la viande, la sensibilité est moindre ; 1’activité
est stable jusqu’a 100 MPa puis diminue a partir de 300 MPa. La cathepsine D est répertoriée
comme étant une enzyme active sous formes monomérique et multimérique chez le poisson
comme le tilapia, le hareng et chez les bovins. Les monomeres ont des poids moléculaires
compris entre 35 et 55 kDa selon les espéces. On peut supposer, d’aprés ces données, que la
dissociation n’est pas forcément un facteur entrainant une perte d’activité totale ; de plus, de par
son faible poids moléculaire, la dénaturation de la structure tertiaire n’est pas rencontrée pour des
traitements a des faibles pressions et au contraire, elle peut étre activée.

Concernant la famille des cathepsines a cystéine, 1’activité évolue positivement lors du
traitement du muscle comme pour les autres protéases lysosomales. Par contre, lorsque 1’extrait
est sollicité, les effets sont divergents. Pour le poisson, leurs activités sont favorisées et pour la
viande, on observe une légere diminution. Ces protéases ont un poids moléculaire compris entre
23 et 40 kDa et sont présentes sous forme de monomere ou de dimére. Leur faible poids

moléculaire peut supposer une possible activation pour le poisson.
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4. Effet de la pression et du temps sur P’activité enzymatique des protéases et sur les
protéines du muscle de poisson

Le muscle de poisson est un produit fragile : au cours de sa conservation post-mortem, il
subit une dégradation microbiologique associée a une dégradation protéolytique du muscle, qui
conduisent a une perte significative de sa fermeté. Contrairement a la viande de beeuf ou de pore,
il est important de conserver sa texture ferme. Il faut prendre aussi en compte que selon 1’espece
de poisson considérée, la texture est différente.

Au cours de la conservation, a une température réfrigérée, les protéines myofibrillaires
sont modifiées principalement a cause d’une dégradation liée a 1’action de différentes protéases.
Nous avons étudié¢ I’évolution de I’activité de ces différentes protéases lors du stockage, et
compar¢ un muscle soumis a un traitement par hautes pressions a un muscle non traité.

Le but de cette étude était d’étudier 1’évolution de 1’activité de certaines protéases ciblées
ainsi que les modifications des protéines myofibrillaires au cours du temps (0, 2, 4 et 7 jours
post-mortem) et pour différentes applications hautes pressions (0, 100 et 300 MPa).

4.1. Déroulement de ’expérimentation

Afin d’obtenir des échantillons homogeénes, douze poissons sont utilisés. Les deux filets
de chaque poisson sont partagés en douze portions. Les différents morceaux obtenus de muscle
sont répartis en douze lots (environ 100 g au total) afin d’avoir des échantillons les plus
homogenes possibles (cf. figure 53).
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Figure 53 : Constitution des différents lots.
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Ces douze lots sont soumis a des traitements par hautes pressions, puis stockés sur glace

comme indiqué dans le tableau ci-dessous :

Lots Pression Temps de Lots Pression Temps de
stockage stockage
(Jours) (Jours)
1 0 MPa 0 7 0 MPa 4
2 100 MPa 0 8 100 MPa 4
3 300 MPa 0 9 300 MPa 4
4 0 MPa 2 10 0 MPa 7
5 100 MPa 2 11 100 MPa 7
6 300 MPa 2 12 300 MPa 7

Tableau 15 : Répartition des traitements et des temps de stockage pour les différents lots.

Selon les temps de conservation post-mortem, les morceaux de muscle des différents lots

sont broyés, partagés a nouveau dans des sacs sous vide (en portion de 30 g) et congelés a -80°C

jusqu’a I’analyse (cf. figure 54).

Deux traitements hautes pressions
(100 et 300 MPa) sont réalisés
ainsi qu’un témoin.
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Les muscles sont stockés a 4°C (échantillons de 100 g)
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% Les muscles sont broyés ensemble et empaquetés dans des sacs en plastique sous

vide par portion de 30 g, constituant un échantillon.

Les échantillons sont congelés a -80°C jusqu’a utilisation.

Figure 54 : Représentation schématique du déroulement de 1I’expérimentation.
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4.2. Evolution de Pactivité des calpaines et de la calpastatine au cours du temps de

stockage et en fonction du traitement hautes pressions

4.2.1. Les calpaines

Chaque portion de 30 g est décongelée, puis les calpaines sont extraites et purifiées et
leur activité mesurée (cf. figure 55).

Figure 55 : Evolution de activité des calpaines aprés 0, 2, 4 et 7 jours de stockage post-
mortem a 4°C pour les différents échantillons pressurisés : 0 MPa (L), 100 MPa (#) et 300 MPa
(B). Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale correspond
a Iécart-type. Les activités sont exprimées en FU.min™. g

A JO, I’activité totale des calpaines diminue avec la pression. Pour le traitement a 100
MPa, on constate une activité équivalente au témoin. Par contre, 1’activité est tres faible pour les
calpaines extraites des muscles pressurisés a 300 MPa. Ce résultat est en accord avec ce qui a été
montré auparavant.
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Au cours du temps de stockage, des variations sont a noter, suite aux résultats de
’analyse de la variance. L’activité augmente légérement au 4™ jour post-mortem pour les
échantillons non pressurisé€s et redescend ensuite & une valeur proche de sa valeur initiale. Pour
les échantillons pressurisés a 100 MPa, I’activité des calpaines augmente plus précocement (au
2" jour) puis diminue. Au 7°™ jour, pour ce méme traitement, I’activité est plus faible que celle
mesurée juste apreés la mort de I’animal et de plus, est plus faible que les échantillons non
pressurisé€s apres une méme période de stockage. Ces résultats montrent que le traitement hautes
pressions permet de rendre les calpaines plus actives dans un laps de temps €écourté mais, en
contrepartie, elle perdent leur activité de facon beaucoup plus importante. Ce qui pourrait tre 1ié
a une activation rapide et élevée et ensuite une autolyse beaucoup plus importante puisque 1’on
sait qu’une calpaine autolysée est instable (Elce et al, 1997).

4.2.2. La calpastatine
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Figure 56 : Evolution de Iactivité des calpastatines aprés 0, 2, 4 et 7 jours de stockage
post-mortem a 4°C pour les différents échantillons pressurisés : 0 MPa (L), 100 MPa (&) et 300
MPa (B). Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale
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correspond a I’écart-type. Les activités sont exprimées en FU.min™. g”'. L’axe des jours post-

mortem est inversé par rapport a la figure précédente pour une meilleure lisibilité.

La figure 56 présente 1’évolution de 1’effet inhibiteur de la calpastatine sur des calpaines
de bar (provenant de muscle a JO et n’ayant subi aucun traitement hautes pressions) purifiées par
chromatographie d’interactions hydrophobes et cela, au cours du temps et selon les différents
traitements hautes pressions. Pour un temps donné, 1’activité n’est pas perturbée par le traitement
hautes pressions, par contre au cours du temps, elle perd significativement son activité
inhibitrice.

La calpastatine est une protéine, qui prise indépendamment, est souvent caractérisée par
une structure stable. Par exemple, des traitements drastiques comme un chauffage a 90-100°C, la
présence d’urée, de SDS, d’acide trichloracétique ne modifient ni sa structure ni son activité
(Goll & Thompson, 2003). Nos résultats montrent également sa stabilit¢ a la pression. Par
contre, sa baisse d’activité au cours du temps de stockage peut s’expliquer par une dégradation
protéolytique. En effet, Mellgren et al. (1986) ont observé que les calpaines étaient capables
d’hydrolyser leur propre inhibiteur spécifique. On remarque que pour les échantillons pressurisés
a 300 MPa, DI’activité de la calpastatine reste au cours du temps plus importante que celle de
échantillons non pressurisés et pressurisés. Ce résultat est en accord avec les observations de
Mellgren et al. (1996), car sachant que les calpaines sont moins actives apres un traitement a 300
MPa, elles ont donc moins la capacité de dégrader les calpastatines expliquant une activité
légérement plus importante de cet inhibiteur a ce niveau de pression.

4.3. Evolution de Pactivité des cathepsines apreés stockage et en fonction du

traitement hautes pressions

4.3.1. La cathepsine D
Comme pour les calpaines, des variations significatives de 1’activité de la cathepsine D

selon les traitements par hautes pressions et selon leur période de stockage a 4°C sont observées
(cf. figure 57). La pressurisation entraine une augmentation de I’activité mesurée
immédiatement. Cette ¢élévation de I’activité peut s’expliquer par une altération de la membrane
lysosomale due aux contraintes physiques engendrées par le traitement ; et cela résulte alors en
une forte libération de cette famille d’enzymes comme précédemment montré dans les travaux de
Ohmori et al. (1992) et Jung et al. (2000a).

Durant I’entreposage au froid, I’activité des cathepsines D augmente pour les échantillons
non pressurisés : les cathepsines sont libérées au cours du temps, suite a une altération naturelle
de la membrane lysosomale. La libération de protéase est souvent attribuée a une chute du pH
(Duston, 1983). Cependant, le pH n’évolue pas de facon significative au sein du muscle du
poisson pour les divers temps de stockage étudiés (données non montrées). Des travaux de
Hopkins (2001) cités par Sentandreu et al. (2002), ont montré que les membranes pouvaient étre

altérées par un dysfonctionnement du systéme des pompes ioniques insérées dans les membranes
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des lysosomes durant le développement du rigor, et ceci consécutivement a la privation d’ATP.
Ce mécanisme pourrait expliquer 1’augmentation de I’activité protéolytique lysosomale au cours
du temps de stockage et sans traitement par hautes pressions.

Pour les échantillons pressurisés, Iactivité augmente significativement au 2™ jour de
stockage, puis diminue au dernier jour. Plus la pression appliquée est €levée, plus I’activité
résiduelle relevée au 7°™ jour est faible, suite a 1’analyse de la variance. Un fort traitement
affecte la libération des protéases, ainsi I’activité est plus importante pour une pressurisation
¢levée. Mais en contrepartie, ce traitement a un effet néfaste : il entrainerait la dénaturation
partielle de ces cathepsines libérées des lysosomes et donc plus sensibles (car moins protégées),

rendant leur durée de vie plus courte.

Figure 57 : Evolution de I’activité de la cathepsine D aprés 0, 2, 4 et 7 jours de stockage
post-mortem a 4 °C pour les différents échantillons pressurisés : 0 MPa (L), 100 MPa (&) et 300
MPa (B). Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale
correspond & I’écart-type. Les activités sont exprimées en pg.ml™” de peptides libérés.min™.g™.
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4.3.2. Les cathepsines B, Het L
Les autres protéases, appartenant a la famille des cathepsines a cystéine, sont aussi

contenues dans ces mémes vésicules lysosomales. Les variations d’activités constatées sont
néanmoins différentes.

g

Figure 58 : Evolution de I’activité de la cathepsine B aprés 0, 2, 4 et 7 jours de stockage
post-mortem a 4 °C pour les différents échantillons pressurisés : 0 MPa (L), 100 MPa (B) et 300
MPa (B). Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne verticale
correspond & I’écart-type. Les activités sont exprimées en pg.ml™” de peptides libérés.min™.g™.
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Figure 59 : Evolution de Dactivité des cathepsines (B+L) aprés 0, 2, 4 et 7 jours de
stockage post-mortem a 4 °C pour les différents échantillons pressurisés : 0 MPa (L), 100 MPa
(@) et 300 MPa (). Les résultats correspondent a la moyenne de trois échantillons ; la ligne

verticale correspond a 1’écart-type. Les activités sont exprimées en pg.ml’ de peptides
libérés.min™.g ™.

Pour la cathepsine H, suite a 1’analyse de la variance, les variations sont trés faibles et
peu significatives (résultats non présentés). Cette protéase, du fait de sa présence en faible
quantité¢, n’est souvent pas considérée comme participant activement aux dégradations post-
mortem des myofibrilles.

Pour les cathepsines (B+L), nous pouvons constater qu’une tendance a I’augmentation de
I’activité se dessine avec 1’élévation des niveaux de pression (cf. figure 59). Pour la cathepsine B
seule (cf. figure 58), ’activité augmente aussi avec le degré de pression mais au cours du
stockage, il n’y a pas de tendance significative sauf pour le traitement a 300 MPa, ou I’activité

diminue apres 2 jours de stockage. Les hautes pressions ont pour effet de libérer mais aussi de
dégrader de ces enzymes.
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4.4. Analyse des dégradations des protéines sarcoplasmiques et myofibrillaires au

cours du stockage a 4°C selon les différents traitements par hautes pressions

Les résultats précédents ont montré I’effet du traitement hautes pressions et du stockage
post-mortem sur les protéases. Dans cette expérimentation, on s’intéresse a 1’ensemble des
protéines du muscle, qui peuvent constituer un substrat de ces protéases. L’effet du traitement
par hautes pressions ainsi que le stockage post-mortem a température réfrigérée sur les protéines
sarcoplasmiques et myofibrillaires de muscle blanc de poisson (Dicentrarchus labrax L.) par
¢lectrophorese dénaturante est présenté.

4.4.1. Les protéines sarcoplasmiques

Les protéines sarcoplasmiques sont principalement composées d’enzymes qui jouent un
role dans le métabolisme de la cellule (Nakagawa et al., 1988a). Dans 1’extrait sarcoplasmique,
13 protéines ont été identifiées (Nakagawa et al., 1988b). Les bandes en SDS-PAGE les plus
abondantes sont les suivantes : 97 kDa, un doublet a 60 kDa, 51 kDa, une grosse bande a 39-41
kDa (qui est probablement un doublet correspondant a une créatine kinase et une aldolase), une
bande a 36 kDa correspondant a une glyceraldéhyde-3-phosdphate déhydrogénase. De plus il y
des bandes a 34, 27, 25, 21,5 et 17 kDa. En fin, deux bandes sont identifiées a 13 et 12 kDa,
pouvant étre des parvalbumines (Focant et al., 1999 ; Girija & Rehbein, 1988).

Les protéines sarcoplasmiques ont été étudiées dans le but de voir I’évolution de leurs
profils éléctrophorétiques au cours du temps de stockage et selon I’amplitude du traitement. Sur
les deux profils électrophorétiques des figures 60 et 61, quel que soit le traitement par hautes
pressions appliqué, aucun différence n’est remarquée. Par contre, au cours du temps, a partir de
deux jours de conservation, des bandes apparaissent pour les échantillons non pressurisés : un
doublet vers 20 kDa et une bande a 30 kDa environ. Ces protéines peuvent étre considérées
comme des potentiels marqueurs d’altération. Pour les échantillons pressurisés, ces bandes sont
absentes. On peut supposer que la pressurisation va permettre de conserver les protéines
sarcoplasmiques et aussi le muscle de poisson.
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Figure 60 : Analyse ¢éléctrophorétique des protéines sarcoplasmiques : 0 et 2 jours post-
mortem (marqueur de hauts poids moléculaires : HMW ; marqueur de bas poids moléculaires :

LMW).

97 kDa
60 kDa (doublet)
51 kDa

T 41-39 kDa (doublet)

\
36 kDa

[s] =
——————— 27kDa
== =] T 2i5kDa
13 et 12 kDa
= e £ £ & £ £ =
p= = > > > > = =
s o o o o o o —
s g z 8
N J J
J4 J7

Figure 61 : Analyse ¢léctrophorétique des proteines sarcoplasmiques : 4 et 7 jours post-
mortem (marqueur de hauts poids moléculaires : HMW ; marqueur de bas poids moléculaires :

LMW).
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4.4.2. Les protéines myofibrillaires
Pour les protéines myofibrillaires, 14 bandes ont été identifiées. Parmi ces protéines, on
recense la chaine lourde de la myosine, 1’a-actinine, la desmine, la tropomyosine, I’actine, la

troponine-T.

Les protéines myofibrillaires aprés un traitement par hautes pressions et au cours du
temps de conservation ont été extraites et étudiées par électrophorése en conditions dénaturantes.
Sur les profils électrophorétiques des figures 62 et 63, on constate des différences visibles en
fonction du traitement hautes pressions. En fonction du temps de conservation, il n’y pas de
différences significatives. Verrez-Bagnis et al. (2001) ont également montré que la majorité¢ des
protéines myofibrillaires ne sont pas modifiées lors du stockage a 4°C. Seules pourraient étre
modifiées les protéines de haute masse comme la titine (600-900 kDa), la nébuline (2800 kDa) ou
la dystrophine (400 kDa) non visibles sur nos gels. Pour les échantillons témoins et 100 MPa, les
deux profils sont similaires. Par contre, suite au traitement a 300 MPa, on remarque des
différences dés JO : la chaine lourde de la myosine, la troponine-T (37 kDa) et une bande voisine
de 30 kDa sont moins intenses. Par ailleurs, on constate I’apparition de deux bandes : a 53 kDa et
40 kDa et la disparition d’une bande a 20 kDa environ. L’extractibilit¢é des protéines
myofibrillaires est modifiée par le traitement hautes pressions. Ces changements peuvent

expliquer les différences observées sur les différents profils.
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Figure 62 : Analyse ¢léctrophorétique des protéines myofibrillaires : 0 et 2 jours post-
mortem (marqueur de hauts poids moléculaires : HMW ; marqueur de bas poids moléculaires :

LMW).
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Figure 63 : Analyse éléctrophorétique des protéines myofibrillaires : 4 et 7 jours post-
mortem (marqueurs de haut poids moléculaires : HMW ; marqueurs de bas poids moléculaires :

LMW).

En conclusion, nos résultats montrent une augmentation des activités initiales des
cathepsines suite a la pressurisation des échantillons ainsi qu'une inhibition des activités initiales
des calpaines, tandis que la calpastatine initiale reste stable. Ceci pourrait suggérer que la
pressurisation augmente la dégradation du muscle de poisson (par les cathespines comme vu
dans la partie 3). Les analyses ¢électrophorétiques des protéines myofibrillaires montrent
qu’aucun changement n’est visible au cours du temps de stockage pour les échantillons témoins
ainsi que ceux pressurisés. Les conditions d’études ne permettent pas de visualiser les
modifications. En conditions natives d’électrophoreses des différences seraient peut étre visibles.
De plus, I’étude de plus grosses protéines comme la titine, nébuline ou des protéines

extracellulaires comme le collagéne ou I’¢lastine serait a envisager.

130



Partie 5.
Effet de la pression et du
temps sur la texture, la couleur

et la micro-structure du

muscle de poisson



5. Effet de la pression et du temps sur la texture, la couleur et la micro-structure du muscle

de poisson

Le muscle de poisson est sensible a une dégradation post-mortem. La texture et
I’apparence sont des parametres qui sont amenés a changer rapidement.

Au cours de cette présente étude, ces changements ont été caractérisés et suivis en
fonction du temps de conservation (0, 7 et 14 jours) et des niveaux de pressions du traitement (0,
100 et 300 MPa).

5.1. Effet de la pression et du stockage sur I’exsudation

L’exsudation se mesure par la présence de liquide a la surface du muscle. Les résultats
présentés sur la figure 64 ci-dessous, montrent que le jour de la mort du poisson, quel que soit le
traitement par hautes pressions appliqué, I’exsudation reste inchangée. Ensuite, au cours du
stockage, deux groupes se dessinent : un premier incluant les échantillons témoins et ceux traités
a 100 et 200 MPa et un deuxiéme incluant les échantillons traités a 300, 400 et 500 MPa.

Pour le premier groupe, une progression de I’exsudation peut étre notée; elle est

multipliée par deux au 7°™ jour et par quatre au 14°™ jour.

Exudation (%)

Témoin 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa

Figure 64 : Effet du stockage a 4°C pendant 0 (4), 7 (M) et 14 (A) jours post-mortem et

du traitement hautes pressions sur I’exsudation de filets de bar.

Dans le second groupe, il y a une quasi absence de variation de 1’exsudation durant
I’évolution du stockage. Les changements d’exsudation, pour les échantillons témoin et traités a
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100 et 200 MPa, peuvent s’interpréter par une dégradation microbiologique et enzymatique.
L’action de ces mécanismes biochimiques affecte la structure des tissus de muscle conduisant a
une perte considérable de liquide.

Les hautes pressions affectent la structure des protéines entrainant une dénaturation
irréversible. En particulier, les protéines sarcoplasmiques et I’actine sont dénaturées a 300 MPa
et la myosine est dénaturée aux alentours de 100-200 MPa dans le muscle de cabillaud
(Anguspanish & Ledward, 1998). Ces modifications structurales conduisent a la formation de gel
(Macfarlane & McKenzie, 1976). Cette matrice, ainsi formée, sera capable de favoriser la
rétention de liquide et peut alors expliquer la faible exsudation. Pour les traitements supérieurs a
300 MPa, I’exsudation n’évolue pas au cours du stockage ; ceci montre que la structure gélifiée
formée est stable au cours du temps.

5.2. Effet de la pression et du stockage sur la capacité de rétention en eau (Water

Holding Capacity)

L’exsudation est la quantité de liquide qui est libérée de fagon spontanée par le produit.
Alors que, la capacité¢ de rétention est déterminée en mesurant la quantit¢ d’eau libérée sous
contrainte, c'est-a-dire aprés un broyage du produit suivi d’une centrifugation.

Le but de ce travail est d’étudier 1’effet des hautes pressions sur la capacité des protéines
a retenir I’eau. Les résultats sont exposés dans la figure 65. Pour obtenir ces informations, les
muscles sont préalablement broyés avant d’étre centrifugés pour pouvoir déterminer le liquide
libéré.

100 ~
95 -
90

85 A

Capacité de rétention en eau (%)

Témoin 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa

Figure 65 : Effet du stockage a 4°C pendant 0 (@), 7 (M) et 14 (A) jours post-mortem et

du traitement hautes pressions sur la capacité de rétention en eau des filets de bar.

132



Résultats & Discussion

Tout d’abord, une augmentation significative au cours du stockage de la capacité de
rétention d’eau pour I’échantillon témoin est visualisée sur la figure. Ce résultat est en opposition
avec les résultats d’exsudation. Les résultats précédents ont montré que plus le temps de
conservation est long pour les échantillons témoin et traités a 100 et 200 MPa, plus la quantité de
liquide libérée par exsudation est importante. Il y a donc moins de liquide présent dans le produit
au cours du temps.

La capacité de rétention en eau est liée a la capacité des protéines a conserver leurs
liaisons avec ’eau, et donc leurs propriétés hydrophiles. Cette capacité de rétention en eau
diminue lorsque la pression augmente. Pour les différents échantillons pressurisés, la durée du
stockage n’a plus d’effet significatif a partir de 200 MPa.

Des travaux précédents réalisés par Bremner (2002) ont mis en évidence une diminution
de la capacité de rétention en eau liée a une application croissante des hautes pressions pour la
sole et le merlan. Le bar peut étre classé dans la catégorie des poissons semi gras au méme titre
que les deux poissons précédents. Les protéines myofibrillaires sont les principales responsables
de la capacité¢ de rétention en eau. Le traitement par hautes pressions affecte les diverses
structures de ces protéines; de plus, cette dénaturation augmente avec la pression. Les
modifications apportées par ce traitement font perdre aux protéines leur capacité a lier I’eau. Plus
précisément, différents travaux réalisés sur 1’effet des hautes pressions sur des protéines
myofibrillaires ont montré que leur hydrophobie de surface était augmentée avec I’amplitude de
la pression. Ikeuchi et al. (1992) ont montré que I’hydrophobie de surface de I’actine augmentait
avec la pression et Chapleau et de Lamballerie-Anton (2003) ont montré ce méme phénomene
sur I’ensemble de protéines myofibrillaires du muscle bovin.

En conclusion, si les protéines myofibrillaires perdent leur pouvoir hydrophile avec le
traitement par hautes pressions, apres le broyage, le liquide conservé dans la matrice du muscle
n’est plus retenu, et la capacité de rétention est moins ¢élevée.

5.3. Effet des hautes pressions sur la texture

La texture est I’'une des qualités organoleptiques les plus importantes pour définir la
fraicheur du poisson. Il nous a paru donc important d'apprécier 1’évolution de ce critére de
qualité au cours de la dégradation post-mortem avec ou sans traitement hautes pressions. Cette
analyse par TPA (ou Texture Profiles Analysis) permet d’appréhender un grand nombre de
parameétres texturaux en corrélation avec ce qui peut étre suggéré par une analyse sensorielle
faite par des consommateurs avertis.

L’analyse par la méthode de TPA permet de déterminer les effets de la pression et du
stockage durant 0, 7 et 14 jours sur la texture du muscle de bar (Dicentrarchus labrax L.). Le
tableau 16 présente six parametres : la dureté, la cohésion, I’¢lasticité, la gommosité, la résilience
et la masticabilité.

Pour les échantillons non pressurisés, les six criteres diminuent de facon significative
entre le premier et le septieme jour de stockage post-mortem. Cela montre que le muscle se
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ramollit. Ce ramollissement du muscle fait suite a la mise en place de différents mécanismes
physiques et biochimiques qui dégradent la structure du muscle.

L’application des hautes pressions, sur les muscles de poisson, induit des modifications
des critéres de TPA. La dureté est plus faible pour les échantillons traités entre 100 et 300 MPa
et elle est équivalente au témoin pour les traitements a 400 et 500 MPa. Les valeurs de cohésion,
d’¢élasticité ainsi que de résilience restent presque constantes. La gommosité et la masticabilité
ont des valeurs plus faibles que celle du témoin pour les traitements entre 100 et 300 MPa et
elles sont supérieures pour les traitements a 400 et 500 MPa. Il est remarquable de constater que
les changements des critéres de TPA sont observés pour des pressions de 300 MPa. Les résultats
de capacité de rétention en eau et d’exsudation ont déja souligné que cette pression pouvait étre
définie comme un seuil a d’importantes modifications structurales.

Une diminution de la dureté pour les pressions a 100, 200 et 300 MPa par rapport a
I’échantillon témoin a JO est présentée; ce méme résultat a été rapporté par Ashie et Simpson
(1996) sur leurs études sur le tassergal (Pomatomus saltatrix L.). Mais ils différent des résultats
de Angsupanish et Ledward (1998), qui remarquent une augmentation de la dureté des filets de
cabillaud pour des traitements de 400 MPa pendant 20 minutes. La dureté n’évolue pas au cours
du temps de stockage pour les traitements 100 et 200 MPa. Par contre, elle diminue a 14 jours
pour les échantillons pressurisés a 300 MPa, et de petits changements au cours du stockage
peuvent étre relevés pour les échantillons traités a 400 et 500 MPa.

Les changements post-mortem de la texture sont souvent attribués a des modifications des
protéines myofibrillaires dues a 1’action de protéases, de micro-organismes et aussi a des
variations des conditions physico-chimiques.

Les hautes pressions induisent une chute de pH réversible et des modifications des
liaisons hydrogenes et hydrophobes susceptible de changer les structures des protéines.

En conclusion, les hautes pressions modifient la texture du poisson, par une suite de
modifications comme I’affinité avec les molécules d’eau, 1’activité protéasique, 1’agrégation ou
la gélification de protéines myofibrillaires sarcoplasmiques (Angsupanish & Ledward, 1998;
Heremans, 1982).

Il est donc nécessaire de traiter les échantillons a des pressions supérieures a 300 MPa
pour obtenir des valeurs de dureté aprés 7 et 14 jours de conservation équivalentes a celles des
échantillons non traités a JO. En outre, les échantillons pressurisés a 100 et 200 MPa n’évoluent
pas dans le temps.
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Traitement hautes pressions

Parameétres de
TPA

Temps de
stockage (jours)

Témoin

100 MPa

200 MPa

300 MPa

400 MPa

500 MPa

Dureté 0 2982 £2,13% 24,17 +3,99%% 2278 £2.86° 26,04 +3,89“  31,24+224% 32,70 +4,70°*
7 2553 £432%  2750+3,49°  20,44+2,72°  2639+222**  38,04+276%"  33,14+4,00%
14 2525+350%  2455+449° 2326+385®  21,00+1,51°®  3501+2,94%  28,93+3,38
Cohésion 0 0,52 + 0,04 ** 0,53+0,06*  0,55+0,03®  0,56+0,03"™  0,55+0,08 " 0,58 + 0,04 ™
7 025+0,04%  042+0.05""  0,41+0,04"F 0,40+0,05°"  0,45+0,07 % 0,46 + 0,05
14 0,30 + 0,04 0,36+ 0,04 0,40 +0,04 > 0,43+0,06% 0,50+ 0,06 9 0,56 + 0,03 *
Elasticité 0 0,69 +0,04°** 0,63 +0,05"* 0,61 £0,04°  0,65+0,04°*  0,69+0,04** 0,74 + 0,06 <
7 0,51+0,03*  0,55+0,06™  0,59+0,05°* 0,54 +0,05 " 0,57 + 0,06 0,62 + 0,03
14 0,47 +0,04 0,51+0,05%  0,57+0,05%“  0,54+0,05"P 0,60+ 0,03 % 0,66 + 0,04
Gommosité 0 1532+ 1,22 12.67+£1.99% 12,60 +1,52°* 14,49 +1,92** 17,19+3,05>* 18,97 +2,33
7 6,35+147%  11.39+1.23" 840+125%  1046+1,34" 17,07+2,31%  1521+235°
14 751+1,53%  891+2,10™F 936+2,00°"  913+142°  1744+2,06° 1624+1,16%
Résilience 0 0,34 £ 0,04 ** 0,35+0,04°  032+0,04™*  031+0,02" 0,30 £0,06°* 0,32+ 0,03
7 0,13+0,02 * 0,23 +0,04 P 0,18+ 0,02 P 0,18+0,03"  0,22+004"  020+0,03 ?
14 0,14 + 0,02 * 0,19 + 0,03 ™ 0,17 0,03 P 0,18 0,03 P 0,23 + 0,03 0,25+ 0,027
Masticabilité 0 10,62+ 1,12 8,04+ 1,58 “* 7,68+ 1,15  945+131°*  11,92+246" 14,11 +2,12°
7 3.2740,92 % 6,24 + 1,06 P 4.97+ 1,00 5,70 £ 0,91 °F 9,84 +1,93 P 9,50 + 1,53 P
14 3,49 + 0,69 * 4,57 +1,24" 523 40,94 492+1,02°"  10,52+1,50°* 10,63 +0,31

Pour chaque critére, toutes les valeurs sont les moyennes de 10 expérimentations avec * 1’écart-type.
La méme lettre (a, b, c, d, e) dans la méme rangée indique qu’il n’y a pas de différences significatives entre les valeurs (p < 0,05).

La méme lettre grecque (a, B, v) dans la méme colonne indique qu’il n’y a pas de différences significatives entre les valeurs (p < 0,05).

Tableau 16 : Paramétres de 1’analyse de texture TPA de filets de bar traités par hautes pressions apres 0, 7 et 14 jours de stockage a 4°C.
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5.4. Effet des hautes pressions sur la couleur

La couleur du muscle du poisson dépend de 1’origine, de la composition et de I’évolution
post-mortem du muscle au cours du stockage. Ce paramétre influence fortement 1’acceptabilité
du produit par le consommateur. Car trés souvent, ['une des premiéres impressions que tout
consommateur a sur la qualité d’un produit est visuelle.

La coloration du muscle est associée aux pigments biologiques qui sont synthétisés et qui
s’accumulent dans le muscle de poisson vivant, comme les caroténoides et les protéines avec une
molécule d’héme. Mais elle est due aussi aux composés qui se forment apres la mort dans le tissu
a cause des manipulations des conditions de stockage et des réactions de brunissement.

Au cours du stockage, la chair devient opaque semblable a celle d’une chair cuite, suite a
I’augmentation progressive des diffusions de la lumiére dans toutes les directions de 1’espace.
Cette apparence est beaucoup moins attractive pour le consommateur qui associe la fraicheur du
poisson a un aspect bleuté translucide. Ces changements d’aspects sont dus a des modifications
de la structure du muscle ou de I’arrangement spatial des cellules et des fibres musculaires ainsi
qu’a des déplétions en protéines selon la saison. Ceci rend I’incidence de la lumiére beaucoup
plus aléatoire et contribue a augmenter 1’aspect opaque. Le traitement par hautes pressions a
tendance a modifier I’aspect du muscle, lui donnant I’apparence d’un poisson cuit (Angsupanich
et al., 1999). Ce phénomene, caractérisé par une perte de translucidité et 1’apparition de plus en
plus marquée d’un aspect opaque, est dii a des dénaturations des protéines induites par le
traitement par hautes pressions (Cheah & Ledward, 1996). Cette caractéristique a aussi été
montré pour le muscle bovin (Cheftel & Culioli, 1997).

Grace au systéme CIE L*a*b*, trois valeurs d’indices sont évaluées : la valeur de L*
(correspondant a la clarté), et les valeurs des indices a* (selon I’axe rouge-vert) et b* (selon 1’axe
jaune-bleu) indiquant a la fois la teinte et la saturation. Toutes ces données sont rassemblées dans
le tableau 17, en fonction des variations de pressions appliquées et de durée de stockage. La
chair du poisson se caractérise, juste aprés la mort, avant tout traitement, par une apparence
translucide, lisse, brillante et bleuatre définie par une valeur de L* moyenne (34,19 £ 1,51) et des
valeurs faibles de a* et b* (respectivement -2,48 + 0,46 et 0,39 + 0,92). La pigmentation du
muscle blanc de bar (Dicentrarchus labrax L.) est liée a la présence de protéines renfermant des
molécules d’hemes, de mélanines et de caroténoides. Au cours du stockage, le L* augmente au
7eéme jour (47,71 £ 0,60) et ensuite diminue légerement au 14éme jour (42,56 = 1,90). Les
indices a* et b* restent presque constant durant le stockage réfrigéré. Au cours de la
conservation, I’apparence des filets devient légérement plus opaque et plus claire.

L’augmentation du niveau de pression modifie la clarté (L*) du muscle. Cette clarté (L*),
pour les échantillons pressurisés a des valeurs égales et supérieures a 300 MPa, est presque deux
fois supérieure a celles des échantillons non traités.

Pour les échantillons non pressurisés et pressurisés a 100 et 200 MPa, I’indice de clarté

varie au cours du stockage. Il est plus fort au 7¢me jour et ensuite diminue tout en restant
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toujours supérieur a celui du témoin. On note que pour les échantillons pressurisés au dessus de
300 MPa, L* évolue trés peu au cours du stockage.

En conclusion, I’indice de clart¢ du muscle de bar (Dicentrarchus labrax L.) s’accentue
avec 1’¢élévation de I’intensité du traitement. Cette progression est particuliérement importante
entre 200 et 300 MPa. Par ailleurs, on ne voit pas d’évolution marquée pour la pression a 300
MPa durant la conservation a 4°C.

Le tableau montre également que l’indice de rouge-vert change avec le niveau de
pressurisation passant de -2,48 pour les échantillons non traités a -4,79 pour 500 MPa.
Concernant I’indice de jaune, deux groupes peuvent se définir par rapport a la valeur du témoin.
L’indice b* des traitements a 100 et 200 MPa a une valeur négative et I’indice b* pour les
traitements a 400 et 500 MPa a une valeur supérieure a celle du témoin.

Les changements de teinte, dans le systétme CIE Yxy (résultats non présentés), sont
mieux décrits avec la valeur de A. Il est remarqué que les longueurs d’onde augmentent de fagon
significative allant du vert jusqu’a des valeurs voisines du jaune. L’apparence du muscle de
poisson n’est bien entendu ni bleue ni verte. Mais ces termes se traduisent par une couleur avec
des tendances blanches translucides.

La couleur des filets de poisson est étroitement liée & sa composition ainsi qu’a sa
structure. Les protéines associées a un groupement prosthétique, 1’héme, les arrangements
spatiaux des protéines et la quantité d’eau non li¢e influencent la dispersion de la lumiére. Le bar
(Dicentrarchus labrax L.), est considéré comme un poisson blanc. Ce qui explique que les
modifications pigmentaires, engendrées par la pressurisation, sont mineures. Ces variations de
teinte seraient plutdt attribuées a des bouleversements dans la matrice protéique. Des
modifications similaires ont été relevées au cours du stockage du poisson. Un ensemble de
réactions enzymatiques et non enzymatiques peut en étre responsable, donnant lieu a une
dégradation des protéines myofibrillaires ainsi qu’a une désorganisation des myofibrilles (Haard,
1992; Jiang, 2000).
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Traitement hautes pressions

Parameétres Temps de
de couleur stockage Témoin 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa
(jours)
L* 0 34,1941,51 37,45+1,52 ° 46,42+3,32 61,54+1,61 4 66,39+1,20 * 71,30+1,49 ™
7 47,7140,60 48.94+1,70 54,32+1,94 °P 63,51+1,26 72,04+1,50 %P 70,24+1,59
14 42,56+ 1,90 @ 45,1241,31"% 51,6343,35 60,83+1,65 4 65,55+1,95 70,25+2,10 ™
a* 0 2,48 + 0,46 ™ -3,7540,38 ™ -5,2340,60 * -5,8840,57 4 -5,4140,36 ** -47940,38 **
7 223+0.21* -2,89+0,15 -4,05+0,28 P -5,04+0,40 ¢ -4,85+0,40 % -4,17+0,41 P
14 -3.33+0.28 -3,4840,21 -4,56+0,21 -5.76+0.43 « -5,0740,31 % -4.4140,44 °P
b* 0 0,39+0,92 ** -0,67+1,03 ™ -2,25+1,00 > 0,16+1,64 ** 2,58+1,51 4,74+1,66 4
7 -0,9340,57 -1,6740,52 P -2,65+1,01 >* -2.9241,25 0,58+1,48 % 2,9941,37 P
14 0,78+1,14 > -0,43+0,79 ** -0,71+1,06 P -1,33+£1,37 1,51+2,01 *P 4,75+1,81 %
h 0 171,45421,50 ™ 190,65+15,85 > 203,19+10,65“  177,98+15,53 ¢ 155,62412,88 % 136,60+9,30 *
7 201,66+12,96 % 209,6348,18 % 212,47+11,83%  209,71+10,85% 175,85+18,32 145,93+12,82
14 168,25+16,14 %  187,08+12,51" 188,63+12,85%  192,07+12,35™ 164,96+18,61 *®  134,58+12,30°F
C* 0 2,68+0,47 ™ 3,94+0,21 °* 5,78+0,51 6,08+0,57 " 6,13+0,72 < 6,82+1,25 4
7 2,4840,13 ™ 3,3740,23 %P 4,9340,36 P 5,90+0,76 % 5,08+0,37 5,24+0,84
14 3,55+0,47 * 3,58+2,11% 4,7240,22°% 6,03+0,61 <4 5,58+0,75 6,61+0,84 %

Toutes les valeurs sont les moyennes de 10 expérimentations avec * 1’écart-type.
La méme lettre (a, b, c, d, ) dans la méme rangée indique qu’il n’y a pas de différences significatives entre les valeurs (p<0.05).
La méme lettre grecque (o, B, v) dans la méme colonne indique qu’il n’y a pas de différences significatives entre les valeurs (p<0.05).

Tableau 17 : Résultats des déférents parametres de couleur du systeme L*a*b* de filets de bar traits par hautes pressions apres 0, 7 et 14

jours de stockage a 4°C.
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5.5. Effet de la pression sur I’évolution de la flore au cours du stockage

La chair du poisson fraichement péché est stérile car la peau et le systéme immunitaire
empéchent les bactéries de proliférer dans la chair. Mais dés la mort de I’animal, les bactéries
peuvent proliférer, du fait de I’arrét de fonctionnement du systéme immunitaire. La flore
bactérienne, présente dans le poisson vivant, est localisée principalement sur la peau et dans le
systéme digestif. Les bactéries présentes sur la peau, envahissent la chair et ses fibres
musculaires en traversant la barriére d’écailles et en s’infiltrant entre les différentes fibres
musculaires. La texture de la peau joue un role non négligeable lors de cette contamination.

Lors de cette expérimentation, 1’effet du traitement par hautes pressions sur le
développement bactérien est étudié (cf. figure 66).

12 ~
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Témoin 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 500 MPa

Figure 66 : Evolution de la flore totale au cours du stockage a 4°C pendant 0 (4), 7 (W)
et 14 (A) jours, prélevée dans du muscle de bar aprés des traitements par hautes pressions.

Avec toutes les précautions d’hygiéne requises, la flore totale relevée sur le témoin pour
le jour 0, est de 10° CFU.g" et elle évolue jusqu’a 10° CFU.g" au 7°™ jour et 14°™ jour de
stockage a 4°C. Les données fournies par la FAO (Food and Agricultural Organisation of the
United Nation ; Huss, 1995) présentent également une contamination moyenne entre 10° et 10°
CFU.g" dans la chair de poisson.

La figure montre que la flore totale diminue pour des pressions appliquées supérieures a
200 MPa, avec seulement 10™* CFU.g" pour les échantillons pressurisés a 500 MPa. Ces
résultats confirment les données rapportées par Cheftel (1995) concernant I’impact des hautes
pressions sur la réduction de la croissance microbienne : le procédé de pressurisation peut &tre
défini comme un outil permettant d’améliorer les qualités microbiologiques des aliments frais.
éme

La flore totale présente pour I’échantillon pressurisé a 500 MPa au 7° jour de stockage

est équivalente a celle de I’échantillon témoin pour le premier jour. Cette observation montre
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qu’un traitement avec cette intensité de pression permet d’augmenter la durée de conservation
d’une semaine.

De plus, on constate qu’apres 14 jours de conservation, les valeurs de comptage de la
flore totale sont identiques pour tous les échantillons (10° CFU.g™). Ces valeurs représentent la
contamination maximale que 1’on peut obtenir par notre méthode d’expérimentation.

En conclusion, on retiendra que les hautes pressions, au dessus de 200 MPa, améliorent la

qualité microbiologique des filets de poisson et cela pour les sept premiers jours de conservation.

5.6. Effet des hautes pressions sur la micro-structure

La figure 67 présente des coupes microscopiques permettant de visualiser 1’effet du
processus de dégradation post-mortem et du traitement hautes pressions dans le muscle de bar.
Grace a des colorations spécifiques, les protéines myofibrillaires sont visualisées en orange

(coloration a I’orange G) et le collagéne en bleu (coloration au bleu d’aniline).

Dans les coupes correspondantes au témoin, au cours du stockage, les fibres se déchirent
et se séparent et ce processus €évolue jusqu'a 14 jours de conservation. A cela, viennent s’ajouter
des détériorations du tissu conjonctif péri-cellulaire visibles a 14 jours de stockage. Ces
observations sont en accord avec les résultats de texture présentés précédemment: la
détérioration de la structure du muscle durant la conservation explique la diminution de la dureté.
Une dégradation des fibres et du tissu conjonctif par une action protéolytique affecte la structure
des tissus, et entraine un ramollissement du muscle.

Suite aux traitements par hautes pressions, 1’apparence des fibres ne change que pour les
traitements supérieurs a 100 MPa.

Les coupes correspondant aux échantillons pressurisés au dessus de 200 MPa montrent
un resserrement des fibres musculaires; de plus, il est remarqué une diminution des espaces
extracellulaires. Cette observation est de plus en plus marquée avec le niveau de pressurisation et

indique que le muscle se compacte.

Cheftel et Culioli (1997) ont rapporté que les pressions au dessus de 200 MPa
entrainaient une gélification des protéines. Ce processus est plus ou moins accentué selon le
niveau de pression et la concentration en protéines. Toutes ces observations sont en accord avec
I’augmentation de la fermeté du muscle avec la pression. Une structure plus dense du muscle se
caractérise par des valeurs de dureté plus importantes. Au cours du stockage post-mortem, pour
les échantillons pressurisés, on ne visualise aucune déstructuration des fibres musculaires méme
aprés 14 jours de stockage, par comparaison avec 1’échantillon témoin. Les raisons probables
sont attribuées a une inactivation des systemes protéasiques et a une gélification de
I’actomyosine au dessus de 200 MPa. Finalement, un fort traitement hautes pressions peut

conduire a une bonne préservation des structures myofibrillaires du muscle de poisson.
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Temps de stockage a 4°C

Pression 14 jours

Témoin

100 MPa

200 MPa

300 MPa

400 MPa

500 MPa

Figure 67 : Coupes transversales de muscle de bar traité par hautes pressions et stocké
pendant 0, 7 et 14 jours a 4°C. Les protéines myofibrillaires sont colorées en orange et le
collagéne en bleu. L’échelle est indiquée par une barre représentant 100 um dans la photographie
du témoin a JO.
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En conclusion, nos résultats montrent que la qualité des filets de poisson est améliorée
par le traitement par hautes pressions et que la structure du muscle est remarquablement bien
conservée. Du point de vue microbiologique, le traitement de pressurisation permet d’augmenter
la durée de conservation. Au dessus de 300 MPa, le traitement hautes pressions permet de
conserver la fermeté des filets. Malgré les changements de couleur suite aux différents
traitements, ces différences sont gommées lors de la cuisson des produits: le poisson est
consommé principalement cuit. En définitive, cet inconvénient est négligeable par rapport aux

améliorations microbiologiques et texturales.
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6. Modifications post-mortem des protéines de muscle de viande

La maturation est un moyen naturel qui permet l'attendrissement de la viande. Ce
processus est indispensable pour augmenter la tendreté de la viande bovine. Au cours de cette
période post-mortem, l'action de différentes protéases musculaires permet de dégrader les
protéines myofibrillaires et d'assurer, ainsi, un relachement de la structure des fibres musculaires.
Il est donc intéressant de voir comment évoluent les protéines du muscle au cours de la
maturation en condition réfrigérée.

Des résultats précédents ont montré que certaines protéases étaient activées ou inhibées
selon les traitements par hautes pressions, auxquelles elles étaient soumises. Une activation de
certaines voies protéasiques pourrait permettre d'accélérer ce processus de maturation.

Dans cette étude, les muscles de viande, récupérés 24 heures apres la mort de I'animal,
sont mis sous vide, pressurisés (2 100, 300 et 500 MPa) et conservés a 4°C pendant différentes
périodes : 0, 7, 14 et 21 jours. Les différentes protéines myofibrillaires et sarcoplasmiques sont

extraites apres les différents temps de maturation, et analysées.

6.1. Modifications post-mortem des protéines sarcoplasmiques selon différentes
pressions

Les modifications des protéines sarcoplasmiques du muscle de bovin ont été suivies au
cours de la maturation apres que le muscle a été ou non pressurisé.

Les figures 68 et 69 montrent les profils électrophorétiques des protéines sarcoplasmiques
du muscle de bovin selon les différents paramétres de temps post-mortem et de pression.

L’analyse des profils électrophorétiques montre que les protéines sarcoplasmiques ne
sont pas modifiées de fagon importante au cours du temps. La seule remarque qui peut étre faite,
est une diminution de D’intensité de certaines bandes. Mais, des différences significatives sont
notées selon le traitement hautes pressions, auquel la viande a ¢été soumise. Les profils des
échantillons non pressurisés et pressurisés a 100 MPa ne sont pas différents. Les modifications
sont visibles a partir des traitements a 300 MPa : elles sont repérables par des fléches sur la
figure 68. Pour le traitement a 500 MPa, de nombreuses de bandes ont disparu. Angsupanish et
Ledward (1998) ont rapporté de leurs travaux sur le cabillaud, qu'a partir de 300 MPa, les
protéines sarcoplasmiques étaient dénaturées. Le traitement par hautes pressions modifie
I’extractibilité des protéines. Des résultats similaires ont déja été obtenus sur les protéines
sarcoplasmiques de bovin par Jung (2000), et ils ont permis de conclure a une diminution de
I'extractibilit¢ des protéines sarcoplasmiques avec le traitement. Ces données permettent
d’expliquer les différences observées pour les échantillons soumis a des traitements de 300 et
500 MPa.
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Figure 68 : Profil électrophorétique des protéines sarcoplasmiques pour les échantillons a

JO et J7 avec les différentes pressurisations (0, 100, 300 et 500 MPa).
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Figure 69 : Profil électrophorétique des protéines sarcoplasmiques pour les échantillons a

J14 et J21 avec les différentes pressurisations (0, 100, 300 et 500 MPa).
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6.2. Modifications post-mortem des protéines myofibrillaires selon différentes
pressions

Tout comme les protéines sarcoplasmiques, les protéines myofibrillaires sont extraites et
leurs modifications sont suivies au cours du temps et selon les différents niveaux de
pressurisation. Ces modifications sont suivies par une analyse électrophorétique en conditions
dénaturantes.

D’une fagon globale, les profils éléctrophorétiques des protéines myofibrillaires sont
modifiés par le temps de stockage et les hautes pressions (cf. figures 70 et 71).

Si l'on compare les différentes pressions a JO, les profils des protéines myofibrillaires
extraites sont différents. Entre 1’échantillon non traité et 1’échantillon traité a 100 MPa, il n’y a
pas de différence. Par contre, les échantillons pressurisés a 300 et 500 MPa sont treés différents
du témoin. Ces différences observées seraient principalement dues a des modifications de
I’extractibilité des protéines avec les hautes pressions.

0 MPa 100 MPa

r N A
M JO 7 J14  J21 JO 7 14 21 M

. -___\ 250
150
— 100
-—1 —_
75

Figure 70 : Profil électrophorétique des protéines myofibrillaires pour les échantillons a
0 et 100 MPa au cours du temps (0, 7, 14 et 21 jours).
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Figure 71 : Profil électrophorétique des protéines myofibrillaires pour les échantillons a
300 et 500 MPa au cours du temps (0, 7, 14 et 21 jours).

En fonction de la durée de stockage, des différences notables sont aussi visibles. Pour
I’échantillon témoin, il n’y a pas de différence significative jusqu’a 14 jours. Mais I’échantillon a
21 jours de stockage réfrigéré est trés différent. La myosine et 1’actine sont moins intenses, 1’0-
actinine, une protéine de 100 kDa, la troponine -T et -C, la tropomyosine, une protéine de 20
kDa environ sont dégradées. Ces modifications sont dues a une dégradation par des protéases.

Enfin, en comparant 1’évolution pendant le temps de stockage des échantillons ayant
subis des traitements différents, on note que les profils en plus de ne pas étre similaires a JO,

évoluent aussi différemment au cours du stockage.

6.3. Activité des protéases du muscle de viande a 4°C

Aussitot apres la mort de l'animal, le muscle de bovin est placé dans des conditions
réfrigérées, pour qu'il puisse accomplir son long processus de maturation. Cette période peut
s'étendre sur une quinzaine de jours. Au cours de ce processus, le pH va évoluer et passer de 6,8
a une valeur proche de 5,8 a 24 heures post-mortem pour finir par se stabiliser a ce niveau.

Le but de cette étude est de suivre 1’activité des principaux acteurs protéolytiques, les
calpaines et la cathepsine D, au cours du temps et dans des conditions réfrigérées.
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In vitro, des conditions similaires au muscle de viande en période de maturation, ont été
mises en place afin de mimer l'action de ces deux protéases impliquées dans la protéolyse du
muscle : la cathepsine D et les calpaines purifiées.

L'activité de ces protéases est suivie pendant quelques heures a température réfrigérée.
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Figure 72 : Activité des calpaines purifiées de muscle de bovina 4 °C a pH 5,8 et 7,5.

L'activité du systéme calpaique, présentée sur la figure 72, montre une évolution au cours
du temps pour les deux pH d’étude. Selon le pH, elle évolue différemment. Le pH égal a 7,5 est
considéré comme le pH optimal du systéme calpaique. Ce qui explique une plus forte activité par
rapport a l'activité a pH 5,8, qui est plus proche des conditions post-rigor.

Cette observation montre, que le systeme calpaique est actif dans les conditions post-
mortem, bien qu’il se trouve dans des conditions de températures loin de celles optimales (la

température optimale égale a 25 °C).
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Figure 73 : Activité de la cathepsine D de muscle de bovin a 4 °C a pH 5,8.

De facon similaire, 1’activité de la cathepsine D est suivie au cours du temps dans des
conditions de température réfrigérée (cf. figure 73). Les observations montrent que cette protéase
est active a pH 5,8 a une température de 4°C. Son pH optimal se trouvant dans la zone acide
(entre 4 et 6). Cette protéase peut aussi jouer un role dans la dégradation post-mortem.

En définitive, cette étude qui visait a vérifier si ces protéases étaient actives dans des
conditions que connait le muscle au cours de la maturation, apporte des résultats positifs. Ces
deux protéases, décrites comme impliquées dans la protéolyse du muscle de bovin, sont actives a

température réfrigérée et dans des conditions de pH quasi post-mortem.

6.4. Effet des protéases calcium dépendantes sur les protéines myofibrillaires

bovines

Le but de cette étude est d’évaluer les dégradations des protéines myofibrillaires par les
calpaines. Cette expérimentation passe par une purification des calpaines du muscle de bovin,
une incubation de ces protéases avec des protéines myofibrillaires et enfin, une étude de profils
¢lectrophorétiques en conditions dénaturantes. Le méme type d’études a ¢été réalisé
précédemment sur les enzymes et le muscle de poisson : calpaines (Verrez-Bagnis et al., 2002),
cathepsines (Ladrat et al., 2003).

6.4.1 Purification des calpaines et identification

Le systéme calpaique est souvent cité dans la bibliographie comme impliqué dans la
dégradation post-mortem des protéines myofibrillaires, et nos résultats montrent que ces

protéases sont actives dans des conditions quasi post-mortem. Ce systéeme enzymatique ne peut
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fonctionner qu'en présence de calcium, et englobe différentes isoformes actives a des
concentrations en calcium distinctes. La m-calpaine nécessite une concentration en calcium de
0,2 a 1 mM, et la p-calpaine a besoin de 50 uM de calcium. Dans le muscle, les concentrations
en calcium ont été déterminées (Neyraud & Dransfield, 2002 ; Dransfield, 1999). Les résultats
obtenus concluent sur une activité possible de la p-calpaine seulement, car les concentrations
présentes ne peuvent en théorie et de fagon in vitro activer seulement cette isoforme. Ces calculs
de concentrations en calcium sont ramenés a I'ensemble du muscle, mais ils ne prennent pas en
considération le cas de fortes concentrations ponctuelles et localisées dans le muscle. Il est
possible d’imaginer des zones, ou le calcium est en concentration plus élevée, permettant
d’activer la m-calpaine. De plus, il a ¢ét¢ montré que des activateurs pouvaient favoriser
I’activation des calpaines malgré de faibles concentrations en calcium par rapport a celles
requises (Baki et al., 1996; Johnson, 1990; Suzuki & Ohno, 1990).

Afin d’apporter quelques réponses, les calpaines de viande bovine ont été purifiées par
chromatographie d’interactions hydrophobes et ensuite par chromatographie échangeuse
d’anions. La chromatographie d’interactions hydrophobes permet de séparer les calpaines de leur
inhibiteur, la calpastatine, et la chromatographie échangeuse d’anions permet dans un deuxi¢éme
temps de séparer les différentes formes de calpaines. Le profil de la seconde chromatographie
(échangeuse d’anions) est présenté sur la figure 74. Les fractions collectées ont été testées pour
leur activité calpaique.
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Figure 74 : Profil d’¢lution sur une colonne DEAE Sepharose Fast Flow d’un extrait de
fractions des calpaines de muscle bovin (Biceps Femoris) obtenus sur une colonne Phenyl
Sepharose CL-4B. La zone grisée () représente les fractions collectées, qui ont la plus forte

activité calpaique.
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L’ensemble de ces fractions ayant une activité calpaique sont caractérisées par des tests
d’activité selon différentes concentrations en calcium montrant que c’est une m-calpaine. De
plus, une analyse éléctrophorétique en condition dénaturante de ces fractions, représentée sur la
figure 75, montre la présence de la grosse sous-unité catalytique et de deux formes de petite
sous-unités régulatrices. La petite sous-unité de la m-calpaine est plus sensible a ’autolyse : elle
donne une seconde forme de poids moléculaire inférieur (Goll et al., 2003). Alors qu’au
contraire, pour la p-calpaine, la sous-unité de 80 kDa est plus sensible a I’autolyse. Cette donnée
peut permettre d’expliquer le résultat obtenu par électrophorese et de confirmer que 1’isoforme

étudiée est la m-calpaine.
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Figure 75 : Profil électrophorétique de la calpaine de muscle de bovin dans les fractions.

6.4.2. Effet protéolytique de la m-calpaine sur des proté€ines myofibrillaires

Les calpaines ont une activité protéolytique sur les protéines myofibrillaires. Dans la
bibliographie, la titine, la nébuline, la desmine et la troponine-T sont souvent citées comme étant
dégradées suite a une action protéolytique des calpaines (Koohmaraie, 1992b ; Goll et al., 2003).

Les profils électrophorétiques des figures 76 et 77 montrent le résultat de I’action de la
m-calpaine extraite de viande bovine et d’une calpaine commerciale de lapin (uniquement la
grosse sous-unité catalytique) sur les protéines myofibrillaires de muscle bovin a 30 °C et a 4°C

a un pH de 6 pour se mettre dans des conditions proches de celle de la maturation post-mortem
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du muscle de bovin. Les proportions entre les enzymes protéolytiques et son substrat, les
protéines myofibrillaires, sont totalement arbitraires.

La figure 76, profil ¢lectrophorétique des protéines myofibrillaires aprés une incubation
avec de la calpaine commerciale a différentes températures (30 et 4 °C), montre que les protéines
sont dégradées par cette calpaine commerciale. Mais selon la température d’incubation, la
dégradation est plus ou moins rapide. On constate qu’a 30°C, la dégradation est presque totale au
bout de 264 heures. Toutes les protéines myofibrillaires sont dégradées en peptides non visibles

dans les conditions d’analyse.
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Figure 76 : Profils ¢lectrophorétiques de la dégradation des protéines myofibrillaires par
les calpaine commerciale. (M : Marqueur (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 15,10 kDa) ; T : Témoin
calpaine commerciale + protéines myofibrillaires sans incubation ; calpaine commerciale +
protéines myofibrillaires avec incubation a 30°C et 4°C pendant 24 h, 72 h, 120 h et 264 h).

Ensuite, la méme expérience a été réalisée en utilisant de la calpaine purifiée du méme
muscle, c'est-a-dire de la calpaine de muscle de bovin. On s’est assuré néanmoins, que 1’extrait
de calpaines purifiées ne comportait pas d’activité de cathepsines. En s’appuyant sur le profil
obtenu pour le témoin correspondant au mélange de protéines myofibrillaires avec les calpaines
purifiées sans incubation, il est possible de constater des différences. Les calpaines purifiées de
muscle de bovin a 30°C pendant 120 heures sont relativement actives, par contre, a 4°C,
’activité calpaique est moindre. Ce résultat est normal, car on est loin de la température optimale
(25°C) de cette protéase.

151



Résultats & Discussion

Lorsque la dégradation est presque totale comme c’est le cas a 30°C avec la calpaine
commerciale (aprés de 264 heures) ou la calpaine purifiée (aprés 120 heures) (cf. figure 76 et
77), ’actine n’est pas totalement dégradée et une bande apparait vers 100 kDa pouvant étre des
produits de dégradation de la myosine ; elle apparait seulement lorsque la myosine est totalement
dégradée. Ces résultats sont contraires a ceux mentionnés dans la bibliographie, ou la myosine et
I’actine sont rarement citées (Goll et al., 2003) comme étant dégradées par la calpaine sauf
récemment dans le muscle de porc (Lametsch ef al., 2004).

30°C 4°C
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Figure 77 : Profils électrophorétiques de la dégradation des protéines myofibrillaires par
les calpaines purifiées. (M : Marqueurs (250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 15, 10 kDa) ; T : Témoin :
calpaines purifiées + protéines myofibrillaires sans incubation ; calpaines purifiées + protéines
myofibrillaires avec incubation a 30°C et 4°C pendant 24 h et 120 h).

En conclusion, nous avons montré que dans le muscle de bovin, (i) les protéines
sarcoplasmiques ne sont pas modifiées au cours du stockage a 4°C apres une pressurisation, (i)
au dessus de 300 MPa, le profil de ces protéines change a cause de leur extractibilité mais elles
restent stables au cours du temps, (iii) les protéines myofibrillaires sont affectées par la
pressurisation mais également pas le temps de stockage et enfin (iv) la calpaine bovine est
capable de dégrader les protéines myofibrillaires.
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Conclusion

Les travaux, que présente la bibliographie, dans le domaine de I’effet des hautes pressions
sur les enzymes de la maturation, n’envisagent souvent que I’étude d’une seule famille de
protéases présentes dans un muscle bien défini. Notre travail avait pour but de réaliser une
synthese sur les différentes familles de protéases susceptibles de participer a la dégradation du
muscle, de comparer 1’activité de ces systémes protéolytiques sur deux muscles différents par
leur composition et leur structure, et de quantifier 1’effet des hautes pressions.

L’objectif premier de cette étude était de comprendre la dégradation dans deux muscles
d’origine différente, le muscle de bar (Dicentrarchus labrax L.) et celui de bovin (Biceps
femoris), en déterminant les différents acteurs potentiels intervenant dans la dégradation
protéolytique. L’analyse des protéases désignées dans la bibliographie comme responsables de
I’altération de la chair de poisson et de la maturation de la viande, a montré que certaines d’entre
elles avaient un role plus prépondérant que d’autres. De plus, les différents systémes impliqués
peuvent avoir aussi une action complémentaire et/ou une action synergique. Des quantités de
protéases différentes ont été mesurées dans les deux types de muscle utilisés pour cette étude.
Ainsi, dans le poisson, les cathepsines B et L ainsi que les calpaines sont impliquées, alors que
dans le muscle bovin, la cathepsine D et les calpaines seraient responsables de la protéolyse.
Cependant, I’activité des protéases n’est pas le seul parametre permettant d’estimer 1’implication
d’une protéase plutdt qu'une autre. Les conditions environnementales sont ¢galement a prendre
en compte, car elles interviennent dans la régulation des activités protéolytiques. En tenant
compte des conditions environnementales, des données bibliographiques ainsi que de nos
différents résultats quantitatifs sur les protéases, il est possible de suggérer que 1’altération post-
mortem du muscle de bar est due en partie a 1’activité¢ des cathepsines B et L. Dans le muscle
bovin, le ratio peu élevé entre la calpastatine et les calpaines montre que les calpaines sont
impliquées dans la maturation ; de plus, la cathepsine D, de par son activité et des conditions

physiologiques post-mortem de la viande, a stirement aussi un role a jouer.

Apres avoir caractérisé les protéases potentiellement responsables de la dégradation des
protéines du muscle, I’effet des hautes pressions sur ces enzymes protéolytiques a été étudié de
deux facons différentes selon que le muscle ou I’extrait enzymatique ont été pressurisés. Les
données bibliographies rapportent que D’effet des hautes pressions sur une protéine est
étroitement lié¢ a son poids moléculaire, I’étendue de sa structure et la présence de sous-unités.
Les systémes impliqués dans la dégradation du muscle présentent des protéases différentes par
leur structure, leur forme, leur localisation et leur régulation. Nos résultats montrent que les
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hautes pressions favorisent la dissociation des structures dimériques des calpaines. Apres une
certaine limite de pression la structure tertiaire, apres la structure quaternaire, est dégradée a son
tour, induisant la perte totale d’activité de ces enzymes. Le comportement de ces protéases vis-a-
vis des hautes pressions est similaire dans les deux mod¢les animaux étudiés. En ce qui concerne
les enzymes lysosomales, nos travaux confirment que les hautes pressions entrainent une
fragilisation des membranes lysosomales conduisant a la libération du contenu de ces vésicules ;
ainsi le traitement hautes pressions conduit a une augmentation significative de I’activité des
enzymes lysosomales. Ces protéases connaissent aussi une augmentation de leur activité, lorsque
I’extrait seul est pressurisé, ce qui suggere que des modifications de la structure de la molécule
ou seulement du site actif favorisent le contact avec le substrat.

Notre étude a également abordé 1’évolution des systémes protéolytiques au cours du
temps de conservation aprés que le muscle a été soumis a un traitement par hautes pressions.
Cette étude a été focalisée principalement sur le muscle de poisson, car peu de travaux avaient
été effectués sur ce modele. Ce travail a aussi permis d’approfondir le mécanisme d’activation
des calpaines. Les calpaines perdent leur structure hétérodimérique sous 1’action des hautes
pressions. Pour des traitements a partir de 200-300 MPa, la structure tertiaire est a son tour
altérée et la protéase n’est plus active. Une pression de 100 MPa provoque une dissociation, dont
le résultat est identique a celui entrainé par I’effet du calcium. Dans les premiers jours de
stockage du muscle, pour les échantillons pressurisés a 100 MPa, on remarque que ’activité des
calpaines est plus importante que celle du témoin. Ainsi, I’application d’une pression de 100
MPa induit une dissociation instantanée d’un grand nombre de molécules de calpaines. Ces
molécules dissociées deviennent susceptibles d’étre autolysées, et a partir d’un certain degré
d’autolyse, elles perdent leur activité protéolytique. Ceci explique que pour les échantillons
pressurisés a 100 MPa, Iactivité diminue au 4°™ jour de conservation. La maturation naturelle
entraine une dissociation plus lente, qui dépend de la disponibilit¢ des ions calcium dans la
matrice du muscle. La libération progressive des ions calcium permet un turn over de calpaines
actives, qui explique que 1’activité est constante sur les 7 jours de conservation. Concernant la
calpastatine, nos résultats montrent que les hautes pressions n’altérent pas son activité inhibitrice
et que sa structure ne semble pas sensible a de possibles modifications conformationnelles mais
par contre, pendant la conservation du muscle, la diminution de son activité peut s’expliquer par
une action dégénérative des calpaines sur leur propre inhibiteur. Cette derniere donnée confirme
de précédentes explications déja évoquées. Quant aux protéases lysosomales, on note que les
hautes pressions ont un effet limit¢ dans le temps sur I’activité des cathepsines a cystéine : leur
activité revient a un niveau initial deux jours aprés le traitement. De précédents résultats
montraient que pour ceratines pressions, l’activité des protéases était amplifiée, lors du
traitement de I’extrait enzymatique. Il avait ét¢ suggéré un réarrangement de la structure
favorisant I’hydrolyse du substrat. Il est possible de suggérer, maintenant, que ce réarrangement
structural est réversible. Cette donnée peut aussi s’expliquer par une autodigestion de cette
famille de protéases. Pour la cathepsine a acide aspartique étudiée, ici la cathepsine D, on
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constate aussi qu’une libération importante suite aux traitements favorisant la rupture des
membranes lysosomales réduit leur durée de vie: une explication similaire a celles des
cathepsines a cystéine pourrait étre envisagée. D’autre part, les études de I’ensemble des
protéines en fonction du temps et de la pression révelent que les protéines sarcoplasmiques ne
sont modifiées lors de la conservation que si aucune pression n’est appliquée, tandis que des
modifications dans les protéines myofibrillaires ne sont observées que s’il y a un traitement par

les hautes pressions.

Pour faire le parall¢le avec les travaux déja réalisés sur 1’effet des hautes pressions sur le
muscle de bovin, 1I’étude de la capacité de rétention en eau, de I’exsudation, de la couleur, de la
texture, de la microstructure ainsi que de la microbiologie a été effectuée sur le muscle de bar
soumis a un traitement par hautes pressions et un stockage en condition réfrigérée. Ces travaux
apportent des résultats encourageants vis-a-vis des attentes organoleptiques. Apres le traitement
et au cours de la conservation, la texture conserve sa fermeté et la microstructure n’évolue pas.
Les données de rétention d’eau et d’exsudation, en plus des résultats de texture et de
microstructure, confirment que les hautes pressions provoquent des réarrangements structuraux
des protéines du muscle, favorisant une gélification et garantissant un maintien de la matrice
protéique au cours de la conservation. Ces résultats sont similaires aux résultats sur le muscle
bovin, sur les premiers jours de maturation.

Nos conclusions sont donc les suivantes :

- les hautes pressions ont un effet sur les enzymes responsables de 1’évolution post-
mortem de la chair de poisson et du muscle de viande, qui dépend principalement de la famille
de protéases considérée (désactivation de la calpaine, libération des cathepsines des lysosomes),

- il a été trouvé des différences dans I’évolution des protéines musculaires selon le muscle
considéré,

- les hautes pressions favorisent la conservation de la texture et de la qualité du muscle de
poisson frais. Cependant, la gélification des protéines par une pression élevée modifie leur
extractibilité et certaines d’entre elles ne sont plus analysables par nos méthodes.

Nous avons montré lors de ce travail que les calpaines et/ ou les cathepsines sont capables
de dégrader certaines protéines myofibrillaires ou sarcoplasmiques du muscle de poisson ou de
bovin.

Il serait intéressant, afin d’approfondir notre compréhension des mécanismes, d’étudier la
modification des affinités enzymes/substrats en fonction de la pressurisation. Cela consisterait a
faire agir les enzymes pressurisées sur les protéines musculaires, les enzymes sur les protéines
musculaires pressurisées ainsi que les enzymes pressurisées sur les protéines musculaires
pressurisées.

De plus, il faudrait envisager d’étudier d’autres protéines: les protéines de masse
moléculaire €élevée et les protéines de la matrice extracellulaire, en liaison avec les calpaines, les
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cathepsines ou d’autres protéases de la matrice extracellulaire comme les métallo-protéases et la
collagénase. Pour cette étude, une approche protéomique pourrait €tre envisagée. Cet outil
puissant permet de cribler un grand nombre de protéines et de peptides par une méthode
¢lectrophorétique bi-dimensionnelle suivie d’une analyse par spectrométriec de masse de spots

déterminés.
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