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INTRODUCTION



TABLEAU 1. Tendance de la consommation de viande (d’apres Barbut, 2002)

Croissance de la

Production totale

Consommation

Type de production (Millions tonnes) (kg/personne)
viande (% /an)
1983-1993 1993-2020 1983 1993 2020 1983 1993 2020
Les pays développés
Volailles 2,8 1,2 17 26 37 14 20 27
Beeuf 0,4 0,8 32 33 40 27 25 29
Porc 0,9 0,4 35 37 42 29 29 30
Les pays au cours de développement
Volailles 7,4 3,0 9 21 46 3 5 7
Beeuf 2,8 2,4 17 22 42 4 5 7
Porc 6,1 2,8 21 39 84 6 9 13




I. INTRODUCTION

La viande de volailles est aujourd’hui plus que jamais appréciée des
consommateurs (Barbut, 2002 ; Magdelaine et al., 2008). En Europe, elle est le
deuxiéme type de viande le plus consommee apres la viande de porc. De I’année 1993
a I’année 2003, la consommation de viande de volailles a augmenté dans presque tous
les pays de I’Union Européenne. En 2005, la valeur moyenne de la consommation de
viande des volailles en Europe était d’environ 23 kg/personne/an (Magdelaine et al.,
2008). La tendance de consommation de viande des volailles est globalement la méme
dans le monde entier (Barbut, 2002, TABLEAU 1).

A coté de cela, les industriels de la viande de volailles font face a de nouveaux
problémes de qualité de la viande et notamment a celui des viandes de couleur péle, de
texture molle et ayant un faible pouvoir de rétention en eau (viande PSE). Ce type de
viande est souvent supposé étre associé a la sélection d’oiseaux ayant une croissance
rapide et/ou avec de hauts rendements en viande (Rémignon, 2007) mais rien n’a
encore été démontré de facon claire sur I’étiologie de ce syndrome. Ce défaut de
viande ne donne pas seulement des caractéristiques inacceptables du produit fini pour
le consommateur, mais doit aussi étre considéré comme une source de pertes
économiques pour les transformateurs.

L’origine et les facteurs favorables a I’apparition de viande PSE sont bien
définis chez le porc. Ces facteurs sont essentiellement une prédisposition génétique
associee a des conditions de stress ante mortem importantes. Par contre, ceux chez les
volailles restent toujours tres controverses. Les mauvaises caracteristiques des viandes
PSE des volailles sont réputées étre le résultat de la combinaison initiale d’un bas pH
et d’une température élevée dans le muscle ce qui conduit a une denaturation des
protéines musculaires. Pour expliquer cela, on peut évoquer un phénomene
d’accélération de la glycolyse musculaire post mortem qui accélererait la chute du pH
musculaire. Récemment, des différences au niveau des deux enzymes les plus
représentées dans la voie de la glycolyse (Aldolase A et GAPDH) ont été mises en
évidence dans des viandes de dinde ayant une vitesse de chute du pH augmentée
(Molette et al., 2005).



Les objectifs de cette étude sont donc d’étudier quelques enzymes
glycolytiques qui pourraient étre importantes dans le déterminisme de la vitesse de
chute du pH chez les volailles mais aussi d’identifier d’autres différences au niveau du
protéome en fonction de cette méme vitesse de chute du pH. Ceci pourrait conduire a
des nouvelles hypothéses sur I’étiologie du syndrome PSE-like chez les oiseaux.
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FIGURE 1. Structure du muscle squelettique mettant en évidence I’organisation du

tissu conjonctif (http://www.guntherclass.com/Lecture6.html, consulté 09/2008)
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I1. Etude Bibliographique

Dans cette partie bibliographique, nous allons parler de la structure du tissu
musculaire et plus particulierement de la structure des muscles squelettiques qui
jouent un role essentiel dans le mouvement des animaux vivants et représentent
I’essentiel de leur viande apres leur mort. La transformation post mortem du muscle en
viande faisant essentiellement appel aux mécanismes de la voie glycolyse, celle-ci
sera aussi détaillée. Enfin, le travail expérimental étant centré autour des problémes
des viandes PSE des volailles, les caractéristiques ainsi que les origines des viandes
PSE seront détaillées. Nous nous intéressons aussi aux modifications des protéines
musculaires (approche protéomique) telles qu’elles ont pu étre étudiées dans les
viandes PSE et normales. Enfin, les propriétés biochimiques de quelques enzymes clés

du métabolisme musculaire seront également décrites.

1. Les muscles

Chez les vertébrés, il existe trois types de muscles (Beaumont et al., 2004) :
i) ; les muscles lisses qui entrent dans la constitution des parois des viscéres creux et
des vaisseaux ii) ; le muscle cardiaque qui constitue la paroi musculaire du cceur et
iii) ; les muscles squelettiques (ou stries) qui s’inserent sur le squelette par des tendons
et apparaissent striés a I’examen microscopique. La fonction principale de ces derniers
est la production de force de mouvement par un mécanisme spécifique : la contraction
musculaire (Kwasiborski, 2008). Ils permettent donc la conversion d’énergie chimique
(sous la forme d’adénosine triphosphate, ATP) en énergie mécanique.

Les muscles squelettiques représentent environ 40 % du poids vif de I’animal
et sont constitués a 75 % d’eau, 18-20 % de protéines et 2,5 % de lipides (Lawrie,
1998 et Barbut, 2002) (TABLEAU 2). La structure macroscopique du muscle
squelettique est illustrée dans la FIGURE 1. On y voit que les muscles squelettiques
sont composes de nombreux faisceaux de fibres musculaires entourées par un tissu
conjonctif nommeé épimysium. Chaque faisceau musculaire est séparé des autres par
un tissu conjonctif appelé périmysium. Le faisceau musculaire est donc composé de
fibres musculaires qui sont elles-mémes entourées par une mince gaine de tissu

conjonctif appelé endomysium (Barbut, 2002).



TABLEAU 2. Composition chimique principale du muscle (d’aprés Lawrie, 1998)

Composés %
1. Eau 75
2. Protéines 19
(a) Myofibrillaires 11,5
Myosine 55
Actine 2,5
Autres 3,5
(b) Sarcoplasmiques 55
Glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase 1,2
Aldolase 0,6
Créatine Kinase 0,5
Autre enzymes glycolytiques 2,2
Myoglobine 0,2
Hémoglobine et autres 0,6
3. Lipides 2,5
Triglycérides, Phospholipides 2,5
4. Hydrocarbures 1,2
Dont le glycogéne 0,1
5. Sels minéraux (Substances non protéiques) 2,3
Potassium 0,35
Sodium 0,05
Calcium, zinc et traces 0,03

Magnésium 0,02
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FIGURE 2. Les différents constituants du sarcomere (Keller 111, 1995)
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TABLEAU 3. Caractéristiques des différents types des fibres musculaires (Von Lengerken

et al., 2002)
Type de fibres
Type | Type lla Type l1x Type llIb
Couleur rouge rouge péale rouge pale blanc
Diametre de section petit moyen large trés large
Vitesse de lente moyenne rapide tres rapide
contraction y p p
Endurance . e
(résistance & I’effort) forte moyenne faible trés faible
Teneur en (s .
. élevée moyenne moyenne faible
myoglobine
Teneur en lipides tres elevée élevée moyenne faible
Teneur en glycogene faible élevee élevée élevée
Densité . . .
i . élevée élevée moyenne faible
mitochondrials
Métabolisme oxvdatif oxydatif/ oxydatif/ Iveolvtiaue
énergétique y glycolytique glycolytique glycolytiq




La fibre musculaire striée (10 a 100 um de diametre) est entourée d’une
membrane formée par I’association de la membrane plasmique et d’une épaisse lame
basale riche en glycoprotéines et en fibres conjonctives: I’ensemble forme le
sarcolemme (Gilles, 2006). Le sarcolemme délimite le sarcoplasme, cytoplasme de la
cellule musculaire. La fibre musculaire est un élément plurinucléé et est occupée par
de tres nombreuses myofibrilles.

En microscopie optique, les myofibrilles (1 a 2 um de diameétre) apparaissent
striées transversalement et sont formées de sarcomeres : des éléments cylindriques de
2 um de long disposés bout a bout et séparés par les stries Z (Beaumont et al., 2004)
(FIGURE 2).

Les bandes A (Anisotrope) sont biréfringentes et chacune d’elles occupent le
centre du sarcomére alors que les bandes | (Isotrope) chevauchent les stries Z et
s’étendent sur deux sarcomeres contigus. Enfin, au milieu de la bande A, une zone

plus claire constitue la bande H (Beaumont et al., 2004).

Type de protéines de la fibre musculaires

Le type de fibre musculaire est généralement divisé en deux types principaux
(TABLEAU 3, selon VVon Lengerken et al., 2002). Le type | (slow twitch oxidative)
représente les fibres rouges car riches en myoglobine. Ces fibres ont une faible vitesse
de contraction et leur métabolisme principal pour la régénération de I’ATP est
essentiellement oxydatif. Le type Il (fast twitch) représente les fibres blanches car
pauvres en myoglobine. Leur métabolisme principal est plutét de type glycolytique.
Ce type de fibre peut encore étre subdivisé en 2 sous-groupes : oxido-glycolytc (type
I1a) et glycolytique (type Ilb). Le type lla (fast twitch oxydo-glycolytic) représente
les fibres aux caractéristiques intermédiaires ou mixtes et sont de couleur plus rouge.
Le type llb (fast twitch glycolytique) représente les fibres purement blanches au
métabolisme essentiellement glycolytique, sont trés pauvres en myoglobine et riches
en enzymes de la glycolyse (Von Lengerken et al., 2002). Ces trois grands types de
fibres restent les principaux méme si des traveaux récent ont mis en évidence la
présence de nombreuses autres sous-catégories notamment grace a I’emploi
d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines contractiles. Par exemple, le type
I1x a des caractéristiques intérmidiaires a celles des fibres de type Ila et Ilb (Picard et
al., 1998).



TABLEAU 4. Les protéines sarcoplasmiques les plus abondantes dans le muscle,

d’aprées Kijowski (2001)

Poids Nb de chaines Quantité Point
Nom Moléculaire olvospridiaues (9/100g de isoélectrique

(kDa) poTypepticiq muscle) (p)
Glycéraldéhyde-3- 143 4 1,2 8,5
phosphate-déshydrogénase
Aldolase 157 4 0,6 9,5
Creatine kinase 86 2 0,5 6,4
Enolase 82 2 0,5 8,8
Lactate déshydrogénase 146 4 0,4 8,6
Pyruvate kinase 231 4 0,3 8,5
Phosphorylase 194 2 0,2 6,3
Triosephosphate isomérase 53 2 0,2 7,0
Phosphoglycéromutase 58 2 0,1 6,2
Phosphoglucose isomérase 132 2 0,1 -
Phosphofructokinase 320 4 0,1 -




Cette typologie classique des fibres musculaires est basée sur leurs propriétés
fonctionnelles (vitesse de contraction) et biochimiques (type de metabolisme
énergétique dominant). Ces caractéristiques différentes des fibres peuvent également
étre reliées a des propriétés différentes des protéines qui les constituent. Les protéines
musculaires peuvent ainsi étre divisées en trois groupes principaux : les protéines

sarcoplasmiques, les protéines myofibrillaires et les protéines cytosquelettiques.

1.1 Les protéines sarcoplasmigues

Les protéines sarcoplasmiques composent environ 25% des protéines
musculaires. Elles sont solubles dans I’eau ou dans un tampon de faible force ionique
(Kijowski, 2001). Elles contiennent une majorité d’enzymes de la glycolyse
(TABLEAU 4, Kijowski, 2001). Ces enzymes glycolytiques sont physiquement
localisées a proximité de I’actine ce qui conduirait a une meilleure efficacité des
réactions enzymatiques (Lawrie, 1998). Les enzymes les plus représentées
quantitativement sont la glycéraldéhyde-3-phosphate-déshydrogénase (GAPDH) et
I’aldolase A (Kijowski, 2001).

Les autres protéines les plus importantes sont des hydrolases, des
oxydoréductases et des transférases ainsi que la myoglobine. Parmi les enzymes
hydrolytiques, les protéinases ont une importance toute particuliéere pour le
métabolisme post mortem dans le muscle et la maturation de la viande (Kijowski,
2001)

1.2 Les protéines myofibrillaires

Les proteines myofibrillaires ne sont pas solubles dans I’eau mais elles le sont
dans des solutions salines a 0,6 - 1,0 M (Smyth et al, 1999). Les protéines
myofibrillaires occupent 75 a 85 % du volume du sarcoplasme (Xiong, 1994) et
constituent 55 % des protéines musculaires (Barbut, 2002). La myosine et I’actine sont
les principaux constituants des protéines myofibrillaires (Pérez-Juan et al., 2007).

Elles peuvent aussi étre identifiées en proteines des filaments épais ou fins.
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1.2.1 Les protéines des filaments épais
Les myofilaments épais (diametre autour de 14 nm) forment un faisceau
occupant la partie moyenne du sarcomere correspondant a la bande A (Beaumont et

al., 2004). Elles sont constituées de 3 types majeurs de protéines :

- Lamyosine

La myosine est une protéine contractile et représente 45 % des protéines
musculaires (Smyth et al, 1999). La myosine est une protéine de 520 kDa et de point
isoélectrique de 5,3 (Campbell et Smith, 2002). Sa structure est celle d’une molécule
composee de chaines différentes dites lourdes et légéres : les deux chaines lourdes
s’enroulent de facon hélicoidale et forment une structure fibrillaire (méromyosine
légere, LMM, enroulée en hélice formant une queue mesurant 150 nm) et une téte
globulaire (méromyosine lourde, HMM). La méromyosine lourde peut aussi étre
divisée en deux sections : section 1 (HMM-S1, la téte) et la section 2 (HMM-S2, le
col) (FIGURE 3) (Campbell et Smith, 2002). Le traitement par la chymotrypsine
permet la séparation de LMM de HMM. La HMM-S1 et HMM-S2 se dissocient par
un clivage protéolytique avec la papaine.

Il existe deux types de chaines légéres associées a chaqgue HMM-S1. L’une a
une propriété de phosphorylation et est nommée DTNB (18 kDa) car elle peut étre
séparée de la HMM-S1 par le 5,5’ dithiobis-2-nitrobenzoate (DTNB). L’autre est
essentielle pour I’activité adénosine triphosphatasique (ATP-asique) et est appelée
chaine légere alcaline car elle peut étre dissociée de la HMM-S1 par une solution
alcaline (pH = 11). Elle se présente sous 2 formes : alcali 1 (25 kDa) et alcali 2 (16
kDa).

La myosine posséde trois propriétés biologiques essentielles : les molécules de
myosine (1) s’assemblent spontanément pour constituer des filaments épais, (2) elles
peuvent former un complexe avec I’actine appelé I’actomyosine et (3) elles possédent
une activité ATP-asique, c'est-a-dire qu’elles peuvent utiliser I’énergie libre dans la

cellule (sous forme d’ATP) nécessaire a la contraction musculaire.

- Laligne M
La ligne M est située au milieu de la bande A. Elle maintient I’alignement des
filaments épais. Les protéines associées a la ligne M sont la myomésine, la protéine
M, la créatine kinase (I’enzyme qui catalyse la phosphorylation de I’adénosine
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diphosphate (ADP) en ATP) et deux enzymes du métabolisme du glycogene : la
phosphorylase et la glucosidase (McCormick, 1994)

- Les protéines de la bande A
La bande A est composée de protéines telles que la protéine H, la protéine I, la
protéine F et la protéine C qui peuvent former un anneau de 3 a 5 molécules et enlacer
la LMM pour former un filament plus épais (Kijowski, 2001). Ces protéines jouent un
role dans la stabilisation de la structure des filaments et dans I’assemblage des
molécules de myosine (McCormick, 1994).

1.2.2 Les protéines du filament fin

Les myofilaments fins (diametre 7 nm) sont attachées a la strie Z du
sarcomeére, essentiellement composée d’a-actinine (PM = 95 kDa). Chaque filament
fin s’insinue et s’imbrique dans le filament épais. Cependant, il y a une partie du
filament fin qui reste libre au centre du sarcomere. Cette zone est appelée la bande H
(Beaumont et al., 2004). En coupe transversale, les filaments fins sont disposés en
hexagone autour des filaments épais qui se disposent en quinconce (FIGURE 4).
Ainsi, un filament épais peut étre en contact avec 6 filaments fins (Pearson et Young,

1989). Les myofilaments fins sont constituées des trois protéines majeures suivantes :

- Pactine
L’actine est une molécule globulaire (actine G, PM= 42 kDa, pl = 4,8)
(FIGURE 5). Elle représente 20% des protéines musculaires (Smyth et al., 1999).
Elle peut se polymériser pour former deux longs filaments torsadés (actine F).
L’actine F posséde également une activité ATP-asique mais elle ne provoque pas la
contraction musculaire (Campbell et Smith, 2002).

- latropomyosine
La tropomyosine est une protéine filamenteuse formée de 2 chaines
hélicoidales o et B de 34 kDa et 36 kDa respectivement. Ces deux chaines de
tropomyosine s’enroulent le long de I’actine F (McCormick, 1994 ; Gilles, 2006) et

peuvent se lier a la troponine. Chaque chaine de tropomyosine s’étend sur une
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longueur correspondant @ 7 molécules d’actine G et a 1 molécule de troponine
(McCormick, 1994). La tropomyosine régule I’activité ATP-asique de la myosine et

montre une grande résistance a la dénaturation (Kijowski, 2001).

- latroponine

La troponine est une protéine globulaire asymétrique de 80 kDa, composee de
trois sous-unités : la troponine C (TnC), la troponine | (Tnl) et la troponine T (TnT)
(McCormick, 1994 ; Campbell et Smith, 2002 ; Gilles, 2006). La tropomyosine et la
troponine sont associées dans le contrle de la contraction par des ions calcium
(Lawrie, 1998).

La troponine C (PM = 18 kDa) peut lier 4 ions calcium. Elle confere ainsi sa
sensibilité au calcium au complexe actine/troponine/tropomyosine. La liaison entre la
TnC et le calcium conduit & une modification de la structure tridimensionnelle de la
tropomyosine et de I’actine ce qui conduit & la liaison actine-myosine nécessaire a la
contraction musculaire.

La troponine | (PM = 23 kDa) constitue un facteur d’inhibition de I’interaction
entre I’actine et la myosine. Elle se lie fortement avec la TnC et I’actine et trés peu
avec la TnT et la tropomyosine (McCormick, 1994 et Gilles, 2006).

La troponine T (PM = 37 kDa) stabilise le complexe et le fixe a la

tropomyosine.

1.3 Les protéines cytosquelettigues

Les protéines cytosquelettiques représentent 10 a 15% des protéines
musculaires (FIGURE 6). Ces protéines ne sont pas solubles dans I’eau ou dans des
solutions salines. Elles sont essentiellement constituées par les trois protéines

suivantes cependant il en existe de nombreuses autres :

1.3.1 La titine

La titine (ou connectine) représente 8% des protéines cytosquelettiques
(McCormick, 1994). Son poids moléculaire (3000 kDa) en fait la protéine
monomérique avec la poids moléculaire le plus éleve du monde vivant (Tskhvrebova

et Trinick, 2002). Elle se présente sous la forme d’un filament élastique qui se
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positionne parallelement aux filaments épais et couvre un demi sarcomere. Elle
commence au niveau de la ligne M (région rigide) et se termine dans la strie Z (région
élastique). Dans la bande A, la titine fait partie intégrante des filaments épais pour les
joindre a la strie Z (Lawrie, 1998). Par contre, elle ne semble pas étre liée a d’autres
protéines dans la bande I. La titine assure donc une intégrité du sarcomére et maintient

les filaments épais au centre du sarcomere (Kijowski, 2001).

1.3.2 La nébuline

La nébuline (PM = 600 kDa) représente environ 4% des protéines
cytosquelettiques (Wang, 1982, Keller 111, 1995). C’est un filament non étirable, ancré
dans la strie Z et courant le long des filaments fins (McCormick, 1994). Son réle est
de stabiliser et de réguler la longueur des filaments fins. Elle empéche aussi I’excés
d’extension du sarcomére (Lawrie, 1998).

1.3.3 La desmine

La desmine est un filament intermédiaire d’environ 55 kDa. Elle est présente
dans et entre les stries Z de deux myofibrilles adjacentes. Sa principale fonction est le

maintien de I’alignement des différents sarcomeres.

2. Transformation du muscle en viande: réle fondamental de la glycolyse

La glycolyse est une voie métabolique activee par des enzymes localisées dans
le sarcoplasme (FIGURE 7) (Constantinescu, 2005). Elle permet la dégradation du
glucose en deux molécules d’acide pyruvique et mene ainsi a la production d’ATP. Il
existe deux types de voie de la glycolyse : aérobie (dans le systéeme vivant) et
anaérobie (au cours d’un exercice intense ou aprées la mort du tissu musculaire). La
glycolyse aérobie produit au total 36 molécules d’ATP (en combinaison avec d’autres
voies métaboliques aérobies comme le cycle de Krebs et la chaine respiratoire) par
molécule de glucose dégradée. L’ acide pyruvique formé étant alors oxydé par le cycle
de Krebs dans les mitochondries.

En absence d’oxygene, seule la glycolyse anaérobie reste fonctionnelle. Bien
que cette voie anaérobie produise une quantité d’ATP moins importante (3 molécules
d’ATP/glucose dégradé) que la glycolyse aérobie, la glycolyse anaérobie joue un réle
important sur la qualité de la viande. Par cette voie, I’acide pyruvique est converti en
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acide lactique que le sang est incapable d’évacuer a cause de I’absence de circulation
sanguine chez I’animal mort. On assiste donc, post mortem, a I’accumulation d’acide
lactique dans la cellule musculaire ce qui va provoquer une baisse de la valeur du pH
et avoir pour conséquence des modifications de certaines propriétés des protéines
musculaires.

Cette accumulation progressive d’acide lactique dans le muscle va continuer
jusqu’a I’épuisement des réserves en glycogene ou des co-facteurs de la glycolyse
(AMPc notamment) ou par inhibition des enzymes glycolytiques par une trop faible
valeur de pH. On atteint alors une valeur de pH plancher dite pH ultime (ou pHu) et

son établissement correspond a la pleine rigor mortis.

2.1 Rigor mortis

La rigor mortis ou rigidité cadaverique est un raidissement progressif du
muscle causé par la contraction irréversible de ce muscle aprés la mort de I’animal.
Elle peut étre divisée en deux phases : la phase de latence et la phase d’installation de
la rigor.

La phase de latence se caractérise par le maintien d’un taux constant d’ATP
musculaire tandis que les concentrations en phosphocréatine et en glycogéne chutent.
La phosphocréatine (PC) est un composé chimique important pour la contraction
musculaire. Elle sert de stockage du phosphate a haute énergie qui est nécessaire a la
régenération de I’ATP a partir de I’ADP grace a la créatine kinase. Durant cette phase,
le muscle garde ses caractéristiques contractiles. L’ATP est donc dégradé par les
nombreuses activités ATP-asiques musculaires et est resynthétisé par la dégradation
de la phosphocréatine et par la glycolyse. La quantité de PC disponible diminue
progressivement car elle n’est pas resynthétisée post mortem. Pour compenser cette
diminution de la concentration en ATP intramusculaire, seule la glycolyse anaérobie
reste active et provoque une acidification du muscle par suite de la libération de
lactate et de protons. Les réactions de phase de latence sont présentées ci dessous :

11



Les réactions de la phase de latence :

(3+m) [ATP + H,0] » (3+m) [ADP + Pi+ H"]

+ datine Ki L
(m) [ADP + PC + H'] crahe o= »(m) [ATP + créatine]

3 ADP + 3 Pi + (glucose), + HY —> 3 ATP + 2 lactate + (glucose),.1 + 2H,0

Le bilan de ces réactions s’écrit :

(glucose), + (1+ m) H,O + mPC —— (glucose),.;+ m Pi + 2 lactate + m créatine + 2 H*

La seconde phase ou phase d’installation de la rigor mortis se caractérise par la
disparition de I’ATP. Cette derniere s’accompagne de la désamination du nucléotide
adénine et de I’apparition d’ions ammonium (NH,") en quantité steechiométrique.
Dans cette phase, il n’y a plus de PC. L’ATP est toujours régenéré dans la cellule
musculaire par la myokinase. Cependant, cette réaction ne fournit que 10 % de I’ATP
nécessaire. Comme celui-ci (I’ATP) est indispensable pour les mécanismes de la
contraction musculaire et de la libération du complexe acto-myosique, la diminution
de concentration d’ATP va donc avoir pour cause de verrouiller ce complexe et par
conséquent de donner un caractéere rigide au muscle.

Les réactions biochimiques de la phase d’installation de la rigor mortis sont donc les

suivantes :

(3+2q) [ATP + H,0] (3+20q) [ADP + Pi+H]
2q ADP q [ATP + AMP]
. AMP désaminase N
q [AMP + H" + H,0] > q [IMP+ NH;]
3 ADP + 3 Pi + (glucose), + H* ——» 3 ATP + 2 lactate + (glucose),.1 + 2 H,0

v

myokinase

v

Le bilan de toutes ces réactions s’écrit donc :

(glucose), + (1 +3 q) H,O +  ATP ———— > (glucose),1 + g IMP + g NH," + 2 q Pi
+ 2 lactate + (2 +q) H*
La déphosphorylation et désamination :

2ATP+2IMP ——mm» 2 ADP + 2 IDP
2IDP —m» ITP + IMP
IMP —— inosine + Pi

12
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quantite de glycogene estimée au moment de I’abattage)



La glycolyse, et donc la chute du pH, peuvent cesser soit par absence de
glycogene dégradable soit par absence d’ATP. Chez le porc, Monin (1988) a montré
qu’il existe une liaison négative entre le pHu et le potentiel glycolytique (correspond a
la quantité de glycogéne estimée au moment de I’abattage) dans le muscle
Longissimus dorsi (FIGURE 8). Toutefois, la glycolyse peut s’arréter alors que la
quantité de glycogene résiduel est supérieure 150 pmol/g de tissu frais. Donc, la
valeur du pHu peut se stabiliser en présence d’une quantité non négligeable de
glycogene.

La désamination de [I’adénosine monophosphate (AMP) en inosine
monophosphate (IMP) par I’action de I’adénosine monophosphate désaminase (AMP
désaminase) conduit a sa disparition progressive. La glycolyse s’arréte alors. L’AMP
est un cofacteur des enzymes de la glycogénolyse et de la glycolyse. Il se lie a
I’enzyme de dégradation du glycogéne appelée glycogéne phosphorylase et constitue
aussi un co-facteur pour la phosphofructokinase (Constantinescu, 2005), une autre
enzyme de la glycolyse. Son absence sera donc nécessairement associée a un arrét de

ce processus métabolique.

2.2 La chute de pH

Au cours de la transformation du muscle en viande, le pH joue un réle
essentiel et sert d’indicateur du déroulement des événements post mortem.
L’acidification progressive du muscle avec la chute du pH musculaire est causée par
I’accumulation d’acide lactique et la libération de protons. Les deux parameétres les
plus importants de cette chute du pH en sont la vitesse et I’amplitude.

La premiére dépend essentiellement de la vitesse d’hydrolyse de I’ATP et donc
de I’activité ATP-asique de la myosine, alors que la deuxiéme dépend principalement
de la quantité de glycogene en réserve dans le muscle au moment de I’abattage
(Bendall, 1973). Une évolution anormale de I’un ou de I’autre de ces parametres (la
vitesse ou I’amplitude) conduit a des défauts de qualité de la viande.

La valeur finale du pH se stabilise toujours finalement a une valeur minimale
appelée pHu qui se situe normalement entre 5,6 et 5,8. Le moment auquel cette valeur
est atteinte varie selon le type du muscle et I’espece de I’animal (Lawrie, 1998). Par

exemple, Stewart et al. (1984) et Schreurs (2000) suggérent que les réactions
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biochimiques post mortem chez les volailles s’arrétent six a huit heures apres
I’abattage alors que chez les bovins, on admet que cela arrive au-dela de 20 heures
post mortem.

La FIGURE 9 montre que des différences de vitesse et/ou d’amplitude de la
chute du pH menent essentiellement a trois types de défauts de qualité de viande : la
viande DFD (Dark, Firm, Dry), la viande PSE (Pale, Soft, Exudative) et la viande
acide.

La viande DFD est nommée ainsi car ses caractéristiques sont celles d’une
viande a couleur sombre, avec une texture ferme et une moindre tendreté. Ce défaut
est dd a une baisse de la quantité de glycogene de réserve dans les muscles au moment
de I’abattage ce qui donnera une faible amplitude de chute du pH et une valeur
anormalement élevée du pHu. Ces viandes ont une bonne capacité de rétention en eau
donc elles sont peu adaptées a la conservation en frais en raison d’une sensibilité
accrue a la dégradation microbienne. Elles sont aussi peu adaptées au processus de
dessiccation (Allen et al., 1997).

La viande PSE est une viande de couleur pale, de texture molle et ayant un
faible pouvoir de rétention en eau. Elle est due a une chute rapide du pH musculaire
post mortem alors que sa température reste élevée. Néanmoins, le pHu se situe
souvent a une valeur normale. C’est la combinaison initiale d’un bas pH et d’une
température élevée qui conduit a une dénaturation des protéines principalement
sarcoplasmiques et myofibrillaires (Sayre et Briskey, 1963 ; Offer et Knight, 1988 ;
Boles et al., 1992 ; Santé et al., 1995 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 ;
Rathgeber et al., 1999a ; Wilson et Van Laack, 1999 ; Kuo et Chu, 2003 ; Molette et
al., 2003).

La viande acide a une vitesse de chute de pH normale mais une valeur de pHu
particulierement basse. La viande acide présente aussi une couleur pale mais
cependant généralement moindre que celle de la viande PSE. Elle a été
essentiellement décrite chez le porc ou elle est causée par une forte concentration en
glycogéne musculaire au moment de I’abattage. La viande acide a été identifiée
comme un probleme d’origine génétique dd a la présence d’un géne autosomal dit RN
(Naveau, 1986) qui est situé sur le chromosome 15. L’allele RN™ a des effets
défavorables sur la qualité de la viande car il induit une augmentation trés importante
de la concentration en glycogéne ante mortem ce qui se traduit par un tres fort
abaissement de la valeur du pHu (Monin et Sellier, 1985).
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3. Le syndrome PSE

Depuis une trentaine d’années, l'industrie de la viande de porc et de volailles
(porc : Choi et al., 2007 ; volailles : Woelfle et al., 2002), a a faire face au probleme
de la viande PSE. Celui-ci ne donne pas seulement des caractéristiques inacceptables
du produit pour le consommateur, mais peut aussi étre considéré comme une source de
pertes économiques pour les transformateurs (Woelfle et al., 2002 ; Scheffler et
Gerrard, 2007).

Les qualités organoleptiques de la viande telles que la couleur (I’apparence), la
texture et la flaveur sont des parameétres importants pour le consommateur. Les
qualités technologiques telles que I’aptitude a la transformation et/ou le pouvoir de
rétention en eau sont eux des facteurs primordiaux pour les transformateurs.

Dans le cas du syndrome PSE, c’est bien une basse valeur du pH combinée a
une haute température du muscle, résultant d’un métabolisme glycolytique rapide post
mortem, qui provoque des dénaturations des protéines musculaires. Cette diminution
de la fonctionnalité des protéines est le facteur principal associé aux caractéristiques
des viandes PSE (McKee et Sams, 1998).

3.1 Caractéristiques des viandes PSE

Si les viandes PSE chez le porc sont bien documentées, les informations chez
les volailles sont plus parcimonieuses mais celles-ci étant le centre de notre étude,
nous essaierons d’en rapporter I’essentiel. La couleur, I’apparence, le pouvoir de
rétention en eau, I’aptitude a la transformation, la texture et la tendreté sont les
facteurs les plus importants de la qualité de la viande (Allen et al., 1998). Comme
I’indique son abréviation, la viande PSE se caractérise par une couleur péle (P : Pale),
une texture molle (S : Soft) et un pouvoir de rétention en eau faible (E : Exudative).
Dans cette partie de I’étude bibliographique, chaque caractéristique des viandes PSE

va étre détaillée.
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FIGURE 10. Systeme Lab proposé par la Commission International de I’Eclairage

(CIE) (http://www.tasi.ac.uk/advice/creating/colour.html, consulté 09/2008)



http://www.tasi.ac.uk/advice/creating/colour.html

3.1.1 La couleur pale

La couleur de la viande est un critere important pour le consommateur car elle
lui sert de critere de jugement de la qualité globale de la viande et particuliérement de
sa fraicheur (Tikk et al, 2008).

La couleur est généralement due a la chromaticité et la luminosité de la viande.
La chromaticite est directement liée a la teneur et a I’état d’oxydation des pigments
héminiques : la myoglobine (50-80% des pigments totaux), I’hémoglobine et le
cytochrome ¢ (Miller, 1994), alors que la luminosité est influencée par la structure
ouverte ou fermée du muscle (Fernandez et al., 2001). Par ailleurs, la couleur de la
viande varie aussi en fonction de I'espéce, du type de muscle, de I’age, du sexe et des
conditions pré- et post abattage (Miller, 1994, Santé et al., 2001).

La couleur de la viande peut étre évaluée de maniére objective a I’aide d’un
chromameétre. L’échelle de mesure la plus couramment utilisée est alors celle établie
par la Commission Internationale de I’Eclairage (CIE). Cette échelle exprime la
couleur en coordonnées trichromatiques : la luminosité est représentée par la valeur de
L*(0 = noir, 100 = blanc), I’indice de rouge par la valeur de a* (+60 = rouge, -60 =
vert) et I’indice de jaune par la valeur de b* (+60 = jaune, -60 = bleu) (FIGURE 10).

La valeur de L* de la viande dépend de la diffusion de la lumiére. Une
augmentation de diffusion de la lumiere (la paleur) de la viande est causée par la
dénaturation des protéines sarcoplasmiques et a pour conséguence une augmentation
de la quantité d’eau extracellulaire (McKee et Sams, 1998 ; Wynveen et al.,
1999 ; Alvarado et Sams, 2004).

Dans le cas des viandes PSE, le critere de caractérisation le plus utilisé est la
valeur de L*. Il a été notamment utilisé pour essayer de trier les viandes PSE chez les
volailles. Woelfel et al. (2002) indiquent que si une valeur de L* de plus de 54 est
utilisee comme indicateur de la paleur de la viande, 1670 sur 3554 filets de poulet
(47%) ont cette couleur péle et ont donc potentiellement un faible pouvoir de rétention
en eau. Ces auteurs montrent aussi qu’une valeur de L* comprise entre 50 et 55
coincide avec une forte dénaturation des protéines musculaires et une diminution du
pouvoir de rétention en eau.

Owens et al. (2000) et Alvarado et Sams (2004) suggérent aussi qu’il y a une
diminution de la fonctionnalité des protéines musculaires lorsque la valeur de L* est

de 54 ou plus. Cette altération des propriétés des protéines conduit aussi a une
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diminution du pouvoir de rétention en eau. Pietrzak et al. (1997) et Fernandez et al.
(2002) mettent en évidence des valeurs de L* plus élevées pour la viande de dinde a
glycolyse rapide par rapport a celle a glycolyse normale. Ces derniers auteurs
démontrent que la valeur de L* la plus élevée (> 51) se trouve dans le muscle pectoral
de dinde en présence d’une faible valeur du pH (pH 20 min post mortem < 5,90).
Cependant, Rathgeber et al.(1999a) et Molette et al. (2002) ne rapportent pas de
différences des valeurs de L* en comparant des viandes issues d’animaux a glycolyse
rapide ou normale.

Le rapport des valeurs de a*/ b* est parfois utilisé comme indicateur de I’état
d’oxydation de la myoglobine. Ce rapport a*/b* est en partie lié a la vitesse de chute
du pH post mortem et est généralement inférieur pour la viande PSE car I’oxydation

de la myoglobine est y plus élevée (Fernandez et al., 2001).

3.1.2 Le faible pouvoir de rétention en eau.

Comme mentionné précédemment, la couleur péale de la viande PSE est
essentiellement due a la dénaturation des protéines sarcoplasmiques. Au contraire, le
faible pouvoir de rétention d’eau semble di a 97% aux protéines myofibrillaires
(Alvarado et Sams, 2004).

Le pouvoir de rétention en eau représente la capacité de la viande a retenir
I’eau qui s’écoule spontanément aprés la coupe ou au moment des applications de
forces externes comme le chauffage et la pression. La capacité de rétention en eau
affecte également le rendement technologique de la viande (Fernandez et al., 2002) et
elle joue donc un rdle sur le plan économique pour I’industriel mais aussi
d’acceptabilité du produit pour le consommateur.

Le pouvoir de rétention en eau est dd a 97% aux protéines myofibrillaires. Au
niveau de la cellule musculaire, I’eau est liée aux protéines musculaires par des
liaisons hydrogene. Cette eau s’y trouve sous 2 formes: I’eau liée (environ 5% de
I’eau totale) et I’eau libre (90-95%) (Monin, 1988). Smyth et al. (1999) suggerent que
les principaux composants musculaires capables de fixer I’eau soient la myosine,
I’actine et, dans une moindre mesure, la tropomyosine. L’eau libre est retenue dans le

tissu par des forces d’interactions électrostatiques. Ces interactions diminuent a
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FIGURE 11. Evolution du pouvoir de rétention d’eau en fonction du pH de la viande
(http://web.siumed.edu/~bbartholomew/images/protein methods/solubility glob type

prot.qgif, consulté 08/2009)


http://web.siumed.edu/~bbartholomew/images/protein_methods/solubility_glob_type_prot.gif
http://web.siumed.edu/~bbartholomew/images/protein_methods/solubility_glob_type_prot.gif

mesure que I’on s’éloigne des protéines. Kijowski (2001) mentionne que I’eau libre
affecte fortement la capacité de rétention eau de la viande.

En plus de I’eau intracellulaire, 12 a 15% du volume total de I’eau musculaire
est de I’eau localisée dans les espaces extracellulaires. Cette eau extracellulaire
représente I’exsudat de la viande (Lawrie, 1998). Aprés la mort de I’animal, le pH
dans le muscle diminue d’environ 6,9-7,3 (Wynveen et al., 1999) a sa valeur du pH
ultime normalement fixée autour de 5,7. Cette valeur de pH ultime est proche de la
valeur du pl des protéines musculaires (environ 5,2) ou les protéines perdent leur
capacité de fixation de I’eau car leur charge nette est globalement nulle (FIGURE 11).
L’eau peut alors se déplacer vers les espaces extracellulaires a cause de la différence
de pression osmotique (Offer et Trinick, 1983 ; Hamm, 1986 ; Alvarado et Sams,
2004).

Le pouvoir de rétention en eau de la viande est également affecté par le
complexe actine-myosine (Offer et Knight, 1988). Dans le cas des viandes PSE, Offer
(1991) rapporte qu’a cause de la denaturation des tétes de myosine, leur taille serait
réduite de 2 nm (de 19 nm a 17 nm). Cette diminution conduit alors au rétrécissement
latéral du complexe actomyosine ce qui force I’eau présente entre ces filaments a étre
évacuée au niveau des espaces extracellulaires. Cela contribue alors a augmenter

I’exsudat et la couleur anormalement péle de la viande PSE.

Fernandez et al. (2002) indiquent que les propriétés technologiques de la
viande, comme sa capacité de rétention en eau, sont diminuées dans le muscle
Pectoralis superficialis de dinde présentant une basse valeur de pH 2omin. Ces auteurs
rapportent une diminution significative du rendement technologique (97,4% par
rapport a 98,3%, P < 0,05) et une augmentation des pertes a la conservation pendant 3
jours (1,5% par rapport a 1%, P < 0,05) pour la viande présentant la vitesse de chute
de pH la plus élevée (pH = 5,90 vs 6,55 a 20 min post mortem). Cependant, I’effet
combineé du pH ultime sur le rendement ne peut pas étre exclu puisque des différences
significatives sont rapportées. Cette étude est en accord avec celle de Wynveen et al.
(1999) qui trouvent que la viande de dinde avec un pH précoce plus bas (<5,70 a 14
min post mortem) présente des pertes a la conservation plus élevés (1,75% par rapport
a 0,75%, P < 0,05) que la viande dont le pH14 min €St supérieur 6,18.

Par ailleurs, Lesiak et al. (1996) indiquent que les pertes a la conservation et a

la cuisson de la viande de dinde augmentent avec la température post mortem du
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muscle pectoral (de 0 a 30°C). Ces derniers auteurs expliquent que cette augmentation
des pertes en eau correspond a un raccourcissement des sarcomeres (Honikel et al.,
1986), et que la dénaturation des protéines a 30°C peut étre un facteur provoquant
I’augmentation de cet exsudat (Bendall et Wismer-Pedersen, 1962). De méme,
Molette et al. (2003) rapportent que les pertes a la conservation sont plus importantes
dans des muscles pectoraux de dinde conserves a 40°C pendant 6 h post mortem par
rapport a des muscles conserves a 4°C. Par contre, ces auteurs ne mentionnent pas de
différences au niveau des pertes a la décongélation et a la cuisson.

D’autres facteurs comme I’origine génétique, les stress thermiques ante
mortem et la stimulation électrique des carcasses peuvent aussi affecter la capacité de

rétention en eau de la viande (Fletcher, 2002 ; Rosenvold et Andersen, 2003).

3.1.3 La texture molle

Parmi les qualités organoleptiques de la viande, la tendreté est souvent
considérée comme le critére le plus important pour le consommateur (Gerelt et al.,
2002). Cette tendreté de la viande dépend du tissu conjonctif et du tissu myofibrillaire
et notamment de son évolution au cours de la maturation (Mgller, 1980). Trois
facteurs principaux semblent affecter principalement la tendreté de la viande, ce sont :
la qualité et la quantité de collagéne, la longueur des sarcomeéres et le degré de
maturation de la viande c'est-a-dire le niveau de protéolyse des protéines musculaires
(Koohmaraie et al., 2002 ; Maltin et al., 2003).

Le collagéne est la protéine prédominante du tissu conjonctif du muscle
(McCormick, 1994). Il représente environ 50% du tissu conjonctif total (Lawrie, 1998)
et au moins 2 a 6% du poids sec du muscle (McCormick, 1994). Une teneur élevée en
collagéne du muscle est associée a une diminution de la tendreté de la viande (Pascual
et Pla, 2008) mais la tendreté de la viande ne dépend pas uniquement de la quantité de
collagene dans le muscle mais aussi de son degré de réticulation et de sa solubilité
(Bailey et Light, 1989). Ainsi, Touraille (1983) rapporte des teneurs en collagéne plus
élevées dans la viande de poulet que dans celle de beeuf mais la viande de poulet est
généralement plus tendre car son collagene est plus soluble (moins réticulé) a I’age

d’abattage normal des deux espéces.
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Ce sont effectivement des facteurs tels que I’espéce animale et le type de
muscle qui affectent la quantité et la qualité du collagene. Bailey (1985) observe aussi
une augmentation de la formation des liaisons covalentes entre les molécules de
collagene avec une augmentation de I’a4ge des animaux. Cette augmentation du
nombre de liaisons conduit a une diminution de la solubilité du collagene et donc de la
tendreté de la viande. Ainsi, toutes choses étant egales par ailleurs, un animal plus
jeune donnera une viande plus tendre.

Chez le porc, Sellier et Monin (1994) ne rapportent pas de différences du taux
de collagéne dans des viandes RFN (Red, Firm and Non-exudative) ou PSE. Au
contraire, chez la dinde, Fernandez et al. (2001) mettent en évidence des différences
de teneurs en collagéne du muscle pectoral entre des dindes a croissance rapide et a
croissance lente. Fernandez et al. (2001) montrent que les dindes a croissance lente
produisent la viande avec teneurs en collagéne plus élevée par rapport a celles a
croissance rapide.

Un autre facteur influencant la tendreté de la viande est la longueur des
sarcomeres. Lorsque la longueur des sarcomeére est réduite (a I’état de contraction du
muscle), la dureté de la viande augmente (Lawrie, 1998 ; Watanabe et al., 1996). Pour
Koohmaraie (1996), la dureté de la viande développée pendant les 24 premiéres
heures post mortem est associée a la diminution de la longueur des sarcomeres. Dans
le cas des viandes PSE, I’effet sur la longueur des sarcomeres n’est pas consensuel.
Certains auteurs indiquent une augmentation de cette valeur dans les viandes PSE
(bovine : Honikel et al., 1986 ; porc : Monin et al., 1999 ; dinde : Molette et al., 2005),
alors que d’autres ne trouvent pas de différences de longueur de sarcomeres entre des
viandes PSE et des viandes normales (porc : Van der Wal et al., 1988 ; Fernandez et
al., 1994a ; Van Laack et al., 1994 ; Warner et al., 1997 ; Van Laack et al., 2000 ;
dinde : Lesiak et al., 1996).

Le dernier facteur pouvant modifier la tendreté de la viande est son degré de
maturation c'est-a-dire le niveau de protéolyse post mortem des protéines musculaires.
Cette dégradation des protéines musculaires affecte principalement la tropomyosine,
la desmine, la titine, la nébuline et la troponine et est le résultat de mécanismes non
enzymatiques dépendants du calcium (Jelenikova et al., 2008) et de mécanismes
enzymatiques (Lawrie, 1998).

Deux types d’enzymes sont majoritairement impliqués dans la maturation de la

viande. Il s’agit des calpaines et des cathepsines. Les calpaines sont des enzymes
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dépendantes du calcium. Deux isoenzymes existent : la p-calpaine et la m-calpaine qui
sont nommées ainsi a cause de leurs besoins respectifs en calcium qui sont en
quantités micromolaires et millimolaires respectivement. Les calpaines et les
cathepsines sont inhibées respectivement par la calpastatine et la cystatine (Warriss,
2000 ; Herrera-Mendez et al., 2006). Le systeme calpaines/calpastatine est le plus
étudié dans la viande en raison de sa capacité d’altération des stries Z (Herrera-
Mendez et al., 2006) mais aussi car le rle post mortem des cathepsines reste trés
controversé. Les modifications les plus importantes des protéines musculaires
observées pendant la maturation sont les suivantes :

- une destruction progressive des stries Z.

- un affaiblissement des interactions protéine-protéine accompagné d’une

amélioration progressive de I’interaction eau-protéines musculaires.

- une attaque protéolytique généralisée caractérisée par I’apparition de

composes de faibles poids moléculaires (20 a 30 kDa).

Outre ces deux systemes protéolytiques, la mort cellulaire programmeée ou
I’apoptose a aussi €té récemment évoquée comme représentant un facteur affectant la
maturation de la viande (Herrera-Mendez et al., 2006).

Dans le cas des viandes PSE, de nombreux auteurs suggérent qu’une altération
du systeme calpaines/calpastatine pourrait causer une moindre maturation de la viande
PSE et par conséquent une moindre tendreté de la viande cuite (Boles et al., 1992 ;
Dransfield, 1994 ; Fernandez et al., 1994a ; Warner et al., 1997 ; Monin et al., 1999).
Ainsi, chez la dinde, on observe que les myofibrilles des viandes PSE restent intactes
alors que les myofibrilles des viandes normales présentent de nombreuses altérations

des stries Z (Pospiech et al., 1992) au bout de quelques jours de maturation.

3.2 Origines des viandes PSE

Les défauts de qualité de la viande PSE de porc sont étudiées depuis les années
50-60 (Briskey, 1964) alors que celles des volailles sont apparus beaucoup plus
récemment a la fin des années 80-90. Les origines et les facteurs favorisant
I’apparition du syndrome PSE chez le porc sont donc assez bien définis alors que cela

reste beaucoup plus hypothétique chez les volailles.
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FIGURE 12. Liaison entre les tubes T et les citernes terminales du réticulum

sarcoplasmique permettant la diffusion du calcium pour la contraction du muscle.



La combinaison d’une valeur de bas pH et d’une température élevée post
mortem dans le muscle est considérée comme le facteur majeur conduisant a la
dénaturation des protéines et par la méme aux viandes PSE (Alvarado et Sams, 2004).
C’est sur I’origine de ces facteurs de combinaison que les choses semblent moins
claires chez les volailles alors que chez les porcs le contexte génétique est primordial.
Néanmoins, pour les volailles, trois facteurs sont régulierement évoqués ce sont le

type génétique, les facteurs ante mortem et les facteurs technologiques post mortem.

3.2.1 Le type génétique

La libération du calcium dans les muscles est régie par un canal calcique,
souvent appelé récepteur a la ryanodine (RYR) (Wang et al., 1999). Le récepteur a la
ryanodine (RYR) est une protéine tétramérique dont le poids moléculaire d’une sous-
unité est d’environ 560 kDa. Le récepteur a la ryanodine fait non seulement la liaison
entre les tubes T et les citernes terminales du réticulum sarcoplasmique mais permet
également la diffusion du calcium du réticulum sarcoplasmique dans le sarcoplasme
afin d’initier la contraction du muscle (Chiang et al., 2004 ; Scheffler et Gerrard,
2007) (FIGURE 12).

Une mutation du récepteur RYR (cas général des viandes PSE de porc) conduit
a une regulation impropre du flux de calcium cellulaire ce qui induit une hyper
activation de la contraction musculaire. Au niveau de I’animal, la mutation du
récepteur RYR entraine une cyanose, une température élevée du corps (puis de la
carcasse) et une acidose extréme. Cette mutation peut conduire a une qualité de viande
inférieure comme dans le cas des viandes PSE. Dans les cas les plus séveéres, elle peut
entrainer une trés forte accumulation d’acide lactique et finalement causer la mort de
I’animal (Carolino et al., 2007).

Chez le porc sensible a I’halothane, ou porteur de la mutation RYR, cette
mutation est due a une substitution d’une thymine par une cytosine dans la séquence
des nucleotides ce qui, apres traduction, résulte en un remplacement de I’acide aminé
arginine 615 par une cystéine (Fujii et al, 1991). Le gene correspondant possede deux
alléles : l'allele dominant (N) et I’alléle récessif (n). Chez le porc, I’animal possédant
le génotype nn devient tres sensible (porcine stress syndrome ou PSS) ce qui se traduit

par une diffusion deux fois plus importante du calcium intramusculaire par rapport a
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TABLEAU 5. Effet du géne de sensibilité & I’halothane chez le porc sur différents

criteres de qualite de viande d’aprés Fisher et al. (2000)

Génotype NN Nn nn
% viande PSE 8 42 100
pH 45 min post mortem 6,22 + 0,05a 5,94 + 0,06b 5,36 + 0,07c
pHuU 5,62 +0,03a 5,60 + 0,04a 5,44 + 0,04b
Pertes (%) Ressusage 2,25+ 0,25 2,49 + 0,29 1,95+ 0,32
Conservation a J2 1,53 +0,15a 2,30+ 0,20b 3,67 +0,25¢
Cuisson 25,6 + 0,28a 26,4 + 0,34a 28,2 + 0,36b
Couleur L* 42,0 + 0,45a 43,5 +0,56b 45,6 + 0,61c
a* 551+0,19 5,40 + 0,22 581+0,24
b* 6,74 + 0,20 6,67 + 0,24 7,20 + 0,26
Tendreté
Warner Bratzler (kg/1,27 cm) 2,92 + 0,08a 3,35+ 0,09b 3,11 + 0,10a

Des lettres différentes (a-c) sur une méme ligne signifient que les valeurs sont significativement

différentes (P < 0,05)
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FIGURE 13. Dépendance de la liaison de la ryanodine au Ca2" dans une souche

sélectionnée (cercle blanc) et non sélectionnée (cercle noir) dans les veésicules du

réticulum sarcoplasmique lourd d’apres Wang et al. (1999).



un animal NN ou normal (Barbut et al., 2008). Cette augmentation considérable de la
quantité de calcium libérée par le réticulum sarcoplasmique entraine une forte
augmentation du taux de glycogénolyse et de glycolyse. La conséquence directe en est
donc une consommation accélérée du glycogene musculaire associée a une forte
accumulation d’acide lactique donc a une basse valeur de pH, et ce juste apres
I’abattage, c'est-a-dire a un moment ou les muscles sont encore chauds (température >
35°C) : on est bien dans le cas des viandes PSE (Scheffler et Gerrard, 2007).

Chez le porc, les animaux homozygotes récessifs (nn) et hétérozygotes (Nn)
donnent des rendements de carcasse plus élevés ainsi que des viandes plus maigres
(Rosenvold et Andersen, 2003) d’ou leur attrait pour les producteurs. Cependant, ces
avantages sont largement contrebalancés par les effets négatifs associés au syndrome
PSE et notamment la forte dégradation du pouvoir de rétention en eau et de la couleur
de la viande. Les animaux Nn produisent 4 fois plus de viande PSE que les animaux
homozygotes dominants (NN) (Channon et al., 2000).

Fisher et al. (2000) démontrent que pour la valeur du pH précoce, les pertes en
eau au cours de la conservation ainsi que de la valeur du L* de la viande produite a
partir des animaux Nn se positionne entre celles de la viande produite a partir des
animaux NN et nn (TABLEAU 5).

Un test génétique d’identification des animaux hétérozygotes et homozygotes
récessifs pour le gene de sensibilité a I’halothane est aujourd’hui largement disponible
et est utilisé pour éliminer de maniére sélective ce géne des lignées parentales de porc
afin d’éviter son impact négatif sur la qualité de la viande (Carolino et al., 2007)

Par similarité avec ce qui a été décrit chez le porc, des auteurs ont cherché a
démontrer I’implication du méme facteur génétique dans le déterminisme du
syndrome PSE chez les volailles. Wang et al. (1999) ont réalisé une cinétique de
liaison de la ryanodine au récepteur RYR en fonction de la concentration en calcium
chez deux souches de dindes (une souche sélectionnée sur la vitesse de croissance et
une non seélectionnée). Les résultats montrent une affinité plus élevée pour la
ryanodine du récepteur RYR chez le type génétique de dindes sélectionnées par
rapport aux dindes non sélectionnées (FIGURE 13). De plus, Chiang et al. (2004)
observent un polymorphisme du récepteur RYR chez la dinde. Ces auteurs trouvent
que I’analyse de I’ADNc codant pour la partie du récepteur RYR allant des acides
aminés 376 a 615 révéle la présence de trois formes de transcrits différentes qui se
distinguent par la présence ou I’absence de 81 ou 193 pb. Les délétions de 81 ou 193
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pb conduisent respectivement a une perte de 27 acides aminés et a I’introduction d’un
codon stop. Sur la séquence génomique, ces différences se situent toutes les deux sur
I’intron 12 ce qui suggere une délétion provenant d’un épissage alternatif. Toutefois,
ces observations génomiques ne semblent pas couplées avec des problémes de qualité
de viande chez la dinde ou le poulet ce qui améne de nombreux auteurs a évoquer une
autre étiologie du syndrome PSE chez les volailles : on préfere donc parler de d’avian
stress syndrome (ASS) (Von Lengerken et al., 2002) ou de syndrome PSE-like chez

les oiseaux.

3.2.2 Les facteurs ante mortem

Bien que le type genétique de I’animal soit un facteur important pour la qualité
de la viande, d’autres facteurs ante mortem tels que I’alimentation, la saison ou les
manipulations avant [|’abattage pourraient aussi étre tres impliqués dans le
déterminisme de la qualité de la viande (Channon et al., 2000). Une altération de ces
parameétres semble pouvoir causer une diminution de la qualité de la viande y compris

celle associée a I’apparition des viandes PSE.

3.2.2a L’alimentation

Divers facteurs alimentaires tels que I’acidité de I’eau, la teneur en magnésium
et en vitamine E de la ration ainsi que la durée de jelne ante mortem ont été étudiés
car considérés comme des facteurs pouvant influencer I’apparition des viandes PSE
chez le porc. Par contre, I’impact de ces facteurs semble beaucoup moins évident chez
les volailles. Chez celles-ci, seul le r6le de la vitamine E a été profondément étudié
(chez les volailles : Olivo et al, 2001). On peut en retenir qu’un apport supplémentaire
de vitamine E semble diminuer la fréquence d’apparition des viande PSE chez le porc

et les volailles.

Une augmentation du temps de je(ne ante mortem conduit normalement a une
diminution du glycogene dans le muscle et par conséquent a une augmentation de la
valeur du pHu (Fletcher, 2002). La durée de jelne la plus appropriée semble étre
d’environ 10 h car une durée plus courte (moins de 8h) augmente le risque de

contamination fécale de la carcasse au moment de I’éviscération alors qu’une durée
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plus longue (18 h et plus) affecte les valeurs de rendement de production (Warriss et
al., 1990). De plus, Eikelenboom et al. (1991) et Gispert et al. (1996) montrent que le
jedne avant I’abattage diminue la mortalité des animaux au cours du transport. Les
premiers suggeérent aussi un effet du jedne sur la réduction de la fréquence des viandes
PSE chez le porc. Par contre, plusieurs études menées chez les volailles ne montrent
pas d’effet reel du jedne sur la valeur du pHu du muscle pectoral (Warriss et al., 1993 ;
Warriss et al., 1999 ; Savenije et al., 2002) mais seulement pour les muscles des

cuisses ou la valeur du pHu est alors plus élevée.

3.2.2b La saison

L’effet de la saison, ou plus particulierement I’effet de la température ambiante

sur la fréquence d’apparition des viandes PSE a été largement étudié. Les stress
thermiques ante mortem affectent le métabolisme énergétique post mortem du muscle
par les réponses physiologiques qu'il suscite (sécrétion d'adrénaline, modifications du
systéeme respiratoire et cardiovasculaire) ou simplement par la fatigue de I’animal
(Lambooij, 1999). Diverses études montrent ainsi que des périodes de température
élevées ou de fortes amplitudes thermiques conduisent a une augmentation de la
fréquence des viandes PSE (Froning et al., 1978 ; Northcutt, 1994 ; Olivo et al.,
2001 ; Début et al., 2003 ; Soares et al., 2003). McCurdy et al. (1996) observent la
valeur de L* du muscle pectoral des viandes de dinde prélevées a différentes saisons.
Les valeurs de L* sont les plus élevées pendant I’été. Au contraire, les valeurs de L*
sont les plus faibles pendant I’hiver. Ces auteurs rapportent également une corrélation
négative entre la valeur de L* et le pouvoir de rétention en eau de la viande. Au
contraires, certains auteurs ne mettrent pas en évidence d’effet de la saison sur qualité
des viandes (Holm et Fletcher, 1997 ; Petracci et al., 2001). Si le stress thermique
chronique ou aigu peut conduire & une viande PSE chez le porc, il ne semble pas étre

dans le cas chez les volailles (Rémignon et al., 2007).

3.2.2c¢ Les manipulations avant I’abattage

Les manipulations avant I’abattage telles que le transport, la durée d’attente a
I’abattoir et la méthode d’etourdissement affectent la fréquence d’apparition des
viandes PSE.

Au cours du transport, les animaux pourraient étre soumis a diverses situations

de stress comme le changement de température et d’humidité, la vitesse ou
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I’accélération du véhicule de transport, les mouvement brusques et les bruits (Nicol et
Scott, 1990 ; Mitchell et al., 1997). La fréquence des viandes PSE peut ainsi étre
réduite par une durée de transport plus longue car les animaux ont alors le temps de se
calmer ce qui diminuerait les bouleversements métaboliques associées au
chargement/déchargement.

La durée d’attente a I’abattoir peut aussi jouer un réle sur I’apparition de
viande PSE. Cependant, cette facteur est peu documentée chez les volailles car leur
durée d’attente est généralement courte (Rémignon et al., 2007). Chez le poulet,
Kannan et al. (1997) ne montrent pas d’effet de la durée d’attente (4 h) sur la couleur
et la texture de viande.

La méthode d’étourdissement pourrait aussi influencer la fréquence
d’apparition des viandes PSE. Il existe deux principales méthodes utilisées dans les
abattoirs : I’électronarcose et la narcose gazeuse. Chaque méthode a des modalités
differentes qui peuvent affecter la qualité de la viande comme le voltage pour
I’électronarcose ou la composition du gaz pour la narcose gazeuse. Chez les volailles,
les différentes études réalisées montrent que la fréquence d’apparition du syndrome
PSE ne semble pas étre influencée par la méthode d’étourdissement utilisée avant la
saignée (chez la dinde : Froning et al., 1978 ; Northcutt et al., 1998).

En plus des manipulations mentionnées précédemment, d’autres facteurs
comme le battement des ailes des volailles sur la chaine d’abattage et/ou I’activité
physique intense pourraient étre pris en compte dans les facteurs d’apparition des

viandes PSE chez les oiseaux mais peu de données sont disponibles dans ce domaine.

3.2.3 Les facteurs post mortem

Le traitement technologique des carcasses fait partie des facteurs influengant
la qualité de la viande. Il en existe principalement deux modalités qui sont la cinétique
de refroidissement de la carcasse et la stimulation électrique.

L’ objectif essentiel du refroidissement des carcasses est de limiter la
croissance bactérienne mais il peut aussi affecter la fréquence d’apparition des viandes
PSE puisqu’elles sont causées par la combinaison d’une basse valeur de pH et d’une

température élevée dans les muscles. Ainsi, le refroidissement rapide de la carcasse
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peut diminuer la fréquence d’apparition des viandes PSE (James et al., 2006).
Néanmoins, le refroidissement de la carcasse en phase de pre-rigor pourrait causer des
contractures au froid de la viande et donc une forte diminution de sa tendreté (James
et al., 2006). Alvarado et Sams (2002) recommandent que la température de la
carcasse de dinde soit réduite au dessous de 25°C en 60 min post mortem pour limiter
I’apparition des viandes PSE. Chez les porcs, Kerth et al. (2001) montrent que le
refroidissement rapide des carcasses réduit fortement la frequence d’apparition des
viandes PSE chez les animaux sensibles a I’halothane (Nn). Plusieurs auteurs notent
aussi que le refroidissement rapide des carcasses augmente le PRE des viandes
(Rosenvold et Andersen, 2003) et améliore la couleur de la viande refroidie
(Rathgeber, 1999a).

La stimulation électrique accélere I’entrée en rigor des carcasses et prévient un
raccourcissement trop important des sarcoméres ce qui va améliorer la tendreté de la
viande. Toutefois, chez les volailles, la stimulation électrique semble avoir un faible
effet sur la tendreté car celle-ci est naturellement élevée (Sams, 2002). De plus, la
disparition post mortem de I’ATP dans le muscle de volailles est plus rapide que chez
le porc (Bendall, 1973) ou les bovins ce qui réduit considérablement le risque de

développement des contractures au froid.

4. Les modifications des protéines dans les viandes PSE

La combinaison bas pH précoce post mortem - température élevée des muscles
conduit a une dénaturation des protéines musculaires ce qui affecte les propriétés
technologiques et sensorielles des viandes. Plusieurs méthodes ont déja été utilisées
pour étudier la dénaturation de ces protéines de maniere quantitative et qualitative.

Les mesures d’extractabilité ou de solubilité des protéines sont une méthode
simple pour évaluer la dénaturation des protéines de la viande. On utilise simplement
le fait que les proteines sarcoplasmiques sont solubles dans I’eau ou dans un tampon
de faible force ionique alors que les protéines myofibrillaires ne le sont que dans un
tampon de haute force ionique (Kijowski, 2001). Ainsi, de nhombreux auteurs mettent
en évidence des solubilités de protéines sarcoplasmiques (porc : Sayre et Briskey,
1963 ; Lopez-Bote et al., 1989 ; Boles et al., 1992 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al.,
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sarcoplasmiques (A) et myofibrillaires (B) chez le porc, PH = phosphorylase, CK =
créatine kinase, TPI = triose phosphate isomérase, MK = myokinase (d’aprés Joo et
al., 1999)



1999 ; Wilson et Van Laack, 1999 ; dinde : Rathgeber et al., 1999a) ou myofibrillaires
(porc : Bendall et Wismer-Pedersen, 1962 ; Lopez-Bote et al., 1989 ; Boles et al.,
1992 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 et Kuo et Chu, 2003 ; dinde : Rathgeber et
al., 1999a) des viandes PSE inférieures a celles des viandes normales. La dénaturation
des protéines sarcoplasmiques conduit a une couleur péle des viandes PSE (Alvarado
et Sams, 2004) alors que celle des protéines myofibrillaires, particulierement de la
myosine (Rathgeber et al., 1999b), diminue principalement la capacité de rétention en
eau des viandes PSE et finalement leurs propriétés technologiques de fagcon générale
(McKee et Sams, 1998 ; Wynveen et al., 1999 ; Alvarado et Sams, 2004). Chez le
porc, Gratacds-Cubarsi et Lametsch (2008) notent récemment que la valeur du pH
(entre 5,0 — 7,5) et la température élevée (40°C) post mortem altérent les propriétés
des protéines sarcoplasmiques et particulierement des enzymes métaboliques. Ces
auteurs suggérent que la conformation modifiée des enzymes métaboliques entraine
des différences d’hydrophobicité de ces enzymes. Cette modification pourrait
également affecter le métabolisme cellulaire post mortem de la viande.

Par ailleurs, il est généralement admis que la diminution de la solubilité des
protéines sarcoplasmiques et myofibrillaires est le résultat de la précipitation des
protéines sarcoplasmiques dénaturées sur les protéines myofibrillaires (Alvarado et
Sams, 2004). Par contre, chez la dinde, Pietrzak et al. (1997) suggerent que la
dénaturation de la myosine des viandes PSE est plus impliquée dans la faible
extractabilité des protéines myofibrillaires que la précipitation des protéines
sarcoplasmiques sur ces mémes protéines myofibrillaires. On peut néanmoins aussi
noter que la dégradation des protéines en petites fractions (comme au cours de la
maturation de la viande) devrait améliorer I’extractabilité des protéines (Rathgeber et
al., 1999b). Or, dans les viandes PSE, la maturation est plus faible.

Les modifications des protéines peuvent étre examinées par la réalisation de
gels SDS-PAGE qui permettent de séparer et de visualiser des protéines ou des
fragments protéiques en fonction de leur poids moléculaire

Plusieurs études rapportent une différence au niveau de la phosphorylase
extraite des viandes PSE et des viandes normales (FIGURE 14) (chez le porc : Fisher
etal., 1979 ; Boles et al., 1992 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 ; Wilson et Van
Laack, 1999 ; chez la dinde : Pietrzak et al., 1997 ; Rathgeber et al., 1999b ; Alvarado
et Sams ; 2004). Chez la dinde, Pietrzak et al. (1997) suggérent que, dans le cas des
viandes PSE, la phosphorylase est insolubilisée car précipitée sur les myofibrilles ce
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FIGURE 15. Photo de Western Blot de protéines musculaires de dinde GR (rapid) et
GN (normal). Les carcasses ont été soit refroidies immédiatement aprés la mort (IC)
soit 90 min apres la mort (DC). Quatorze bandes des protéines sont été trouvées apres
dirigés avec les anticorps contre la méromyosine lourde et la méromyosine légere
d’aprés Rathgeber et al. (1999b)



qui a pour conséquence de réduire la solubilité de la myosine. Warner et al. (1997)
notent quant a eux que les viandes PSE de porc ont des quantités de phosphorylase
quatre fois plus importantes que les viandes normales. Par contre, chez la dinde, seule
une différence d’un facteur deux est rapportée entre les deux types de viandes
(Rathgeber et al., 1999b ; Alvarado et Sams ; 2004).

On peut aussi noter que I’activité de cette enzyme chez le porc est quatre fois
plus faible dans les muscles PSE que dans des muscles normaux (Fisher et al. (1979).

D’autres protéines sarcoplasmiques telles que la créatine kinase (chez le porc :
Boles et al., 1992 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 ; chez la dinde : Rathgeber et
al., 1999b), la triose phosphate isomérase et la myokinase (chez le porc : Joo et al.,
1999) sont également éte retrouvées dans la fraction des protéines myofibrillaires des
viandes PSE.

En ce qui concerne la dénaturation des protéines myofibrillaires, Rathgeber et
al. (1999b) rapportent que la dénaturation de la myosine est importante chez les
dindes ayant une forte vitesse de chute du pH (FIGURE 15) alors que cette
dénaturation n’est pas marquée pour les viandes normales.

La modification des protéines cytosquelettiques a également été mise en
évidence. Ainsi, la vitesse de dégradation de la titine est plus faible dans les viandes
PSE de porc par rapport a celle des viandes de porc normaux (Boles et al., 1992 ;
Warner et al., 1997). Cette moindre dégradation pourrait s’expliquer par un taux de
protéolyse limité dans le cas des viandes PSE. Au contraire, chez la dinde, Rathgeber
et al. (1999b) ne rapportent pas d’effet de la vitesse de chute du pH post mortem sur la
dégradation de la titine.

En conclusion, il est bon de rappeler que dans toutes ces études, la définition
du syndrome PSE ainsi que le mode de sélection des échantillons (caractéristique
technologique des viandes différentes : Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 ; le
génotype différent : Boles et al., 1992 ; vitesse de chute du pH différente : Pietrak et
al., 1997 ; Rathgeber et al., 1999b) différent largement (Briskey, 1964 ; Offer et
Trinick, 1983) ce qui pourrait amener a une association de modification de la
solubilité des protéines non pas spécifique des viandes PSE mais plutbt associée a

differentes qualités de viandes aux origines les plus diverses.
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4.1 Les enzymes glycolytiques et la qualité de la viande PSE

Les enzymes glycolytiques représentent 70% des protéines sarcoplasmiques
(Kijowski, 2001). Des propriétes différentes de ces enzymes pourraient conduire a des
modifications des mécanismes de la glycolyse et donc a des variations de la qualité
des viandes. Quelques enzymes glycolytiques importantes (en fonction de leur teneur
ou de leur place métabolique clé) ainsi que leurs effets sur la qualité de la viande sont
présentées dans cette partie de I’étude.

4.1.1 la phosphofructokinase ou PFK.

La PFK (EC 2.7.1.11, Poids moléculaire ; PM = 320 kDa, pl=5) convertit le
fructose 6-phosphate (F-6-P) en fructose 1,6-diphosphate (F-1,6-P,) (FIGURE 16)
(Uyeda et Luby, 1974) et est considérée comme le marqueur majeur de la capacité
glycolytique de la cellule car elle est la principale enzyme vitesse limitante de la
glycolyse (Constantinescu, 2005 ; Kohn et al., 2005). Il existe deux isoformes de la
PFK : la PFK-1 et la PFK-2.

La PFK-1 est activée de maniere allostérique par I’AMP et le fructose-2,6-
diphosphate (F-2,6-P;), dont les concentrations sont élevées lorsque les réserves
énergétiques de la cellule sont faibles. Par contre, son activité est inhibée par I’ATP et
le citrate dont les concentrations sont élevées lorsque la cellule oxyde activement le
glucose en CO,. Comme I’activité de PFK-1 dépend de I’ATP et de I’AMP, I’activité
glycolytique de la cellule est donc tres sensible & la charge cellulaire de ces deux
molécules. L’inhibition de la PFK par I’ATP peut sembler étrange puisque I’ATP est
également un substrat de cette enzyme mais I’affinité du site de liaison du substrat
pour I’ ATP est nettement supérieure a celle du site de régulation allostérique.

La PFK-2 a deux types d’activité enzymatique : I’activité kinase qui forme du
F-2,6-P, a partir du F-6-P et I’activité phosphatase qui catalyse la réaction inverse.
L’activité kinase de PFK-2 est favorisée par I’insuline libérée par le pancréas.

Chez le bovin, Rhoades et al. (2005) notent une diminution de la valeur du pH
de 7,4 a 7,0 ainsi que de la maturation de la viande pendant 4 jours a 4°C, quand
I’activité de la PFK est réduite (FIGURE 17). Allison et al. (2003) trouvent une

corrélation négative (r = - 0,48, P < 0,01) entre I’activité de la PFK et les pertes a la
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conservation de la viande de porc a glycolyse rapide. Ces auteurs suggérent alors que
la chute rapide du pH post mortem pourrait conduire a une dénaturation partielle et
donc a une inactivation de la PFK.

Dans une étude réalisée chez le porc, Shen et al. (2006) montrent que la
quantité précoce post mortem de F-2,6-P, de la viande PSE (pHzomin €nviron 6,0)
augmente plus rapidement que celle de la viande normale (pHsomin autour de 6,3)
(FIGURE 18). Comme le F-2,6-P, est un activateur allostérique de la PFK,
I’augmentation de la quantité de F-2,6-P, peut élever I’activité de la PFK et en
conséquence catalyser la glycolyse post mortem ce qui conduit a une qualité inférieure
des viandes. Cependant, la quantité de F-2,6-P, des viandes PSE et normale n’est pas
difféerente apres 30 min post mortem. Néanmoins, dans I’étude préliminaire de
Gratac6s-Cubarsi et Lametsch (2008), la conformation de la PFK ne semble pas étre

modifiée par le changement de valeur du pH post mortem.

4.1.2 la GAPDH

La glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase ou (la NAD'-dependent
GAPDH, EC 1.2.1.12, PM = 140 kDa, pl = 8,5) est I’enzyme quantitativement la plus
présente dans les protéines sarcoplasmiques. Elle catalyse la phosphorylation
oxydative du glycéraldehyde-3-phosphate en 1,3 bisphospho glycérate (FIGURE 19).
La réaction catalysée par la GAPDH est en fait la somme de deux processus :
I’oxydation de I’aldéhyde (I’activité déshydrogénase) en un acide carboxylique par le
NAD" et la phosphorylation de I’acide carboxylique (I’activité acyl phosphatase) pour
former un acyl phosphate (Mozdziak et al., 2003 ; Styre et al., 2003).

Dans le muscle pectoral de poulet, Mozdziak et al. (2003) rapportent une
expression du gene codant pour la GAPDH plus élevée avec I’age et I’état nutritionnel
(TABLEAU 6). Matsuishi et Okitani (2000) rapportent par ailleurs la dégradation de
la GAPDH au cours de la maturation de viande de porc. Ce résultat est aussi en accord
avec ceux de Steova et al. (2000 : chez le bovin) et Okumura et al. (2003 : chez le
porc) qui montrent que la dégradation de la GAPDH se poursuit au cours de la
conservation sous vide de la viande (FIGURE 20). Miyaguchi et al. (2004) notent que

la teneur en GAPDH affecte la texture d’un gel de viande du porc.
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TABLEAU 6. Expression du géne de GAPDH varie selon I’age et I’état nutritionnel
d’animaux (Mozdziak et al., 2003)

L’expression du gene de GAPDH pendant les premiers 7 jours apres éclosion

Groupe* Jour O Jour 2 Jour 3 Jour 7
Nourri 1,17 + 0,03 1,17 + 0,06 2,02 + 0,24 4,64 + 0,24°
Jeline 1,17 + 0,03 0,97 + 0,24° 1,02 + 0,15 3,81 +0,52°

* Les oiseaux sont libérés pour la nourriture (Nourri) ou Je(ine pendant les trois premiers jours. Apres 3
jours, les oiseaux des deux groupes sont alimentés jusqu’a 7 jours aprés éclosion.
@) Des lettres différents en exposant indiquent un écart significatif (P < 0,05).
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FIGURE 20. Pattern de SDS-PAGE en conditions dénaturantes de protéines
sarcoplasmiques montrant la dégradation de la GAPDH au cours de la conservation de

viande du porc en sous vide a 4°C (Okumura et al., 2003)
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TABLEAU 7. Altération des parameétres cinétiques d’aldolase A en présence des
filaments fins (Walsh et al., 1977)

Km (LM) Vmax (UM/min par
mg d’aldolase A)

Aldolase A 1,0+ 0,15 20,1+0,9
Aldolase A/F-actine 8,0+0,7 26,1+20
Aldolase A/F-actine-tropomyosine 12,0+1,0 28,1+3,7
Aldolase A/F-actine-tropomyosine- 20,0 + 2,4 56,2 + 9,8

troponine/0,1 mM CaCl,




Ces auteurs trouvent aussi que la teneur en GAPDH augmente la résistance a
la rupture (breaking stress) de ce méme gel de viande. Gratacos-Cubarsi et Lametsch
(2008) ont aussi suggéeré que I’altération de la valeur du pH pourrait modifier la
conformation de la GAPDH. Molette et al. (2005) trouvent des différences
d’expression au niveau de la GAPDH entre les viandes PSE-like et les viandes

normales.

4.1.3 I’aldolase A

La fructose-1,6-bisphosphate-D-glycéraldehyde-3-phosphate  lyase  (ou
aldolase A, EC 4.1.2.13, PM = 160 kDa, pl = 9,5) est une enzyme homotétramere.
Elle décompose le fructose-1,6-diphosphate (F-1,6-BP) en dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) et en glycéraldehyde-3-phosphate (G-3-P) (FIGURE 21).

Méme si I’aldolase A est représentée abondamment dans la voie de la
glycolyse, peu d’informations sur ses fonctions sont disponibles. Dans le muscle,
I’aldolase A est liée a I’actine (Walsh et Winzor, 1980 ; Wang et al., 1996) ce qui est
susceptible de modifier ses parametres cinétiques. Cette association entre I’aldolase A
et I’actine peut aussi influencer la structure de I’actine elle-méme (O’reilly et Clarke,
1993). Dans ce modele, une molécule d’aldolase A est liée a 14 molécules d’actine.
Ce ratio est porté a 2 : 14 en présence de tropomyosine et a 3: 14 lorsque les
troponines sont aussi présentes (Lawrie, 1998). Par ailleurs, chez les bovins, Walsh et
al. (1977) rapportent aussi des valeurs de vitesse maximale (Vmax) et de constante de
Michaélis (Km) de I’aldolase A plus élevées en présence d’actine, de tropomyosine et
de troponine que sans ces trois protéines. Ces auteurs suggeérent également que la
concentration en Ca2" peut aussi affecter les valeurs de Vmax et de Km de I’aldolase A
(TABLEAU 7).

Gratac6s-Cubarsi et Lametsch (2008) observent une diminution de
I’hydrophobicité de I’aldolase A des muscles Longissimus dorsi de porc avec une
diminution de la valeur du pH. Cette diminution de I’hydrophobicité est due a une
modification de conformation de I’aldolase A ce qui affecte alors probablement le
métabolisme énergétique post mortem. Molette et al. (2005) rapportent aussi des
différences qualitatives du niveau de I’aldolase A dans des muscles pectoraux de
dindes avec des vitesses de chute du pH différentes.
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4.2 Interactions entre enzymes glycolytiques

Plusieurs auteurs suggerent que les enzymes glycolytiques in vivo se lient a
I’actine ou forment des complexes avec d’autres enzymes déja liées a I’actine (Lawrie,
1998 ; MacGregor et al., 1980 ; Walsh et al., 1980 ; Schneider et Post, 1995 ; Wang et
al., 1996 ; Rakus, 2003 ; Dziewulska-Szwajkowska et al., 2004 ; Russell et al., 2004 ;
Mamczur et al., 2005). Une fois l'interaction ou le complexe enzymatique formé, les
caractéristiques individuelles de chaque enzyme ou de I’ensemble des enzymes
pourraient étre modifiés pour les rendre plus ou moins efficaces. Voici quelques

exemples de ces interactions entre enzymes glycolytiques.

4.2.1 PFK et Fructose-1,6-bisphosphatase

La fructose-1,6-bisphosphatase (FBPase, EC 3.1.3.11, pl = 4,5) est une
enzyme de la voie de la neoglucogenése. Elle catalyse I’hydrolyse du fructose-1,6-
bisphosphate (FBP) en fructose-6-phosphate et en phosphate inorganique (Uyeda et
Luby (1974) (FIGURE 22). Uyeda et Luby (1974) rapportent que la FBPase
augmente I’inhibition de la PFK par I’ATP (FIGURE 23). Ces auteurs suggéerent que
la PFK serait liée fortement au FBP. Lorsque le FBP lié est hydrolyse par la FBPase,
on assiste alors a un changement de conformation de la PFK et ensuite a une
inhibition de la PFK par I’ATP. Au contraire, Ovadi et al. (1986) trouvent que
I’interaction entre la PFK et la FBPase conduit a une augmentation de I’activité de la

PFK d’un facteur 4 et a une diminution de I’activité de la FBPase d’un facteur 3.

4.2.2 Aldolase A et Fructose-1,6-bisphosphatase

La FBPase peut également se lier avec I’aldolase A. MacGregor et al. (1980)
rapportent qu’une molécule d’aldolase A peut former un complexe avec une seule
molécule de FBPase. De méme, Rakus et al. (2003) indiquent que I’aldolase A peut se
lier avec une FBPase qui est déja attachée avec I’a-actinine. Ce complexe a des
propriétés cinétiques enzymatiques modifiées comme par exemple une moindre

sensibilité de la FBPase a I’AMP (Rakus et Dzugaj, 2000 ; Dziewulska-Szwajkowska
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et al., 2004) (FIGURE 24). Mamczur et al. (2005) montrent que I’augmentation de la
concentration en calcium du milieu dissocie le complexe aldolase A-FBPase-a-
actinine en dissociant la FBPase de la strie Z et en accumulant I’aldolase A sur la

bande I. Cette derniére pourrait alors causer I’accélération de la glycolyse.

4.2.3 Aldolase A et Lactate déshydrogénase

L’aldolase A peut se lier & la lactate déshydrogénase (LDH, EC 1.1.1.27, pl =
8,6). La LDH catalyse la conversion réversible de I’acide pyruvique en acide lactique
tout en convertissant le NADH en NAD" (FIGURE 25). Russell et al. (2004)
rapportent aussi que I’aldolase A protége la LDH de son inhibition par I’acide
ascorbique. Cette protection est mise en place seulement au cours de la contraction
musculaire. Ces auteurs expliquent alors que I’aldolase A se lie avec I’actine et qu’elle
n’est plus capable de protéger la LDH. Cependant, au cours de la contraction ou les
autres enzymes glycolytiques liée aussi avec I’actine, I’aldolase A peut, donc, protéger
la LDH de I’acide ascorbique.
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I11. Matériel et méthodes

Les animaux et les prélevements

Les animaux ont été élevés dans les conditions standard de production des
dindes de chair de souche BUT9 (British United Turkey, Chester, Royaume-Uni),
chez un éleveur du Groupe Gastronome S.A., jusqu’a I’age d’abattage commercial.
Les animaux ont été abattus dans des conditions industrielles a I’abattoir Gastronome
S.A. de Moncoutant (Deux-Sévres). Les échantillons de muscles pectoraux des dindes
ont eté choisis selon leurs valeurs de pH a 20 min post mortem. Des échantillons de

ces mémes animaux ont également été prélevés a 24 h post mortem.

Sur un méme lot de 2929 dindons BUT9 (19 semaines, 15 kg de poids vif en
moyenne), 400 mesures de pH en fin de chaine d’abattage (pHzomin) ONt été effectuées
au hasard. La valeur moyenne du pHzo min de ce lot de 400 animaux était égale a 6,17 +
0,16. La courbe de distribution des valeurs du pHzomin a €té réalisée pour sélectionner
2 groupes d'échantillons (FIGURE 26). Le groupe des animaux a glycolyse normale
(GN, n = 20) est défini comme étant celui qui regroupe les animaux ayant les valeurs
de pHoomin les plus basses dans le muscle Pectoralis major (PM) avec une valeur
moyenne de 6,21 + 0,01. Le groupe des animaux a glycolyse rapide (GR, n = 20) est
constitué des animaux qui ont les plus basses valeurs de pHaomin (5,80 + 0,07). Les
carcasses des animaux ont ensuite eté ressuées selon le mode habituel de I’abattoir (air
froid pulsé pendant 24 h).

Dans chaque groupe, les valeurs du pH a 24 h post mortem (pHu) ont été
mesurées au niveau des muscles pectoraux uniquement sur les animaux sélectionnés a
20 min post mortem. De plus, des escalopes ont été découpées dans chaque muscle
PM pour évaluer les propriétés technologiques que sont la couleur, le pouvoir de
rétention en eau de la viande fraiche ainsi que la tendreté de la viande cuite. Deux
autres prélévements de muscle PM ont été réalisés a 20 min et a 24 h post mortem
pour servir de support aux différentes analyses portant sur les protéines musculaires
et leurs propriétés biochimiques. Ces échantillons ont été immédiatement congelés

dans de I’azote liquide et conservés a -80°C jusqu’a leur analyse.
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Les analyses
1. Mesure des propriétés technologiques

1.1 Mesures du pH

La valeur du pHaomin a été mesurée, selon la méthode de Jeacocke (1977),
aprés le broyage de 2 g de muscle dans 18 mL d’iodoacétate (5 mM) et a I’aide une
électrode de verre combinée.

Le pHu est mesuré a 24h post mortem avec une électrode a viande (M 92136,
Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) directement implantée dans la masse

musculaire du PM.

1.2 Mesure de la couleur

La couleur des escalopes est mesurée a J1 (le lendemain du jour d’abattage), a
J3, a4 J6 et a J9. Elle est quantifiée avec un chromametre Minolta CR-300 (illuminant
de type C, angle = 65°) dans I’espace CIE Lab avec les coordonnées trichromatiques
L*, a* et b*. La valeur L* représente la luminance, a* I’indice de rouge et b* I’indice

de jaune.

1.3 Evaluation du pouvoir de rétention en eau

Le pouvoir de rétention en eau (PRE) concerne I’aptitude de la viande a retenir
plus ou moins de I’eau qu’elle contient. Elle est estimée ici par la mesure directe des
pertes en eau par écoulement spontané au cours de la conservation, a la décongélation
et/ou a la cuisson pour les produits non transformés. Pour les produits élaborés, on I’a
estimée a travers des mesures de rendement de fabrication car ceux-ci sont tres
largement dépendants des pertes en eau. Ici, ces mesures de rendement technologique
sont abordées a travers des transformations par saumurage-cuisson (rendement

NAPOLE) ou par I’élaboration de pates fines de type knackies.
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1.3.1 Mesures des pertes a la conservation, a la décongélation et a la

cuisson

Les pertes par écoulement a la conservation, a la décongélation et a la cuisson
sont mesurées sur des escalopes prélevées a 24 h post mortem. Afin de déterminer les
pertes a la conservation, les escalopes sont pesées a J1, placées dans une barquette
contenant un papier absorbant, filmées (film perméable a I’oxygeéne) et conservées a
4°C pendant 9 jours. Les escalopes sont de nouveau pesées a J3, J6 et J9. A chaque
pesée, le papier absorbant est changé. La valeur des pertes est estimée en pourcentage
du poids initial a J1

Les pertes a la décongélation sont mesurées a partir d’escalopes conservees a -
20°C pendant 2 a 4 semaines. Les escalopes sont pesées apres un temps de
décongélation a 4°C pendant une nuit. Les pertes a la décongélation sont exprimées en
fonction du poids initial avant congélation.

Les escalopes sont ensuite mises dans des poches sous-vide et cuites dans un
bain-marie thermostaté a 80°C pendant 15 min (Honikel, 1998). Apres cuisson, les
échantillons sont refroidis sous de I’eau courante pour leur permettre de s’equilibrer a
la température ambiante, puis sont essuyés et pesés. Les pertes a la cuisson sont

exprimées en pourcents du poids avant la cuisson.

Pertes (%) = [poids avant traitement (q) — poids apres traitement (g)] x 100

poids avant traitement (g)

1.3.2 Mesure du rendement technologique NAPOLE

Le rendement technologique NAPOLE est estime selon la méthode de Naveau
et al. (1985). Les tissus gras et conjonctif de I’échantillon sont éliminés. Environ 100
g de muscle sont découpés en cube de 1 cm?® et mélangés avec 20 g de saumure (136 g
de sel nitrité /L). Aprés 24 h de saumurage a 4°C, la préparation est cuite pendant 15
min dans de I’eau bouillante et égouttée pendant 2 h 30.

Rendement technologique NAPOLE (%) = poids apres traitement (g) x 100

poids avant traitement ()
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1.3.3 Elaborations de pates fines

Les pates fines de viande sont élaborées selon la méthode de Shand et al.
(1994) a partir des escalopes décongelées. La viande est préalablement parée c'est-a-
dire que I’on en retire les principaux morceaux de tissu gras et de conjonctif. La
viande (52,5 g) est ensuite coupée en dés de 1 cm de c6té environ et mixée avec 21 g
d’eau a 0°C dans un mixer Moulinex® ILLICO pendant 10 secondes. Du sel (1,5 g
NaCl) est ensuite ajouté. Les echantillons sont & nouveau homogénéisés pendant 3 fois
5 secondes. La température est controlée a cette étape. L’air est expulsé de la pate par
trois mises sous vide successives dans une machine Multivac (pression résiduelle < 10
mbar). La péte est ensuite répartie dans deux tubes de polypropyléne a raison de 20 g
par tube. Apres une centrifugation & 700 g pendant 10 min a 4°C, les tubes sont placés
au bain-marie (81-83°C) jusqu'a atteindre une tempeérature a coeur de 80°C, puis
refroidis dans de I’eau courante pendant 30 min. Les gels sont enfin démoulés et peses
afin d’évaluer le rendement de transformation. La valeur du pH des pates fines est

aussi mesurée avec une électrode avant la mise sous-vide et apres la cuisson.

Rendement de transformation (%) = poids apres traitement (g) x 100
(52.5+21 + 1.5)(g)

1.4 Mesure de la texture

La tendreté est I’une des principales qualités organoleptiques de la viande. Elle

est évaluée ici par un test de cisaillement et par un test de compression bicyclique.

1.4.1 Test de cisaillement

Les mesures de cisaillement sont effectuées sur la viande cuite apres
congélation/ décongelation et cuisson. Cing mesures de cisaillement sont réaliséees
par échantillon. Les échantillons de muscle sont découpés parallélement au sens des
fibres musculaires (1 x 1 x 3 cm). La force cisaillement est mesurée a I’aide d’une
lame d’épaisseur 0,42 cm a ouverture triangulaire (type Warner-Bratzler, hauteur du
triangle = 4,2 cm, largeur a la base du triangle = 4,9 cm) a I’aide d’une machine
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échantillon

FIGURE 27. Systéeme d’analyse mécanique de la texture : Test de cisaillement a

lame simple (test de Warner-Bratzler) pour la viande cuite
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FIGURE 28. Définition des paramétres mesurés dans le test de compression
bicyclique selon Meullenet (1997)
(http://www.texturetechnologies.com/texture_profile_analysis.html, consulté 09/2008)
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universelle d’essais (MTS® 400/M ou MTS Synergie 200) selon Honikel (1998). La
vitesse de déplacement de la lame est de 80 mm/min et la force de cisaillement est
enregistrée toutes les 100 ms. Les critéres retenus pour évaluer la tendreté de la viande
sont la force maximale de cisaillement (en N) et le travail mecanique (en mJ)

accompli pour cette méme opération (FIGURE 27).

1.4.2 Test de compression bicyclique

Le test de compression bicyclique a été réalisé sur les gels de viande (ou
produits a pate fine ou knackies) découpés en cylindres de 1,2 cm de hauteur et de 1,2
cm de diamétre. Le test de compression est exercé par un cylindre de section égale a 1
cm?, descendant a une vitesse de 80 mm/min. Ce test consiste a faire deux
compressions successives jusqu’a 80% de I’épaisseur initiale (Honikel, 1998). Les
caractéristiques suivantes sont calculées a partir des paramétres de la courbe
enregistrée (FIGURE 28)

Fmax 1: force maximale lors de la premiere compression
Fmax 2 : force maximale lors de la seconde compression
F80% : force a 80 % de compression de I’épaisseur initiale
F20% : force a 20% de compression de I’épaisseur initiale

Al: surface correspondant a la premiére compression
A2 : surface correspondant a la seconde compression
dl: temps nécessaire pour I’obtention de Fmax 1

d2: temps nécessaire pour I’obtention de Fmax 2

La dureté, la cohésion, I’élasticité et la machement sont évalués a partir de ces
valeurs primaires selon Meullenet et al. (1997).

Dureté (hardness, N) : Fmax 1

Cohésion (cohesiveness):  Aire2 / Airel

Elasticité (springiness): Longeur2 / Longeurl

Machement (chewiness, N) : dureté x cohésion x élasticité
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La dureté correspond a la force nécessaire pour mordre complétement
I’échantillon entre les molaires.

La cohésion correspond a la quantité de déformation du matériel, avant sa
rupture compléte, effectuée par les molaires.

L’élasticité correspond au degré auquel I’échantillon retourne a son état
d’origine apres une compression entre la langue et le palais.

La machement correspond au travail nécessaire pour macher un échantillon

jusqu’a ce qu’il soit prét a étre avale.

2. Les analyses des protéines musculaires

L’analyse des protéines musculaires peut étre faite par différentes méthodes en
fonction notamment des propriétés biochimiques des protéines. Les méthodes utilisées

dans cette étude sont les suivantes :

2.1 Extractabilité et dosage des protéines musculaires

Les différents types de protéines sont séparés selon leur solubilité dans des
tampons de forces ioniques différentes. Les protéines les plus solubles sont d’abord
extraites dans un tampon de faible force ionique (LIS : Low lonic Strength). Ensuite,
les protéines moyennement solubles sont isolées par un tampon de haute force ionique
(HIS : High lonic Strength) (Rathgeber et al, 1999a). Enfin, les protéines les moins
solubles sont extraites avec un 3 ™ tampon (Boles et al, 1994).

Un gramme de viande broyée a I’azote liquide est homogeénéisé dans 20 mL de
tampon LIS (1 = 0,12) (0,05 M phosphate de potassium, 1 mM NaN3z, 2 mM EDTA,
pH 7,3, 4°C) pendant 10 secondes et laissé incubé sous agitation pendant 30 min a
4°C. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 17 500 g pendant 15 min a 2°C. Dix
mL de surnageant sont prélevés a 2 cm du fond du tube et conservés dans la glace. Le
reste du surnageant est éliminé et le culot est resuspendu dans 20 mL de tampon LIS,
homogénéisé, puis centrifuge comme décrit précédemment. Dix mL de surnageant
sont récupérés et ajoutés aux 10 mL collectés précédemment (fraction LIS). La

procédure est répétée avec un tampon HIS (u = 0,67) (0,05 M phosphate de
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potassium, 1 mM NaNz, 2 mM EDTA, 055 M KCI, pH 7,3, 4°C). Apres
centrifugation, 10 mL de surnageant sont collectes comme décrit précédemment
(fraction HIS). Le reste du surnageant est éliminé. Le culot est resuspendu dans 40 mL
d’un tampon contenant 75 mM KCI, 10 mM KH;PO4, 2 mM MgCI; et 2 mM EGTA,
pH 7. Deux mL sont prélevés puis passés aux ultrasons (fraction Culot) afin de
solubiliser au mieux les protéines.

Le kit PIERCE BCA™ (bicinchoninic acid) (PIERCE, Rockford, IL, USA) est
utilise pour doser les protéines dans chaque fraction extraite. Le résultat est exprimé

en pourcentage des protéines totales.

2.2 Chromatographie échangeuse d’ions

La chromatographie échangeuse d’ions utilisée ici est une méthode qui permet
de séparer les protéines selon leur hydrophobicité. Le but de cette opération est de
récupérer les protéines basiques des échantillons apres un passage sur une colonne
échangeuse de cations selon une méthode adaptée de Borderies et al. (2003) et
Molette et al. (2005).

Afin de concentrer les protéines et d’éliminer I’activité des protéases, 2 mL de
la fraction LIS sont d’abord mélangés avec un inhibiteur de protéases (GE Healthcare,
Buckingham, England) & 1% (v/v) et filtrés sur un tamis moléculaire Ultrafree-4®
(Millipore, Bedford, MA, USA) (seuil de coupure 10 kDa) a 7500 g pendant 15 min a
4°C. Apreés ajout d’eau ultra-pure additionnée de 1% d’inhibiteur de protéases, une
seconde centrifugation est réalisée dans les mémes conditions que précédemment. Les
protéines de la partie supérieure du tamis sont récupérées et dosees selon la méthode
de Bradford (1976).

L’échantillon a analyser (1,25 mg de protéines dans 10 mM Tris-Cl, pH 8) est
déposé sur une colonne Hi Trap SP-Sepharose (GE Healthcare, Buckingham,
England). La colonne est préalablement équilibrée avec 5 mL de 10 mM Tris-Cl, pH
8. Les protéines basiques sont fixées sur la colonne et les protéines acides et neutres
sont récupérees, par élutions successives, pour étre seéparées par électrophorése

bidimensionnelle. Deux paliers d’élution (0,15 M NaCl ou 0,50 M NaCl) sont réalisés
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dans une solution a 10 mM Tris-Cl, pH 8. Pour chaque palier, 5 fractions sont
collectées en sortie de colonne. Le kit BCA™ (PIERCE, Rockford, IL, USA) est
utilisé pour doser les protéines dans chaque fraction éluée. Les fractions qui présentent
des quantités de protéines supérieures a 40 pg/mL seront analysées en électrophorese

monodimensionnelle (SDS-PAGE) aprés précipitation des protéines au TCA.

2.3 Electrophorése mono-dimensionnelle en conditions dénaturantes SDS-
PAGE

L’électrophorese monodimensionnelle est une méthode de séparation des
protéines selon leur poids moléculaire. Les gels de type SDS-PAGE (Sodium
DodecylSulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) sont realisés d’aprés la
procédure décrite par Laemmli (1970). Des cuves d’électrophorése Mini Protean Il ou
Protean Xi (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) sont utilisées. Les
fractions LIS, HIS, culot, les protéines acides-neutres et basiques sont analysées dans

les mémes conditions générales.

Quarante pg de protéines de fractions LIS, HIS et culot ou 20 pug de protéines
acides-neutres et basiques sont déposés au niveau de chaque piste. Le pourcentage
d’acrylamide des gels de séparation est de 12% pour les protéines acides-neutres,
basiques et la fraction LIS, 8% pour les fractions HIS et culot. Un gel de concentration
(4% d’acrylamide) est utilisé dans tous les cas. Les échantillons sont solubilisés dans
2% (w/v) de SDS, 3,5 M B-mercaptoéthanol, 62 mM Tris-Cl pH = 6,8, 10% (v/v)
glycérol et quelques grains de bleu de bromophénol (Laemmli, 1970). Cette solution
est ajoutée a raison de 1:1 a I’échantillon et I’ensemble est placé au bain-marie
pendant 5 min a 95°C (Boles et al, 1992). La migration est réalisee a 35 mA constant
pour 2 mini gels ou 70 mA constant pour 2 grands gels jusqu’a ce que le front de
migration atteigne le bas des gels. Les gels sont colorés pendant la nuit dans une
solution contenant 0,05% de bleu de Coomassie R-250, 5% (v/v) d’acide acétique et
45% (v/v) d’éthanol absolu. Les gels sont ensuite décolorés dans une solution
contenant 5% (v/v) d’acide acetique et 45% (v/v) d’éthanol absolu par 2 bains
successifs. Des marqueurs de taille (116-0317, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

CA, USA) sont utilisés pour faciliter I’identification des protéines.
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2.4 Electrophoréses bidimensionnelles

L'électrophorese bidimensionnelle est une méthode de séparation des protéines
selon leur point isoélectrique (pl) dans la premiére dimension (isoélectrofocalisation,
IEF) et leur masse moléculaire dans la deuxiéme dimension. Les conditions de
préparation et de migration des échantillons en gels bidimensionnels sont basées sur
celles décrites par Weekes et al. (1999) et Gorg et al (2000). Dans chaque groupe
d’animaux (GR ou GN), dix échantillons de muscle PM prélevés a 20 min post

mortem sont analysés en double par cette technique.

2.4.1 L isoelectrofocalisation (IEF)

Des bandelettes (strip) contenant un gradient de pH immobilisé (Immobilized
pH Gradient, IPG strip, Bio-Rad laboratories Inc., OR, USA) sont utilisées pour I’lEF.

Une gamme de pH 4 a 7 a été utilisée pour I’ensemble des échantillons analysés.

Aprés extraction des protéines musculaires (voir 2.1) et séparation des
protéines basiques par chromatographie échangeuse d’ions (voir 2.2), 300 pg de
protéines a pl acides et neutres sont solubilisées dans une solution de réhydratation
contenant 8,75 M d’urée, 25 M de thiourée, 5% de CHAPS, 50 mM DTT. Les
échantillons sont déposés sur chaque strip (pH 4-7) apres avoir mélangé I’extrait
protéique a la solution de réhydratation. La réhydratation du strip est réalisée pendant
16 h a 20°C, puis I’IEF proprement dite est réalisée de facon progressive jusqu’a
atteindre un cumul de 60 000 Vh par strip dans une IEF Cell (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA). L’intensité maximale est limitée a 50 pA par strip et la
température du plateau de migration est régulée a 20°C. Les IPG strips sont congelés
immédiatement aprés la focalisation et stockés a -20°C jusqu’a ce que la 2°™

dimension soit réalisée.
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2.4.2 La deuxiéme dimension (SDS-PAGE)

Une fois I'IEF finie, la deuxieme migration est réalisée pour séparer les
protéines en fonction de leur poids moléculaire. Une cuve Protean XL (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) et des gels SDS-PAGE a 12% d’acrylamide
sont utilisés. Avant la migration, les strips focalisés sont conditionnés en 2 étapes.
Tout d’abord, ils sont équilibrés pendant 10 min dans une solution réductrice (2%
DTT, 6 M urée, 30% glycérol, 2% SDS et 50 mM Tris-Cl, pH 8,8) puis mis dans une
solution d’alkylation (5% iodoacétamide, 6 M urée, 30% glycérol, 2% SDS et 50 mM
Tris-Cl, pH 8,8) pendant 10 min. Les strips sont ensuite placés sur le gel de 2°™
dimension. La migration est réalisée a 35 mA par gel. Une fois la migration terminée,
les gels sont colorés au nitrate d’argent d’aprés la méthode décrite par Shevchenko et
al. (1996) (ANNEXE)

2.5 Analyse d’image des gels d’électrophorése bidimensionnelle

Pour comparer les profils électrophorétiques du muscle pectoral des dindes a
glycolyse rapide (GR) et a glycolyse normale (GN), I’analyse d’image des gels
d’électrophorese bidimensionnelle est utilisée. La stratégie adoptée pour déterminer
les différences entre les deux groupes d’animaux a été de choisir des seuils de
détection des spots assez élevés afin de retenir ceux qui contiennent une quantité de
protéines suffisante pour étre analysée en spectrométrie de masse. Si cette stratégie est
payante lors du passage au spectrometre de masse, elle est par contre tres exclusive et
ne permet donc pas de retenir les spots (ou protéines) présents en faibles quantités ou

fixant mal le colorant révélateur.

Apres avoir été numérises, les gels d’électrophorése bidimensionnelle ont eté
analysés avec le logiciel Image Master 2D Platinum (GE Healthcare, Buckingham,
England). La premiére étape de I’analyse d’image consiste a réaliser la détection
automatique des spots. Certains paramétres sont utilisés et, par exemple, prennent en
compte une aire minimale des spots. Ensuite, une correction manuelle est effectuée et
des points d’amers sont placés a différents endroits du gel. Pour chagque groupe, un gel

de référence est choisi et les appariements de spots sont réalisés afin de construire le
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FIGURE 29. Graphique en nuage de points de R-I plot avant (A) et apres (B) la
normalisation intensité dépendante. Chaque point représente un spot de protéine
produit par electrophorése 2D et caractérise par son ratio de volume (R = 1092 (Veri
NVeni) et d’intensité (I = 10910 (Veri X Veni). Les spots au dessus de la valeur +1 sont
retenus comme des spots surexprimés dans groupe GR car I’intensité du spot est plus
élevée dans le groupe GR que dans le groupe GN. Au contraire, pour les valeurs
inférieures a -1, ce sont les spots du groupe GN qui sont surexprimés. c(l) est une

équation de ligne de tendance.



gel de référence dans chaque groupe. Enfin, pour déterminer les différences entre les
groupes, les deux gels de référence sont comparés.

Les spots retenus comme différents entre les deux groupes d’animaux le sont selon la
méthode décrite par Meunier et al. (2005)(FIGURE 29). Un seuil de signification de
2 est utilisé pour repérer les spots différents. Le ratio d’intensité prédéfini (Fold
Change = FC) est représenté par deux lignes horizontales (+1 et -1 c'est-a-dire que log
FC = 2). Les spots situes en dessous de la ligne de -1 sont les spots surexprimes du
groupe GN (I’intensité du spot est plus élevée dans le groupe GN). Au contraire, les
spots situés au dessus de la ligne +1 sont les spots surexprimés du groupe GR
(Pintensité du spot est plus élevée dans le groupe GR).

2.6 Spectrométrie de masse

Les protéines d’intéréts sont identifiées par la spectrométrie de masse. Cette
technique analytique est la plus utilisée en protéomique. Aprés obtention des peptides
par digestion proteolytique, deux méthodes sont essentiellement utilisées: la

cartographie peptidique et le séquencage en ligne des peptides.

La cartographie peptidique est obtenue a I’aide du spectrométre MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time Of Flight). Elle consiste a
comparer la liste des masses des peptides obtenues expérimentalement a celle
contenue dans les bases de données qui ont été déduites des sequences génomiques.
L’efficacité de cette méthode relativement simple, et trés courante dans I’approche
protéomique, est donc dépendante du séquencage du génome de I’espece étudiée.
Dans notre cas, aucune donnée n’est disponible dans les bases de données en ce qui
concerne I’espéce dinde (Meleagris galopovo). Le fait de comparer nos listes de
masse a celles d’une autre espece (poulet ; Gallus gallus) conduit a une incertitude
lors de la recherche dans ces bases de données. On peut pallier a cette incertitude en
effectuant une fragmentation des ions principaux dans le MALDI (mode PSD ; Post
Source Decay) et en contrélant que les fragments obtenus correspondent bien aux
séquences peptidiques attendues. Donc, compte tenu des difficultés de recherche dans
les bases de données liées a I’espece, I’utilisation d’un spectrometre de masse dédié au

séquencage des peptides couplé a une chromatographie liquide reste la méthode la
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plus adaptée. En effet, nous pouvons ainsi obtenir plusieurs séquences peptidiques
d’une méme protéine qui vont étre alignées (BLAST) avec I’ensemble des séquences
connues.

L’ensemble de ces analyses a été réalisé sur la plate-forme protéomique de
Toulouse (IPBS) et de I’INRA de Clermont-Ferrand-Theix.

2.6.1 Préparation des échantillons

La digestion des protéines dans le gel de migration a été réalisée d’apres la
méthode décrite par Borderies et al. (2003). Les bandes ou spots contenant les
protéines ont été excisés et transférés dans un tube en polypropyléne. Les morceaux de
gels sont lavés a 2 reprises dans 25 mM NH,COz/acétonitrile (50%/50%) puis séchés
par centrifugation sous vide pendant 30 min. Chaque échantillon est réhydraté avec 10
uL de trypsine modifiée (Promega, France ; sequencing grade) dissoute a raison de 10
pg/mL dans 25 mM NH4COg3. L’incubation a lieu a 37°C toute la nuit. L’échantillon
contenant le digestat est ensuite séché par centrifugation sous vide pendant 30 min,
puis mélange a 25% d’acétonitrile et 1% d’acide formique pour extraire les peptides
du gel. Enfin, ces peptides sont dilués avec 10 pL d’acide trifluoroacétique (TFA) a
0,2%.

Pour I’identification des peptides par cartographie peptidique et PSD (Post
Source Decay), les peptides issus de la digestion trypsique sont dessalés et concentrés
par utilisation de supports C18 Zip-Tip (Millipore, France) avant I’analyse en
spectrométrie de masse. Deux pL de la mixture sont déposés sur le support et celui-ci
est lavé avec 0,1% de TFA. Deux €lutions sont réalisées directement sur la plaque
d’analyse MALDI pour améliorer le signal. Une premiére élution (2,2 L) est réalisée
avec 35% acétonitrile/0,1% TFA et la seconde avec 70% aceétonitrile/ 0,1% TFA. Pour
finir, 1 pL de la matrice acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (60 mg/mL dans 50%

acetonitrile/0,1% TFA) est ajoutée a chaque dép6t de peptides.
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2.6.2 Spectrométrie de masse de type MALDI-TOF

Les spectres de masse ont été enregistrés avec un Voyager-DE™ STR
(PerSpective Biosystems, USA). L’acquisition des spectres se fait en mode positif en
utilisant le mode réflectron. L’ accélération est de 20 kV, le délai de 200 ns et la
tension de grille de 68%. L’ acquisition des masses est réalisée entre 750 et 3000 Da.
Les spectres sont calibrés de fagon interne avec les produits d’autolyse de la trypsine
(ions monoisotomiques MH": 842.51 et 2211.10). Pour la fragmentation en mode
PSD, I’accélération est de 20 kV, le delai de 100 ns et la tension de grille a 75%.

L’identification des protéines est réalisee en utilisant le logiciel Protein
Prospector (http:// prospector.ucsf.edu/). Pour la cartographie peptidique, le
programme MS-Fit est utilisé et pour les résultats de PSD, les données sont analysees
avec MS-Tag (Protein Prospector). Les recherches ont été effectuées sur la base de
données protéiques non redondantes du National Centre for Biotechnology

Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Une seule omission de coupure par

peptide a été autorisée et la tolérance de masse est de 20 ppm.

2.6.3 Q-TRAP

Dans le cas des gels bidimensionnels, les spots d’intérét ont éteé identifiés avec
un spectrométre Q-TRAP™ (AppliedBiosystem/MSD Sciex, USA) équipé d’une

source nano-spray et couplé a une chaine nano-HPLC.

Brievement, les peptides issus de la digestion trypsique sont injectés (LC
Packings Famos autosampler) et concentrés sur une p-Precolumn™ Cartdrige
(PepMap™, LC Packings) C18, 5 pm, 100 A dans le tampon A (0,1% acide formique
dans I’eau). Les peptides sont ensuite séparés sur une colonne 75um ID x 150 mm
C18, 3 um (PepMap™, LC Packings) par un gradient linéaire de 0 & 60% de tampon
B (90% acétonitrile et 0,1% acide formique dans I’eau) durant 30 min. Le débit est de
200 nL/min avec I’utilisation d’une pompe LC Packings Ultimate™ LC. Au cours de

leur élution, les peptides sont infuseés en continu dans la source du spectrometre.
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L’ acquisition sur le spectromeétre est effectuée par une succession de cycles qui
durent environ 4 secondes. Chaque cycle comporte une premiere phase consistant en
un balayage pour évaluer les masses des peptides. Dans une deuxiéme phase, I’état de
charge de chaque peptide est évalué par un balayage sélectif a haute résolution sur les
ions détectés dans la premiére phase et, finalement, les ions présentant un état de
charge égal a deux ou trois sont fragmentés pendant deux phases successives.

Les données collectées pendant cette analyse sont compilées par le logiciel
Analyst (AppliedBiosystems/ MDS Sciex, USA) et soumises au logiciel Mascot
(Matrix Science, London, UK) pour réaliser la recherche dans les bases de données.
Les recherches sont réalisées avec une tolérance de la mesure de la masse de 0,5 Da
en mode MS et 0,3 Da en mode MS/MS. L’identification des protéines est accomplie

en utilisant la base de données du NCBI.

3. Analyses de propriétés biochimiques des protéines

3.1 L’activité enzymatique, I’activité spécifigue et les paramétres cinétiques

L’activité enzymatique, I’activité spécifique et les valeurs de la vitesse
maximale (Vmax) et de la constante de Michaélis-Menten (Km) ont été mesurées pour
I’aldolase A (EC 4.1.2.13) et la GAPDH (EC 1.2.1.12). La valeur Vmax est la vitesse
maximale de la réaction enzymatique et la valeur Km indique I’affinité de I’enzyme
pour son substrat.

Pour la PFK (EC 2.7.1.11) et la Cytochrome ¢ oxydase (COX, EC 1.9.3.1)
seule I’activité enzymatique a été déterminée par une équipe de I’Unité de Recherche

sur les Herbivores de I’INRA de Clermont-Theix.

3.1.1 Aldolase A

Les activites enzymatiques et spécifiques de I’aldolase A sont déterminees
d’aprés la méthode décrite par Koeck et al. (2004). Dans la réaction, le substrat

(fructose 1,6-biphosphate) est transformé en glycéraldéhyde-3-phosphate (G-3-P) et
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FIGURE 30. Représentation graphique selon Lineweaver-Burk et détermination des

valeurs de Vmax et de Km
(http://dept.physics.upenn.edu/courses/gladney/mathphys/subsection4 1 7.html,

consulté 09/2008)



http://dept.physics.upenn.edu/courses/gladney/mathphys/subsection4_1_7.html

en dihydroxyacteone phosphate alors que I’hydrazine se transforme en hydrazone qui
absorbe a 240 nm.
Aldolase A
Fructose-1,6-bisphosphate —— Glycéraldéhyde-3-phosphate +
Dihydroxyacetone phosphate

Environ cent milligrammes de viande sont homogéneéises dans 10 mL de
tampon phosphate (0,1 M phosphate de sodium, 2 mM EDTA pH 7,5, 2°C) pendant
10 secondes et soniqués 2 x 1 min. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 1500 g
pendant 10 min a 4°C. Le surnageant est préleve et les protéines présentes sont dosées
avec le kit BCA™ (Pierce, Rockford, IL, USA).

Afin de déterminer I’activité de I’aldolase A, le surnageant est dilué 5 fois avec
le tampon phosphate. Un mL de substrat (12 mM fructose-1,6-diphosphate, pH 7,5), 2
mL d’indicateur (3,5 mM hydrazine hémisulfate, 0,1 mM EDTA, pH 7,5) et 0,1 mL
de surnageant sont mélangés dans la cuve de mesure. Le taux de réduction du substrat
est mesuré par un spectrophotometre a 240 nm et 25°C pendant 15 min. L’ activité

enzymatique et I’activité spécifique sont ensuite calculées :

Activité enzymatique (Penteéch - Pentey C) x dilution

poids d’échantillon (g)

Activité Spécifique (Unit/mg) (Penteéch - Penteblanc) x dilution

protéines (mg/mL) x volume final

Les valeurs de Vmax et de Km sont estimées a partir de la représentation
graphique de Lineweaver-Burk (FIGURE 30). On trace les variations de la valeur de
I’inverse de la vitesse de réaction pour différentes concentrations de substrat (1/v =
f(1/s)). Les valeurs de Vmax et de Km sont alors calculées a partir de la droite obtenue.
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TABLEAU 8. Concentrations en réactifs des solutions utilisées pour déterminer les

valeurs de Vmax et de Km de I’aldolase A.

Concentration Hydrazine (mM) _Fructose-1,6- EDTA (mM)
diphosphate (mM)
1/4x 0,88 3 0,025
1/2x 1,75 6 0,050
1x 3,50 12 0,100
5X 17,5 60 0,500

TABLEAU 9. Concentrations en réactifs des solutions utilisées pour déterminer les
valeurs de Vmax et de Km de la GAPDH.

Concentration Arséniate de  Cysteine-HCl  NAD* (mM)  GAP (mM)

sodium (mM) (mM)
1/4x 1,25 1,25 0,25 1
1x 5 5 1 4

5X 25 25 5 20




3.1.2 GAPDH

Les activités enzymatique et spécifique de la GAPDH sont déterminées
d’aprés la méthode décrite par Crow et al. (1979). Dans la réaction suivie, le substrat
(G-3-P) donne du 1,3 bisphosphoglycérate tout en consommant du NAD®. La
variation d’absorption mesurée a 340 nm correspond a la diminution de la
concentration en co-facteur (NAD").

GAPDH
Glycéraldéhyde-3-phosphate + NAD* + Pi __ \ 1,3-bisphosphoglycerate +
v NADH + H*

Environ cent milligrammes de viande sont homogénéisés dans 10 mL tampon
triethanolamine (125 mM triéthanolamine ; TEA, 2 mM EDTA, pH 7,8, 2°C) pendant
10 secondes et soniqués 2 x 1 min. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 1500 g
pendant 10 min a 4°C. Le surnageant est préleve et les protéines sont dosees avec le
kit BCA™ (Pierce, Rockford, IL, USA).

Afin de mesurer les activités de la GAPDH, on mélange 125 mM de tampon
Triéthanol amine, pH 7,8, 5 mM d’arséniate de sodium, 5 mM de cysteine-HCI, 1 mM
NAD*, 4 mM G-3-P et le surnageant dilué dans la cuve de mesure du
spectrophotomeétre. Comme la réaction débute trés rapidement, il est préférable de
conserver toutes les solutions a 4°C. La réaction est ensuite suivie par le
spectrophotomeétre a 340 nm, a 30°C pendant 5 min.

L’activité enzymatique et I’activité spécifique de I’enzyme sont ensuite
calculées comme décrit plus haut. Les différentes concentrations en substrats et en co-
facteurs utilisées pour I’aldolase A et la GAPDH sont reportées dans les TABLEAUX
8et9.

3.1.3PFK

L activité enzymatique de la PFK est déterminée d’aprées la méthode décrite
par Beutler et al. (1971). Dans la réaction suivie, I’activité enzymatique de la PFK est
mesurée en présence de la pyruvate kinase (PK) et de la lactate deshydrogenase
(LDH). La variation d’absorption mesurée a 340 nm correspond a la diminution de la

concentration en NADH.
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PFK

Mg2+

Fructose-6-phosphate + ATP ———  Fructose-1,6-diphosphate + ADP
PK

ADP + Phosphoénolpyruvate ——»  ATP + Pyruvate
LDH

Pyruvate + NADH — > Lactate + NAD"

Environ 200 milligrammes de viande sont homogénéisés dans 4 mL de tampon
SET (0,25 M sucrose, 2 mM EDTA et 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 4°C) pendant 30
secondes. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 10 000 g pendant 5 min a 4°C.
Le surnageant est prelevé et conservé a 0°C.

Afin de mesurer I’activité de la PFK, on mélange 1 pL de surnageant avec 1
mL de solution contenant 0,07 M Tris-HCI (pH 8,0), 1,4 mM MgCl,, 4,5 mM KCL,
0,71 mM Phosphoénolpyruvate, 0,65 mM Fructose-1,6-diphosphate, 0,4 mM NADH,
1 mM ATP, 1,8 mM Fructose-6-phosphate, 0,08 U de PK et 0,96 U de LDH dans la
cuve de mesure du spectrophotometre. La réaction est ensuite suivie par le
spectrophotomeétre a 340 nm, a 25°C pendant 2 min. L’ activité enzymatique da la PFK
est exprimée en micromoles de substrat dégradées par minute et par gramme de
muscle (umol. min *.g™%)

Ces analyses ont éte réalisées en collaboration avec ’'URH de I'INRA de

Clermont-Ferrand-Theix.

3.1.4 COX

La COX est une enzyme de la chaine respiratoire. Elle catalyse la reaction
d’oxydation du cytochrome C (forme réduite). L’activité enzymatique de la COX est
déterminée d’aprés la méthode décrite par Smith et Conrad (1956).

COX
2 Cytochrome ¢ (réduit) + %2 O, + 2H*  ——» 2 Cytochrome C (oxydé) + H,O

Environ 200 milligrammes de viande sont homogénéisés dans 4 mL de tampon

SET (0,25 M sucrose, 2 mM EDTA et 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 4°C) pendant 30

secondes. Les échantillons sont ensuite congelés et décongelés quatre fois dans de
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I’azote liquide afin de briser la paroi cellulaire et de relacher la COX hors de la
matrice mitochondriale. L’homogénat est conservé a -20°C.

Afin de mesurer I’activité de la COX, on mélange 20 pL d’homogénat avec 1
mL de solution a pH 7,4 contenant 90 uM de cytochrome C (forme réduite) et 50 mM
de phosphate de potassium dans la cuve de mesure du spectrophotométre. La réaction
est suivie par le spectrophotométre a 550 nm, a 25°C. L’activité enzymatique da la
COX est exprimée en micromoles de cytochrome C (forme reduite) dégradées par
minutes et par gramme de muscle (umol. min *.g™).

Ces analyses ont été réalisées en collaboration avec I’'URH de I'INRA de

Clermont-Ferrand-Theix

3.2 Western Blot

La technique du Western Blot (ou immunoblot) est utilisée pour détecter la
présence, en plus ou moins grande quantité, d’une protéine spécifique dans un
échantillon a I’aide d’un anticorps reconnaissant cette protéine. Cette technique utilise
donc d’abord I’électrophorése pour separer les protéines en fonction de leur poids
moléculaire, puis ces protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose.
L’anticorps primaire spécifique a la protéine d’intérét est alors mis au contact de la
membrane. Aprés différents ringages, I’anticorps secondaire, marqué ici a la
peroxydase, est utilisé pour repérer I’anticorps primaire et la présence du complexe
protéine - anticorps primaire - anticorps secondaire est finalement révélée par
chimioluminescence. Cette méthode utilise des substances chimiques qui émettent une
luminescence directement proportionnelle a la concentration en protéines présentes et

qui impressionne un film photographique sensible.

Les Western Blots dirigés contre la GAPDH ont été réalisés sur les
échantillons prélevés a 20 min post mortem alors que ceux dirigés contre I’actine et la
chaine lourde de la myosine ont été réalisées sur les échantillons prélevés a 20 min et
a 24 h post mortem. Par contre, nous n’avons pas pu utiliser cette méthode contre
I’aldolase A et la PFK parce que, a ce jour, il n’existe pas, dans le commerce,
d’anticorps spécifiques utilisables chez la dinde pour ces enzymes. Tous nos essais
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réalisés a partir d’anticorps disponibles commercialement (généralement spécifiques

de I’lhomme ou d’autres mammiferes) se sont en effet tous révelés négatifs.

Pour réaliser le Western Blot de la GAPDH, I’extrait protéique réalisé pour la
mesure de I’activité enzymatique a été utilisé. Pour les Western Blots anti-actine et
anti chaine lourde de la myosine, la fraction de protéines extraite par le tampon HIS
est utilisée. Les quantités de protéines déposées sont 1, 5 et 10 pg pour la GAPDH,
I’actine et la chaine lourde de la myosine, respectivement.

Un gel SDS-PAGE a 12% d’acrylamide est utilisé pour la GAPDH et a 8%
pour I’actine et la chaine lourde de la myosine. Les conditions de migration sont
identiques a celle décrites plus haut. Une fois la migration terminée, le gel, la
membrane de nitrocellulose (Hybond™ ECL™, Amersham Pharmacia Biotech,
Munich, Germany) et les filtres (Whatman, Sigma, England) sont immergés dans la
solution de Trans Blot (25 mM Tris, 192 mM glycine et 20% (v/v) méthanol) pendant
20 min. Le transfert est ensuite réalisé a 100 V a 4°C pendant 1h ou a 30 V et 4°C
pendant la nuit. La qualité du transfert est vérifiée par une coloration de la membrane
au rouge Ponceau (6,6 mM rouge Ponceau S, 1% acide acétique glacial).

Les membranes sont ensuite placées successivement dans la solution bloquante (3%
(w/v) de lait dans du PBS (phosphate buffer saline)) puis avec les anticorps primaires
suivants :

- mouse anti-GAPDH (MAB 374, Chemicon, Germany)

- mouse anti-actine (MAB 1501, Chemicon, Germany)

- mouse anti-myosine (F59, DSHB, USA)

Aprés incubation avec I’anticorps secondaire (goat anti-mouse 1gG, AP 127P,
Chemicon, Germany), les complexes réalisés sont visualisées grace a des substances
chimioluminescences (Pierce, IL, USA). Le développement du film est réalisé apres
passage dans une solution de révélation (AL4, Kodak) puis dans une solution de
fixation (LX24, Kodak). Enfin, I’intensité des bandes d’échantillons est estimée a
I’aide du logiciel Image Master 2D Platinum (GE Healthcare, Buckingham, England).
Elle est exprimée en pourcentage des protéines de référence. La quantité de 0,5 pg de
protéines GAPDH pure est utilisée comme référence pour le Western Blot de GAPDH
alors que 2 et 5 pg de protéines myofibrillaires du muscle pectoral du méme poulet
sont utilisées comme référence pour celui de I’actine et de la chaine lourde de la

myosine, respectivement. Quelle que soit la série d’analyses, c’est toujours le méme
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TABLEAU 10. Concentrations en anticorps primaires et secondaires utilisés pour

réaliser les Western Blots dirigés contre la GAPDH, I’aldolase A et la chaine lourde

de la myosine (MHC).

Protéine GAPDH Actine MHC
Nom MAB 374 MAB 1501 F59
Anti -
nticorps Concentration
rimair
Prima® — gans3% (wiv)  1:1000 1:1000 1:25
de lait
Nom Goat anti-mouse 1gG, AP 127
Anticorps Concentration
secondaire

dans 3% (w/v)
de lait

1:50 000 1:50 000 1:25000




extrait de muscle du méme poulet qui a servi de référence. Les concentrations utiles
des différents anticorps primaires et secondaires sont présentées dans le TABLEAU
10.

3.3 Détermination du potentiel glycolytigue

Lorsque I’on cherche a estimer la concentration en glycogéne musculaire
immédiatement avant I’abattage, a partir d’un échantillon prélevé post mortem, il est
nécessaire de tenir compte de la dégradation du glycogene survenant entre le moment
de I’abattage et le prélevement (Monin et al., 1981). Monin et Sellier (1985) ont donc
proposé une estimation de la concentration musculaire en réserve énergétique au repos
par une détermination du potentiel glycolytique (PG). Le PG représente la quantité de
composés glucidiques susceptibles de se transformer en acide lactique lors de la
glycogenolyse post mortem. Cette quantité est exprimée en pumol d' « équivalents

lactate » par gramme de tissu frais :

PG (umol lactate/g) = 2 ([glycogéne] + [glucose] + [glucose-6-P]) + [lactate]

Charpentier (1968) a montré en effet que les principaux composés impliqués
dans la glycogénolyse et la glycolyse, dont les concentrations sont non négligeables
dans le muscle post mortem quel que soit le stade, sont le glucose libre, le glucose-6-
phosphate (G-6-P), le glycogene et I’acide lactique. C'est la raison pour laquelle ces
composeés entrent dans le calcul du PG.

Les teneurs en glycogene, glucose, glucose-6-phosphate (glucose-6-P) et en
acide lactique sont mesurées pour estimer la valeur du potentiel glycolytique (Monin
et Sellier, 1985) du muscle PM dans les échantillons prélevés a 20 min et a 24 h post

mortem.

Le glycogene, ses métabolites et I’acide lactique sont déterminés par des
méthodes enzymatiques aprés hydrolyse du glycogéne par I’amyloglucosidase
(Dalrymple & Hamm, 1973, pour le glucose et le glucose-6-phosphate ; Bergmeyer,
1974, pour le lactate). Les échantillons de viande sont préalablement lyophilisés et les
concentrations finales sont calculées en g de tissu frais en considérant une teneur en

eau du muscle de 75%.
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Le protocole est le suivant ; 200 a 300 mg de muscle lyophilisé sont broyés
pendant 45 secondes dans 10 mL d’acide perchlorique (PCA) 0,5 M. Des fractions
aliquotes de 0,5 mL sont prélevés et le reste est centrifugé pendant 20 min a 1646 g.
Aprés centrifugation, des quantités aliquotes de 0,5 mL de surnageant sont prélevées
et neutralisées par 2,5 M de K,COs3. Ces quantités aliquotes sont destinées au dosage
des meétabolites tels que le glycogéne, le glucose et le glucose-6-P. Le reste du
surnageant est prélevé pour le dosage de I’acide lactique.

Pour le dosage du glycogéne avec hydrolyse, 2 mL de tampon acétate (pH =
4,8) contenant 2 mg/mL d’amyloglucosidase, sont ajoutés a I’aliquot, apres
neutralisation avec 50 ul de potasse a 30%. La préparation est maintenue pendant 3 h
a 38°C et elle est régulierement agitée tous les 20 min. A la sortie du bain- marie, 100
ul de PCA 3 M sont ajoutés pour arréter la réaction. Les échantillons sont centrifugés
pendant 15 min & 2772 g et le surnageant est recupéré par filtration sur laine de verre.

Le principe du dosage du glucose résultant de I’hydrolyse du glycogéne est
basé sur les réactions suivantes :

Hexokinase
Mg?®*, pH 7,6
Glucose + ATP ADP + glucose-6-P

Glucose-6-P déshydrogénase
Glucose-6-P + NAD®  —— > 6-phospho-gluconolactone + NADH + H*

Quand on procede a I’hydrolyse, le dosage de ces 3 composés (glucose libre,
glucose-6-P et glycogene) se fait simultanément. En ajoutant la glucose-6-P
déshydrogénase et I’hexokinase, on obtient alors la concentration en glycogéne, en
glucose et en glucose-6-P. Quand on procéde sans hydrolyse, le dosage de ces 3
composeés se fait individuellement en ajoutant separément les enzymes : on différencie
alors le glucose libre (ne provenant pas de I’hydrolyse du glycogene) et le glucose-6-
P. Par différence [(glycogene + glucose + glucose-6-P) — (glucose + glucose-6- P)], on
obtient alors la concentration en glycogene. Les quantités mesurées sont toujours
déterminees par la variation de la densité optique a une longueur d’onde de 340 nm.

Pour I’acide lactique, 2 essais et 1 témoin sont mesurés pour chaque
échantillon sur lesquels on ajoute 2 mL de milieu de réaction. Ce milieu de réaction
est formé d’un tampon 0,2 M Tris et 0,1 M hydrazine ; pH 9 et de 2 mg NAD" / mL
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de tampon. Sur les essais, on ajoute 0,05 mL de lactate déshydrogénase (LDH) alors
qu’aux témoins on ajoute 0,05 mL de tampon. Aprés adjonction de I’enzyme et
agitation, on attend 3 h a température ambiante (le temps d’incubation). Le dosage du

lactate est basé sur le principe suivant :

LDH
Acide lactique + NAD* acide pyruvique + NADH + H*

Acide pyruvique + Hydrazine pyruvate hydrazone

La quantité d’acide lactique est proportionnelle & la quantité de NADH, H*
formée au cours de la réaction. Cette quantité est mesurée par variation de la densité

optique (dosage spectrophotométrie) a une longueur d’onde de 340 nm.

3.4 guantitative-Reverse Transcription PCR (qRT-PCR)

La méthode de gRT-PCR permet la quantification des acides ribonucléiques
messagers (ARNm) présents dans un échantillon. Cette technique transcrit d’abord les
brins d’ARNmM en acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNCc), puis amplifie
ces ADNCc par une réaction en chaine de polymeérisation. Pour cela, I’ARN est tout
d’abord extrait, puis rétrotranscrit en ADNCc, et enfin quantifié par la PCR en temps
réel. Quinze échantillons, prélevés a 20 min post mortem dans chaque groupe
d’animaux, ont été analysés en triple exemplaire pour I’aldolase A car pour la
GAPDH, des amorces spécifiques de la dinde n’ont pas pu étre obtenues.

Ces analyses ont été réalisées en collaboration avec I’'URA de I'INRA de Tours-

Nouzilly.
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3.4.1 L’extraction d’ARN et sa préparation pour la transcription

reverse

L’ARN total a été extrait selon la méthode de Chomczynski et Sacchi (1987) a
I’aide du kit RNA NOW ™ (Ozyme, St. Quentin, France). A cause de la fragilité des
ARN, les différentes étapes d’extraction sont réalisées a 4°C. Cent mg de tissu
musculaire sont homogénéisés avec 1 mL de RNA NOW™ dans un broyeur a bille
(Retsch MM 301, Haan, Germany) pendant 4 min a 300 Hz. Deux cents puL de
chloroforme pur sont ajoutés a I’homogénat. La solution est ensuite agitée et laissée a
reposer dans la glace pendant 5 min. Environ 650 puL de surnageant sont récupérés
aprés centrifugation a 12 000 g pendant 10 min. On ajoute ensuite un volume égal
d’isopropanol, on agite et on laisse dans la glace pendant 10 min. Aprés une nouvelle
centrifugation, le surnageant est eliminé. Le culot d’ARN extrait est nettoye par 2
lavages avec 1 mL d’éthanol 70% froid puis centrifugé 5 min a 5 000 g. Le culot est
alors séché a I’air libre. 11 est ensuite dissous dans 30 pL d’eau ultra pure et conservé a
-80°C.

La concentration en ARN est mesurée par un spectrophotomeétre a 260 nm. Le
rapport de la densité optique a 260 et a 280 nm, qui permet d’apprécier la
contamination des ARN par des protéines, doit étre entre 1,8 et 2,0. L’intégrité des
ARN est Vérifiée en déposant 0,5 pg d’ARN sur un gel d’agarose a 1% préparé avec
du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 0,5X et en présence de bromure d’éthidium
(BET).

La solution d’ARN est traitée a la désoxyribonucléase (DNAse, kit DNA-
free™, Applied Biosystems, CA, USA) pour éliminer toute trace d’ADN génomique :
A dix pg d’ARN (solution a 1ug/uL) sont ajoutés 1 pL de Tampon DNAse et 1 pL de
I’enzyme DNAse (rDNAse, 2U/uL). Aprés incubation a 37°C pendant 30 min, 1 pL
d’inhibiteur de I’activité DNAse est ajouté. La solution est ensuite incubée 2 min a
température ambiante. Cing L du surnageant sont prélevés aprés une centrifugation a
10 000 g pendant 2 min. Il peut étre stocké a -80°C jusqu’a I’étape de transcription

inverse.
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TABLEAU 11. Séquencage et caractéristiques des amorces utilisées pour détecter le

niveau de transcription du gene codant pour I’aldolase A.

Taille (base)
Nom Séquence .
d’amorc d’ampli
e con
Aldolase
A- CGG-CGG-AGT-CAT-CCT-CTT-C 19
F334
123
Aldolase
A- CAC-AAC-GCC-TTT-GTC-AAC-CTT 21
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3.4.2 Transcription inverse et quantification par PCR

A 5 pL de la solution d’ARN traités a la DNAse sont ajoutées un mélange
contenant 1 pL d’inhibiteur de RNAse (RNAseOUT™, 40 U/uL, Invitrogen™, CA,
USA), 1 pL d’hexaméres nucléotidiques (Random Primer, 0,5 pg/uL, Promega, WI,
USA), 1 uL de désoxynucléotide (dNTP mix, 10 mM, Sigma, MO, USA), 1 uL
d’enzyme reverse transcriptase (SuperScript II ™ Reverse transcriptase 11, 40 U/uL,
Invitrogen™, CA, USA), 2 uL de DTT (0,1 M), 4 yL de tampon nécessaire pour
établir les conditions optimales d’action de I’enzyme (5X First strand buffer,
Invitrogen™, CA, USA) et 5 pL d’eau ultra pure. La réaction est réalisée a 42°C
pendant 50 min minimum. Les ADNc sont mélangés avec 10 pL d’eau ultra pure
avant sa conservation a -20°C.

Les séquences des amorces spécifiques du géne codant pour I’aldolase A sont
choisies sur la base des séquences d’ADNc du poulet publiées sur le site du NCBI.
Deux amorces différentes (forward et reverse) et la taille de I’amplicon attendu sont
présentés dans TABLEAU 11.

La gPCR est réalisée a I’aide du kit gPCR MasterMix Plus pour SYBR® Green
| (Eurogentec, Seraing, Belgium) et du kit Pre-Developed TagMan® (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Le SYBR Green et la sonde TagMan sont utilisés pour
visualiser I’amplification de I’ADNc du géne codant pour I’aldolase A et celui de
I’ARN ribosomal 18S respectivement. Ces mélanges sont constitués de dNTPs, d’une
ADN polymeérase activée a 95°C, d’une Uracile-N Glycosylase (UNG), de 5 mM de
MgCl,, d’un stabilisateur, d’une référence passive et du SYBR Green ou de la sonde
TagMan. Les ADNCc issus de la transcription inverse sont diluées au 1/5000 ™ et
déposés en triple exemplaire sur des plaques de 96 puits. Chaque plaque contient un
contrdle négatif (eau) ainsi qu’une référence (préparé a partir de 1,5 uL d’ADNCc des
30 echantillons et 15 échantillons pour chaque groupe d’animaux réalisés en trois
exemplaires) permettant la comparaison des différentes plaques de PCR.

La réaction de PCR en temps réel est réalisée a partir de 5 uL d’ADNc dilué
en présence de 1pL d’amorce sens (F), 1 uL d’amorce anti-sens (R), 5,5 puL d’eau
ultra pur, 12,5 pL des mélanges pour la réaction SYBR® Green ou en présence de 1
pL d’amorce sens (F) et anti-sens (R) et de sonde (Q), 6,5 pL d’eau ultra pure et 12,5
ML des mélanges pour la réaction TagMan. La réaction de PCR est réalisée a I’aide de
I’appareil thermocycleur ABI Prism® 7000 (Applied Biosystems, Applera France
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S.A., Courtaboeuf, France) dans les conditions suivantes : une dénaturation initiale
(95°C, 10 min), puis 40 cycles d’amplification comprenant une étape de dénaturation
(95°C, 15 secondes) suivi par une phase d’hybridation et d’élongation (60°C, 1 min).
Dans le cas de I’utilisation de SYBR® Green, la spécificité de la réaction est attestée
par une courbe de dissociation réalisée (95°C, 15 secondes ; 60°C, 20 secondes et
95°C, 15 secondes) a la fin des 40 cycles.

Une analyse automatique est reéalisée par le logiciel 7000 System Software et
chaque réaction est caractérisée par un cycle seuil (Ct) correspondant au nombre de
cycles nécessaires pour que la fluorescence émise dépasse un seuil de détection
préalablement défini. Le Ct est inversement proportionnel au nombre de copies du
fragment amplifié. Au cours de la réaction de PCR, les valeurs de Ct sont mesurées a
un seuil de détection invariant pour chaque échantillon ainsi que pour une référence
constituée d’un pool de de tous échantillons des groupes GR et GN. Les niveaux
d’expression de I’aldolase A sont ensuite calculés selon I’équation de Pfaffl (2001) :

Quantite relative d’ARNm exprimée = A Ct ajdolase A (référence - échantilion) = A Ct 185 (référence

— échantillon)

4. Les analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques est effectué a I’aide du logiciel SAS
(SAS Institute, 1989).

Toutes les mesures sont analysées en double sauf celles de la gRT-PCR qui
sont réalisées en trois exemplaires. Les résultats sont presentés sous la forme de la
moyenne + écart-type. Les valeurs de Vmax et de Ky sont calculées selon un modeéle
d’analyse de régression linéaire.

Les analyses de variance a un facteur sont effectuées selon le General Linear
Model (GLM) avec I’effet du groupe ou I’effet du temps comme facteur fixé. Pour
certaines analyses de variance, le modéle prend aussi en compte I’effet du groupe, du
temps, de I’animal dans son groupe ainsi que I’interaction groupe-temps.

Les corrélations entre les variables ont été analysees selon Pearson par le
logiciel SAS. Les analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisées suivant
la procédure Princomp de SAS basée sur la matrice des corrélations.

Les valeurs de P < 0,05 (*), P < 0,01 (**) et P < 0,001 (***) sont considérées

comme significatives.
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RESULTATS



1V. Résultats

Les dindes de chair de souche BUT 9 utilisées dans cette étude sont des dindes
sélectionnées pour leur croissance rapide et leur bons rendements en muscles,
notamment pectoraux. Les valeurs des poids vifs obtenues (moyenne de 15 kg a 19
semaines) sont conformes a ce qui est attendu pour des males de ce génotype, de cet

age et de ce mode de production.

1. Les valeurs du pH a 20 min et a 24h post mortem

La valeur du pHyomin du groupe GR est inférieure de 0,4 unité a celle du
groupe GN (5,81 + 0,07 et 6,21 + 0,01 pour les groupes GR et GN, respectivement, P
< 0,001). Au contraire, la valeur du pHu n’est pas différente entre les deux groupes et
se situe autour 5,80. La température intra-musculaire mesurée dans le PM a 20 min

post mortem (environ 42°C) est identique dans les deux groupes.

2. Les propriétés technologiques et organoleptiques de la viande

L’effet de la vitesse de chute du pH sur les propriétés technologiques et
organoleptiques de la viande de chaque groupe d’animaux a été étudié. Les propriétés
technologiques étudiées concernent le pouvoir de rétention en eau, I’aptitude a la
transformation (le rendement NAPOLE et I’élaboration de pates fines). Au niveau
organoleptique, on a appreécié la couleur de la viande fraiche et la texture de la viande

cuite.

2.1 Les caractéristiques de la viande fraiche

Les caractéristiques de couleur, du pouvoir de rétention en eau et de texture de
la viande fraiche sont rapportées dans le TABLEAU 12, et les FIGURES 31 et 32.
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TABLEAU 12. Evolution de la couleur du muscle PM de dindes a glycolyse rapide

(GR) et a glycolyse normale (GN) au cours de la conservation pendant 9 jours a 4°C

(moyenne + écart-type, n = 20)

Jours
J1 J3 J6 J9
GR 50,14 + 2,51 49,64+250 4897+294 5187+3,75
L* GN 49,06 + 3,00 49,68+2,34 49,62+1,89 5283+2,63
Statistiques NS NS NS NS
GR 5,86 +1,34 509+ 2,10 4,77 +1,94 476 +1,75
a* GN 5,06 + 0,61 3,61+ 0,69 3,35+ 0,68 3,50 +0,78
Statistiques * ** *x **
GR 0,26 + 0,95 3,68+ 1,34 4,02 + 0,95 5,56 + 1,67
b* GN 0,19 + 0,66 3,11 +0,81 4,28 +1,09 5,66 +1,23
Statistiques NS NS NS NS
Pertes ala E— *
conservation
| O GR
Pertes ala Ij‘ NS @GN
décongélation
Pertes a la NS
cuisson
0 5 10 15 20

pertes (% poids initial)

FIGURE 31. Capacités de rétention en eau de muscle PM de dindes a glycolyse
rapide (GR) et a glycolyse normale (GN). Les résultats (moyenne + écart-type, n = 20)

sont exprimés en % du poids initial.



2.1.1 La couleur de la viande

La couleur des escalopes du muscle pectoral de dinde est mesurée tous les
trois jours pendant 9 jours de conservation a 4°C (TABLEAU 12). Les résultats
montrent que la valeur de L* (autour de 50) et la valeur de b* (environ 3) ne sont pas
différentes entre les groupes GR et GN quel que soit le moment de la mesure. Au
contraire, la viande du groupe GR présente des valeurs de a* toujours supérieures a

celles du groupe GN et ce a tous les temps post mortem.

2.1.2 Le pouvoir de rétention en eau

Les pertes en eau au cours de la conservation en froid positif, a la
décongélation et a la cuisson ont été mesurées sous la forme d’écoulement spontané
(FIGURE 31). Seules les pertes a la conservation sont significativement différentes
entre les 2 groupes (P < 0,05) avec des valeurs plus importantes dans le groupe GR
que dans le groupe GN (environ 4% au maximum apres 9 jours de conservation). Les
valeurs moyennes des pertes a la décongélation et a la cuisson de I’ensemble des
viandes GR et GN sont 4,25% et 14,62%, respectivement.

2.1.3 Test de cisaillement

La viande cuite du groupe GR a une force maximale de cisaillement, ainsi que
la valeur de travail associee, plus élevée que dans le groupe GN (P < 0,01) (FIGURE
32).

2.2 Les produits transformés

Des essais de transformation par saumurage-cuisson (rendement NAPOLE)
ont été réalisés pour I’ensemble des échantillons des deux groupes. Un autre test de
transformation de la viande par formation d’un produit a pate fine (type knackies) a

également servi a réaliser des tests de compression bicyclique.

62



Fmax (N)

50 1

40

30 A

20 A

10

(A)

GR

**

GN

OGR
@GN

Travail (mJ)

200 -

150 -

100 -

50

GR

(B)

**

GN

FIGURE 32. Force maximale de cisaillement (A) et valeur du travail mécanique (B)

obtenues avec le test de cisaillement (Warner-Bratzler) réalisé sur la viande cuite

(moyenne + écart-type, n = 20)

63



102 - -,

100 -

98 - [JGR
@GN

96 -

% poids initial

94 -

92 -

90 -
GR GN

FIGURE 33. Rendement NAPOLE de muscle PM de dinde a glycolyse rapide (GR)
et a glycolyse normale (GN). Les résultats (moyenne + écart-type, n = 20) sont

exprimes en % du poids initial.

TABLEAU 13. Valeurs du pH, du rendement de transformation et du test de
compression bicyclique des pates fines cuites elaborées a partir de viande de PM de

dinde (moyenne + écart-type, n=20) des groupes GR et GN.

GR GN Statistiques
pH avant cuisson 5,/9+0,10 5,76 + 0,09 NS
pH aprés cuisson 5,72 + 0,09 5,69 + 0,10 NS
Rendement (%) 87,58 + 4,68 90,40 + 3,14 *
Dureté (N) 41,86 + 6,38 38,76+ 5,71 NS
Cohésion 0,34 + 0,03 0,32 + 0,03 NS
Elasticite 1,0004 + 0,003  1,0006 + 0,003 NS

Machement (N) 14,23 + 3,31 12,45+ 2,74 NS




2.2.1 Rendement NAPOLE

La viande du groupe GR présente des valeurs de rendement NAPOLE plus
faibles que celles du groupe GN (FIGURE 33). Un écart de 3,47 points de rendement
peut ainsi étre mis en évidence entre les 2 groupes (P < 0,01).

2.2.2 Péate fine de viande

Les pates fines élaborées avec la viande du groupe GR présentent un
rendement de transformation plus faible que celui du groupe GN (TABLEAU 13, un
écart de 2,82 point, P < 0,05). Par contre, aucun des parameétres de texture mesurés
ensuite avec le test de compression bicyclique ne permet de distinguer les échantillons
GR des GN.

3. Les protéines musculaires

Les protéines des muscles PM de dinde GR ou GN préleves a 20 min et a 24 h
post mortem ont été étudiées a I’aide de plusieurs méthodes comme I’extractabilité par
des tampons de forces ioniques différentes, des techniques de chromatographie
échangeuse d’ions, des Western Blots ainsi que des profils électrophorétiques mono-

et bidimensionnels.

3.1 Extractabilité des protéines musculaires

Les quantités de protéines extraites du muscle PM de dinde par les tampons
LIS, HIS et culot sont présentées dans le TABLEAU 14.

A 20 min post mortem, I’extractabilité des protéines des fraction HIS et culot
sont significativement (P < 0,05 et P < 0,001 pour fraction HIS et culot,
respectivement) moindres dans le groupe GR que dans le groupe GN. A 24 h post
mortem, les échantillons du groupe GR ont également des valeurs d’extractabilité des

protéines LIS et HIS plus faibles que celles du groupe GN.
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TABLEAU 14. Valeurs de I’extractabilité des protéines musculaires des PM de dinde
des groupes GR et GN a 20 min et a 24 h post mortem (moyenne + écart-type,

exprimée en pourcentage des protéines totales)

20 min 24 h P (temps)

Fraction LIS
GR 24,81 + 0,93 26,29 + 2,05 *x
GN 24,96 + 1,03 29,28 + 1,13 folalal
P (groupe) NS falahed

Fraction HIS
GR 6,79 + 1,00 14,36 + 6,00 foleka
GN 7,63+ 1,17 18,16 + 4,66 faleka
P (groupe) * *

Culot

GR 26,31 + 3,09 28,80 + 6,21 NS
GN 30,70+ 2,86 26,98+ 4,36 *x
P (groupe) Fhx NS

65



(A) (B)

20 min post mortem 24 h post mortem
LIS GR g GN GR g GN
ERHEsEBBEE8EZ 3 z £ 2

33

e |
8
Tl
B8
e
il

| ess

HIS

Culot GR

PM (kDa)

=R R Py B

FIGURE 34. Profils électrophorétiques SDS-PAGE des protéines musculaires (40
pg/piste ; gels & 12% acrylamide pour LIS et a 8% pour HIS et Culot) du muscle PM
de dinde prélevés a 20 min (A) et a 24 h (B) post mortem. Les fleches indiquent les

bandes des protéines d’intensité différentes.



Dans les groupes GR et GN, les extractibilités des fractions LIS et HIS sont
plus grandes a 24 h qu’a 20 min post mortem. Pour la fraction des protéines extraites
dans le tampon résiduel (culot), les valeurs restent équivalentes entre 20 min et 24 h
post mortem pour les échantillons GR, alors qu’elles baissent significativement (de
30,70 a 26,98 %, P < 0,01) pour les échantillons GN.

3.2 Electrophoréses monodimensionnelle de type SDS-PAGE

Les protéines extraites avec les tampons LIS, HIS et culot a 20 min et a 24 h
post mortem ont été séparées par la technique SDS-PAGE (FIGURE 34).

Quelle que soit la fraction considérée, il n’y a pas de réelles différences entre
les profils électrophorétiques des groupes GR et GN a 20 min post mortem. Par contre,
a 24 h post mortem, pour les fractions HIS et culot, des différences sont mises en
évidence entre le groupe GR et le groupe GN (FIGURE 34B). En effet, quelques
animaux (n = 4) du groupe GR présentent une forte baisse d’intensité des bandes
situées autour de 45 kDa et 200 kDa. L’analyse en spectrométrie de masse (voir
TABLEAU 15) a revélé la présence de la proteine actine G a 45 kDa. La bande de
200 kDa est considérée comme étant la chaine lourde de la myosine sur la base de son
poids moléculaire de référence.

Les profils obtenus avec les protéines des fractions LIS ne présentent pas de

différences entre les deux groupes quel que soit le temps post mortem considéré.

3.3 Western Blots anti-actine et anti- myosine

Aprés I’identification des bandes d’intensités différentes comme celles de
I’actine G et de la chaine lourde de la myosine, la technique du Western Blot a permis
de réaliser leurs quantifications relatives. La FIGURE 35 rapporte les resultats du
Western Blot contre I’actine et la chaine lourde de la myosine a 20 min et 24 h post
mortem.

Aucune différence n’existe entre les valeurs enregistrées pour les deux
groupes a 20 min post mortem. Les valeurs relatives estimées augmentent avec le

temps post mortem quelle que soit la molécule ou le groupe d’animaux considére.
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TABLEAU 15. Identification par MALDI-TOF-MS de la présence d’actine G dans la bande située autour de 45 kDa.

Nom
d
© Score Nombre Poids
a données la séquence Mascot  recouvrement  peptides (kDa)
n alignés
d
e
_ Actin, alpha skeletal
UniProt. Gallus
GR 05 P68139 muscle 11052 33,2% 4 42 051 5,2
21.01.2007 gallus _
(Alpha-actin-1)
_ Actin, alpha skeletal
UniProt. Gallus
GR 11 P68139 muscle 593 670 35,3% 4 42 051 5,2
21.01.2007 gallus _
(Alpha-actin-1)
_ Actin, alpha skeletal
UniProt. Gallus
GR 13 P68139 muscle 594 123 35,3% 4 42 051 5,2
21.01.2007 gallus _
(Alpha-actin-1)
_ Actin, alpha skeletal
UniProt. Gallus
GR 15 P68139 muscle 1,41 e+9 38,5% 4 42 051 5,2
21.01.2007 gallus

(Alpha-actin-1)




(A)

**

NS

160

=

N

o
|

0O 20min
@ 24h

80

(% de réference)

40 ~

GR Actine GN

(B)

NS

NS

160

120 -

0O 20min
E 24h

(% de réference)
(0]
o
1

N
o
|

GR GN
Myosine Chaine Lourde

FIGURE 35. Quantités relatives d’actine (A) et de chaine lourde de la myosine (B)
estimées par la technique Western Blot des muscles PM de dindes prélevées a 20 min
(moyenne + écart-type, n=20) et a 24 h post mortem (moyenne + écart-type, n=19 et

18 pour GR et GN, respectivement).
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FIGURE 36. Teneur en protéines a pl acide et neutre dans du muscle PM de dinde

prélevé a 20 min et a 24 h post mortem (moyenne + écart-type, n=10) dans les groupes
GR et GN.



A 24 h post mortem, les échantillons du groupe GN présentent une quantité
d’actine détectée supeérieure a celle du groupe GR (P < 0,01). Cette observation n’est

par contre pas valable pour la chaine lourde de la myosine.

3.4 Chromatographie avec échange d’ions

Les protéines musculaires du PM de dinde de dix échantillons prélevés a 20
min et a 24 h post mortem dans chaque groupe sont séparées selon leur hydrophobicité
par passage sur une colonne échangeuse d’ions. Les protéines non retenues par la
colonne sont les protéines dont le pl est acide ou neutre. Au contraire, les protéines

fixées sur la colonne sont les protéines dont le pl est basique.

3.4.1 Les protéines a pl acide ou neutre

Les quantités éluées de protéines a pl acide ou neutre sont présentées dans la
FIGURE 36. Quel que soit le groupe considére, le moment du prélévement du muscle
n’influe pas sur la quantité de protéines acides ou neutres éluées. Par contre, le groupe
GN présente des quantités de protéines acides ou neutres supérieures a celles du
groupe GR a 20 min post mortem (P < 0,05). Cette différence n’existe plus a 24 h post

mortem.

3.4.2 Les protéines basiques

Les protéines basiques sont d’abord éluées avec une solution de NaCl a 0,15
M, puis & 0,50 M. Les concentrations en protéines des 5 fractions finalement
collectées sont presentées dans la FIGURE 37. Ces graphiques montrent que les
quantités de protéines sont maximales dans la deuxiéme fraction quel que soit le
tampon d’élution et le type d’individu.

Les valeurs de concentration reportées sont identiques dans presque toutes les
fractions entre les groupes GR et GN. Cependant, a 20 min post mortem, la quantité de
protéines de la deuxiéme fraction éluée avec 0,50 M de NaCl est plus élevée dans le
groupe GR que dans le groupe GN (FIGURE 37A).
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FIGURE 37. Concentrations (en pug/mL) des protéines basiques dans les différentes fractions collectées avec 0,15 M NaCl et 0,50 M NaCl a 20

min (A) et a 24 h (B) post mortem (moyenne + écart-type, n=10) dans les muscles PM des dindes GR ou GN.
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FIGURE 38. Profils électrophorétiques SDS-PAGE des protéines basiques éluées
avec 0,15 M NaCl (A) a 20 min et 24 h post mortem et éluées avec 0,50 M NaCl (B) a
20 min post mortem. Coloration au bleu Coomassie R250. Chaque piste correspond a
une fraction (20 pg/piste).



Seules les fractions contenant plus de 40 pg/mL de protéines ont ensuite été
déposées sur des gels en conditions SDS-PAGE. Les profils électrophorétiques
obtenus avec les tampons 0,15 M et 0,50 M de NaCl sont présentés dans la FIGURE
38. Les protéines éluées avec les tampons 0,15 M de NaCl presentent des profils SDS-
PAGE similaires (FIGURE 38A) a 20 min et a 24 h post mortem. Malgré une certaine
variabilité individuelle, les profils obtenus avec les tampons 0,50 M de NaCl sont
globalement identiques entre les groupes GR et GN (FIGURE 38B).

3.5 Electrophoréses bidimensionnelles et Analyse d’image

Apres passage sur la colonne échangeuse d’ions, les protéines a pl acides ou
neutres de dix échantillons de chaque groupe sont séparées par électrophorése
bidimensionnelle (2 gels/animal).

L’image du gel de référence (ou master gel) du groupe GR et du groupe GN
est présentée dans la FIGURE 39. Aprés analyse d’images des gels, environ 300 spots
sont détectés dans chaque groupe d’échantillons et 150 sont matchés. Les spots
présentant des intensités différentes sont retenus selon la méthode de Meunier et.al.
(2005). Le graphique de la FIGURE 40 montre qu’il y a finalement 7 spots dont
I’intensité est tres fortement différente entre le groupe GR et le groupe GN.

Parmi ces 7 spots, un seul (le numéro 104) a pu étre identifié par la
spectrométrie de masse en MALDI TOF-TOF comme étant celui de la chaine A de la
transthyrétine (ou préalbumine) (TABLEAU 16). Les autres ont ensuite été analysés
par la spectrométrie de masse de type Q-TRAP qui est plus performante. La méme
protéine est identifiée pour le spot numéro 146. Les autres sopts ne sont pas identifiés
car ils présentent une trop faible quantité de protéines ou bien que leur séquence est

indisponible dans la base de données du poulet.
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FIGURE 39. Gels bidimensionnels obtenus a partir de 300 pg de protéines acides et
neutres du muscle PM de dinde prélevés a 20 min post mortem. La premiére
dimension est réalisée entre pH 4 et 7. Le gel de seconde dimension contient 12%

d’acrylamide. Coloration au nitrate d’argent.
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FIGURE 40. Graphiques en nuage de points obtenus avant (A) et apres (B) la

normalisation

d’intensité dépendante selon Meunier et al. (2005). Chaque point

représente un spot de protéine acide et neutre du muscle PM de dinde (a 20 min post

mortem) séparé par électrophorese bidimensionnelles. Aprés la normalisation, il y a 7

spots d’intensité différente entre le groupe GR et le groupe GN.



TABLEAU 16. Les résultats obtenus aprés analyse par le spectromeétre de masse des spots différentiellement exprimés entre les groupes GR et

GN

Spots sur exprimés dans le groupe GR

. s Nombre
Nom de \FES;[L?T]%E/) Base de Taxonomie Re:;irtle;\ce Nom de la Score Taux de de PM pl
spot . g données . protéine Mascot  recouvrement peptides (kDa)
intensité séquence alignés
102 1,37 Non identifié* - - - - - - - -
134 1,39 Non identifié* - - - - - - - -
146 1,16 3 Gallus i chame A, 4227 58% 8 5.1
, NCBInr gallus 0i/1633502  Transthyretin 0 14161 :
(Préalbumine)
626 1,31 Non identifié? - - - - - - - -
Spots sur exprimés dans le groupe GN
4 Gallus - chate A 4227 58% 8 5.1
104 -3,70 NCBInr allus 0i/1633502  Transthyretin 0 14161 '
g (Préalbumine)
257 -1,29 Non identifié” - - - - - -
408 -1,14 Non identifié* - - - - - -

! Non identifié & cause d’une quantité de protéine faible.
2 Non identifié & cause d’une basse de données indisponible chez le poulet.
% |dentifié par la spectrométrie de masse en Q-TRAP.
*1dentifié par la spectrométrie de masse en MALDI TOF-TOF.
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TABLEAU 17. Effet de la vitesse de chute du pH sur les activités spécifiques de
I’aldolase A, de la GAPDH, de la PFK et de la COX et sur les valeurs de Vmax et de
Km de I’aldolase A et de la GAPDH dans le muscle PM de dindes GR ou GN a 20

min post mortem (moyenne + écart-type, n=20). NA = Non Analysé

Aldolase A
Activité spécifique Vmax Km
(Unit/mg) (Unit/mg) (mM)
GR 2,35+0,21 1,90 + 0,45 8,0+22
GN 2,61+0,28 1,93+0,54 8,0+29
Statistiques el NS NS
GAPDH
Activité spécifique Vmax Km
(Unit/mg) (Unit/mg) (mM)
GR 49,38 + 19,02 153+7,.2 29+14
GN 66,59 + 24,71 19,9+ 8,8 36+17
Statistiques * NS NS
PFK
Activité spécifique Vmax Km
(Unit/mg) (Unit/mg) (mM)
GR 7,25 + 3,13 NA NA
GN 34,01 + 15,74 NA NA
Statistiques el - -
COX
Activité spécifique Vmax Km
(Unit/mg) (Unit/mg) (mM)
GR 16,81 + 2,52 NA NA
GN 23,67 + 6,84 NA NA

Statistiques el - -




4. Propriétés biochimiques de certaines protéines

4.1 Les activités spécifiques de I’aldolase A, de la GAPDH, de la PEK et de la

COX ainsi que les paramétres Michaéliens de I’aldolase A et de la GAPDH.

Les activités spécifiques de I’aldolase A, de la GAPDH, de la PFK et de la
COX ainsi que les parametres du modele enzymatique de Michaélis-Menten pour
I’aldolase A et la GAPDH du muscle PM de dinde (a 20 min post mortem) des
animaux GR et GN sont rapportés dans le TABLEAU 17.

Les activites spécifiques de I’aldolase A, de la GAPDH, de la PFK et de la
COX sont significativement différentes entre les deux groupes d’animaux. Si les
muscles du groupe GN présentent des activités spécifiques toujours plus élevées que
dans le groupe GR, les valeurs des Vmax et des Km de I’aldolase A et de la GAPDH
ne sont pas différentes. Les écarts d’activité specifique sont significatifs mais faibles
pour I’aldolase A et relativement élevés pour les trois autres enzymes, notamment

pour la PFK car le ratio GN/GR atteint une valeur moyenne de 5.

4.2 Western Blot anti- GAPDH

La quantite relative de GAPDH présente dans les muscles a 20 min post
mortem a été estimée par Western Blot. L’analyse de I’abondance relative de cette
enzyme ainsi mesurée ne montre pas de différence significative entre les deux groupes
d’animaux. (FIGURE 41)

4.3 Potentiel glycolytique et principaux produits de la glycolyse anaérobie

Toutes ces mesures ont été réalisées sur des échantillons prélevés a 20 min et a
24 h post mortem. Les échantillons du groupe GN présentent initialement (a 20 min
post mortem) une teneur plus élevée en glycogéne (P < 0,001) et plus faible en
glucose et lactate (P < 0,001), que ceux du groupe GR (TABLEAU 18). Par contre, a
20 min post mortem, on ne note pas de différence significative pour la teneur en

glucose-6-phosphate entre les deux groupes.
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FIGURE 41. Quantité relative de GAPDH en % de la protéine de référence (0,5 pg de
GAPDH purifiée) estimée par la technique du Western Blot dans le muscle PM de

dinde a 20 min post mortem (moyenne + écart-type, n=20).



TABLEAU 18. Teneurs des principaux produits de la glycolyse anaérobie et valeur du
potentiel glycolytique du muscle PM de dinde a 20 min (moyenne + écart-type, n = 20)
et a 24 h post mortem (moyenne + écart-type, n = 19 et 18 pour GR et GN,

respectivement) issues des les groupes GR et GN.

20 min 24 h P(temps)
Glycogene (umol/g)
GR 5,51 + 3,67 0,62 + 0,50 ok
GN 14,06 + 5,02 0,79 + 0,66 *okk
P (groupe) Hkk NS

Glucose (umol/g)

GR 2,50 + 0,54 2,45+ 0,84 NS
GN 1,62 + 0,37 2,16 + 0,82 *
P (groupe) Fhx NS

Glucose-6-phosphate (umol/g)

GR 0,23 +0,22 1,77 +191 faleie
GN 0,21 + 0,22 2,29 +1,43 Fkk
P (groupe) NS NS

Lactate (umol/g)

GR 99,62 + 7,68 115,61 + 6,78 Fkk
GN 78,05 + 6,03 114,85 + 10,13 falaied
P (groupe) Fxk NS

Potentiel glycolytique® (umol lactate/g)

GR 116,08 + 9,63 125,29 + 9,96 ol
GN 109,83 + 10,28 125,34 + 13,54 falaied
P (groupe) NS NS

! potentiel glycolytique = 2 ([glycogéne] + [glucose] + [glucose-6-phosphate]) + [lactate]
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FIGURE 42. Effet de I’origine de I’échantillon sur le niveau d’expression du géne
codant pour I’aldolase A a 20 min post mortem. La quantité relative d’expression du
géne est presentée sous la forme de moyenne + écart-type rapportée au taux
d’expression de I’ARNm 18S.



A 24 h post mortem, il n’y a plus de différences pour les teneurs en différents
métabolites (glycogene, glucose, glucose-6-phosphate et lactate) entre les viandes des
groupes GR et GN.

Pour les deux groupes d’animaux, la teneur en glycogene est inférieure a 24 h
par rapport & 20 min post mortem. Au contraire, les teneurs en glucose-6-phosphate et
en lactate sont supérieures a 24 h par rapport a 20 min post mortem. Seule, pour le
groupe GN, la teneur en glucose a 24 h est plus elevée qu’a 20 min post mortem (P <
0,05).

Méme si on observe une augmentation de la valeur du potentiel glycolytique
entre 20 min et 24 h post mortem dans les deux groupes d’échantillons cette valeur ne

differe jamais d’un groupe a I’autre.

4.4 Produit de la gRT-PCR pour I’aldolase A

Le taux d’expression du géne codant pour I’aldolase A dans chaque groupe
d’animaux, a 20 min post mortem, a été étudié en gRT-PCR. Le résultat obtenu
montre des niveaux moyens d’expression de I’ARNm correspondant équivalents entre
les groupes GR et GN (FIGURE 42).
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TABLEAU 19. Synthése de différentes études rapportant les valeurs de pH précoce

et/ou ultime chez le porc, la dinde ou le poulet.

Viande ou génotype

pH précoce

pHu

Référence

PORC (divers muscles)

NN 6,22 562a
Nn 5,94 5,60 a Fisher et al., 2000
nn 5,36 544D
NN 6,45 561a .
nn 6,11 5,58 b Gil et al., 2003
NN 6,35 552 b
Nn 6,13 5,56 ab Monin et al., 1999
nn 5,68 5,60 a
Normal 5,63 a Van der Wal et al.,
PSE 5,39 b 1988
Normal 6,13 5,49
PSE 5’73 5’53 MOya et al., 2001
Normal 5,96 a Kuo et Chu et al.,
PSE 5,60 b 2003
Normal 599 a o
PSE 5.36 b Schilling et al., 2004
Normal 559a
PSE 5.30 b Warner et al., 1997
Normal 5742
PSE 534 b Jooetal., 1999
Normal 5,60
PSE 5.40 Van Laack et al., 1994
Normal 6,05 5,45 Lopez-Bote et al.,
PSE 5,60 5,36 1989
Normal 6,30 5,90
PSE 6'00 5,60 Shen et a.l., 2006
GN 6,12 .
GR 5,78 Choi et al., 2007
DINDE (muscle PM)

GN 6,44 5,88 )
GR 5,80 569 Pietrzak et al., 1997
Normal 6,18 5,96
PSE 5,95 584 McKee et Sams, 1997
GN >6,00 571
GR <5,80 567 Rathgeber et al., 1999
GN 6,24 5,91
GR 5,90 584 Fernandez et al., 2002
GN > 6,50 5,66
GR <6,20 5'70 Hahn et a.l., 2002
GN 6,47 5,67

POULET (muscle PM)
Pale 5,70
Normale 5.96 Van Laack et al., 2000
Croissance rapid 6,48 5,93 El Rammouz et al.,
Croissance lente 6,53 5,73 2004a




V. Discussion

La viande PSE est caractérisée par une couleur pale, une texture molle et un
pouvoir de rétention en eau faible. Ces défauts caractéristiques sont le résultat de
I’accélération du métabolisme post mortem qui conduit a une chute rapide du pH
musculaire alors que la température de la carcasse reste élevée. La combinaison basse
valeur du pH — température élevée au cours du développement de la rigor mortis
entraine la dénaturation des protéines musculaires (porc : Bendall et Wismer-
Perdersen, 1962 ; Fernandez et al., 1994b ; dinde : McKee et Sams, 1998 ; Molette et
al., 2003 ; Sams et Alvarado, 2004). Warris et Brown (1987) ont ainsi montré qu’une
vitesse de chute du pH élevée entre 30 min et 1 h post mortem est le facteur principal
qui détermine la sévérité de I’état PSE chez le porc. Lawrie (1998) montre plus
précisément que lorsque le muscle est soumis simultanément a un pH inférieur a 6 et a
une température supérieure a 35°C, la dénaturation des protéines est maximale.

Alors que la relation pH précoce bas - viande PSE est clairement identifiée, la
relation avec la valeur du pHu est moins évidente comme le montre le TABLEAU 19
dans lequel sont rapportées différentes valeurs de pH précoce et de pHu chez le porc
et les volailles. Quelques auteurs y observent une valeur de pHu normale dans le cas
de viandes PSE (Briskey, 1964 ; Offer et Knight, 1988 et VVan Laack et al., 1994). Par
contre, dans certains cas extrémes de viandes PSE, la valeur du pHu peut étre plus
faible (Offer et Knight, 1988) que la normale ou au contraire, comme le montrent
Fernandez et al. (1994a), il peut ne pas y avoir de relation significative entre le pH
4smin €t le pHu dans le muscle Longissimus dorsi chez le porc (r = 0,18).

Dans notre étude, les viandes du groupe GR ont des valeurs de pH 2omin
inférieures de 0,40 unité a celles du groupe GN. Par contre, les valeurs de pHu et de
température a 20 min post mortem sont identiques dans les deux groupes (pHu = 5,80 ;
Toomin = 42°C). Les valeurs de pHzomin €t de pHu observées dans notre étude sont
similaires a celles rapportées par Pietrzak et al. (1997)(TABLEAU 19 ; pHzomin = 5,80
et 6,44 ; pHu = 5,69 et 5,88 pour les groupes GR et GN, respectivement). Comme eux,
et a la lecture d’une valeur inférieure de pHzo min du groupe GR associée a des valeurs
identiques de pHu entre les deux groupes, nous pouvons considérer que la viande du

groupe GR a bien une vitesse de la chute de pH post mortem plus élevée que celle du
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groupe GN. Cette seule accélération de la chute du pH combinée a une température
initiale élevée (> a 40°C a 20 min post mortem) du muscle nous place idéalement,

sensu stricto, dans les conditions livresques de développement du syndrome PSE.

1. Parametres technologiques et sensoriels de la viande

Les attributs majeurs affectant la qualité des viandes de volailles sont
I’apparence, la texture, la jutosité, le golt ainsi que le pouvoir de rétention en eau.
Parmi ceux-ci, I’apparence, particulierement la couleur, et la texture sont les plus
importantes car elles influencent fortement le choix du consommateur au moment de
I’achat et sa satisfaction finale du consommateur (Fletcher, 1999 et 2002 ; Alvarado et
Sams, 2004).

L’altération d’apparence des viandes peut étre affectée par la combinaison bas
pH — température élevée, comme le montrent diverses études réalisées sur ces deux
facteurs. Un effet de la température élevée sur la valeur du L* est rapporté par McKee
et Sams (1998) et Molette et al. (2003). Ces auteurs notent ainsi que les muscles
conservés a 40°C pendant les premiéres heures post mortem ont des valeurs de L*
supérieures par rapport a ceux conservés a 4°C. Au contraire, Alvarado et Sams
(2004) ne mettent pas en évidence d’effets sur la valeur de L* lors du stockage des
muscles a température élevée pendant I’installation de la rigor mortis.

Plusieurs auteurs observent aussi une relation entre la valeur de L* et une
valeur anormalement basse du pHu dans les viandes de volailles. Ainsi, quand des
dindes sont placées en conditions de stress thermique aigu juste avant I’abattage, les
valeurs de L* de la viande ne différent pas (dinde : Northcutt, 1994 ; Owens et al.,
2000b), sont supérieures (dinde : Froning et al., 1978) ou encore, sont inférieures
(poulet : Soares et al., 2003) chez les animaux stressés par rapport aux animaux non
stressés. L’effet de I’origine génétique des animaux sur la valeur de L* est aussi
observé par Le Bihan-Duval et al. (2001). Ces auteurs montrent cependant une faible
valeur de corrélation entre la valeur de L* et la vitesse de croissance (r = 0,16,
P<0,05). Lorsque des dindes sont sélectionnées en fonction de la valeur du pH
précoce (15 min ou 20 min post mortem), Pietrzak et al. (1997) et Fernandez et al.
(2001) mettent en evidence des valeurs de L* plus élevées pour la viande issue de

dindes GR par rapport a celle issue de dindes GN. Au contraire, Rathgeber et al.
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(1999a), Hahn et al. (2002) et Molette et al. (2005) ne rapportent pas de différences
de valeurs de L* entre des viandes de dindes GR ou GN.

Dans notre étude, nous ne mettons pas en évidence de différence de valeurs de
L* (situées autour de 50) entre les viandes des groupes GR et GN. Par contre, nous
trouvons une corrélation négative entre la valeur de L* et la valeur du pHu (r = - 0,53,
P <0,01) (FIGURE 43) ce qui est bien en accord avec les résultats rapportés dans des
études précédentes (Barbut (1993), r = - 0,71, P < 0,01; McCurdy et al. (1996), r = -
0,62, P < 0,05 et Fletcher (1999), r = - 0,64, P < 0,001). On pourrait donc dans notre
étude, comme dans certaines citées plus haut, confondre I’effet vitesse et I’effet
amplitude de chute du pH mais ce ne sera pas notre cas puisque nos valeurs de pHu
sont identiques dans les deux groupes.

Les valeurs de a* (indice de rouge) obtenues ici sont plus élevées dans la
viande du groupe GR que dans celle du groupe GN. Ce résultat est en accord avec
d’autres études sur la viande PSE (dinde : Rathgeber et al., 1999a ; Hahn et al., 2002 ;
Fernandez et al., 2002 ; Molette et al., 2005 et porc: Joo et al., 1999). Une des
explications possibles pourrait étre que les pertes en eau sont plus importantes dans le
cas des viandes du groupe GR et, en supposant que la quantité initiale de myoglobine
est la méme dans les deux groupes, on assisterait donc a une augmentation de la
concentration en myoglobine présente dans les viandes du groupe GR, donc a une plus
forte valeur de I’indice de rouge. Cette hypothese reste a vérifier notamment en dosant
la concentration en myoglobine de la viande des deux types d’animaux. Une autre
hypothése pouvant expliquer la valeur plus élevée de I’indice a* dans un groupe plutot
que dans I’autre pourrait résider dans une teneur plus grande en hémo-myoglobine des
muscles les plus rouges a cause d’un nombre plus élevé de battements d’ailes ante
mortem. C’est ce que rapportent Ngoka et Froning (1982) et Début et al (2003). Ces
auteurs expliquent que les battements des ailes conduisent en effet a un afflux sanguin
et a une accumulation d”’hémoglobine dans le muscle PM et donc a une augmentation
de la valeur de a* de la viande. Début et al. (2003) rapportent alors une corrélation
positive (r = 0,30, P < 0,01) entre la durée totale des battements des poulets, pendant
I'accrochage et I'amenée au poste d'étourdissement, et la valeur de a* du muscle PM.
Malheureusement, étant en situation industrielle (cadence élevée de la chaine
d’abattage, peu d’accessibilité aux postes d’accrochage, taille importante du lot), nous
n’avons pas pu enregistrer ce parameétre chez les GR et les GN afin de vérifier cette
hypothese.
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Notons cependant, qu’a I’opposé, Pietrzak et al. (1997) ne trouvent pas de
différence de valeurs de a* dans le muscle PM entre des dindes GR et GN.

La valeur de b* (indice de jaune) n’est généralement pas utilisée pour
caractériser la viande PSE que ce soit chez le porc ou chez les volailles car elle n’est
pas discriminante pour ce phénomene. Dans la viande, d’une maniere générale, la
valeur de b* augmente fortement entre le jour de I’abattage et le 3°™ jour de
conservation (Santé, 1993) a cause de I’oxydation des pigments carnés. Dans les
résultats que nous obtenons, les valeurs de b* ne sont pas différentes entre les viandes
des groupes GR et GN pendant 9 jours de conservation. Par contre, les valeurs de b*
des groupes GR et GN augmentent bien pendant les 3 premiers jours de conservation
(de 0,2 a 3,4). Cette augmentation doit étre due a I’oxydation des substances
colorantes du muscle.

Méme si la couleur péale est un des défauts originels des viandes PSE, ce
critére de tri est assez controversé en particulier pour la viande de volailles. En effet,
la simple prise en considération de la couleur ne semble pas étre suffisante pour
distinguer les viandes PSE des viandes normales chez les volailles (Molette et al.,
2002).

Un autre paramétre souvent utilisé pour distinguer les viandes PSE des viandes
normales est un pouvoir de rétention en eau (PRE) dégradé dans les viandes PSE. Le
PRE non seulement affecte la tendreté de la viande, qui est prise en compte par le
consommateur dans son appréciation du produit, mais influence aussi les pertes au
cours de la transformation de la viande ce qui est un facteur économique important
pour les industriels. Ce PRE concerne essentiellement les pertes au cours de la
conservation et de la cuisson. Dans de nombreux cas, les pertes a la décongélation et
au cours de différentes types de transformations peuvent aussi étre concernées.

Chez les volailles, des différences de pertes en eau au ressuage (Hahn et al.,
2002) et a la cuisson (dinde : Froning et al., 1978 ; McKee et Sams, 1998 ; poulet :
Woelfel et al., 2002) sont mises en évidence lors de la présence du syndrome PSE.

Dans notre étude, les pertes a la conservation des viandes GR sont plus élevées
de 1% par rapport a celles des viandes GN. Par contre, aucune différence de pertes a la
décongélation ainsi qu’a la cuisson n’est mis en évidence entre nos deux groupes de

viande.
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Nous trouvons également que la viande du groupe GR présente une aptitude a
la transformation en pate fine et un rendement de saumurage — cuisson (NAPOLE)
plus faibles que ceux du groupe GN. (écarts de 3,5% et 2,8%, respectivement). Ces
aptitudes inférieures des viandes du groupe GR sont en accord avec les résultats
observés par Pietrzak et al. (1997), Rathgeber et al. (1999a), Fernandez et al. (2001)
et Molette et al. (2005) chez la dinde et par Van Laack et al. (2000) chez le poulet.
Tous ces auteurs notent que les rendements obtenus sont toujours plus faibles dans le
cas des animaux présentant un défaut de type PSE par rapport aux témoins.

Nous rapportons une différence de PRE entre les viandes des groupes GR et
GN alors que les valeurs de L* (autour 50) sont similaires entre les deux groupes.
Toutefois, une corrélation positive entre la valeur de L* et les pertes a la cuisson (r =
0,38, P < 0,05, FIGURE 44) peut étre mise en évidence. Ce résultat est en accord
avec ceux de Barbut (1993, r = 0,87, P < 0,01).

Le PRE plus faible des viandes PSE est généralement considéré comme étant
le résultat de la combinaison bas pH — température élevée qui conduit a la
dénaturation des protéines musculaires (Joo et al., 1999 ; Alvarado et Sams, 2004 ;
Barbut et al., 2008). Dans une étude réalisée chez le porc, Offer (1991) démontre que
les tétes de myosine se rétrécissent de 19 nm a 17 nm a la suite d’une exposition a un
bas pH dans le muscle et a une température élevée de la carcasse. La diminution de 2
nm des tétes de myosine semble suffisante pour rapprocher les filaments fins et épais
les uns des autres. En conséquence, I’eau normalement présente entre ces filaments est
évacuée au niveau des espaces extracellulaires ce qui conduit a une augmentation de

la quantité d’eau finalement exsudee.

Parmi les qualités organoleptiques de la viande, la tendreté est souvent
considérée comme étant le critere le plus important pour le consommateur (Gerelt et
al., 2002).

Dans notre étude, la perte en eau plus élevée du groupe GR pourrait étre a
I’origine d’une diminution de la tendreté de la viande cuite avec une force maximale
de cisaillement (+32%) et un travail mécanique (+45%) plus importants dans le cas
des viandes du groupe GR. Ces résultats sont en accord avec ceux de Froning et al.
(1978), Barbut (1993) McKee and Sams (1998) et Molette et al. (2003) chez la dinde
et ceux de Van der Wal et al. (1988) et Monin et al. (1999) chez le porc. Ces auteurs

suggerent aussi que la tendreté de la viande PSE est augmentée quand elle est crue
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(d’ou le caractére « Soft » de la viande), et est, au contraire, diminuée quand elle est
cuite.

La texture peut aussi étre appréeciée sur des produits transformés comme les
pates fines de viande du type « Knackies». Dans le cas des viandes PSE, quelques
études rapportent alors une plus faible cohésion de celles-ci : chez le porc, Camou et
Sebranek (1991) mettent en évidence une moindre résistance au cours du test de
compression lorsque ces pates fines sont fabriquées avec de la viande PSE. Chez la
dinde, Rathgeber et al. (1999a) rapportent aussi une plus faible cohésion, indicateur de
I’altération de la fonctionnalité des protéines, pour les pates fines de viandes issues de
dindes GR. Au contraire, dans notre étude, nous ne pouvons pas mettre en évidence de
difféerence des parametres rhéologiques (la dureté, la cohésion, I’élasticité et le
méachement) pour des pates fines fabriquées a partir des viandes GR et GN. Par contre,
on peut noter que le rendement de fabrication des pates fines est inférieur de 2,82%
avec de la viande du groupe GR par rapport a celui du groupe GN ce qui peut avoir un

impact non négligeable sur I’intérét industriel de telles viandes.

En conclusion a cette partie de I’étude, on peut retenir que la viande des
volailles présentant une chute rapide du pH ne montre pas toujours tous les caractéres
de qualité inférieure de la viande PSE : couleur pale, texture molle et pouvoir de
rétention en eau faible. Ainsi, le terme de PSE est-il, peut-étre, abusif dans certains cas
chez les volailles, et le terme de « PSE-like », par ailleurs utilisé par certains auteurs,
semble alors plus approprié. C’est ce que nous ferons dans la suite de notre étude, car
si la viande du groupe GR présente une chute rapide du pH post mortem, elle n’a pas

tous les défauts caractéristiques des viandes PSE notamment chez le porc.

Apres avoir verifié que nos deux groupes d’animaux avaient bien des défauts
de qualité de viande imputables a la seule accélération de la chute du pH, nous allons
maintenant nous intéresser aux éventuelles origines physico-chimiques de ces défauts

c'est-a-dire aux possibles modifications du protéome musculaire.
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2. Parameétres biochimiques et protéomiques

En plus des propriétés technologiques et sensorielles, nous avons aussi étudié
les propriétés biochimiques et protéomiques du muscle PM des viandes des groupes
GR et GN. Plusieurs méthodes telles que I’extractabilité des protéines, la séparation
des protéines par électrophorese mono- ou bidimensionnelle, la quantification relative
de protéines d’intérét par la technique de Western Blot ainsi que des mesures de

parametres enzymatiques et métaboliques ont été utilisées.

L’extractabilité des protéines est un bon indicateur de I’altération des protéines
musculaires (Van Laack et al., 2000). Pour autant, la comparaison absolue des
résultats d’extractabilité pour les protéines sarcoplasmiques et/ou myofibrillaires reste
difficile entre les différentes études. En effet, les protocoles different largement d’une
étude a I’autre, notamment vis-a-vis de la force ionique des tampons utilises, des
temps d’extraction et de centrifugation ou bien de la méthode de dosage des protéines.
Ainsi, ici, nous ne comparerons que les tendances d’évolution intra-étude.

Plusieurs auteurs rapportent que la viande de type PSE-like présente une
extractabilité des protéines musculaires plus faible tant au niveau sarcoplasmique
(similaire & notre fraction LIS) qu’au niveau myofibrillaire (similaire & notre fraction
HIS) (porc : Bendall et Wismer-Pedersen, 1962 ; Sayre et Briskey, 1963 ; Boles et al.,
1992 ; Warner et al., 1997 ; Joo et al., 1999 ; Wilson et Van Laack, 1999 ; Kuo et
Chu, 2003 ; dinde : Santé et al., 1995 ; Rathgeber et al., 1999a ; Molette et al., 2003).

Dans notre étude, I’extractabilité des protéines a été mesurée a 20 mineta 24 h
post mortem. La viande du groupe GR a une extractabilité plus faible que celle du
groupe GN a 20 min post mortem pour les fractions HIS et Culot, ainsi qu’a 24 h post
mortem pour les fractions LIS et HIS. Cette diminution de la solubilité des protéines
peut étre un résultat de la combinaison d’un bas pH et d’une température élevée qui
altererait la structure des protéines et conduirait ainsi a la modification de la solubilité
des protéines de la viande du groupe GR (Gil et al., 1998). Toutefois, Ma et Addis
(1973) ne trouvent pas de différence d’extractabilité des protéines entre des muscles
de dindes de type GR et GN. Au contraire, Rathgeber et al. (1999a) rapportent aussi
une diminution de I’extractabilité des protéines sarcoplasmiques et myofibrillaires

pour la viande de dinde PSE-like a 15 min post mortem. Nos résultats obtenus a 24 h
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post mortem sont également en accord avec ceux de Rathgeber et al. (1999a). Chez le
porc aussi, Boles et al. (1992), Warner et al. (1997) et Joo et al. (1999) obtiennent les
mémes résultats avec de la viande PSE.

Nous observons également que les extractabilités des protéines
sarcoplasmiques et myofibrillaires a 24 h post mortem sont supérieures a celles
obtenues a 20 min post mortem. Cette augmentation peut étre un résultat issu du début
de la maturation de la viande lorsque des enzymes endogénes, en particulier les
protéinases, provoquent I’altération des fibres musculaires (Kijowski, 2001). Dans la
viande de porc, Gils et al. (1998) rapportent ainsi une augmentation progressive de
I’extractabilité des protéines myofibrillaires pendant 4 jours de conservation. Au
contraire, Ryu et al. (2005) démontrent que les extractabilités des protéines
sarcoplasmiques et myofibrillaires de la viande de porc diminuent au cours de la
conservation. Il semble donc difficile de trancher méme si la théorie prédit que de
petits peptides (issus de la dégradation des protéines) seront plus facilement
extractibles que de gros fragments protéiques. Selon les résultats d’extractabilité
obtenus, nous pourrions néanmoins conclure que la maturation des viandes du groupe
GR semble plus lente a démarrer que celle des viandes du groupe GN.

La dénaturation des protéines sarcoplasmiques (Bendell and Wismer-Pedersen,
1962 ; Lawrie, 1998 ; Van Laack et al., 2000 ; Alvarado et Sams, 2004) affecte
également la couleur des viandes. Il est ainsi admis que la valeur de L* plus élevée
dans le cas des viandes PSE-like est le résultat de la dénaturation des protéines
sarcoplasmiques (Bendell and Wismer-Pedersen, 1962 ; Alvarado et Sams, 2004).
Cette dénaturation des protéines conduit alors a I’augmentation de la diffusion de la
lumiere (light scattering) donc a une couleur plus pale de la viande PSE-like (Lawrie,
1998). Dans notre étude aussi, une corrélation négative (r = - 0,37, P < 0,05) existe
entre la valeur de L* et I’extractabilité des protéines sarcoplasmiques (fraction LIS) a
24 h post mortem (FIGURE 45). Ce résultat est également en accord avec ceux de Joo
etal., 1999 (r =-0,84, P < 0,001).

L’extractabilité met seulement en évidence des différences de quantité de
protéines présentes dans chaque tampon mais elle ne renseigne en rien sur la nature
des protéines présentes ou absentes. Par le profil SDS-PAGE et par la technique du
Western Blot, nous avons essayé d’identifier et de quantifier certaines protéines
extraites des viandes des groupes GR et GN a 20 min et 24 h post mortem.
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Les profils SDS-PAGE des protéines extraites avec les différents tampons a 20
min post mortem sont globalement similaires entre les muscles du groupe GR et du
groupe GN ce qui pourrait signifier qu’aucun effet majeur sur le protéome ne s’est
encore développé a ce stade. Au contraire, a 24 h post mortem, des différences de
profil SDS-PAGE sont bien marquées particulierement dans la fraction HIS des
muscles du groupe GR. Nous observons alors une importante hétérogénéité puisque 4
animaux, parmi les 20 du groupe GR, présentent des intensités des bandes d’actine et
de chaine lourde de la myosine plus faibles (I’identification précise des protéines a été
faite par spectrométrie de masse). Cette hétérogénéité d’intensité dans les muscles du
groupe GR pourrait provenir d’une réponse différente des protéines musculaires a
I’augmentation de la vitesse de chute du pH parmi les muscles du groupe GR ce qui
entrainerait une plus ou moins grande « libération » des protéines myofibrillaires
majoritaires que sont I’actine et la myosine.

Lametsch et al. (2003) suggérent aussi que I’extractabilité des protéines plus
élevée a 24 h qu’a 20 min post mortem peut étre causee par la dégradation post
mortem de I’actine et de la chaine lourde de la myosine. Dans notre cas, ces
différences de dégradation paraissent tres évidentes pour un quart des animaux GR.
On s’interrogera plus loin sur les caractéres spécifiques de ce sous-groupe GR.

Pour aller plus loin dans I’analyse, nous avons essayé de déterminer les
quantités relatives d’actine et de chaine lourde de la myosine des viandes des groupes
GR et GN par la technique du Western Blot. Ces analyses confirment bien les résultats
annoncés par SDS-PAGE puisque les valeurs relevées sont plus élevées a 24 h qu’a 20
min post mortem.

Rathgeber et al. (1999b) notent que, parmi les protéines sarcoplasmiques et
myofibrillaires, la chaine lourde de la myosine est la protéine la plus influencée par
une variation de la vitesse de glycolyse. Pietrzak et al. (1997) trouvent également une
moindre solubilité de la chaine lourde de la myosine dans le muscle PM de dinde
PSE-like par rapport a celle de dindes normales.

Dans notre étude, nous ne mettons pas en évidence de différence de quantité
relative de la chaine lourde de la myosine entre les groupes GR et GN. Par contre,
nous trouvons que la viande du groupe GR présente une quantité relative d’actine plus
faible que celle du groupe GN a 24 h post mortem.

Les extractabilités inférieures des protéines du groupe GR seraient donc le
résultat de la combinaison bas pH - température élevée conduisant a la dégradation
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des protéines musculaires. Au contraire, une augmentation de I’extractabilité des
protéines avec le temps semble plutdt due au phénomene de maturation de la viande
(Kijowski, 2001).

Selon les profils SDS-PAGE des protéines myofibrillaires a 24 h post mortem,
nous trouvons que le groupe GR est moins homogene que le groupe GN. En effet,
quatre des vingt animaux du groupe GR (20 %) ont une réponse SDS-PAGE
différente du reste du groupe. Cependant, pour des facilités de raisonnement, nous
allons continuer a discuter du groupe GR (20 animaux) dans son ensemble et les
caractéristiques et propriétés des viandes de ces 4 animaux du groupe GR seront

développées plus tard.

La chute du pH plus rapide dans les viandes du groupe GR est bien la
conséquence d’une accélération de la glycolyse. Dans le systéme musculaire vivant, la
voie de la glycolyse anaérobie génére de I’énergie par dégradation du glycogene
(principale source d’énergie en réserve dans les muscles) en acide lactique. En
présence d’oxygene, I’acide lactique peut ensuite étre converti en pyruvate qui
alimentera ensuite le cycle de Krebs. Par contre, apres la saignée, il n’y a plus
d’oxygéne et une accumulation d’acide lactique a alors lieu. Nous avons donc mesuré
les teneurs en acide lactique, en glycogéne et en ses métabolites dans les viandes des
groupes GR et GN a 20 min et 24 h post mortem. La viande du groupe GR a une
teneur en glycogéne & 20 min post mortem 2,5 fois plus faible que celle du groupe
GN. Cette quantité inférieure traduit bien le fait que le glycogene est fortement
consommeé post-mortem chez les GR. L accumulation d’acide lactique est donc plus
importante dans les viandes du groupe GR comme le montre les valeurs mesurées a 20
min post mortem (un écart de 22 pmol/g entre GR et GN).

Ces résultats obtenus dans les viandes du groupe GR sont en accord avec ceux
de Ryu et al. (2005) et Choe et al. (2008). Ces auteurs démontrent en effet que la
viande de porcs ayant une faible valeur musculaire de pH précoce a une teneur en
glycogéne plus faible et une teneur en acide lactique plus élevée post mortem. Chez la
dinde, Fernandez et al. (2001) trouvent aussi que la viande de dindes a croissance
rapide a une teneur en glycogene a 20 min post mortem plus faible que celle des
animaux a croissance lente. Par contre, les deux types d’animaux présentent des
teneurs en acide lactique a 20 min post mortem similaires. EI Rammouz et al. (2004a)

rappellent que, chez les oiseaux comme chez les mammiféres, la teneur en glycogene

85



140 -

~—~
2 R2=0,767
£
2 100 . r=-0,88 (P<0,01)
[¢B)
>
k=)
=
3
= 100 1
[¢B)
=
(&]
(¢}
[
S 80
=}
[¢B)
[
[¢B)
|_
60 T T T T T T 1

5,60 5,70 5,80 5,90 6,00 6,10 6,20 6,30

pH a 20 min post mortem

FIGURE 46. Corrélation entre la teneur en acide lactique a 20 min post mortem et la

valeur du pH de I’ensemble des viandes des groupes GR et GN.



au moment de I’abattage est le facteur métabolique principal de la glycolyse anaérobie
dans le muscle apres la mort d’animal. Bendall (1973) suggére quant a lui, que chez
les mammiferes, la valeur du pHu du muscle dépend essentiellement de la teneur en
glycogene au moment I’abattage. Warris et al. (1988 cité par EIl Rammouz et al.,
2004a) montrent aussi qu’une concentration basse en glycogéne au moment de la mort
conduit a une valeur de pHu plus élevee dans le muscle PM de dinde. La corrélation
négative entre la teneur en glycogene au moment I’abattage et la valeur du pHu est
également rapportée par El Rammouz et al. (2004a) chez le poulet a croissance lente
(r=-0,61, P <0,01) et par Henckel et al. (2002) chez le porc (r =- 0,88, P < 0,001).

Cependant, il faut bien noter que la teneur en glycogéne a 20 min post mortem
ne reflete pas directement sa teneur in vivo. Le parametre qui permet d’avoir I’idée la
plus précise du niveau d’énergie en réserve dans les muscles ante mortem est le PG
(Maribo et al., 1999). Dans notre étude, I’égalité des PG a 20 min post mortem entre
les viandes des groupes GR et GN démontre donc que les animaux avaient le méme
état de réserves musculaires a leur mise a mort. Les écarts de glycogene et des autres
métabolites traduisent ensuite simplement une accélération plus ou moins forte du
métabolisme énergétique post mortem.

Comme mentionné précédemment, I’accumulation d’acide lactique provoque
une diminution de la valeur du pH post mortem. Dans notre étude, la forte corrélation
négative entre la teneur en acide lactique et la valeur du pH est logiqguement mise en
évidence a 20 min post mortem (r = - 0,51, - 0,88, P < 0,01 pour la viande du groupe
GR et I’ensemble des viandes des groupes GR et GN, respectivement, FIGURE 46).
Nous trouvons aussi une corrélation négative entre la teneur en acide lactique a 24 h
post mortem et la valeur du pHu (r =- 0,48, - 0,73, et - 0,61, P < 0,01 pour GR, GN et
I’ensemble des viandes des deux groupes, respectivement). Il existe aussi une
corrélation negative entre le PG a 20 min post mortem et la valeur du pHu (r = - 0,41,
- 0,63 et - 0,44, P < 0,01 pour la viande du groupe GR, du groupe GN et I’ensemble
des viandes des deux groupes, respectivement, FIGURE 47). Ce résultat est en accord
avec celui d’El Rammouz et al. (2004b) qui démontrent que le PG du muscle pectoral
du poulet est corrélé négativement avec la valeur du pHu (r = - 0,44, P < 0,01). Par
contre, chez le porc, Fernandez et Guéblez (1992) et Van Laack et Kauffman (1999)
rapportent pour cette méme corrélation des valeurs de r plus élevées (environ - 0,60 et
de - 0,80, respectivement). La relation entre PG et amplitude de la chute du pH

pourrait donc étre différente chez les oiseaux et les mammiferes et ceci pourrait étre
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mis en liaison avec des modalités de régulation de la glycolyse post mortem

différentes entre les deux types d’animaux.

La teneur en glycogene résiduel (glycogéne a 24 h post mortem) affecte
également la qualité de la viande. Monin et Sellier (1985) suggerent qu’une basse
valeur du pHu ainsi qu’une teneur en glycogene élevée pourraient conduire a une
viande de porc avec une couleur pale, un PRE et des qualités technologiques plus
faibles. Chez le bovin, Immonen et al. (2000) rapportent aussi que la teneur en
glycogéne résiduel est corrélée négativement avec la valeur de a* et de la force
maximale de cisaillement des viandes, mais est corrélée positivement avec le PRE. De
plus, El Rammouz et al. (2004b) trouvent une corrélation positive entre la teneur en
glycogene résiduel et le rendement technologique NAPOLE des viandes de poulet. Par
contre, ces auteurs ne peuvent pas mettre en évidence de corrélation négative entre la
teneur en glycogene résiduel et la valeur de a* des viandes.

Dans notre étude, nous trouvons une corrélation négative entre la teneur en
glycogene résiduel et la valeur de a* aprés 6 jours de la conservation des viandes (r = -
0,48 et — 0,44, P < 0,01 pour le 6°™ et le 9°™ jour de conservation, respectivement,
FIGURE 48). Des corrélations négatives entre la teneur en glycogene et les pertes a la
cuisson (r = - 0,40, P < 0,01, FIGURE 49A) ainsi que la force de cisaillement (r = -
0,35, P < 0,05, FIGURE 49B) sont aussi mises en évidence. Ce phénomene pourrait
étre directement lié aux propriétés de liaison de I’eau au glycogéne. Olsson et Saltin
(1970 cité par Immonen et al., 2000) montrent en effet qu’une molécule de glycogéne

peut fixer jusqu’a 4 a 5 fois son poids en eau.

Puisque les animaux du groupe GR semblent avoir une accélération de la chute
du pH post mortem, nous nous sommes intéressés aux propriétés de certaines de leurs
enzymes de la glycolyse afin de savoir si ces paramétres pouvaient avoir une influence
directe sur ce phénomene. Le choix de deux de ces enzymes (I’aldolase A et la
GAPDH) repose sur leur prépondérance quantitative dans le muscle mais aussi sur les
observations faites par Molette et al. en 2005. En effet, leurs observations montraient
des différences de profil SDS-PAGE au niveau de ces deux enzymes lors de la
comparaison de dindes GR et GN a 24 h post-mortem. Dans notre étude, nous nous
sommes aussi intéressés a I’enzyme limitante de la vitesse de la glycolyse : la PFK
(Constantinescu, 2005 ; Kohn et al, 2005).
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Selon les possibilités matérielles et techniques disponibles, I’activité
enzymatique ou spécifique, les valeurs de Vmax et de Km, la quantité d’enzyme et le
niveau d’expression du géne codant pour ces enzymes ont été mesurés a 20 min post

mortem afin de s’approcher au mieux des conditions in vivo.

Les activités spécifiques des enzymes, particulierement celle de la PFK, sont
plus faibles dans les viandes GR que celles dans les viandes GN. Aucune différence
n’est mise en évidence sur les valeurs de Vmax et de Km entre les deux groupes de
viande. L absence de différence des valeurs de Vmax et de Km entre les deux groupes
exclut donc des différences notables de conformation et/ou de structure entre les deux
enzymes comme pouvaient le laisser supposer les résultats de Molette et al. (2005).

Par contre, les résultats d’activités relevés ici sont contraires a ceux que nous
attendions car dans la viande du groupe GR, représentant la viande avec la vitesse de
glycolyse la plus élevée (voir plus haut), les activités des enzymes glycolytiques
pouvaient logiquement étre supposées plus fortes que celles du groupe GN. Une des
explications possible a ce phénomene pourrait étre les conditions dans lesquelles
opeérent ces enzymes in vivo (pH acide) et celle du test in vitro (pH neutre) car Yong et
al. (2004) et Rhoades et al. (2005) suggerent que les enzymes glycolytiques peuvent
voir leur activité modifiée par la condition acide du muscle. Il faudrait donc
maintenant essayer de faire d’autres mesures d’activités enzymatiques dans différentes
conditions de pH afin de valider ou d’infirmer cette plus ou moins grande affection

des enzymes des groupes GR et GN en fonction des conditions de milieu.

Allison et al. (2003) suggerent également que I’activité de la PFK a 20 min
post mortem de viande de porc est probablement diminuée par une chute rapide de pH.
Dans notre étude, la diminution des activités des enzymes des viandes du groupe GR
est donc aussi probablement due & une forte modification de ces protéines par la
combinaison bas pH - température élevée ce qui conduirait ainsi a une altération de
leur fonctionnalité. Et, méme si la tempeérature musculaire, n'est pas différente entre la
viande des groupes GR et GN (T,omin = 42°C), nous pouvons aussi supposer que la
viande du groupe GR est exposée a des conditions musculaires plus défavorables (bas
pH - température élevée) plus longtemps que celles du groupe GN ce qui doit encore
renforcer I’altération de la fonctionnalité de ses proteines (Offer, 1991). Une autre

explication possible réside dans le fait que nous mesurons I’activité des enzymes a
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partir d’échantillons prélevés a 20 min post mortem. Les enzymes sont donc retirées
de leur milieu biologique et leur activité est mesurée en conditions contrélées mais
dénaturées (Allison et al., 2003). Or plusieurs études ont indiqué que, dans le systéeme
vivant, la plupart des enzymes glycolytiques se lient avec l'actine et la MHC afin de
former des complexes d’enzymes glycolytiques. Ces complexes montrent alors des
propriétés cinétiques particuliéres liees a une capacité unique d’interagir avec d’autres
enzymes ou avec I’actine (McGregor et al., 1980 ; O’reilly et Clark, 1993 ; Rakus et
al., 2003 ; Dziewulska-Szwajkowska, et al. 2004). Ces conditions ne sont jamais
réalisées dans nos tests in vivo et I’effet de protection de telle ou telle interaction
enzymatique est complétement occulté. Il serait donc préférable, mais c’est
techniquement beaucoup plus complexe, de faire des mesures d’activité enzymatique

in situ afin de vérifier nos hypothéses.

Afin de compléter notre étude sur ces enzymes, nous avons cherché a évaluer
leurs quantités relatives dans les muscles. La méthode que nous avons retenue est celle
du Western Blot. Nous avons donc recherché des anticorps adéquats mais nous
n’avons pas pu obtenir d’anticorps « croisant » chez la dinde pour la PFK et I’aldolase
A malgré différentes tentatives. Ainsi, seules les quantités relatives de GAPDH ont pu
étre évaluées. Notre résultat ne montre alors pas de différence de la quantité relative
de GAPDH entre les deux groupes. Puisque la quantité relative d’aldolase A ne
pouvait étre mesurée par Western Blot, nous en avons déterminé le niveau
d’expression du gene par gRT-PCR. Les résultats obtenus ne mettent pas non plus en
évidence de différence d’expression du gene codant pour I’aldolase A dans la viande
des groupe GR et GN.

Les différences n’étant donc visiblement pas quantitatives, ces résultats
confirmeraient aussi I’hypothése selon laquelle les différences de vitesse de glycolyse
observées entre les deux groupes d’animaux seraient dues au fait que certaines
enzymes de la glycolyse seraient plus ou moins dénaturées au cours des premiéres
minutes post mortem et ce probablement par une dégradation des conditions

cellulaires (interactions protéines-protéines) favorables a leur fonctionnement optimal.

Nous avons également cherché a mettre en évidence les protéines qui
permettent d’expliquer I’origine de I’accélération du métabolisme chez les animaux du

groupe GR par électrophorese bidimensionelle et a I’aide de la spectrométrie de
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masse. Nous trouvons que 7 spots de protéines ont une intensité différente entre les
deux groupes d’animaux. Malheureusement, la plupart des spots ne peuvent pas étre
identifiés par spectrométrie de masse a cause d’une quantité de protéine insuffisante
ou d’une base de données indisponible chez le poulet. Ce résultat est assez décevant
mais s’explique en partie par la coloration choisie. En effet, le nitrate d’argent est une
méthode de coloration sensible qui permet de mettre en évidence des protéines
faiblement représentées dans le protéome. Le risque pris est donc de visualiser des
différences qui ne concernent que des protéines mineures. Ainsi, dans notre étude,
nous pouvons penser que I’origine de I’accélération de la chute du pH observée
provient de la modification d’une ou plusieurs protéines minoritaires du muscle. Deux
spots ont néanmoins éte identifiés comme représentant la méme proteine : la chaine A
de la transthyrétine ou préalbumine A). Compte tenu de leur localisation sur les gels,
nous pouvons supposer soit que I’une est un fragment de I’autre soit qu’il s’agit de
deux formes différentes de cette protéine.

Dans la littérature, la préalbumine A est une protéine se liant a la
triiodothyronine (T3) (Blake, 1981). Par ailleurs, elle est un biomarqueur de
malnutrition chez I’homme (Beck et al., 2002). Ces auteurs trouvent que la quantité de
préalbumine A est inférieure en cas de malnutrition. Chez le porc, Campbell et al.
(2005) indiquent que le stress et I’inflammation peuvent diminuer la quantité de
préalbumine A. Ces auteurs suggerent également que la préalbumine A peut étre un
marqueur de malnutrition chez le porc comme chez I’homme. Au contraire, Pifieiro et
al. (2007) ne trouvent pas d’effet du stress sur la quantité de préalbumine A chez le
porc. Du fait de la liaison entre préalbumine A et T3, une modification de I’activité de
la thyroide pourrait donc avoir des conséquences sur le fonctionnement du tissu
musculaire. Ainsi, Chiang et al. (2008) trouvent que le stress thermique diminue la
quantité d’hormone thyroidienne chez la dinde. Ces auteurs suggérent aussi que
I’homéostasie du calcium musculaire peut étre affectée par une quantité d’hormone
thyroidienne fluctuante chez les oiseaux a croissance rapide et, par conséquent peut
conduire a une qualité de viande différente. Par ailleurs, Van der Geyten et al. (1999)
montrent aussi que le jene peut diminuer la quantité d’hormone thyroidienne chez le
poulet et I’on sait par ailleurs que le jeline est source de stress qui peut lui-méme étre a

I’origine de phénomeéne d’accélération de la chute du pH post mortem.
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TABLEAU 20. Contribution des cing premiers axes de I’Analyse en Composantes

Principales réalisée avec les variables biochimiques

) Fréquence Pourcent
Nomme Frequence Pourcentage ) )
cumulée cumulé
Axe 1 6,628 27,62 6,628 27,62
Axe 2 4541 18,92 11,169 46,54
Axe 3 2,688 11,20 13,857 57,74
AXxe 4 2,170 9,04 16,028 66,78
Axe 5 1,677 6,99 17,705 73,77
Axe 2
1
*
pHuU
* HIS 24h
-1 1Axel
* LIS 24h
* * pHZOmin
Culot 24 h

-1

FIGURE 50. Représentation schématique des deux premiers axes de I’Analyse en
Composantes Principales réalisée avec les extractabilités des protéines musculaires a

24 h post mortem.



Dans notre étude, la différence de quantité de préalbumine A pourrait donc
étre affectée par I’alimentation ou par le stress. Malheureusement, nous ne pouvons
pas confirmer ces hypothéses. En ce qui concerne le statut alimentaire des animaux,
une simple évaluation individuelle du poids vif aurait pu nous permettre de mettre en
évidence des différences importantes entre les deux groupes de dindes.
Malheureusement, a I’échelle industrielle, les données individuelles sur le poids vif ou
I’état de remplissage du tractus digestif ne sont pas connues. Bien que la manipulation
avant abattage et I’alimentation soient les mémes pour les oiseaux des groupes GR et
GN, le comportement de chaque individu ne peut pas étre négligé et il est ainsi fort
possible que certains animaux aient subi des stress (alimentaires ou pas) plus
importants qui les conduisent a des dysfonctionnements du métabolisme de la

préalbumine A.

Pour avoir une vue plus globale des parametres mesurés, nous avons réalisé
une analyse en composantes principales avec les variables biochimiques (variables
explicatives = extractabilité des protéines, teneurs en glycogéene et ses métabolites
ainsi que les activités enzymatiques et leurs parametres cinétiques) qui peuvent étre
liées a une vitesse différente de chute du pH dans la viande des groupes GR et GN.
Nous trouvons alors que les deux axes principaux de discrimination contribuent
seulement a environ 45% de la variance totale (P < 0,05) c’est-a-dire que ces variables
n’arrivent pas a bien discriminer les viandes des groupes GR et GN (TABLEAU 20).
Quand on prend en compte uniquement I’extractabilité des protéines, le pourcentage
de discrimination est toutefois augmenté. Ce résultat confirme donc le role
prépondérant de la structure native des protéines musculaires, particulierement a 24 h
post mortem quand les deux premiers axes de discrimination contribuent a 74% de la
variance totale (FIGURE 50).

3. Hétérogénéité des viandes du groupe GR

Les résultats obtenus par électrophorese SDS-PAGE a 24 h post mortem
montrent que quatre des vingt animaux du groupe GR présentent un profil protéique
différent des 16 autres. Ces animaux seront par la suite identifiés comme étant ceux du

groupe AB.
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TABLEAU 21. Parametres technologiques et biochimiques des animaux GN

(glycolyse normale), GR (glycolyse rapide), AB (4 animaux du groupe GR) et GR-AB.

AB (n=4) GR-AB (n=16) GN (n=20) GR (n=20)
pH 20 5,78 + 0,12 5,81 + 0,69 6,21 +0,01>Y 5,80 + 0,07*
pHu 5,79 + 0,03 5,80 + 0,09 5,77 + 0,09** 5,80 + 0,08"
Temp 20 min 4305+222°  41,73+0,91®  41,78+0,66** 42,06 +1,37%
(A) AB (n=4) GR-AB (n=16) GN (n=20) GR (n=20)
Pertes & la cuisson 17,66 + 1,24° 14,36 +2,05° 14,20 +2,17** 15,05 + 2,34%
Rendement de 82,11+134*  88,95+4,17° 90,40 +3,14"* 8758 +4,68"

saucisse

WB myosine 24 h

64,39 + 24,25

100,84 + 21,16°

113,68 + 37,87" %

93,17 +26,07*

Valeurde L*24h 53,03 +2,89" 49,43 +1,89° 49,06 +2,92%% 50,14 + 2,51%
Ei‘ﬁgﬂ;ﬂt 93,32 +1,73° 95,20 +4,91* 98,29 + 3,46> Y 94,82 + 4,48"
F max 4348 +14,83°  30,83+11,04° 24,96 +4,25**  3336+1257"
Energy 141,73 + 73,39 92,62 +38,86" 70,40 + 14,75** 102,44 + 49,58
(B) AB (n=4) GR-AB (n=16) GN (n=20) GR (n=20)
LIS24h 23,63 + 0,69 27,00 +1,67°  29,28+1,13%Y 26,29 + 2,05%
WB actine 24 h 54,40 + 25,63° 98,62 +30,40° 124,04 +32,11% 89,31 + 34,23"
Glycogéne 20 min 1,79 +1,42° 6,43+3,48" 14,06 + 502% 5,51 + 3,67%
(C) AB (n=4) GR-AB (n=16) GN (n=20) GR (n=20)
Pertes a la 6,18 + 1,47 3,74 + 1,06 3,21 +0,08** 4,23 +1,45"
conservation
HIS 20 min 5,91 + 1,03 7,02+0,78 7,63+ 1,17 6,79 + 1,00%
HIS 24 h 5,38 + 0,95 16,63 +4,45° 18,16 +4,67" 14,36 + 6,00

(A) le groupe AB présente des valeurs extrémes par rapport a GR-AB et GN

(B) les trois groupes AB, GR-AB et GN présentent des valeurs différentes

(C) le groupe AB contribue a I’obtention de différences significatives entre GR et GN

abe | es lettres différentes en exposant indiquent une écart significatif (P<0,05) entre les groupes AB, GR-

AB et GN.

XY Les lettres différentes en exposant indiquent une écart significatif (P<0,05) entre les groupes GR et GN.



Nous avons cherché a comparer les qualités des viandes et les propriétés des
protéines des animaux des groupes AB, GR-AB et GN. Si nous trouvons que les
résultats du groupe AB suivent la méme tendance que ceux du groupe GR-AB, la
viande du groupe AB présente néanmoins des résultats plus maximisés (TABLEAU
21A). Ainsi, I’extractabilité des protéines sarcoplasmiques (fraction LIS), la quantité
relative d’actine a 24 h post mortem ainsi que la teneur en glycogene a 20 min post
mortem sont différentes entre les trois groupes AB, GR-AB et GN (TABLEAU 21B).
D’autres variables sont affectées par ce nouveau regroupement des animaux comme
les pertes a la conservation ainsi que les extractabilités des protéines myofibrillaires
(fraction HIS) a 20 min et & 24 h post mortem (TABLEAU 21C).

Ces valeurs étaient également décrites initialement (voir plus haut) comme
différentes entre les groupes GR et GN. Par contre, elles n’existent plus si on compare
les groupes GR-AB et GN. Ainsi, ce seraient, les valeurs obtenues par les viandes du
groupe AB qui feraient les valeurs moyennes du groupe GR et donneraient donc des

résultats statistiques partiellement « biaisés ».
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TABLEAU 22. Les résultats obtenus aprés analyse par le spectrométre de masse des spots différentiellement exprimés entre les groupes GR et
AB

Spots sur exprimés dans le groupe AB

Ratio de Taux Nombre
Nom de Base de . Référence de Nom de la Score de PM I
volume/ . Taxonomie ; b de ) P
spot . g données la séquence protéine Mascot peptides  (kDa)
intensité recouvrement e
alignés
Gallus Phosphoglycérate
238 +2,06 Phasianidae gi/82082619 mutgse 1 66 24% 5 28880 7,03
gallus (BPG-dépendent
PGAM 1)
257 Non identifié' - - - - - - - -
Spots sur exprimés dans le groupe GR
32 Non identifié' - - - - - - - -
o Gallus ) Histidine triad
92 -1,12 Phasianidae Qi/45382717 nucleotide 64 60% 8 13750 6,28
gallus binding protein 1
o Gallus ) Protéasome
284 -1,02 Phasianidae gi/57529899 (sous unité, 63 26% 8 28463 4,93
gallus
alpha type 3
o Gallus ) .
414 -1,28 Phasianidae 0i/118110988 Protg_n 80 33% 9 33202 5,66
gallus hypothétique

! Non identifié & cause d’une basse de donner indisponible chez le poulet



Malheureusement, nous ne disposons pas a I’heure actuelle de moyens pour
reperer facilement ces individus AB parmi les GR mais nous mettons ainsi en
évidence que I’hétérogénéité des animaux GR reste un facteur primordial. Dans notre
cas, des individus représentant seulement 20% de population (= le groupe AB)
peuvent affecter significativement la valeur moyenne de quelques paramétres du
groupe GR. Méme si cette proportion reste faible, elle souleve le probleme de
I’intensité des consequences d’une plus ou moins grande affection des propriétés de la
viande en cas d’accélération plus ou moins forte, ou plus ou moins durable, par
exemples, de la vitesse de la glycolyse musculaire post mortem. En effet si quelques
auteurs se sont risqués a proposer des valeurs de combinaisons de pH précoces et de
températures pour expliquer I’origine du syndrome PSE, aucun ne prend en compte le
caractéere dynamique de cette relation, or la persistance plus ou moins longue de
certains de ces couples pourrait, peut étre, a elle seule expliquer le caractére plus ou
moins profond du développement de telles affections. On a ainsi jamais mesuré
précisément (et sur une plus ou moins longue période) le triplet (temps post mortem,
pH et température) or c’est peut-étre lui le critére le plus déterminant. Est-il plus
dommageable pour les protéines de subir des conditions de température entre 35 et
40°C avec un pH variant de 6,2 a 5,8 pendant 35 min, plutdt que ces mémes
conditions pendant 15 min ou méme une température de 42 a 32 °C avec un pH
variant de 6,5 a 6,0 en 30 ou 45 min ? On ne le sait pas aujourd’hui mais on voit qu’il
y a la de multiples combinaisons possibles et des notions de seuil d’efficacité des
conditions dénaturantes qui n’ont pour I’instant, & notre connaissance, jamais été
abordées mais qui mériteraient sirement de I’étre.

Nous avons aussi cherché a mettre en évidence les protéines expliquant les
différences observées entre les groupes AB et GR par électrophorese bidimensionnelle
et a I’aide de la spectrométrie de masse. Nous trouvons qu’il y a 20 spots de protéines
differentiellement exprimés entre les deux groupes. Pour 14 de ces spots les quantités
de protéine présentes étaient insuffisantes pour permettre une identification certaine
des protéines. Parmi les 6 autres, 2 ne peuvent pas non plus étre identifiés car il n’y a
pas d’homologie de séquence suffisamment importante pour permettre I’identification
a partir de la base de données disponible chez le poulet (TABLEAU 22). Les quatre
spots différents entre les groupes AB et GR finalement identifiés sont la
phosphoglycérate mutase, la sous-unité a3 du protéasome, I’histidine triad nucleotide
binding protein 1 (ou protein kinase C inhibitor 1) et une protéine hypothétique.
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Dans la littérature, la phosphoglycérate mutase (EC 5.4.2.1) (PGAM) est une
enzyme glycolytique. Elle catalyse une réaction réversible de conversion de 3-
phosphoglycérate en 2-phosphoglycérate. Dans une étude chez le bovin, Clarke et al.
(1980) trouvent que la stimulation électrique conduit a une accumulation des enzymes
glycolytiques y compris la PGAM sur I’actine. Chez le porc, Qiu et al. (2008)
récemment suggerent que I’expression de I’ARNm de la PGAM affecte le
développement du muscle. En effet, dans cette espece, le géne codant pour la PGAM
se trouve dans une région de QTL contr6lant le pourcentage de viande maigre, de tissu
adipeux et le diamétre des fibres musculaires (Qiu et al., 2008). Dans notre étude,
cette enzyme est surexprimée dans le groupe AB.

Le protéasome est un complexe de protéases qui jouent un role de dégradation
des protéines musculaires et qui par conseéquent pourrait affecter la tendreté de la
viande (Otsuka et al., 1998 ; Robert et al., 1999 ; Houbak et al., 2008).
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES



V1. Conclusions et Perspectives

Les objectifs de ce travail étaient d’étudier quelques enzymes glycolytiques
qui pourraient étre importantes dans le déterminisme de la vitesse de chute du pH chez
les volailles mais aussi d’identifier d’autres différences au niveau du protéome en
fonction de cette méme vitesse de chute du pH.

Pour réaliser ces objectifs, deux groupes de muscles a vitesses de glycolyse
différentes sont triés selon la valeur de pHzomin du muscle PM. Ensuite, les propriétés
des protéines musculaires ont été étudiées sur le plan biochimique et protéomique
dans ces deux groupes de viande. Apres le tri des viandes, celles avec une valeur basse
du pHzomin (5,80 + 0,07) sont considérées comme la viande a glycolyse rapide (GR, n
= 20) et les viandes avec une valeur normale du pHzomin (6,21 + 0,01) sont dites viande
a glycolyse normale (GN, n=20). Ce tri réalisé sur la vitesse de glycolyse des muscles
du groupe GR est aussi en accord avec les mesures de potentiel glycolytique.

Nous trouvons ainsi que la viande du groupe GR a des pertes a la conservation
plus élevées, des rendements de transformation ainsi qu’une tendreté plus faibles que
la viande du groupe GN. Par contre, la valeur de L*, qui est souvent utilisée pour
discriminer les viandes de type PSE n’est pas différente entre la viande des groupes
GR et GN. Nous proposons donc de parler de viande PSE-Like chez les volailles
plut6t de véritable viande PSE.

Nous trouvons aussi qu’a 20 min post mortem, la viande du groupe GR a des
extractabilités des protéines myofibrillaires et cytosquelettiques plus faibles que la
viande du groupe GN. Le faible PRE et les faibles extractabilités des protéines des
viandes du groupe GR peuvent étre un résultat de la combinaison bas pH -
température élevée menant a une altération des propriétés des protéines musculaires.

Nos expériences ont également confirmé que I’accélération de la chute du pH
post mortem conduit a une dégradation de I’actine et de la chaine lourde de la
myosine.

Bien que la viande du groupe GR représente la viande a glycolyse rapide, nous
ne trouvons pas de différence de quantité relative de GAPDH, des parameétres
cinétiques de I’aldolase A et de la GAPDH ainsi que de I’expression du géne codant

pour I’aldolase A entre des viandes des groupes GR et GN. Au contraire, les activités
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specifiques de quelques enzymes glycolytiques (la PFK, I’aldolase A, la GAPDH) des
viandes du groupe GR sont plus faibles que ceux du groupe GN.

Ces resultats enzymatiques confortent I’hypothése selon laquelle les
différences de vitesse de glycolyse observées entre les deux groupes d’animaux
conduiraient a une dénaturation de certaines enzymes au cours des premieres minutes
post mortem. Par contre, les différences de vitesses de glycolyse ne semblent pas étre
expliquees par des modifications des enzymes de cette voie métabolique. On peut
alors évoquer la fait qu’une vitesse différente de chute du pH pourrait étre causée par
d’autres facteurs tels que des besoins musculaires en ATP différents et/ou des
cofacteurs de glycolyse qui activeraient plus ou moins la voie de la glycolyse.

Au cours de cette étude, nous mettons aussi en évidence une certaine
hétérogénéité des animaux GR par la présence du sous-groupe AB qui est différent du
reste des GR. Nous trouvons en effet que 20% des animaux du groupe GR présentent
quelques résultats plus extrémes. Ces résultats peuvent affecter la valeur moyenne de
certains parametres du groupe GR et par conséquent conduire a des résultats
statistiques biaisés.

Cette hétérogénéité des animaux dans le cas d’une méme vitesse de chute du
pH souléve une question essentielle : est-ce que la combinaison bas pH- température
élevée peut toujours expliquer I’origine du syndrome PSE-like? En effet, un autre
parameétre pourrait étre associé : la durée de cette combinaison bas pH - température
élevée. Nous savons déja que ces trois facteurs (temps post mortem, pH et
température) affectent les propriétés des protéines musculaires. Cependant, nous ne
savons pas aujourd’hui parmi ces trois facteurs lequel, est le plus important ainsi que
les effets de la combinaison temps post mortem - pH - température sur I’apparition des
viandes PSE-like chez les volailles.

L’étude protéomique (gels 2D) effectuée ici reste relativement décevante dans
ses résultats propres mais montre aussi que les protéomes des animaux GR et GN sont
probablement tres proches. On ne met alors en évidence que quelques rares
différences d’expression des protéines (quelques pots seulement sont différents) mais
seulement avec des techniques de coloration tres sensibles (le nitrate d’argent) ce qui
ne permet pas toujours ensuite d’identifier la protéine concernee. Pour la dinde, on se
heurte ensuite a la relative pauvreté des bases données contenant la séquence des
protéines de volailles. L’intérét et la fiabilité de la technique protéomique ne sont pas

a remettre en cause ici mais on peut simplement noter que cette technique n’a pas pu
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permettre de révéler des différences suffisament grandes des profils protéomiques
pour pouvoir suggérer de nouvelles pistes de recherche de I’étiologie du syndrome si
ce n’est celles de I'effet d’un stress antemortem ou de dysfonctionnements

métaboliques (thyroidien par exemple) entre les animaux GR et AB.
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VI1Il. ANNEXE

Coloration des gels au nitrate d’argent

Cette technique est compatible avec des analyses en spectrométrie de masse.
Cependant, elle est moins sensible que les techniques utilisant la glutaraldéhyde,
composé a éviter lorsque I’on veut réaliser par la suite des analyses de masse

D’apres :
Shevchenko, A., Wilm, M., Vorm, O., and Mann, M. 1996. Mass spectrometric

sequencing of proteins from silver stained polyacrylamide gels. Anal.Chem. 68, 850-
858.

Solutions:

Solution de fixation

Ethanol 45%
Acide acétique 5%
Eau UHQ 50%

Solution de sensibilisation
0,1 g Na,S,03 0,02% (Sigma: S 8503)
dans 500 mL eau UHQ

Solution de nitrate d’argent
0,59 AgNO3 0,1% (Sigma: S 0139)
dans 500 mL eau UHQ

Solution de développement

12,5 g Na,CO3 (Sigma: 223530)
150 pL formaldéhyde a 37% (Sigma: F 1635)
500 mL eau UHQ

Marche a suivre :

- Fixer le gel d’acrylamide avec la solution de 30 min a une nuit

- Rincer a I’éthanol 30 % 3 fois 10 min

- Rincer a I’eau UHQ 3 fois 10 min

- Sensibiliser le gel avec la solution de sensibilisation pendant 1 a 2 min maximum

- Jeter la solution et rincer avec eau UHQ 2 fois 1 min

- Incuber le gel dans la solution de nitrate d’argent pendant 30 min a 4°C

- Développer la coloration avec la solution de développement

- Agiter sur une table agitante. Remplacer la solution de développement dés qu’elle
devient jaune

- Arréter le développement lorsque la coloration est suffisante avec une solution
d’acide acétique a 2.5%

- Stocker le gel 4 4°C dans I’acide
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RESUME

Deux groupes de dinde sont sélectionnés selon leur valeur du pHaomin pOSt mortem du
muscle Pectoralis major. Les modifications des protéines sont étudiées dans des muscles du
groupe glycolyse rapide (GR, pHzomin = 5,80 + 0,07, n = 20) et ceux du groupe glycolyse
normale (GN, pHaomin = 6,21 + 0,01, n = 20) a 20 min et a 24 h post mortem. La viande GR
exhibe les qualités technologiques plus faibles (plus pertes a la conservation et moins
aptitudes aux transformations) que la viande GN par contre la valeur de L* n’est pas
différente entre ces deux groupes de viande. Les résultats de teneur en glycogéne et en ses
métabolites confirment la vitesse plus élevée de glycolyse de viande GR. Les faibles
extractabilités des protéines myofibrillaire (fraction HIS) et cytosquelletiques (fraction culot)
a 20 min post mortem du groupe GR peuvent étre un résultat de la combinaison bas pH —
température élevée conduisant a la dénaturation des protéines musculaires. Cependant, la
viande GR semble avoir une maturation plus faible que la viande GN. Aprés une séparation
des protéines par SDS-PAGE, quelques animaux du groupe GR présentent une forte baisse
d’intensité des bandes situées autour de 45 kDa et 200 kDa. Ces protéines sont identifiées
comme I’actine et la chaine lourde de la myosine (MHC), respectivement. Leurs quantités
relatives ne différent pas entre les deux groupes a 20 min post mortem. Par contre, les viandes
GR ont une moins de quantité relative de I’actine a 24 h post mortem. Toutefois, les quantités
relatives d’actine et de MHC sont augmentées avec le temps post mortem. Les activités de la
phosphofructokinase, de I’aldolase A et de la GAPDH sont inférieures pour la viande GR.
Cependant, les paramétres cinétiques d’aldolase A et de GAPDH, la quantité relative de
GAPDH ainsi que I’expression du géne codant pour I’aldolase A ne sont pas différents entre

la viande des groupes GR et GN.
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glycolyse, glycogéne, gel électrophorése
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ABSTRACT

Two groups of turkey breast muscle (Pectoralis major) were selected
according to their rates of glycolysis. Protein alterations of rapid glycolysis group
(GR, pH20min=5.80 + 0.07, n=20) and that of normal glycolysis group (GN, pHzomin =
6.21 + 0.01, n=20) were then investigated at 20 min and 24 h post mortem. GR meat
had lower technological quality (higher drip loss and lower yields of transformations)
than GN meat while the lightness is not different between the 2 groups of meat. The
results of glycogen and its metabolite contents confirmed that GR represents the
higher rate of glycolysis. The lower extractabilities of high ionic strength (HIS) and
pellet proteins at 20min post mortem in GR could be a result of protein denaturation
caused by the combination low pH-high temperature. However, based on the
extractabilities at 24 h post mortem, GR showed lower meat maturation. From SDS-
PAGE of samples at 24 h post mortem, GR exhibited lower band intensities at 45 and
200 kDa which further identified as actin and myosin heavy chain (MHC),
respectively. Western Blots revealed that relative amounts of actin and MHC at 20
min post mortem were not different between groups. However, GR muscles had less
relative amount of actin at 24 h post mortem. It also indicated that amounts of actin
and MHC increased with regard to post mortem time. GR muscle showed lower
activities of phosphofructokinase, aldolase A and glyceraldehydes-3-phosphate
dehygrogenase (GAPDH) than GN muscle. However, the kinetic parameters of
aldolase A and GAPDH, the relative quantity of GAPDH as well as the gene
expression coded for aldolase A were not different between GR and GN.

Key words :
turkey breast muscle, glycolytic enzymes, actin, myosin heavy chain, glycolysis,

glycogen, gel electrophoresis
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