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SOMMAIRE

La dégradation pos6mortom des nucléotides acido-solubles du muscle de Bovin a été étudiée
au cours d’une période de conservation de 15 jours à + 4°C.

Entre i jour et r5 jours post moytem 5o p. 100 des nucléotides acido-solubles sont déphospho-
rylés. L’IMP est le composé majeur subissant cette dégradation et les produits de son catabolisme,
l’inosine et l’hypoxanthine s’accumulent dans le muscle.

L’ADP lié qui représente la majeure partie, voire la totalité de l’ADP du muscle, n’est pas dé-
phosphorylé au cours de la période étudiée.

. INTRODUCTION

Le catabolisme des nucléotides acido-solubles du muscle joue un rôle important
au cours de l’évolution post morten du muscle et de l’élaboration des qualités orga-
noleptiques de la viande. L’hydrolyse de l’ATP dans les instants suivant l’abattage
détermine l’apparition de la rigor mortis et l’accumulation d’IMP dans le muscle
(BENDALL, 1960).

Les conditions dans lesquelles s’effectue le catabolisme de l’ATP dans la phase
de pre rigor peuvent entraîner des modifications profondes des protéines myofibril-
laires et provoquer une dénaturation de ces fractions, altérant les qualités organo-
leptiques de la viande, comme l’illustre l’exemple des viandes exsudatives de porc
!BRISKEY, 1964).



La phase de maturation, au cours de laquelle la tendreté augmente et la saveur
s’élabore, s’accompagne de la déphosphorylation de l’IMP, formé lors de l’installa-
tion de la rigor mortis et de l’apparition de ses produits de dégradation : l’inosine
et l’hypoxanthine.

Très étudié dans le cas de l’autolyse de la chair de poisson (JONES et MURRAY;
1960-1964) le catabolisme post mortem des nucléotides, en particulier lors de la phase
de maturation, n’a pas fait l’objet de recherches systématiques au cours de la trans-
formation du muscle en viande, mise à part l’étude de T!RASAKI et al. (1965) sur .le
muscle de Poulet et de Porc.

La présente publication rapporte, dans le cas du muscle de Bovin, l’évolution
des formes libres et liées des nucléotides acido-solubles ainsi que l’apparition de leurs
produits de dégradation au cours de la maturation dans les conditions classiques de
conservation à -!- 4 !C.

’ MATÉRIEL ET MÉTHODES

Matériel

L’étude a porté sur des vaches de réforme non taries, de toutes races et d’un âge variant de 7 à
10 ans. L’abattage a été effectué à l’abattoir du C. N. R. Z. de Jouy.

Les carcasses ont été mises à « ressuyer » pendant 24 heures à température ambiante puis pla-
cées pendant r5 jours en chambre froide à + 4 °C.

Les déterminations ont porté sur le muscle Longissimus dorsi prélevé 24 heures, 8 jours et 15
jours post mortem au niveau respectivement des ne, I 2e et I 3e côte.

Méthodes 
..

Extraction des nucléotides acido-solubles totaux.

Toutes les opérations d’extraction ont été effectuées à une température inférieure ou égale à
+ 4 OC.

Trente grammes de muscle sont homogénéisés au Biorex dans 120 ml de TCA 10 p. 100 (W/!
puis centrifugés â z o0o g pendant x5 minutes. Le culot de centrifugation est lavé deux fois dans
50 ml de TCA 10 p. 100. Les trois surnageants sont ensuite réunis et filtrés sur filtre Durieux sans
cendre. Le TCA est extrait à l’éther sulfurique (V/V) jusqu’à obtention d’un pH égal à 3,7. L’éther
est chassé par barbotage d’azote.

Extraction des nucléotides liés aux protéines myofibrillaires.
Les protéines myofibrillaires sont extraites de 30 g de muscle homogénéisés dans volumes de

KCI 0,6 M ; C03 HNa o,04 ; 1 COS Na2 0,01 M, pH 9,2 et purifiées par deux cycles de précipitation et
redissolution dans KCI o,6 M tamponné à pH 7,2. L’actomyosine en solution dans du KCI 0,6 M est
précipitée par dilution, centrifugée et la protéine précipitée est mise à dialyser pendant 16 h contre
2 fois 5o volumes d’eau distillée.

Après dialyse les nucléotides liés sont obtenus après dénaturation de l’actomyosine par addition
de TCA 10 p. 100 selon une technique identique à celle utilisée dans le cas des nucléotides totaux.

Fractionnement des nucléotides acido-solubles.

La chromatographie des nucléotides acido-solubles a été effectuée selon une adaptation simpli-
fiée de la technique de HURLBERT et POTTER (r954)·

Le fractionnement des nucléotides acido-solubles a été obtenu par chromatographie sur colonne
de résine Dovex 1x8 8 (zoo-4oo mesh) sous forme H COO-. La chromatographie est effectuée
à température ambiante sur des colonnes de 30 cm X i cm chargées de 2 o0o à 2 500 DO à 260 mil
(DO/mi X volume). L’éluat a été enregistré en continu à 254 mv à l’aide d’un enregistreur Uvicord
LKB. L’élution est obtenue par une suite de gradients exponentiels acide formique-formiate. Dans
le cas des nucléotides liés un gradient exponentiel d’acide fomiique 0-4 N est utilisé.



Pour la détermination quantitative des fractions éluées les contenus des pics sont mesurés au
spectrophotomètre Beckman DU à 4 longueurs d’onde, 260, zg5, 290 et 310 mIL. La détermination
quantitative des nucléotides, nucléosides et bases a été effectuée en utilisant les coefficients d’ex-

tinction molaire donnés par CHARGAFF et DAVIDSON (1955). Les rapports - z6o et Do :¿: après
soustraction de l’absorption non spécifique à 31o my permettent d’identifier chaque nucléotide et
de juger de la qualité de la séparation.

La technique chromatographique utilisée ne permet pas de séparer le NAD du CMP dont les
quantités globales seront exprimées en p. 100 de l’extrait TCA total.

Les nucléosides et les bases ne sont pas retenus sur la colonne de Dowex équilibrée sous la
forme H C00-. Cette fraction a été étudiée quantitativement par fractionnement sur Sephadex
selon deux méthodes, d’une part sur Sephadex G z5 en milieu bicarbonate 0,02 M et d’autre part
par adsorption sur Sephadex G 10 selon la méthode de SWEETMAN NYHAM (i968).

RÉSULTATS ET DISCUSSION

i. Nucléotides totaux

La figure i montre un chromatogramme type des nucléotides acido-solubles
totaux du muscle Long Dorsal de Bovin extraits un jour post moytem. Les principaux
picz correspondent à des composés ou des dérivés de l’adénine. Une bonne séparation

de l’AMP, IMP, ADP, ATP et GMP est réalisée par cette technique qui, par ailleurs,
ne permet pas de fractionner le CMP du NAD élués simultanément en tête de la chro-
matographie. Cette première fraction, non négligeable un jour post mortem diminue
considérablement au cours de la période de conservation envisagée ainsi que l’indi-
que le tableau i .

Le tableau 2 rapporte l’évolution subie par les autres fractions au cours de la
même période. Ainsi que l’indique ce tableau, à un jour post mortem l’ATP a été
presque entièrement hydrolysé dans nos conditions expérimentales. L’AMP et le
GMP ne représentent, quantitativement, que des fractions mineures. !nfin deux
composés importants l’IMP et l’ADP se caractérisent par une évolution différente,
le premier est déphosphorylé lentement entre le ier et le i5e jour alors que le second



semble pratiquement stable au cours de la même période. L’ADP, lié aux protéines
myofibrillaires, échappe momentanément à la déphosphorylation que subit l’ADP
provenant de l’hydrolyse de l’ATP dans les premières heures post mortem.



Il n’a pas été possible au cours de ce travail de mettre en évidence la présence
d’IDP ce qui corrobore les résultats de T!xnsr:! et al. (1965), l’IMP apparu pou-
vant donc se former suivant la chaîne :

Les produits ultimes de déphosphorylation, nucléosides et bases constituent
le non retenu de la chromatographie sur Dowex. La détermination de cette fraction
permet une mesure globale du catabolisme post mortem des nucléotides acido-
solubles du muscle. Cette fraction croît dans de larges proportions au cours de la
maturation comme l’indique le tableau 3 qui permet de constater que 15 jours post

mortem près de 50 p. ioo des nucléotides totaux ont été déphosphorylés. les produits
du catabolisme de l’IMP, l’inosine et l’hypoxanthine, sont les constituants majeurs
de cette fraction comme l’indique la figure 2 qui représente un chromatogramme

sur Sephadex G 25 du non retenu sur Dowex l X 8. Quantitativement la somme de
l’inosine plus l’hypoxanthine peut représenter jusqu’à 95 p. ioo du total du non
retenu. La chromatographie sur Sephadex G 10, tout en améliorant la résolution des
deux pics conduit à des résultats analogues.



I,e tableau 4 rapporte les quantités d’inosine et d’hypoxanthine, apparues au
cours de la maturation, la détermination de ces deux composés est obtenue après
chromatographie sur Sephadex.

Le bilan après i5 jours de maturation permet de constater que la somme des
quantités d’acide inosinique et des produits de son catabolisme correspond prati-
quement à la concentration de l’ATP in vivo.

2. Nucléotides liés

Au cours d’une période de maturation de 15 jours le taux d’ADP ne décroît
pas ainsi que l’indique le tableau 2. Il s’agit donc d’une fraction qui échappe momen-
tanément à la déphosphorylation et à la désamination qui caractérisent le catabo-
lisme des nucléotides d’adénine. Les différents travaux concernant les nucléotides
liés à l’actine ont tous conclu à la présence d’une mole d’ADP par unité de G actine
c’est-à-dire pour 45 00o g d’actine (TsuBoi, zg6$). Compte tenu que l’actine repré-
sente 20 p. ioo des protéines myofibrillaires cela conduit à une concentration d’ADP
de o,440 moles/g de muscle frais ce qui correspond à la valeur moyenne des résul-
tats du tableau 2. Ceci conduit à penser que l’ADP du muscle est pratiquement inté-
gralement représenté par l’ADP lié aux protéines myofibrillaires.

La détermination après chromatographie sur Dowex (fig. 3) des nucléotides
liés à l’actomyosine extraite 8 jours et z5 5 j ours post mortem sur les 4 derniers animaux

a conduit aux résultats du tableau 5.

Ces résultats indiquent une très faible variation de la quantité d’ADP liée à
l’actomyosine extraite 8 jours et r5 jours post mortem, période au cours de laquelle
la solubilité de ces protéines évolue peu.



I,e rôle joué par l’ADP lié à l’actine n’est pas entièrement élucidé. L’implica-
tion du nuléotide dans la liaison entre les G actines constituant les filaments fins
dans la structure myofibrillaire est peu vraisemblable (BAILIN et BnxnrrY, 1967 ;

BARANY et al., ig66). Par contre, la présence de l’ADP fixé sur la G actine semble
indispensable au maintien de sa structure, la dénaturation de la G actine comme de
la F actine intervenant très rapidement avec l’enlèvement de l’ADP (F. OosAwA et
al., i965). De plus ni la G actine ni la F actine dénaturées ne peuvent fixer de l’ADP
(SEIDEL et al., rg67). T!xASAxI et al. (1965) ont observé dans le cas du muscle de
Porc un maintien du niveau d’ADP pendant six jours. Par contre dans le cas de myo-
pathie exsudative entraînant une dénaturation importante des protéines myofi-
brillaires le taux d’ADP s’effondre dans les heures suivant l’abattage (CHARPEN-
TIER, ig68).

Au cours de la maturation du muscle de Bovin des remaniements doivent inter-
venir au niveau de la structure myofibrillaire comme l’indique l’évolution des pro-
priétés de solubilité des protéines qui constituent ces structures (VALIN, ig68). Paral-
lèlement, le maintien du taux d’ADP lié, ainsi que l’évolution de certaines propriétés
physico-chimiques des protéines myofibrillaires (PENNY, 1968) semblent indiquer
que ces protéines ne subissent pas de dénaturation importante. Ceci corrobore les
premiers résultats d’étude en microscopie électronique (FugAZnwA-YASm, i967 ; VA-
LIN, 1967) qui ne révélaient qu’une destruction de la configuration de la strie z sans
que par ailleurs l’intégrité des myofilaments semble atteinte au cours de cette période
post mortem.

CONCLUSION

L’étude des nucléotides acido-solubles totaux montre que dans la période de
i5 jours succédant à l’abattage l’hydrolyse ne dépasse pas 50 p. 100 du taux initial
ce qui traduit un catabolisme lent qui s’accompagne d’une faible teneur en hypoxan-
thine dont le taux reste inférieur à celui de l’inosine. La quantité d’IMP présent dans
le muscle à quinze jours post mortem est encore importante et à ce moment la somme
de l’IMP et de l’ADP représente pratiquement la totalité des nucléotides acido-
solubles du muscle.



I,a détermination de l’ADP semble pouvoir constituer une bonne indication
de l’état de dénaturation des protéines myofibrillaires. Ce point est intéressant et
peut constituer un apport dans l’étude de l’évolution post mortem des protéines myo-
fibrillaires au cours de laquelle il est difficile de faire la part des phénomènes de déna-
turation et de l’hydrolyse enzymatique.

Reçu paur publication en mai 1969.

SUMMARY

9 POST MORTEM u CATABOLISM OF FREE AND BOUND ACID-SOLUBLE

NUCLEOTIDES IN THE BOVINE MUSCLE

The post moytem degradation of acid-soluble nucleotides in the bovine muscle was studied
during a storage period of I5 days at 4°C.

Within this I5 day period, 50 per cent of acid-soluble nucleotides were dephosphorylated.
IMP undergoes the greater degradation (average rates 5.1, !,moles per gram of fresh muscle at
day I, versus 3.35 tlmoles per gram at day I5). The products of catabolism, i. e. inosine and

hypoxanthine gather up in the muscle.
Bound ADP, which almost entirely constitutes total muscular ADP, within the period consi-

dered, was not dephosphorylated.
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