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INTRODUCTION

Avec une production de 2,2 millions de tonnes et une consommation de 27 kg par an et
par habitant d'équivalents carcasse, la France est le premier pays producteur et le premier pays
consommateur de viande bovine au sein de I’Union Européenne. Il faut cependant noter que
ces chiffres sont tres inférieurs a ceux du début des années 1980 au cours desquelles la
consommation de viande bovine avait atteint une valeur maximale avec 33 kg par an et par
habitant d'équivalents carcasses. Cette chute de pres de 20% en 25 ans, n'a pas été
particulicrement liée aux crises sanitaires de 1996 et 2000 qu'a connues la filiere bovine, mais
a été beaucoup plus dépendante de la mauvaise image nutritionnelle et du faible rapport
qualité/prix de cette viande. Cette lourde tendance a la baisse semble cependant étre freinée
depuis quelques années grace aux efforts développés par la filiere pour regagner la confiance
des consommateurs, en termes de tragabilité et de garantie de qualité comme le souligne
I’existence de plus de quinze labels rouges et autres criteres de qualité.

La viande bovine, dont la qualité est toujours difficilement maitrisable, reste cependant
une viande onéreuse par rapport aux viandes blanches comme le porc et les volailles. En ce
qui concerne la viande bovine, le critere principal de qualité est la tendreté qui est positionnée
par le consommateur devant la flaveur, la jutosité et la couleur. La tendreté de la viande est
donc la qualité sur laquelle la filiere souhaite faire porter le maximum d'effort pour non
seulement 1'améliorer mais aussi réduire sa variabilité inter animale. La dureté de la viande
résulte de la résistance mécanique des deux principales composantes structurales du muscle :
les fibres musculaires et le tissu conjonctif. Les propriétés de ces deux compartiments du
muscle sont influencées par de trés nombreux facteurs biologiques et technologiques jouant
un role depuis la sélection génétique des animaux jusqu'a la phase de consommation de la
viande : i) au cours de I'élevage des animaux (nutrition, exercice, stress), ii) lors de la phase
de transformation du muscle en viande (réfrigération, stockage) et iii) lors de la cuisson
(mode, température et durée). Les propriétés des fibres musculaires et notamment leur
résistance mécanique évoluent selon les conditions de maturation (temps, température),
depuis un maximum lors de l'installation de la rigor mortis jusqu’a une valeur asymptotique
correspondant au minimum de participation de la structure myofibrillaire a la dureté de la
viande. La teneur, la composition, les propriétés thermiques et la morphologie du tissu
conjonctif varient énormément selon les muscles, la race ou 1’age de I’animal et déterminent

le potentiel de tendreté de la viande. C'est d'ailleurs sur la base des caractéristiques de la



composante conjonctive que s'établit le prix des morceaux. En faisant varier les conditions de
conditionnement post mortem, la part de dureté liée aux fibres musculaires peut donc €tre
controlée. En revanche, le tissu conjonctif engendre une dureté de base qui ne peut étre
réduite que par la mise en cuvre de procédés d'attendrissage mécanique
(broyage/restructuration), chimique (marinade) ou thermique (cuisson longue durée a
température élevée). Ces procédés ne sont pas adaptés, pour des raisons d'acceptabilité par le
consommateur ou des raisons reéglementaires, aux muscles potentiellement tendres et donc a
cuisson rapide. Ainsi I’enjeu de 1’étude du tissu conjonctif n’est pas obligatoirement de
chercher a réduire la dureté de la viande, comme pour les fibres musculaires, mais de pouvoir
la prédire de facon a valoriser aux mieux les différents muscles de la carcasse (extension de
découpe, par exemple) et a orienter les différents morceaux vers l'utilisation la plus adaptée
(cuisson, transformation). Ainsi malgré une faible proportion dans le muscle par rapport aux
myofibres (15% contre 85%), le tissu conjonctif influence fortement la texture de la viande
cuite. Les nombreuses études sur sa quantité et sa stabilité thermique ont montré les limites de
ces variables pour expliquer les différences de tendreté inter animales observées pour un
muscle donné. Les études sur la composition du tissu conjonctif ont été beaucoup moins
nombreuses et se sont limitées a décrire qualitativement les macromolécules présentes, sans
pouvoir établir de relation avec la dureté. Enfin, certains auteurs ont montré 1’influence de la
structure spatiale du tissu conjonctif sur la texture de la viande. Cependant ces études ont été
assez limitées faute d’outils de quantification adéquats.

Le développement ces dernicres années des outils d'acquisition, de traitement et
d'analyse d'images a ouvert de nouvelles perspectives. Les applications en agro-alimentaire de
ces techniques sont, d'ailleurs, de plus en plus répandues. Dans ce travail de these, je me suis
intéressée a 1’étude de la relation entre d'une part la texture de la viande bovine évaluée de
maniere objective (instrumentale) et subjective (analyse sensorielle) et d'autre part les
caractéristiques morpho-anatomiques du tissu conjonctif. Comme le tissu conjonctif présente
plusieurs niveaux de structuration, j'ai cherché a répondre a cette problématique par une
approche multi échelle, en combinant 1’utilisation de deux modalités d’imagerie : 1’histologie
et I’imagerie par résonance magnétique (IRM).

Cette these est composée de trois parties principales. La premiere consiste en une revue
bibliographique présentant dans une premier temps les caractéristiques du tissu conjonctif et
leur relation avec la tendreté de la viande cuite, et dans un deuxiéme temps les principales
techniques de traitement des images. Une seconde partie détaille I’ensemble des matériels et

méthodes utilisés au cours de ce travail avec une attention particuliere aux outils d'analyse



d'images. La troisieme partie présentant et discutant les résultats obtenus dans cette étude
s’articule en quatre chapitres. Le premier décrit I'étude préliminaire qui a permis d’éprouver la
validité des techniques a mettre en ceuvre et le plan d’expérience employé. Le deuxieme
chapitre est consacré a la mise au point de I'outil de traitement et d’analyse d’images. Le
chapitre suivant met en application les validations développées dans les deux parties
précédentes afin d’étudier la relation entre 1’organisation spatiale du tissu conjonctif et la
tendreté de la viande cuite. Le dernier chapitre est consacré a 1'analyse de la composition du
tissu conjonctif en relation avec la répartition spatiale des lipides et les modalités d’imagerie
du muscle mises en ceuvre. Enfin, les perspectives, a la fois en termes de potentiel
d'application des méthodes développées et de futurs axes de recherche sont présentées en

conclusion
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A. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

A.1 TISSU CONJONCTIF INTRAMUSCULAIRE

Le muscle peut étre considéré comme un matériau composite dont la structure, d'une tres
grande complexité, est directement reliée a sa fonction physiologique de génération et de
transmission de forces, assurant posture et mobilité (Lepetit et Culioli, 1994). Il est constitué
d'une matrice de tissu conjonctif (15%) extrémement résistante et assurant la transmission aux
parties osseuses des forces générées par les fibres musculaires (85%) (Mc Cormick, 1994).
Celles-ci transforment 1'énergie chimique, directement disponible dans les molécules d'ATP
(adénosine triphosphate), en énergie mécanique lors du glissement, les uns par rapport aux
autres, des filaments fins et des filaments épais des structures contractiles élémentaires que
sont les sarcomeres. Les propriétés mécaniques de la viande, résultat de la transformation post
mortem du muscle, régissent ses caractéristiques de texture et notamment sa tendreté ; elles
sont directement dépendantes non seulement des propriétés de chacune des structures
conjonctive et myofibrillaire mais aussi de leurs interactions. Ce travail de thése concernant
exclusivement le role du tissu conjonctif sur les propriétés de texture de la viande, la structure
myofibrillaire ne fera pas l'objet de développement dans cette partie de la bibliographie.
Celle-ci se limitera donc a la composition et la structure du tissu conjonctif intramusculaire,
souvent appelé matrice extracellulaire et qui, outre son réle de transmission de force, procure
forme et support aux composants cellulaires du muscle (vaisseaux, nerfs, neurones) (Mc

Cormick, 1994).
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A.1.1 Organisation du tissu conjonctif dans le muscle

Le tissu conjonctif s’organise en trois niveaux (Figure A-1).

Os Perim'-_.l.-'gium Vaisseal
sanguin
Fibre
musculaire
&
.:__;I"'" il
- ; Faisceau
Tendon Epimysium Endormysium

Figure A-1. Organisation des différents niveaux de tissu conjonctif dans le muscle
squelettique

Le niveau le plus fin (0,2 um) qui entoure chaque fibre musculaire (50 um de diametre)

correspond a I’endomysium. Celles-ci sont regroupées en faisceaux délimités par le

périmysium (10 a 200 pum d’épaisseur). Le muscle entier est, enfin, enveloppé par

I’épimysium (pouvant posséder une épaisseur de plusieurs millimetres chez le bovin),

également appelé aponévrose et se prolongeant jusqu’aux tendons (Taylor, 2004).

Figure A-2. Photographie en microscopie
électronique a balayage de I’endomysium du
muscle Sternomandibularis de bovin apres
extraction des composants myofibrillaires a
I’aide de soude (NaOH).

On distingue aisément 1’enchevétrement formé
par les fines fibrilles ondulées de collagene.
Tirée de (Purslow et Trotter, 1994)

L’endomysium est constitué d’un enchevétrement paraissant aléatoire de fibrilles

ondulées de collagene (Figure A-2). Ces fibrilles ne sont pas organisées en fibres comme dans
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le périmysium (Rowe, 1978), mais constituent plutdt une membrane associée a quelques
fibres de collagene (Light, 1987; Bailey et Light, 1989). Ce maillage peut facilement se
réorienter en cas de changements morphologiques du muscle. Les fibrilles de collagene de
I’endomysium ont un diametre inférieur a celles formant les fibres du périmysium dans le
muscle Semitendinosus de mouton (47 et 63 nm respectivement) (Rowe, 1978) ou de porc
(Fang et al., 1999) (48 et 67 nm respectivement). Le diametre des fibres de collagene varie
également d’un muscle a I’autre, de 51 nm pour le muscle Longissimus dorsi a 92 nm pour le
muscle Gastrocnemius de bovin (Light et al., 1985).

Dans le périmysium les fibres de collagene sont majoritairement ondulées et forment une
structure en treillis (criss-cross lattice) bien ordonnée (Rowe, 1974) (Figure A-3). Au repos,
les fibres de collagéne du périmysium forment un angle de 55° avec les myofibres selon un
taux d’ondulation de 1,2. Cet angle et cette ondulation varient au gré des contractions et des
étirements du muscle (Offer ef al., 1989).

Dans la plupart des muscles, I’épimysium présente la méme organisation que celle
décrite dans le périmysium (Figure A-3). Cependant, dans certains muscles ol 1’épimysium
participe clairement au transfert de charge vers des structures adjacentes (exemple : muscle
Semitendinosus), les fibres de collagene s’organisent en paquets denses, similaires a ceux
observés dans la structure des tendons (Harries et al., 1972).

Figure A-3. Photographie en microscopie
optique montrant 1’arrangement des fibres de
collagene dans [D’épimysium du muscle
Sternomandibularis de bovin. Les lignes
horizontales signalent les contours des
myofibres a la surface du muscle. Les fibres
de collagene de I’épimysium en surépaisseur
apparaissent sous la forme de deux trames de
fibres paralleles formant un angle d’environ
54° par rapport a la direction des myofibres

(Harries et al.,, 1972). Une structure
semblable est retrouvée dans le périmysium.

La teneur en collagéne endomysial varie peu entre les différents types de muscle, et ne
semble donc pas impliquée dans variabilité de la texture de la viande (Light et al., 1985 ;
Purslow, 1999 ; Nakamura et al., 2003). L’endomysium représente entre 0,1 et 0,5% de la
masse musculaire pour Light ef al. (1985) et entre 0,47 et 1,20% pour Purslow (1999), soit un
facteur de variation d’environ 2,5, alors que le périmysium peut varier d’un facteur

multiplicatif de 10 selon les types de muscle (Purslow, 1999). Comme 1’épimysium est paré
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par le boucher lors de la découpe des morceaux, il n’intervient pas lors de la consommation
de la viande et ne participe donc pas aux propriétés de texture percues lors de la mastication.
En revanche, le périmysium, qui constitue l'essentiel (90%) du tissu conjonctif
intramusculaire (Mc Cormick, 1994) et qui présente une forte variabilité qualitative et
quantitative joue un role prépondérant dans le déterminisme de la texture de la viande ; c'est
d'ailleurs sur cette structure que se sont focalisées la plupart des études portant sur les
relations entre les caractéristiques du tissu conjonctif et la texture de la viande.

La teneur en collageéne total dans le muscle varie considérablement d’un muscle a 1’autre
(Rhee et al., 2004 ; Torrescano et al., 2003), de I’ordre de 1 a 6 entre les muscles Psoas major
(filet) et Infraspinatus (paleron) (Mc Keith et al., 1985), conditionnant le mode de cuisson et
donc de consommation de ces deux types de muscles : grillé pour le premier et braisé pour le
second. L’influence de ces variations de teneur en collagene total sur la tendreté de la viande
sera abordée lors des paragraphes suivants.

Le périmysium présente plusieurs niveaux d’organisation (Schmitt ez al., 1979) (Figure
A-5). Le niveau le plus grossier correspond a ce qu’il est convenu d’appeler le périmysium
primaire. Le périmysium se divise ensuite en trames secondaire et tertiaire de plus en plus
fines et formant un réseau plus ou moins régulier. La hiérarchie des faisceaux se décrit
généralement en sens inverse de celle du périmysium. Ainsi le premier niveau de faisceaux
apres la fibre musculaire se dénomme faisceau primaire. Les faisceaux secondaires regroupent
plusieurs faisceaux primaires et ainsi de suite pour les faisceaux tertiaires et quaternaires.
Depuis longtemps, les bouchers définissent la texture de la viande en terme de grain. Le grain
est assimilé a la taille des faisceaux de fibres musculaires délimités par le périmysium : un
grain plus fin étant assimilé a une viande plus tendre. Etablir la relation entre tendreté et taille
des faisceaux de fibres musculaires a donc une importance pratique et permettrait d’apporter
des réponses aux professionnels de la viande. Cependant, en comparant la «texture » de
plusieurs muscles, il apparait clairement que la taille des faisceaux n’est pas le seul parametre
important. Purslow (2005) a d’ailleurs complété cette notion de grain, en introduisant
I’épaisseur du périmysium et le degré d'infiltration de gras. La forme des faisceaux n’a été,
quant a elle, que treés peu étudiée, bien qu’elle semble étre liée a la nature et l'intensité des
contraintes mécaniques développées par les muscles et puisse étre de fait directement liée a
leur résistance mécanique. Cette lacune provient probablement de la difficulté a mettre au

point une méthode permettant d’analyser précisément 1’organisation du tissu conjonctif.
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A.1.1.1 L’épaisseur du périmysium

Purslow (1985) a observé que lorsque la viande cuite est étirée perpendiculairement au
sens des fibres, les premiers points de fracture apparaissaient au niveau de la jonction
périmysium-myofibres. Ainsi le volume et I’épaisseur du périmysium joueraient un rdle dans
le déterminisme de la tendreté de la viande.

L’épaisseur du périmysium, et par conséquent sa robustesse, sont le résultat de
I’empilement de plusieurs couches de fibres de collagéne organisées en faisceaux (Liu et al.,
1995 ; Nakamura et al., 2003) (Figure A-4). Elle augmente avec le nombre et la dimension de
ces couches (Fang et al., 1999). Les faisceaux de fibres de collagene sont ondulés ce qui

permet la transmission des forces durant la contraction tout en répartissant les efforts sur

I’ensemble du tissu pour éviter les ruptures.

Figure A-4. Périmysium d’un muscle
Pectoralis  profundus de poulet en
microscopie électronique (Nakamura et
al., 2003)

Cependant mesurer 1’épaisseur du périmysium de maniere fiable et représentative reste
difficile a mettre en ceuvre. Le niveau de périmysium observé doit étre défini précisément, car
les différences entre les niveaux de périmysium sont importantes: de 30 pm pour le
périmysium secondaire a 120 uym pour le périmysium primaire (Torrescano et al., 2001 ;
Bonny et al., 2000).

L’épaisseur du périmysium, tout comme la taille des faisceaux, ne peut expliquer a elle
seule les variations de tendreté. D’autres parametres sont a prendre en compte, comme la
notion de degré d’organisation de la trame. Par exemple, le muscle Psoas major, tres tendre,
présente une trame d’allure trés uniforme, contrairement au Biceps femoris dont le réseau

possede plusieurs degrés d’organisation (Strandine et al., 1949) (Tableau A-1).
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Tableau A-1. Classification de muscles de bovins sur la base de la taille des faisceaux de
fibres musculaires et du profil du tissu conjonctif qui les délimitent (d’apres Strandine et al.,
1949).

Faisceaux larges et  Faisceaux de taille Petits faisceaux et  Faisceaux difficiles a

périmysium épais moyenne et périmysium tres fin distinguer
périmysium plus fin
Brachiocephalicus Brachialis Biceps brachii Adductor
Cutaneus Oblique externe Complexus Intercostalis
Pectoralis profundus Latissimus dorsi Diaphragme lliacus
Semitendinosus Longissimus dorsi Extensor carpi Intra-transversus colli
Sternocephalicus Rectus abdominis radialis Longissimus costarum
Pectoralis Rhomboideus Gastrocnemius Infraspinatus
superficialis Semimembranosus Gluteus medius Multifidis dorsi
Trapezius Serratus ventralis Gluteus profundus Pectineus
Splenius Gracilis Psoas major
Tensor fascia latae Oblique interne Psoas minor
Transversus Rectus femoris Teres major
abdominis Subscapulatis Triceps brachii
Vastus intermedius Supraspinatus

Vastus medialis

Vastus lateralis

A.1.1.2 La taille de faisceaux

Il n’existe pas dans la littérature de définition précise du faisceau de fibres. Cependant

I’organisation hiérarchique suivante est couramment admise. Les faisceaux primaires sont le
niveau élémentaire d’organisation des fibres. Ils sont regroupés en faisceaux secondaires puis
tertiaires et ainsi de suite jusqu’a 1’épimysium qui enveloppe le muscle entier (1986) (Figure
A-5). Pourtant en observant un grand nombre de coupes musculaires, trois criteres majeurs
caractérisant un faisceau de fibres primaire peuvent €tre discernés :

= il s’agit de la structure de niveau immédiatement supérieur a la fibre musculaire
(myofibre)

= e faisceau primaire contient entre 25 et 200 fibres musculaires, ce qui équivaut a
environ une surface comprise entre 50 000 et 400 000 pm? (pour un diametre moyen de fibre
musculaire de 50 pm)

= les bordures de fibres a la périphérie du faisceau sont alignées de sorte que le
périmysium forme une limite rectiligne au faisceau (Figure A-6).

Une fois le faisceau primaire défini, il est alors possible de définir les ordres supérieurs
par référence aux faisceaux primaires.

La taille des faisceaux de fibres musculaires varie d’un muscle a 1’autre : elle est

probablement liée a la distribution des forces que le muscle développe in vivo.

10
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Qualitativement, il y a une relation entre la taille de faisceaux, I’épaisseur du périmysium, la
longueur des faisceaux et les efforts en cisaillement que génerent les myofibres et que subit la
structure conjonctive. Par exemple, chez le bovin, le muscle Pectoralis profundus, soumis a
de grands efforts en cisaillement, présente des faisceaux primaires de grande taille séparés par
des trames épaisses de périmysium. en revanche, un muscle long comme le Sternocephalicus
soumis quant a lui a de faibles efforts de cisaillement, est constitué de petits faisceaux
primaires et secondaires, séparés par un périmysium fin (Harries et al, 1972). De plus
Purslow (1999) suggere que la division du muscle en faisceaux par le périmysium reflete
I’adaptation du muscle aux contraintes de cisaillement impliquées par les changements de
forme lors des phases de contraction et d’extension. Ainsi un muscle exposé
physiologiquement a de violentes contraintes doit présenter de larges faisceaux capables de
générer des forces élevées et un périmysium épais capables de les supporter et de les
transmettre (Harries et al., 1972).

Figure A-5. Caractérisation
des différents types de
faisceaux a l’intérieur d’un
faisceau principal. On peut
distinguer ensuite la
hiérarchisation des faisceaux
selon I’ordre suivant:
faisceaux  primaires (b),
faisceaux secondaires (c),
faisceaux tertiaires (d),

faisceaux quaternaires (e) et
enfin faisceau principal (f).

11
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Figure A-6. Coupe musculaire
colorée au  Rouge  Sirius,
identifiant ici en noir le tissu
conjonctif. On peut remarquer
que les fibres musculaires (ici en
gris) au bord du faisceau primaire
sont alignées.

A.1.2 Composition du tissu conjonctif intramusculaire

Bien que la quantité de tissu conjonctif dans le muscle soit toujours faible par rapport a
celle des myofibres (entre 1 et 15%), celui-ci joue un role essentiel dans la mise en place et le
maintien de I'organisation des structures musculaires fibres, ainsi que dans la transmission des
forces générées par la contraction des myofibres. Il est composé de protéines fibreuses
représentées principalement par le collagene et, dans une bien moindre mesure, par 1’élastine
(moins de 2%). Il est également constitué de mucopolysaccharides et de protéoglycannes,
formant une substance fondamentale conjonctive ou baignent les fibroblastes (cellules

spécifiques de ce tissu).

A.1.2.1 Le collagene et ses différents isoformes

Le collageéne, représentant environ 40% du poids sec et 80% des protéines de la matrice
extracellulaire du tissu musculaire, est le composant le plus rigide du tissu musculaire (Bailey,
1972). 1l participe a ce qu’il est convenu d’appeler la dureté de base de la viande, c'est-a-dire
la part de la dureté indépendante des variations liées au processus d’attendrissage post
mortem, qui concerne quasi exclusivement les fibres musculaires (Light 1987). L'unité de
base du collagene est une molécule de 300 kDa, constituée de 3 sous unités polypeptidiques
appelées chaines o. Celles-ci, sont fortement associées entre elles par des liaisons Hydrogene
pour former une structure en triple hélice avec deux extrémités C et N terminales non
hélicoidales, appelées télopeptides. La partie centrale de la triple hélice de collagéne est
constituée majoritairement du motif répétitif d’acides aminés GLY- X- Y, responsable de la
forte compacit¢ de la molécule. La richesse (23% des acides aminés) en proline et
hydroxyproline est aussi caractéristique de la molécule de collagéne qui subit d'importantes

modifications post-traductionnelles intra- (hydroxylation sélective de la lysine et de la

12
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proline) et extracellulaires (protéolyse des télopeptides et établissement de liaisons de
réticulation). Les molécules de collagene, de 280 nm de longueur et 1,5 nm de diametre,
s'agregent, téte a queue, avec une décalage systématique d'un quart de molécule, pour former
des penta fibrilles. C'est entre les télopeptides et les chaines hélicoidales que s'établissent des
liaisons intermoléculaires divalentes ou trivalentes associant entre elles 2 ou 3 molécules de
collagene de la méme micro fibrille ou de micro fibrilles adjacentes. Le degré de réticulation,
défini par le nombre et la nature des liaisons covalentes établies, conditionne la stabilité
thermique du collagéne et en conséquence la dureté de la viande apreés cuisson (Bailey et

Light, 1989).

La molécule de collagene varie également en termes de taille et de composition, générant
de nombreux types de collagéne. Vingt-sept isoformes (dont 7 dans le muscle strié
squelettique) ont été identifiés jusqu’a présent (Listrat A. et al., 1998 ; Listrat et al., 2000 ;
Sato et al., 2002). 1ls sont le produit de plus de 35 genes différents et présentent une grande
diversité de propriétés structurales et fonctionnelles. La localisation et les caractéristiques des
7 collagenes du muscle strié sont rappelées dans le tableau A-2.

Les quatre principales formes sont les types fibrillaires I, III et V et le type IV non
fibrillaire. La proportion des différents types de collagene varie d’un muscle a 1’autre et
pourrait donc contribuer aux variations de la résistance mécanique du muscle. Notamment la
proportion de collagene de type III varie de 0,4 a 2,5% du collageéne total pour les muscles
Longissimus dorsi et Gastrocnemius, respectivement (Light, 1987). En ce qui concerne les
collagenes fibrillaires, comme les types I, III et V, les fibrilles s'associent a leur tour pour
former les fibres de collagene proprement dites. Ces fibres sont extrémement résistantes
(module d'élasticité 10° N/cm?) et quasiment inextensibles. La déformation du tissu conjonctif
n'est de fait possible que par modification du degré d'ondulation et de 1'angle d'orientation de
ces fibres (Figure A-3 et Figure A-4).Ces fibres sont hétérotypiques. Elles contiennent
toujours du collagene de type 1 et des proportions variables de types III et V, qui définissent le
type et le diametre de la fibre de collagene.

Chez le bovin, le type I se situe principalement dans 1’épimysium et le périmysium,
tandis que le type III se retrouve plutot dans le périmysium sous la forme de fines bandelettes
(Bailey et al., 1979). Par ailleurs, les fibres de collagene de type I ont un diametre plus grand
que celles de type III (Nishiumi, 1999) et les fibres de type III sont plus stables a la chaleur
(Burson et Hunt, 1986). La proportion de collagéne de type III est la plus élevée dans le

périmysium des muscles les plus durs selon Bailey et al. (1979). Cependant Light et al.
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(1985) n’ont pas mis en évidence de relation entre le rapport collagene III sur collagene I et
les propriétés mécaniques de la viande. Le collagéne de type I flexible est trés résistant et
permet le maintien de la structure de la matrice extracellulaire. Le collagéne de type III forme
des fibres réticulaires qui régulent la formation des fibres de type I. La seconde fonction du
collagene de type III consiste a assurer la liaison entre I’endomysium et le périmysium. Le
collagene de type V forme avec le type III les fibres de réticuline. Le collagéne V apparait au
niveau de la membrane basale, qui supporte les fibres de collagéne de I’endomysium, ou il
sert de lien avec les fibres de collagene du périmysium (Nishiumi, 1999). Le collagéne V
comme le collagene III, joue également un rdle sur la régulation du diametre des fibres de
collagene 1 (Fichard et al., 1995). Le collagene de type IV non fibrillaire constitue la
membrane basale en formant un réseau qui piege la laminine et les protéoglycannes (Van der

Rest et Garrone, 1991).

Outre les formes majoritaires précitées, il existe dans le muscle les types VI, XII et XIV.
Le role du collagene de type VI est assez flou. Il semblerait servir d’interface entre le réseau
formé par les fibres de collagene et les cellules (Van der Rest et Garrone, 1991), il possederait
aussi un site de fixation de la décorine lui permettant de réguler 1’organisation structurale de
la matrice extracellulaire en contrdlant la formation des fibrilles de collagene (Bidanset et al.,

1992).

Les collagenes de types XII et XIV sont dénommés collagenes FACIT pour Fibril-
Associated Collagen with Interrupted Triple helix. Ils interviennent en diminuant I’interaction
entre les fibres de collagene, facilitant ainsi leur glissement respectif (Van der Rest et Dublet,
1996). Le collagene de type XII joue un rdle dans le développement embryonnaire. Il
intervient, de plus, dans la différenciation des adipocytes (Tahara et al., 2004). Le type XIV
joue, quant a lui, un réle dans le développement musculaire et sa régénération (Tono-Oka et

al., 1996).
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Tableau A-2. Structure et localisation des différents types de collagénes présents dans le
muscle squelettique. D’aprés Nakajima et al., 1998 et Nishiumi, 1999.* fibril-associated
collagen with interrupted triple helix.

Type de Localisation
N Structure — : .
collagéne Périmysium Endomysium Vaisseaux
I Fibrillaire ++ + ++
I Fibrillaire + + +
. +
v Feuillet i membrane basale T
\Y Fibrillaire + + ++
VI Collier de perles + + +++
XII FACIT * + + (poulet) N
- (bovin)
XIV FACIT * + + (poulet
- (bovin)

A.1.2.2 L’élastine

Cette protéine n’est présente dans le muscle que dans 1’épimysium et le périmysium
(Rowe, 1986) ; elle est en revanche le constituant majeur des vaisseaux sanguins, de certains
ligaments et se trouve aussi en proportion plus faible dans la peau et les tissus pulmonaires
(Nishiumi, 1999). Elle constitue le matériau amorphe des fibres élastiques du tissu conjonctif,
constituées par l'assemblage de fibrilles de glycoprotéines (diametre de 11 nm) (Ross et
Bornstein, 1969). Deux groupes de fibres élastiques peuvent étre différenciés dans le tissu
conjonctif : 1'un caractérisé€ par des fibres fines (diametre de 1-2 um) disposées parallelement
aux fibres de collagene et l'autre constitué de fibres épaisses (5-10 um), disposées
parallelement aux cellules musculaires et concentrées dans les nceuds de périmysium (Rowe,
1986 ; Greaser, 1997). Contrairement aux fibres de collagene, les fibres d'élastine sont
branchées, beaucoup plus extensibles et moins rigides que celles de collagene (module
d’élasticité 10° contre 10° pour le collagene) (Viidik et al., 1982).

L'élastine est une protéine d'un poids moléculaire de 74 kDa. Bien qu'elle présente une
composition en acides aminés voisine de celle du collagéne avec une forte proportion de
glycine, proline et alanine, sa structure et ses propriétés sont tres différentes. En effet, elle se
présente sous forme d'un réseau de chaines moléculaires organisées de facon aléatoire lui
conférant une structure amorphe. L'élastine contient comme le collagene des liaisons de
réticulations formées a partir de résidus lysine. Toutefois, la nature de ces liaisons est

différente de celle du collagene, puisque formées par des acides aminés spécifiques : la
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desmosine et l'isodesmosine. L’élastine est également tres hydrophobe car 75% de sa
séquence est composé d’acides aminés hydrophobes (Vrhovski et Weiss, 1998).

Dans les muscles contenant peu d’élastine, cette molécule se trouve en quasi totalité dans
la paroi des artérioles (Bendall, 1967). Les muscles contenant beaucoup d’élastine
(Semitendinosus et Latissimus dorsi) sont impliqués dans la propulsion de 1’animal. Les fibres
élastiques fournissent 1’énergie élastique nécessaire a 1’épaule et la hanche pour I’initiation de
la propulsion (Bendall, 1967).

Bien que pratiquement insensible a la chaleur, la contribution de 1’élastine a la dureté de
la viande est mineure, en raison probablement de sa faible teneur dans la plupart des muscles.
En effet, des muscles de bovins présentant des teneurs en élastine tres variables (Tableau A-3)
produisent de la viande de dureté équivalente (Bendall, 1967 ; Dransfield, 1977 ; Cross et al.,
1973). Cependant compte tenu de la difficulté pour dénaturer ou solubiliser 1’élastine par
chauffage, elle doit étre responsable d’une part de la dureté de la viande cuite provenant de

muscles riches en €lastine, comme le Semitendinosus ou le Latissimus dorsi.

Tableau A-3. Teneur en élastine de différents muscles bovins. D’apres Bendall, 1967.

Position Nom Collggéne E1a§tine . Elas'tine .
(% poids sec) (% poids sec) (% tissu conjonctif total)

Infraspinatus 13,3 0,12 0,9
Epaule Latissimus dorsi 4,0 2.0 33,0
Pectoralis 4,0 0,41 5,5
Dos Longissimus dorsi 2,3 0,07 2,9
Biceps femoris 4,2 0,12 2,7
Gluteus medius 1,6 0,18 10,0
Cuisse Rectus femoris 1,9 0,07 3,6
Semitendinosus 3,1 1,82 37,0
Tensor fascia latea 3,1 0,30 23,0

A.1.2.3 Les protéoglycannes dont la décorine

Les protéoglycannes sont des macromolécules constituées de chaines glucidiques
polyanioniques (GAGs) liées de maniere covalente a un cceur peptidique. Ce sont les
composants majeurs de la substance amorphe dans laquelle baignent les fibres du tissu
conjonctif (NIshiumi, 1999). Ils peuvent lier de tres grandes quantités d’eau et interagissent
avec les différents cellules et composants du tissu conjonctif (Nishiumi, 1999). Ils jouent, en
outre, un role important dans la fonction et la stabilité de la matrice extracellulaire. Ils

assurent, entre autres, la résistance aux forces de compression, I’hydratation des tissus, la
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régulation de la diffusion et du flux des macromolécules, la régulation de la prolifération
cellulaire et la présentation des facteurs de croissance aux cellules (Nishiumi, 1999).

La décorine, qui se trouve dans la plupart des tissus conjonctifs, constitue le
protéoglycanne majoritaire du tissu conjonctif intramusculaire. C'est un petit protéoglycanne
(chondritine sulfate/dermatan sulfate) dont le coeur protéique est riche en leucine (70 kDa). Ce
ceeur protéique permet a la décorine de s'associer aux molécules de collagene 1, II et III. Elle a
été nommée ainsi, suite aux observations en microscopie électronique, la décrivant comme
une molécule décorant les fibres de collagene (Scott, 1980). Scott (1996) a suggéré que la
décorine jouait le role de ligand entre deux molécules de collagene, maintenant les molécules
paralleles dans la fibrille et modulant la distance entre elles. En stabilisant la fibrille, elle
favoriserait la fibrillogenese et participerait a la régulation de 1’épaisseur des fibres de
collagene (Vogel et al., 1984). Elle permettrait, aussi, I'alignement des sites de réticulation
intermoléculaire, et jouerait ainsi un role dans la dureté de la viande (Nishiumi, 1999). La
décorine interviendrait enfin comme régulateur de 1'activité du facteur de croissance et donc
de la croissance cellulaire (Eggen et Ekholdt, 1995). Il est a noter que les protéoglycannes
présentent la particularité d'avoir un turnover élevé ; en se dégradant rapidement ils liberent

de l'espace pour permettre I’expansion de la matrice extracellulaire (Bailey et Light, 1989).

A.1.2.4 Les lipides intramusculaires

Ils représentent le plus souvent 1 a 5 % du tissu musculaire et sont constitués
principalement par des lipides de structure (phospholipides membranaires) et des lipides de
réserve (triglycérides des adipocytes). Les différences de teneurs en lipides entre muscles et
entre animaux sont principalement dues aux variations de quantités de triglycérides. En effet,
la teneur en phospholipides varie peu puisque dépendant seulement de la densité de structures
membranaires, cellulaires et intracellulaires. Le type métabolique des fibres musculaires,
influence donc la teneur en phospholipides, alors que la quantité de triglycérides est le résultat
a plus ou moins long terme de I’état nutritionnel de 1’animal, autrement dit de son état
d’engraissement (Goll et al., 1984). Si une partie des lipides se trouve sous forme de
gouttelettes lipidiques dans le sarcoplasme, la majorité est localisée dans des adipocytes soit
isolés entre les fibres soit regroupés le long des vaisseaux sanguins dans le périmysium ou
I’épimysium. Cette seconde localisation est connue sous le nom de « persillé » dans la viande.
Les adipocytes sont enveloppés dans le tissu conjonctif par une fine enveloppe de collagene
(Sorland et al., 2004) a proximité des vaisseaux sanguins (Tume, 2004). Dans les premiers

stades d’engraissement, le diametre des cellules est généralement faible (40 a 60 um). Pour
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étre visibles, les amas adipeux doivent regrouper au moins 10 a 15 cellules. L’engraissement
de I’animal conduit a la fois a I’hyperplasie et a I’hypertrophie de ces adipocytes. L'incidence
des lipides sur la qualité de la viande porte principalement sur la flaveur et a un degré
moindre sur la jutosité. Son rdle sur la tendreté est cependant beaucoup plus controversé.
Toutefois, un état d'engraissement tres poussé comme c'est le cas dans les systemes de
production de viande au Japon conduit a une modification de la structure et donc de la

résistance mécanique du tissu conjonctif (Nishimura et al., 1999).

A.1.3 Implication du tissu conjonctif intramusculaire dans la tendreté de la

viande

Les caractéristiques "teneur, composition, morphologie" du tissu conjonctif
intramusculaire varient fortement entre muscles et, pour un méme muscle, entre animaux et
sont a la base de la notion de tendreté potentielle de la viande. Ces caractéristiques
conditionnent d'ailleurs fortement leur valeur, le consommateur privilégiant les muscles a
faibles teneurs en collagene et provenant d'animaux jeunes chez lesquels ce collagene est plus
faiblement réticulé. Cette importance a justifié le tres grand nombre de travaux conduits
pendant pres d'un siecle, sur I'étude des relations entre les caractéristiques du tissu conjonctif
et la tendreté de la viande. Les résultats de ces études ont eu notamment pour conséquence
une évolution des pratiques dans les systemes de production de viande pour minimiser les
variations de qualité, provenant notamment de la fraction conjonctive du tissu musculaire
(essentiellement teneur et réticulation du collagéne en relation avec 1'age et le profil génétique
des animaux).

Les progres effectués dans la connaissance des mécanismes a la base de la part de la
dureté de la viande attribuable a la structure contractile du muscle (en relation notamment
avec le degré de contraction et la maturation), permettent a présent de fortement limiter la
variabilit¢ de la tendreté liée a la fraction myofibrillaire. Ceci a eu pour conséquence
d'accroitre l'incidence relative du tissu conjonctif sur la variabilité de la qualité de la viande.
Par ailleurs, les progres réalisés dans la connaissance et les méthodes d'analyse de ce tissu ont
ouvert de nouvelles voies d'investigation (Mc Cormick, 1994 ; Purslow, 2002 et 2005).

Le tissu conjonctif assure plusieurs rdles comme la cohésion entre les faisceaux de fibres
et ainsi le maintien de la structure du muscle durant la contraction. Il sert également
d’interface, afin de faciliter le glissement des faisceaux les uns par rapport aux autres. Ces
propriétés mécaniques et structurelles trouvent leur origine dans les propriétés physico-

chimiques des protéines qui le composent, en particulier celles du collagene. Différents
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parametres peuvent €tre mesurés, comme la concentration en collagene dans le muscle, sa
stabilité thermique ou encore la nature et la proportion relative de chacune des isoformes
présentes. Ces parametres varient sous 1’effet de différents facteurs comme 1’age, le sexe, la
race, la génétique (par exemple le caractere d’hypertrophie « culard »). Néanmoins le niveau
d’implication de ces facteurs dans les variations de la texture de la viande n’est pas le méme
selon le modele biologique étudié (type de muscle, type d’animal) et les traitements appliqués

ultérieurement a la viande.

A.1.3.1 Le type de muscle

La position anatomique et la fonction biomécanique des muscles ont une forte influence
sur la tendreté de la viande puisque avec elles varient, notamment, les concentrations en
collagene (Dransfield, 1977) et en élastine (Cross et al., 1973) ainsi que la forme des
faisceaux musculaires et 1'organisation spatiale de la trame conjonctive (Schmitt et Dumont,
1969). Ainsi les muscles de force induisant le mouvement du squelette, comme le Biceps
femoris, ont plus de collagéne et sont moins tendres que ceux de posture comme le Psoas
major. De méme, les muscles de la partie antérieure de la carcasse sont plus riches en
collagene que ceux de la partie postérieure (Browning et al., 1990).

Des différences de solubilité du collagene et de diametre des fibres de collageéne existent
aussi entre muscles. Chez les bovins (Light et al., 1985) ou chez le poulet (Liu et al., 1996),
les muscles les plus tendres contiennent en général du collagene plus soluble et des fibres de
collagene de plus faible diametre. La stabilité thermique du collagene, lorsqu'elle est élevée,
joue un réle majeur lors de la phase de cuisson. Elle est principalement liée a la nature et au
nombre des liaisons de réticulation qui relient les molécules adjacentes de collagene (Light,
1987).

L’organisation du périmysium, et son effet sur la capacité de déformation de la viande
sous contrainte, contribuent également a la variabilit¢ de dureté de la viande. Cette
organisation variant largement d'un type de muscles a l'autre mais peu au sein d’'un méme
muscle, semble étre liée aux changements de forme du muscle lors de la contraction (Rowe,
1977). L’épaisseur du périmysium varie aussi fortement d’un muscle a 1’autre, et dans le
méme sens que les indices de dureté. Un périmysium épais a souvent été associé a une viande
dure. Des corrélations positives élevées entre 1’épaisseur du périmysium secondaire et la force
de cisaillement ont été observées chez des porcs d'ages différents (Fang et al., 1999) et le
poulet en faisant varier le type de muscle (Liu et al., 1996) (R = 0,98 et 0,95 respectivement).

Brooks et Savell (2004) ont observé sur huit muscles différents de bovins que 1’épaisseur du
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périmysium primaire peut varier d’un facteur supérieur a 2. Ils ont cependant obtenu une
corrélation significative, mais faible (R = 0,13) entre 1’épaisseur et la force de cisaillement par
Warner-Bratzler. De ce fait, I’épaisseur ne semble pouvoir expliquer qu’un pourcentage limité
de variation de tendreté.

Hammond (1932) fut le premier a décrire la relation entre taille de faisceaux délimités
par le périmysium et tendreté. Il a montré chez le mouton que la taille des faisceaux pouvait
étre multipliée par deux d’un muscle a I'autre, et a conclu que la viande la plus tendre
possédait les faisceaux les plus petits et donc le grain le plus fin. Par ailleurs, Strandine et al.
(1949) classerent 50 muscles de bovins en fonction de la taille et de la facilité a distinguer les
faisceaux. Ils observerent que les muscles a l’intérieur d’une espece ont des profils
histologiques différents; ainsi le muscle Pectoralis superficialis a des faisceaux larges et
distincts alors que 1I’lliacus a une texture plus fine et uniforme (Tableau A-1). Sans pouvoir
établir une corrélation quantitative, ils conclurent qu’il existait une relation générale entre le
profil de répartition des faisceaux et la tendreté. Ainsi les muscles présentant de grands
faisceaux délimités par un périmysium épais sont plus durs.

Brady (1937) a aussi étudié 1’organisation du tissu conjonctif et a essayé, chez le bovin,
de corréler la taille des faisceaux avec la dureté de la viande. Il obtint un coefficient de
corrélation de - 0.81 entre le nombre de fibres dans un faisceau et la force maximale de
cisaillement. Or constatant que la taille des fibres restait constante, il conclut que la taille des
faisceaux et la force de cisaillement étaient fortement reliées : plus les faisceaux étaient
grands et plus la viande était tendre (Brady, 1937). Ses conclusions sont, donc, en totale
opposition avec celles de Hammond (1932), qui concluait qu'un muscle avec de petits
faisceaux donnait une viande tendre.

Schmitt et Dumont (1969) ont également travaillé sur des coupes histologiques de
muscle, dans le but de relier I’organisation du périmysium avec la tendreté de la viande, en
mettant au point une méthode de description et d’évaluation tres détaillée (Tableau A-4). Ces
auteurs de méme que Abustam et al. (1987) ont établi une relation entre la densité linéaire de
la trame périmysiale et la résistance mécanique en cisaillement et en compression de la viande
crue. Ces résultats ne permettent cependant pas de conclure définitivement sur l'effet de cette
densité sur la tendreté de la viande, car les mesures mécaniques sur viande crue ne sont pas de
prédicteurs suffisants des propriétés de la viande cuite. Totland et al. (1988) ont également
proposé une méthode pour prendre en compte la forme des faisceaux. Ils ont montré, en

accord avec Brady (1937), que des petits faisceaux non cylindriques étaient associés a de la
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viande dure. Cependant ces mesures sont lourdes a mettre en oeuvre et tres subjectives, et par

conséquent ces mesures n’ont été réalisées que sur un nombre réduit d’échantillons.

Tableau A-4. Liste des criteres pris en compte dans la méthode de Schmitt et Dumont (1969)

Fibres
musculaires

Diametre
Densité
Surface

Forme
Nombre
Type enzymatique

Tissu conjonctif
périmysial

Importance totale
Densité
Degré de structuration
Structuration atypique
Hiérarchie (distinction aisée entre les différents niveaux de trame conjonctive)

Trame primaire

Uniformité de 1’épaisseur
Epaisseur moyenne
Nombre faisceaux principaux
Forme faisceaux principaux
Dimension faisceaux principaux
Relation entre forme et dimension
Forme des sommets
Fréquence des nceuds
Taille des noeuds

Trame Homogénéité
secondaire Finesse
Etoiles conjonctives
Autres Vaisseaux sanguins (nombre, taille, localisation)

Tissu adipeux (localisation, taille, dispersion)
Lames et taches conjonctives (répartition, importance)
Fibres d’élastine (taille et nombre)

Fibres de collagene (type, taille, nombre, densité)

A.1.3.2 Les facteurs intrinseques a l'animal

De nombreux facteurs peuvent varier en ce qui concerne le type d’animal. Ainsi I’age, le

sexe ou encore la race et le type génétique des animaux peuvent influencer les caractéristiques

du tissu conjonctif et par voie de conséquence la tendreté de la viande.

L’dge

De nombreux auteurs, notamment Cross et al. (1973), Reagan et al. (1976) et Kopp et

Bonnet (1982), ont montré que la teneur en collagene des muscles de bovin ne variait pas

21



Partie A - Etude bibliographique

significativement avec 1’age de I’animal. Ce phénomene a été aussi observé chez d’autres
especes, comme le mouton (Young et Braggins, 1993a). Il faut cependant noté que certains
auteurs (Boccard et al., 1979) ont observé des variations avec 1'dge de la concentration en
collagene des muscles chez le bovin jeune. Dans leur étude, il a été montré que la teneur en
collagene diminuait de la naissance jusqu’a I’age de 8 mois, pour ensuite augmenter jusqu’a
I’age d'un an, période correspondant a I’arrivée a maturité sexuelle de I’animal, et enfin se
stabiliser au-dela. En revanche, quelle que soit 1'espece animale considérée, la solubilité du
collagéne diminue régulierement avec 1’dge (Herring et al., 1967a ; Reagan et al., 1976 ;
Young et al., 1992). Cette diminution a été reliée a 1’augmentation du nombre de liaisons
thermostables entre les molécules adjacentes de tropocollagene (Light, 1987).

L’age influencerait aussi I’épaisseur du périmysium qui augmenterait, du moins chez le
beeuf (Nishimura et al., 1999), le porc (Fang et al., 1999) et le poulet (Liu et al., 1994). Cet
effet de 1'age serait en fait di a une augmentation du format des animaux et donc de la taille
des muscles. En effet, en comparant veaux naissants et adultes (vaches de 13 ans) et en
ramenant les échantillons a la méme échelle, Schmitt et Dumont (1972) ont observé une
diminution avec la croissance de I'épaisseur relative du périmysium par rapport a la taille du
muscle, ainsi qu'une perte de régularité des contours des faisceaux de fibres musculaires.

Hammond (1932) a observé, chez le mouton, que la taille de faisceaux augmentait avec
I’age et la taille de I’animal. Sans pouvoir établir de relation chiffrée, cet auteur a émis
I’hypotheése que de petits faisceaux pouvaient €tre associés a une viande plus tendre. Par la
suite, (Cooper et al., 1968) ont établi une corrélation significative entre la taille de faisceaux
et la tendreté (R = - 0,41 pour I’analyse sensorielle et R = 0,39 pour la force de cisaillement)

sur de la viande bovine provenant d’animaux d’ages différents.

La race

Malgré les nombreux travaux conduits sur I’effet de la race sur les caractéristiques du
tissu conjonctif (teneur en collageéne, solubilité et distribution du réseau), celui-ci reste
discuté. Boccard et al. (1979) ont observé une différence de teneur en collagene et de
solubilité entre les muscles de bovins de races Afrikaner et Friesland. Les animaux Friesland
sont plus riches en collagene jusqu’a I’age de 8 mois puis la tendance s’inverse. Les animaux
Afrikaner ont par contre un collageéne plus soluble. Berge et al. (2001) ont aussi rapporté une
teneur en collagene total significativement plus élevée dans le muscle de bovin Holstein
comparée a celui de race Salers. De plus Berge et al. (1997) travaillant sur trois types bovins

(Angus x Hereford, Piemontese X Hereford, Brahman) ont noté une différence de teneur en
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collagene mais n’ont pu observer que peu d’influence de la race sur la solubilité du collagene
et sur la nature des cross-links dans cette protéine.

L’effet propre de la race sur 1’organisation du réseau conjonctif n’a pratiquement pas été
étudié. Seul Norman (1982) a comparé le Bos indicus (zébus) au Bos taurus et a remarqué que
les zébus avaient un réseau conjonctif périmysial plus dense que les bovins de race
Charolaise. D’autre part, (Dumont et Schmitt, 1973) ont comparé la hiérarchisation de la
trame conjonctive sur des animaux de types génétiques différents (culard ou non) et ils 1’ont
associé a des différences de tendreté. Ainsi les muscles des animaux au phénotype culard

présentaient des réseaux de tissu conjonctif plus fins et moins hiérarchisés.

Le sexe

Boccard et al. (1979) ont également étudié 1’effet de la castration sur la teneur en
collagene et ils ont montré que les muscles des males entiers contenaient plus de collagene
que ceux des beeufs. Young er al. (1993b) ont mis en évidence une augmentation de la
synthese de collagene au moment de la puberté chez les moutons. On peut donc penser que la
sécrétion des hormones sexuelles joue un rdle important dans la synthese du collageéne,
notamment au moment de la puberté (Kopp et Bonnet, 1982).

En revanche, aucune étude n’a comparé la répartition du tissu conjonctif dans les
muscles d’animaux de sexe différents. Le caractere constitutif de 1’architecture du réseau
conjonctif, fortement liée a la fonction du muscle ne devrait cependant pas €tre influencé par

le sexe de I’animal.

A.1.3.3 Les facteurs extrinséques

Les processus biologiques et technologiques, que la viande subit apres abattage, la
maturation puis la cuisson pour la consommation, influencent également les propriétés
mécaniques du tissu conjonctif. Néanmoins ces facteurs technologiques peuvent étre controlés

contrairement aux facteurs biologiques cités précédemment.

La maturation

Apres 1’abattage de I’animal, le phénomene dit de maturation, permet 1’attendrissage
progressif de la viande, grace a I’action des protéases qui dégradent les protéines
myofibrillaires. La question, que se sont posés de nombreux auteurs, est alors de savoir si les
protéines du tissu conjonctif subissent un phénomene similaire pendant cette phase. Plusieurs

équipes n’ont pas trouvé d’augmentation de la solubilité du collagéne pour des temps de
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maturation variant d’1 heure a 20 jours (Jeremiah et Martin, 1981), de 1 a 18 jours (Silva et
al., 1999), ou de 0 a 35 jours (Harris et al., 1992).

Cependant d’autres auteurs ont mis en évidence une augmentation significative de la
solubilité du collagéne apres 14 jours de maturation (Stanton et Light, 1987 ; Lewis et al.,
1991). 1l a été mis en évidence qu’a 24 heures post mortem la température de début de
contraction du collagene pouvait chuter de 1,5°C (McClain et al., 1970). De plus, apres 7 a 10
jours de maturation, la courbe de dénaturation thermique du collagéne est décalée de 5 a 8°C
a cause de modifications dans les glucosaminoglycanes associés au collagene (Greaser, 1997).
L’organisation des molécules du tissu conjonctif chez le bovin ne subirait que des
changements minimes jusqu’a 10 jours post mortem, alors qu’elle évoluerait nettement apres

14 jours de conservation a 4°C (Nishimura et al., 1998).

MATURATION Figure A-7. Représentation
schématique de 1’évolution des

Périmysium protéoglycannes dans le muscle
bovin durant la maturation post
mortem. (Nishimura et al.,
1996)

Prot
ro eoglycanes Co]lagene
Endomysium

Apres 7 jours post mortem, le taux de protéoglycannes de haut poids moléculaire extraits
du muscle de bovin est presque nul (Nishimura et al., 1998). En effet, la décorine est dégradée
chez le bovin apres 21 jours post mortem (Eggen et al., 1998), entrainant la désorganisation
de la structure du tissu conjonctif intramusculaire. Dans le muscle immédiatement post
mortem, les protéoglycannes relient les fibrilles de collagene et stabilise le réseau de
I’endomysium et les fibres de collagéne du périmysium. Dans le muscle maturé, les
protéoglycannes sont dégradés, la liaison entre les fibrilles de collagéne est affaiblie et les
fibrilles et fibres de collagene se séparent de I’endomysium et du périmysium respectivement.
(Nishimura et al., 1996) (Figure A-7). En effet, Suzuki et al. (1998) ont observé une
déformation de la structure en « nid d’abeille » de I’endomysium et du périmysium chez les

bovins apres 21 jours post mortem. A 28 jours post mortem chez le bovin, les protéoglycannes
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de la lame basale ont disparu ainsi qu’une grande partie de ceux associés aux fibrilles de
collagene (Nishimura et al., 1996).

En conclusion, si le tissu conjonctif est globalement une structure stable durant au moins
les deux premieres semaines de maturation, il n’en subit pas moins un certain nombre de
modifications. La déstructuration du tissu conjonctif est principalement due a la dégradation
des molécules entourant le collagene qui, lui, ne subit que de légeres modifications. Le tissu
conjonctif pourrait donc impliqué dans les mécanismes d’attendrissage de la viande en cas de
maturation trés prolongée mais certainement pas dans la limite des durées usuelles de
maturation. De plus, méme si la résistance mécanique du perimysium isolé chute apres 14
jours post mortem de maturation de la viande, apres chauffage a une température supérieure a
50°C, il n'est plus possible de mettre en évidence de différences de résistance mécanique entre

le périmysium extrait avant et apres maturation (Lewis ef al., 1991).

La cuisson

Le chauffage de la viande avant consommation modifie profondément ses propriétés
mécaniques et influe directement sur la tendreté. Les composantes myofibrillaires et
conjonctives du muscle subissent en effet d'importantes altérations ayant des effets
antagonistes sur leur comportement mécanique, tout au moins au-dela de la température de
60°C : la structure myofibrillaire devient plus dure alors que la résistance du tissu conjonctif
diminue tres sensiblement.

La contribution du tissu conjonctif a la résistance mécanique de la viande apres cuisson
est d'autant plus faible que le collagéne est moins réticulé et donc plus soluble et que la
température de cuisson augmente (Dransfield, 1977). En effet, entre 60 et 70°C une grande
partie du collagene est dénaturée (Martens et al., 1982), alors que 1’élastine et la lame basale,
correspondant a I’endomysium, restent stable jusqu’a 100°C (Rowe, 1986).

Par ailleurs, de fortes interactions entre structures s'établissent au-dela de 65°C, suite a la
forte contraction des fibres de collagene. Cette contraction provoque des changements de
structure et une compression des faisceaux de fibres. Elle contribue ainsi a augmenter les
pertes d’eau déja amorcées par la dénaturation de certaines protéines myofibrillaires
intervenant a des températures plus basses (Light er al., 1985). Par conséquent la contraction
du collagene accroit le durcissement de la viande, lié a la dénaturation des protéines

myofibrillaires pendant la cuisson.
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A.1.4 Conclusion

Le caractere composite du muscle, ainsi que les différents facteurs biologiques et
technologiques intervenant sur les propriétés des constituants et les caractéristiques de la
viande font de la tendreté une variable multidimensionnelle complexe a étudier et difficile a
mesurer. En raison des interactions nombreuses entre ces facteurs, la maniere la plus
rigoureuse de procéder consiste a étudier d’abord I’influence de chaque facteur séparément.
Tout d’abord 1’étude doit porter soit sur les myofibres, soit sur le tissu conjonctif. De ce fait
pour étudier ce dernier, il faut pouvoir s’affranchir de I’influence des fibres musculaires en
travaillant par exemple sur de la viande trés maturée. Il faut donc maitriser les parametres
technologiques (maturation, cuisson) de maniere a pouvoir s’affranchir de I'influence de
ceux-ci. Ensuite il faut définir le facteur de variabilité de la tendreté a prendre en compte
parmi les facteurs biologiques. Le facteur « type de muscle » apparait comme celui qui génere
le plus de variabilité a la fois dans 1’organisation du réseau conjonctif et dans la tendreté de la
viande.

Par ailleurs, beaucoup d’études ont porté sur la teneur en collagéne et sa stabilité
thermique, sans expliquer totalement la variabilité de la tendreté liée au tissu conjonctif. Par
conséquent, nous avons choisi de nous intéresser principalement a 1’organisation de ce
dernier, poursuivant les études anciennes et limitées faute d’outils d’analyse adaptés. Dans ce
but, il a été nécessaire de mettre au point une technique efficace et validée permettant de

caractériser la distribution spatiale du tissu conjonctif a ses différents niveaux d’organisation.
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A.2 ANALYSE D'IMAGES

L’imagerie est a la base des méthodes utilisées pour étudier 1’organisation du tissu
conjonctif et obtenir les données qualitatives ou quantitatives sur celle-ci. Le processus se
divise en plusieurs étapes : d’abord I’acquisition de I’image, ensuite le prétraitement, puis la
segmentation et enfin la collecte proprement dite de 1’information réalisée en mesurant les

objets segmentés (Figure A-8).
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Figure A-8. De I’acquisition a I’extraction d’indices quantitatifs. D apres Mery et Pedreschi,
2005.

A.2.1 Modalités d'imagerie

Comme cela était décrit précédemment, le tissu conjonctif intramusculaire s’organise en
plusieurs niveaux, mettant en jeu des structures dont la taille varie du dixieme de micrometre
a quelques millimetres. Leur observation requiert des résolutions spatiales et des champs de
vue tres différents, que ne peut fournir une seule modalité d’imagerie. Deux échelles

principales peuvent étre définies : la microscopie et la macroscopie.

A.2.1.1 Microscopie

Aujourd'’hui la microscopie est divisée en deux grands groupes, différents par la nature

de la particule élémentaire impliquée : le microscope électronique qui utilise des électrons
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pour étudier 1'objet et le microscope optique, aussi appelé photonique, parce qu'il utilise des

photons.

Microscopie électronique

La microscopie électronique a été utilisée dans I’étude du tissu conjonctif pour décrire
notamment les effets sur son ultrastructure de la maturation (Nishimura et al., 1998 ;
Nishimura et al., 1996 ; Nishimura et al., 1995 ; Liu et al., 1994 ; Liu et al., 1995), ou encore
des dépots de gras (Nishimura et al., 1999). Elle a également permis de mesurer le diametre
des fibres de collageéne et de terminer son influence sur la texture de la viande (Rowe, 1978 ;

Light et al., 1985).

Microscopie optique

La microscopie optique est utilisée pour I’étude des tissus, d’ou le nom de la discipline
qui en découle : I’histologie. Les tissus peuvent €tre observés sous différents rayonnements,
définissant plusieurs techniques de microscopie optique : tout le spectre de la lumiere blanche
pour la microscopie visible ou encore seulement quelques longueurs d’onde pour la
microscopie en fluorescence et la microscopie confocale.

La microscopie visible requiert une coloration des échantillons spécifique du composé a
mettre en évidence. Par exemple, le rouge Sirius est utilisé pour observer le collagene (Flint et
Pickering, 1984), I’huile rouge pour les lipides ou encore 1’orcéine pour 1’élastine et le bleu
Alcian pour les protéoglycannes (Bancroft et Stevens, 1990). Cette technique de coloration
permet d’observer des coupes de tissus dans des champs allant jusqu’au centimetre,
permettant 1’observation des fibres musculaires et des faisceaux de fibres primaires. Elle
permet méme la quantification du collagéne sur les coupes de tissus musculaires (Lopez De
Leon et Rojkind, 1985).

La microscopie en fluorescence ou confocale implique que le composé a observer émette
un rayonnement apres excitation avec une longueur d’onde spécifique (fluorescence). Mis a
part le collageéne et 1’élastine qui ont des propriétés de fluorescence naturelle, la plupart du
temps [’échantillon est marqué a 1’aide d’anticorps spécifique couplé a une sonde
fluorescente. Cette technique plus résolutive permet de localiser les différents composés du
tissu conjonctif. Ainsi les différents types de collagene présents dans le muscle ont pu étre mis

en évidence (Listrat et al., 1998 ; Listrat et al., 2000).
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A.2.1.2 Macroscopie

Pour étudier I’organisation du tissu conjonctif dans des champs de vue plus larges
(supérieurs au centimetre), d’autres modalités d’imagerie doivent €tre mises en ceuvre. La
plus simple reprend les techniques de la microscopie optique sur des échantillons plus grands.
D’autres modalités d’imagerie plus complexes sont basés sur les propriétés physiques du

tissu, comme 1’imagerie par résonance magnétique nucléaire et I’échographie.

Imagerie macroscopique

La structure du muscle et du tissu conjonctif a été examinée en macroscopie a partir de
tranches de muscle soit en réflexion sous lumicre visible (Li et al., 1999 ; Basset et al., 2000 ;
Lu et Tan, 2004), soit en fluorescence sous lumiere ultraviolette (Basset et al., 2000) ou sous
un rayonnement de quelques longueurs d’onde précises (Skjervold et al., 2003). L’avantage
de cette méthode réside dans sa simplicité qui permet de 1’utiliser en routine sur une ligne de

découpe en abattoir, par exemple.

Imagerie par résonance magnétique nucléaire (RMN)

L’imagerie RMN, non destructive et non invasive permet de travailler sur des muscles
entiers, contrairement aux techniques histologiques. Un grand nombre de techniques
d’imagerie permettent de visualiser sélectivement le gras. Elles sont fondées sur la différence
de temps de relaxation T1 et/ou de fréquences de résonance entre les protons du gras et ceux
de I’eau (Kaldoudi et Williams, 1992). Si le champ magnétique élevé permet d’augmenter le
contraste fréquentiel entre eau et gras, il induit aussi une augmentation du rapport signal sur
bruit (RSB). Cette derniere a été mise a profit pour mettre en évidence la distribution du gras
intramusculaire en augmentant la résolution spatiale (Laurent et al., 2000). D’autre part, une
autre méthode dite pondérée de susceptibilité, sensible aux variations de champ magnétique,
met en évidence plus généralement le tissu conjonctif, comprenant a la fois les lipides et le
collagene. Cette technique a été utilisée par Bonny et al. (2000) pour étudier la structure de
différents types de muscles de bovin. Les différences de champ magnétique sont induites par
les différences de susceptibilité magnétique entre I’eau des myofibres et le tissu conjonctif.
Pourtant, le réseau conjonctif non gras étant un tissu composite (différents types de collagene,
élastine, protéoglycannes) il est difficile de savoir si toutes ces molécules sont détectables par
ce principe. Cette analyse est envisageable en réalisant le marquage immuno-histologique de
ces molécules sur des coupes d’échantillons préalablement visualisés en IRM pondérées en

susceptibilité. Ceci sera abordé dans la partie F de ce manuscrit.
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Méthodes ultrasonores

Les méthodes ultrasonores sont également utilisées dans le secteur de 1’industrie des
viandes pour déterminer I’épaisseur de gras sous-cutané (Perkins et al, 1992), pour
caractériser les muscles selon le type musculaire, I’dge de 1’animal et la castration
(Abouelkaram et al., 2000) ou pour déterminer la composition corporelle des carcasses (Miles
et al., 1987). Deux modes d’exploitation sont utilisés : le mode A génére un signal temporel
exploité sous différentes formes (vitesse, atténuation, intensité rétrodiffusée) et le mode B
génere une image. Ces méthodes reposent sur la mesure de la vitesse de propagation des
ultrasons qui est variable selon la nature et la composition du milieu qu’ils traversent,
notamment la teneur en gras. Par ailleurs, lorsque la vague incidente d’ultrasons rencontre des
modifications locales de densité ou d’élasticité au sein du muscle li€es a des structures de
taille équivalente a la longueur d’onde, le signal est diffusé dans toutes les directions et les
images présentent une granulosité appelé «speckle ». L’analyse statistique de ces
« speckles » a été utilisée pour déterminer la teneur et la distribution du gras intramusculaire
et détecter le tissu conjonctif. La méthode ultrasonore a I’avantage d’étre, comme 1’IRM non
destructive et non invasive, et peut €tre utilisée pour classer les muscles d’apres leur teneur en
gras (Kim et al., 1998). Cependant, elle reste bien moins précise que 1’analyse directe du
réseau conjonctif et elle ne permet pas de distinguer le gras du collagéne, deux constituants
qui ont pourtant des effets opposés sur la texture de la viande. De plus il est difficile de
dissocier les effets dus a la composition et ceux dus a la structure anisotrope du muscle

(Abouelkaram et al., 2000).

A.2.2 Traitement et analyse d’'images

Quelle que soit la modalité employée, 1’objectif est de pouvoir quantifier des indices
permettant de caractériser la structure du muscle délimitée par le réseau de tissu conjonctif.
Deux approches sont possibles. La premiere approche ne requiert pas de segmentation
préalable. Elle s’effectue sans identification donc sans étiquetage de la structure a étudier. La
seconde approche est basée sur la segmentation qui permet d’identifier et d’étiqueter des
classes tissulaires. Elle permet notamment le calcul d’indices morphologiques caractérisant

les différents ensembles segmentés.

A.2.2.1 Obtention de primitives sans segmentation : I'analyse de texture d'image

Les méthodes d’analyse ne demandant pas d’extraction préalable de 1’objet a étudier sont

utilisées pour étudier la texture des images, en mettant I’accent sur les relations entre les
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pixels. Elles cherchent a trouver le rapport entre le contenu de I’'image et la répartition locale
des niveaux de gris. De nombreuses méthodes permettent 1’étude de la texture. En effet, la
texture d’une image peut étre définie comme une région homogene pour une propriété spatiale
ou fréquentielle. De cette définition, découlent trois classes de méthodes. Les premieres
méthodes utilisent les propriétés spatiales de I’image, sous la forme de matrice de dépendance
des niveaux de gris (généralisation des matrices de co-occurrence (Haralick et al., 1973)), et
de matrice de longueur de plage (Galloway, 1975). La deuxieme classe utilise les propriétés
fréquentielles extraites du spectre d’énergie de Fourier (Matsuyama et al., 1980). Les
dernieres combinent les propriétés spatiales et fréquentielles, comme la décomposition multi
échelles basée sur les fonctions d’ondelettes (Salari et Ling, 1995).

A partir d’un grand nombre de parametres de texture sur un méme échantillon, on
possede une méthode efficace pour la classification. Ainsi I’analyse de texture a été utilisée
pour classer des coupes de muscles, observées en lumieres visible et ultraviolette, en fonction
du type de muscle, de la race ou encore de 1’age de I’animal (Basset et al., 2000), en fonction
du persillé en lumiere visible (Li ef al., 2001 ; Shiranita et al., 1998), ou en différentes classes
de tendreté en lumiere visible (Tan, 2004). Les indices de texture ont également été utilisés
pour prédire la tendreté de la viande (Li ef al., 1999), mais les modeles obtenus n’expliquaient
qu’'une part faible des variations de la tendreté (R? = 0,30). En étudiant séparément les
différents facteurs influencant la tendreté (type de muscle, race, age) Basset et al. (Basset et
al., 2000) ont obtenu des modeles ayant des coefficients de détermination plus élevés.
Cependant les modeles étaient basés sur des effectifs limités, laissant douter de la robustesse
des modeles obtenus. Les méthodes d’analyse de texture semblent étre donc plus efficaces
pour la classification que pour la prédiction de la tendreté de la viande. De plus il est difficile
d’établir un lien biologique cognitif entre des parametres statistiques (moments, corrélation,

variance, entropie) et les structures tissulaires.

A.2.2.2 Obtention de primitives apres segmentation

Une autre approche consiste a calculer des parametres, le plus souvent morphologiques,
apres I’extraction préliminaire de 1’objet par segmentation. Il s’agit d’une étape déterminante
dans le processus de traitement des images, qui consiste a subdiviser I’image en plusieurs
classes de constituants. En effet, les objets étant étiquetés elle permet d’en extraire des
parametres morphologiques, qui peuvent étre treés généraux (surface) ou plus spécifiques du
modele de ’objet obtenu, comme par exemple le diametre pour un objet circulaire ou la

longueur pour un réseau. Cependant le probleme majeur de la segmentation reste son

31



Partie A - Etude bibliographique

automatisation (sans intervention humaine) et la validation de la méthode employée (Zhang,
1997).

Il existe un treés grand nombre de méthodes de segmentation et donc plusieurs manieres
de les classer. Une premiere classification consiste a opposer les méthodes génériques aux
méthodes dédiées. Une deuxieme approche sépare les méthodes « fronticre » et les méthodes
«régions ». Une troisieme distingue les approches « modeles » ou «top-down », des
approches « pixels », ou « voxels » en trois dimensions, autrement appelées « bottom-up ».

La séparation entre méthodes génériques et dédiées semble peu appropriée. En effet
I’algorithme universel n’existe pas. S’il existe des approches relativement génériques
(seuillage, modeles déformables), elles demandent a étre adaptées au contexte pour obtenir un
résultat optimal. Il en résulte autant de méthodes de segmentation que d’objets a segmenter et

réduisant tres vite le champ d’action de chaque d’elles.

Approches régions et frontiéres

Les approches régions reposent sur un critetre de ressemblance locale. Elles se
distinguent en deux groupes: les méthodes «growing and merging » et les méthodes
« splitting and merging ». La premiere est une méthode ascendante qui groupe les pixels ou
les sous-régions en régions plus grandes en fonction de criteres d’homogénéité. Le seconde
est une méthode descendante et divise I’image en régions de plus en plus petites de maniere a
satisfaire le ou les criteres fixés (Du et Sun, 2004). Ces approches permettent d’utiliser
simultanément plusieurs propriétés de 1’'image. Elles garantissent par définition la
segmentation de régions cohérentes. Cependant elles demandent des connaissances a priori
fortes sur les objets a segmenter afin d’établir le critere de ressemblance. L’algorithme de
« ligne de partage des eaux » ou dit « des bassins versants » (watershed) est un exemple de
méthode région.

Les approches frontieres reposent sur la segmentation des objets par leurs contours. Un
contour se définit comme la zone de variation rapide d'une ou de plusieurs caractéristiques de
I'image. Des exemples de cette méthode sont des filtres passe-haut utilisant soit la dérivée
premiere de ’image (gradient), soit la dérivée seconde (laplacien). Le filtre gradient recherche
le maximum du gradient dans la direction du vecteur gradient (Canny, 1986). Le filtre
laplacien recherche le passage a zéro de la dérivée seconde (Haralick, 1984). Les principales
difficultés de ces méthodes sont la sensibilité au bruit et la nécessité de fermer des contours

détectés de maniere morcelée.
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Approches « modéles » ou « top-down »

Ces approches se découpent en trois étapes. Tout d’abord il faut concevoir un modele de
I’objet a segmenter en tenant compte de ses invariants. Ceci nécessite une forte connaissance
a priori de I’objet. Puis la deuxieéme étape consiste a initialiser le modele a partir d’une
détection de contours afin dans un troisieme temps de 1’ajuster a I’objet. L’exemple principal
attaché a ces méthodes est la méthode des modeles déformables ou encore appelée « contours
actifs » (Kass et al., 1987). 1l s’agit d’un contour fermé soumis a des contraintes de régularité
et d’élasticité fixées par I’utilisateur. Il converge vers un potentiel attaché le plus souvent aux

contours sous ’action d’une force externe ou interne.

Approches « pixels » ou « bottom-up »

Ces méthodes consistent a calculer des attributs de bas niveau et de les fusionner ensuite
pour séparer des régions de I'image. De cette maniere, on réalise de 1’agrégation
d’information qui peut étre de plusieurs natures : intensité, position, forme ou encore
mouvement et qui intégre des connaissances a priori de 1’objet a segmenter. Si 1’extraction de
primitives est souvent simple a réaliser, la seconde étape d’agrégation est plus complexe et se
fonde sur des techniques de classification. On peut citer la classification bayésienne non
contextuelle (Beisner, 1968), markovienne (Haralick, 1975), k plus proches voisins (Clarke et
al., 1993), par partitionnement (c moyennes floues ou FCM (Bezdek, 1981)).

Le seuillage est la plus simple des méthodes « bottom-up », I’attribut bas niveau extrait
étant l’intensité des pixels. Le seuillage est particulicrement efficace pour des images
présentant un fort contraste c'est-a-dire permettant de distinguer aisément les objets du fond
(Du et Sun, 2004) en raison de la simplicité de la méthode de classification : les pixels de
niveau supérieur a une valeur (seuil) appartiennent a une classe (objet) et ceux inférieurs a
I’autre (fond). Si le méme seuil est appliqué a toute I’image, on parle alors de seuillage global.
Si I’'information contextuelle locale est utilisée afin de faire varier la valeur du seuil, alors un
seuillage local est appliqué. En effet, le contraste peut fortement varier dans certaines images,
notamment en raison des conditions d’acquisition (par exemple, 1’éclairage) ou pour des
raisons intrinseques liées a la méthode de révélation de 1’objet (par exemple, des différences
de concentration de colorant en histologie traduisant la taille ou la nature de 1’objet). Dans le
cas ou ces variations de contraste ne peuvent tre corrigées par un prétraitement des images
(Likar et Viergever, 2000), les seuillages locaux sont préconisés.

Afin de s’adapter parfaitement au contexte, il faut pouvoir déterminer le seuil de I’'image

N

a appliquer de maniere automatique et validée, de maniere a obtenir une segmentation
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optimale quelle que soit I’'image. De nombreuses regles ont été proposées pour déterminer
automatiquement la valeur de seuillage d’une image (Sankur et Sezgin, 2001), mais les
seuillage basés sur I’histogramme restent les plus utilisés. L’algorithme d’Otsu (1979) est une
méthode de seuillage automatique trés classiquement utilisée, grice a sa simplicité, sa
stabilité. Il cherche a maximiser la séparation entre les deux modes représentés par les objets
par le biais de la variance inter-classes. Cependant lorsque I’histogramme est unimodal,
comme c’est le cas pour les images de muscles, cet algorithme ne peut pas s’appliquer. Rosin
(2001) a donc mis au point une méthode, elle aussi basée sur 1’histogramme, dédiée au cas

unimodal et qui recherche la courbure maximale de I’histogramme.

A.2.3 Analyse d’images appliquée a la caractérisation des viandes

L’application des techniques d’acquisition et de traitement des images dans le domaine
de I’étude des produits carnés a commencé vers la fin des années 1990 (Du et Sun, 2004). Or
la plupart des études portant sur 1’organisation du tissu conjonctif et ses implications sur la
tendreté de la viande sont antérieures aux années 1980, et n’ont donc pas utilisé la plupart de
ces méthodes. Elles se sont limitées a caractériser 1’architecture du réseau conjonctif en
mesurant manuellement 1’épaisseur du périmysium et la taille des faisceaux qu’il délimite en
utilisant les techniques de microscopie.

Dans le domaine des technologies de la viande, la segmentation a principalement été
utilisée pour classer les carcasses bovines selon différentes classes de qualité et de rendement
(Cannell et al., 1999 ; Karnuah et al, 2001), ou quantifier la distribution du gras
intramusculaire (Newman, 1984 ; Kuchida et al., 2000 ; Tan, 2004 ; Faucitano et al., 2005)
(Collewet et al., 2005). La plupart de ces travaux se sont appuyés sur des méthodes « bottom-
up » utilisant soit le seuillage manuel (Faucitano et al., 2005) ou automatique (Kuchida et al.,
2000 ; Collewet et al., 2005) soit des méthodes de classification (Laurent, 2000 ; Lu et Tan,
2004).

Collewet (2005) a mis au point une méthode de prédiction de la masse maigre des
carcasses de porc par IRM. Les images obtenues étaient seuillées selon 1’algorithme d’Otsu de
manicre a segmenter les voxels correspondant aux lipides et a les quantifier. Cette surface
détectée a pu ensuite étre reliée a la masse grasse effective des carcasses déterminée par
dissection, afin de paramétrer des modeles de prédiction.

Laurent (2000) a effectué la segmentation des différentes composantes du muscle (fibres
musculaires, gras, tissu conjonctif, eau libre) a partir d’images en RMN par la méthode FCM.

Lu et Tan (2004) ont étiqueté les pixels d’images couleur de cotes de boeuf selon les trois
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catégories (maigre, gras et os). L’algorithme utilisait la distance de Mahalanobis comme
critere de classification des pixels. Ainsi ils pouvaient prédire le pourcentage de maigre de la

carcasse.

A.3 CONCLUSION

Notre objectif était de caractériser I’organisation du tissu conjonctif intramusculaire, a
I’aide de parametres possédant une signification biologique. Ainsi 1’analyse de la texture
d’image a di étre écartée. Le choix de la méthode de segmentation a été dirigé par les
caractéristiques de nos images, et notamment du tissu conjonctif. Ne possédant pas de modele
fiable de I’objet a segmenter, le choix se réduisant aux approches « bottom-up ». De plus ne
souhaitant prendre aucun a priori sur la forme et la position du tissu conjonctif, le seuillage
était la méthode la plus adaptée. Malgré I’existence d’autres techniques de traitement plus
complexes (approche fractale, par exemple), nous avons choisi une méthode simple,
préconisée pour des images a fort contraste comme les notres. En revanche, notre méthode de

seuillage devait étre adaptative, optimisée et validée.
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B. MATERIELS ET METHODES

L’étude s’est décomposée en deux parties. La premiere, portant sur un nombre réduit
d’animaux, a permis de fixer les conditions expérimentales (nombre de muscles et bareme de
cuisson) pour le reste de 1’étude et de mettre au point les outils d’analyse (traitement des
images et mesures de la texture). La deuxieme réalisée sur un plus grand nombre
d’échantillons a constitué 1’étude de l'influence de 1’organisation spatiale du tissu conjonctif

intramusculaire sur la tendreté de la viande
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B.1 ETUDE PRELIMINAIRE

B.1.1 Echantillons de muscle

Six muscles, Biceps femoris (BF), Gastrocnemius (GT), Infraspinatus (1S), Longissimus
thoracis (LT), Pectoralis profundus (PP), Rectus femoris (RF), ont été choisis pour leur
différence de tendreté et de teneur en collagene ainsi que pour les architectures contrastées de
leur tissu conjonctif, caractérisées par la taille des faisceaux de fibres musculaires, et
I’épaisseur et la hiérarchisation de leur trame (Figure B-1). La position de ces muscles sur la
carcasse est rappelée en annexe. Les échantillons de muscle ont été prélevés sur quatre vaches
de race Aubrac, agées de 17 a 27 mois, issues du circuit commercial traditionnel. La
connaissance précise de la provenance des échantillons a permis de s’affranchir de I’influence
de multiples facteurs comme 1’age, la race, le sexe des animaux ou les conditions d'abattage.
Les échantillons prélevés a 48 h post mortem ont été conservés a 4°C pendant 8 jours post

mortem avant d’étre congelés a -20°C, emballés sous vide, jusqu’au jour de I’analyse.

Biceps femoris
e

(Fasfroenanus

—

Longissimus dorst

—

Pectoralis
profundus

Recius femoris

—

mfraspinatus

—

Figure B-1. Photographies de morceaux des six muscles étudiés (environ 2 cm de coté),
coupés transversalement par rapport a I’axe des fibres musculaires. Le grain de la viande,
dessiné par les faisceaux de fibres musculaires, est fortement dépendant du type de muscle
considéré.
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B.1.2 Evaluation de la texture
B.1.2.1 Controle de l’état de contraction et de maturation

Tests de compression de la viande crue a 20% et 80% de déformation

Le contrdle de I’état de maturation des muscles a été réalisé selon le protocole défini par
Lepetit et Buffiere (1993). Chaque tranche de muscle a été découpée de manicre a obtenir dix
éprouvettes d’environ 1 cm? de section transversale et 3 cm de long. Pour étre en
configuration longitudinale, la longueur de I’éprouvette devait étre parallele a I’axe principal
des fibres musculaires. Les tests ont été réalisés a ’aide d’une machine a essai universelle
(INSTRON, modele 4501), équipée d’une cellule fixe munie de deux parois latérales
verticales et d'un piston mobile (surface 10 x 10 mm) se déplacant a la vitesse linéaire de 50
mm.min—1 (Lepetit et Culioli, 1994) (Figure B-2). La compression a été réalisée, sur des
échantillons de viande crue, perpendiculairement aux fibres musculaires. La contrainte (C20,
N/cm2), déterminée a 20% de la déformation, était caractéristique de 1'état d'avancement de la
maturation des muscles.

Figure B-2. Cellule de compression en

configuration longitudinale installée sur une
machine d'essais INSTRON 4501

Mesure de longueur de sarcomere

Cette mesure avait pour but de vérifier si les muscles étudiés n’avaient pas subi de
contraction au froid, ou a l'opposé d’étirement accidentel suite a des manipulations
inadaptées, lors de 1’abattage des animaux et de la réfrigération des carcasses.

Les prélevements de muscle (8 jours post mortem) ont été broyés dans un tampon
contenant 0,25 M de KCI, 0,29 M d’acide orthoborique et 0,005 M d’EDTA, selon le
protocole de Cross et al. (1981), mais sans glutaraldéhyde. Une goutte de broyat était ensuite
montée entre lame et lamelle, afin d’effectuer la mesure sous microscope optique équipé d'un
objectif a2 immersion (x 125). Une succession de bandes claires et sombres est apparue a

I’objectif 125 (Figure B-3).
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Figure B-3. Fibre musculaire striée observée avec un
microscope €équipé d'un objectif a immersion de
grossissement x125. La distance entre deux bandes
sombres successives définit la longueur du sarcomere.

Les images de ces structures fibrillaires, acquises grace au systeéme d’acquisition
présenté plus loin (chap. B.1.3.4), ont été traitées a 1’aide du logiciel Visilog 5.4 (Noesis,
Courtaboeuf, France). Ce logiciel dispose d'un outil permettant de visualiser les niveaux de
gris tout le long d’un segment, sous la forme d’une succession de pics caractéristiques de la
striation de la fibre. La distance moyenne entre deux bandes sombres, correspondant a la
longueur moyenne des sarcomeres, a pu alors étre évaluée en mesurant la taille du segment et
en dénombrant le nombre de pics. Une méthode similaire, mettant en ceuvre les outils
d’analyse d’images, a été déja décrite par Torrescano et al. (2003). Dans la plupart des cas,
I’échantillon utilisé pour cette mesure était fixé avec du glutaraldéhyde (Cross et al., 1981)
afin de s’assurer que 1’échantillon n’évoluait pas dans le temps. Ce fixateur, agent chimique
tres toxique, n'a pas été utilisé dans la présente étude, de méme que dans celle de Herring et

al. (1967c¢).

B.1.2.2 Résistance mécanique de la viande cuite

La cuisson

Les tranches de muscle étaient décongelées, pendant une nuit a la température de 4°C (+
1°C). Elles étaient ensuite immergées dans un bain-marie, de température initiale 20°C. Un
préchauffage rapide jusqu'a 60°C était alors obtenu en placant le bain-marie dans un four a
micro-ondes (durée : 10 = 1 min). Cette étape avait pour but de faire monter la température le
plus rapidement possible et de facon homogene dans la totalité de la masse de la tranche. Les
tranches étaient ensuite transférées et maintenues pendant 15 ou 30 min dans un second bain-
marie porté a la température de 65°C. Cette température a été choisie car elle représente la
température moyenne de cuisson rapide de la viande bovine en France. Apres refroidissement
dans un bain d'eau maintenu a 15°C, les tranches étaient laissées a température ambiante
jusqu'a 1'équilibre, puis déconditionnées et découpées en €prouvette pour la mesure de la

résistance mécanique.

40



Partie B - Matériels et méthodes

Les tests de cisaillement

Dix éprouvettes de 1 cm? de section transversale et de 1 a 1,5 cm de longueur ont été
découpées par tranche de viande cuite, la longueur étant parallele a 1’axe des fibres
musculaires. Le test a été réalisé a 'aide de la cellule de cisaillement congue par Salé (1980),
équipée d'un couteau de 2 mm d'épaisseur et installée sur une machine d'essais INSTRON
4501 (Figure B-4). Le cisaillement a été réalisé a la vitesse de 60 mm.min-1 selon la méthode
mise au point par Lepetit et Culioli (1994). La force maximale atteinte et 1’énergie a la rupture
des éprouvettes ont été mesurées. Sur viande crue et/ou maturée, la force maximale renseigne
sur la résistance de la composante conjonctive (le pic de résistance correspondant au tissu
conjonctif étant plus haut), alors que I’énergie a la rupture renseigne sur la résistance
engendrée a la fois par le tissu conjonctif et par les myofibres (Lepetit et Culioli, 1992). Sur

viande cuite, I’allure de la courbe de déformation, et donc la signification de la force

maximale, dépend du baréme de cuisson (Laroche, 1976).

Figure B-4. Cellule de cisaillement
installée sur une machine d'essais Instron
4501.

B.1.3 Caractérisation du tissu conjonctif

B.1.3.1 Résistance mécanique du tissu conjonctif

La résistance de la trame conjonctive musculaire a été déterminée en compression en
utilisant la méme méthode que celle mise en ceuvre pour le controle de 1'état de maturation de
la viande (chap. B.1.2.1). La contrainte (C80, N/cm2) atteinte a 80% de déformation a été
ainsi déterminée. Des études antérieures ont démontré que cette contrainte, fortement corrélée
a la teneur en collagéne des muscles, est caractéristique de la résistance mécanique du tissu

conjonctif de la viande a I'état cru (Lepetit et Culioli, 1994).
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B.1.3.2 Dosage de la teneur en collagene

La teneur en collagene a été déterminée selon la technique de Bergman et Loxley
(Bergman et Loxley, 1963), adaptée par Bonnet et Kopp (Bonnet et Kopp, 1986) sur cinq
prises de muscle broyé de 3 g chacune. Ce dosage par colorimétrie repose sur I’hydrolyse a
chaud de I’échantillon de viande en milieu acide suivie par le dosage de 1’hydroxyproline,
acide aminé spécifique du collagene. La chloramine T a la propriét¢é d’oxyder
I’hydroxyproline en un dérivé pyrrole, qui, au contact du réactif d’Erlich (para-diméthyl-
amino-4-benzaldéhyde), forme un composé coloré absorbant a 550 nm. Un auto-analyseur a
flux continu Technicon (Bran & Luebbe), a été utilisé pour ces dosages en série. La teneur en
collagene (ug/mg de muscle frais) a été calculée en multipliant la concentration en

hydroxyproline par un coefficient 7,5.

B.1.3.3 Analyse histologique

L'analyse histologique a été réalisée sur des coupes préparées a partir d'échantillons de
viande congelée. Des cubes de 2 cm de coté et de 1 cm d’épaisseur ont ét€ coupés
parallelement aux fibres et collés sur un support de licge de maniere a obtenir des coupes
transversales aux myofibres, a 1’aide d’un milieu d’enrobage O.C.T. compound, Tissue Tek
(Sakura, Japon). Ils ont ensuite ét€ immergés, pendant 30 s, dans de I’isopentane refroidi avec
de l’azote liquide a -160°C (température de congélation de 1’isopentane), (Bancroft et
Stevens, 1990). Cette méthode de congélation, tres rapide et sans dégagement gazeux, permet
de ne pas altérer les structures. Elle autorise, en outre, la réalisation de coupes de section assez
large (environ 4 cm?), permettant I’observation du réseau conjonctif. Les échantillons
congelés ont alors été conservés a - 80°C jusqu’au moment de la coupe.

Les coupes ont été réalisées a 1’aide d’un microtome a congélation ou cryostat (Reichert-
Jung référence 2800 E), maintenu a -20°C. Une coupe de 10 um d’épaisseur a été réalisée par
échantillon de muscle, au nombre de deux par animal. Toutes les coupes ont été colorées au
Rouge Sirius selon le protocole de Flint et Pickering (1984) modifié par Liu et al. (1994). Le
rouge Sirius se fixe sur le complexe formé par 1’acide picrique et le collagene. Ainsi, le
collagéne de couleur rouge se distingue aisément des fibres musculaires qui apparaissent en

jaune (Figure B-5).
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B.1.3.4 Acquisition des images

Partie B - Matériels et méthodes

Figure B-5. Coupe du muscle Biceps
femoris colorée au Rouge Sirius

Les images des coupes histologiques ont ét€ numérisées en niveaux de gris en utilisant

une table lumineuse en transmission et une caméra CCD (Coupled Charge Device) JAI CV-

M300 (résolution 580 x 485) couplé a un objectif macroscopique Micro-Nikkor 60 mm /2.8

D (Nikon, Japon) (grossissement deux fois) générant un pixel mesurant 27 X 27 um? (Figure

B-6). Toutes les acquisitions d'image ont été effectuées dans les mémes conditions de lumiere

et de contraste, apres réglage de ces deux parametres pour une prise de vue optimale, et a la

méme hauteur de poterne pour conserver la méme échelle.

La dynamique des histogrammes a été améliorée en éliminant les phénomenes de

réflexion, grace a des masques noirs. Un filtre vert a été fixé a I’objectif pour améliorer le

contraste. Les images ont ensuite été traitées a l'aide du logiciel Visilog 5.4.

Camera CQD

Objectif l

macroscopique \[ ‘

!

Caches noirs_ .
\ .

Table
lumineuse en
transmission

Coupe histologique

Figure

B-6. Banc d’imagerie utilis€ pour

I’acquisition des images de coupes histologiques de

muscle.
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Les histogrammes d’intensité des images ont été calculés et les parametres tels que la
moyenne (m), ’écart type (o), un facteur d’asymétrie par rapport a une distribution
gaussienne (sk pour skewness) et 1’aplatissement (k pour kurtosis) ont été calculés a partir des
moments des images. Ces deux derniers parametres caractérisent la forme du pic dominant.

Les formules de calcul du facteur d’asymétrie et du coefficient d’aplatissement sont :

2 (X, - XY Eq B-1
$ho= s q
n — O
(X,'_)T)4
K:; Eq B-2
(n-1o*

avec o, I’écart type ; X , la moyenne ; Xi, le nombre de pixels de I'image pour le niveau

de gris i et n le nombre de niveaux de gris de I’image.

B.1.4 Segmentation

Une étape de segmentation pour extraire, a partir des images numérisées, le tissu
conjonctif a été nécessaire avant de pouvoir effectuer les traitements d'analyse du réseau
périmysial. Les images obtenues présentaient un fort contraste entre le tissu conjonctif et les
myofibres ; le seuillage est donc a priori une technique de segmentation adaptée. Cependant il
faut pouvoir définir de maniere adaptative le seuil optimal tenant compte des caractéristiques
de I'image et mesurer les performances de la segmentation. Nos images présentent des
histogrammes unimodaux a cause du pic des myofibres (fond) qui submerge celui du tissu
conjonctif (objet) (Figure B-7). Comme 1’a souligné Rosin (2001), la plupart des algorithmes
de seuillage échouent dans le cas unimodal, puisqu’ils sont pour la plupart basés sur la
recherche des zones de concavité comme seuils. De plus le contraste entre le tissu conjonctif
et les myofibres est variable sur nos images pour deux raisons. D’abord, le contraste diminue
intrinsequement avec 1’épaisseur du tissu conjonctif, la quantité de colorant fixé étant
proportionnelle a la quantité de tissu conjonctif. Ensuite le contraste varie extrinsequement a
cause de I’hétérogénéité spatiale du fond liée a I’éclairage ou encore aux défauts du capteur de

la caméra (Likar et Viergever, 2000).
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Figure B-7. Image en niveaux de gris d’une coupe histologique de muscle Biceps femoris de
bovin colorée au rouge Sirius, mettant en évidence le tissu conjonctif et son histogramme
unimodal.

Rosin (2001) a proposé une méthode de seuillage pour les images caractérisées par un
histogramme unimodal ; basée sur la recherche de la courbure maximale de 1’histogramme.
Les performances de son algorithme ont été étudiées sur des distributions théoriques et sur des
images synthétiques. Pour autant Baradez et al. (2004), dans une analyse comparée des
techniques de seuillage adaptés a des histogrammes unimodaux, ont conclu qu’aucune d’entre
elles, y compris celle de Rosin, ne permettait de segmenter efficacement ses images obtenues
en microscopie confocale. Ces auteurs ont comparé trois autres méthodes de seuillage basées
sur 1’histogramme, proposées pour traiter de maniere robuste des distributions unimodales.
Baradez et al. (2004) a souligné la pertinence d’une méthode multi-échelle pour segmenter ses
images a histogramme unimodal. Ce seuillage local est fondé sur la recherche du taux de
diffusion de chaque niveau de gris. La diffusion correspond au flot d’intensité des pixels
clairs vers les pixels sombres. De ce fait, le signal a un taux de diffusion plus élevé que le
fond. Pour autant, cette méthode est relativement complexe a mettre en ceuvre et le choix a été
fait de plutdt s’orienter vers un seuillage global.

Compte tenu de ces résultats, il apparait que toute méthode de segmentation ne peut étre
utilisée qu'apres une phase de validation permettant d’évaluer la précision de I’algorithme et
ses domaines de validité. Dans la littérature, plusieurs méthodes de validation ont été utilisées.
Généralement, les auteurs appliquent leurs algorithmes sur leurs propres images, puis sur des
données synthétiques comme des distributions statistiques (Rosin, 2001) ou des banques
d’images (Rosin, 2001 ; Baradez et al., 2004). Baradez et al. (2004) ont comparé trois
méthodes potentielles par rapport a des approches classiques, visuellement, et en comparant

différentes valeurs obtenues comme le seuil déterminé par chaque algorithme, la moyenne du

45



Partie B - Matériels et méthodes

signal segmenté ou encore la surface segmentée. Certains ont aussi utilisé des parametres
statistiques, comme la mesure d’uniformité U (Tsai, 1995).
U=1-0cW2?/cT? 0<U<l1 Eq B-3
avec oW?2, variance intraclasse pour un seuil donné et T2, la variance totale de I’image.
Une image correctement segmentée présente une valeur d’uniformité proche de 1.
La méthode de segmentation que nous avons mise au point au cours de la présente étude
est fondée sur un seuillage a partir de cartes probabilistes (PMT pour Probabilistic Maps
Thresholding). Elle est basée sur la construction de cartes de référence et repose sur une phase

d’apprentissage, qui permet de prédéterminer la précision de la segmentation.

B.1.4.1 Construction des cartes de référence

Les cartes probabilistes de référence du tissu conjonctif périmysial ont été tout d’abord
construites a partir des coupes histologiques pour mettre au point des regles de seuillage,
combinaisons linéaires des parametres de I’histogramme d’intensité des images.

Dix images correspondant a des sections de 7 x 7 mm? (Figure B-8a) d’images prises en
condition standard constituaient la base d’apprentissage. Elles ont été présentées au hasard, a
un panel de vingt juges non entrainés qui devaient effectuer la segmentation manuelle des
points appartenant au périmysium. Le jury était constitué d’autant d’hommes que de femmes.
Le mode et I'ordre de présentation ont €té concus selon un carré latin, de facon a ce que
chaque image soit présentée le méme nombre de fois en premiere position, deuxieme position,
etc... Les juges devaient dessiner (avec un trait d’un pixel d’épaisseur), le tissu conjonctif
(Figure B-8b). Pour les aider, les segments les plus épais non équivoques avaient déja été
surlignés en seuillant grossierement 1’image a un niveau de gris faible (100). Ainsi les juges
n’avaient plus qu’a dessiner les éléments les plus fins du réseau, dont I’étiquetage était le plus
délicat. Les dessins ont ensuite été moyennés pour chaque image afin d’obtenir in fine les

cartes probabilistes du réseau conjonctif en niveaux de gris (Figure B-8c),

ie per= DS, /N, Eq B-4

avec Si le signal de la carte binaire dessinée par le ieme juge, et N le nombre de juges.

Par construction une carte probabiliste est en niveau de gris (Figure B-8c). En effet, les
niveaux de gris sont proportionnels a la probabilité d’appartenance a la classe dessinée (réseau

ref

périmysial) pu . Elle doit donc étre binarisée pour pouvoir étre comparée avec le résultat de

notre méthode adaptative de seuillage. Quand la carte de référence est seuillée, I’image
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binaire (pgref) contient les pixels sélectionnés par un certain pourcentage de juges ; € fait donc
naturellement référence a un niveau de confiance.

Soit " I’image binaire résultant du seuillage de la carte probabiliste uref au niveau de
confiance g, notée ainsi:

l’lgref= 1 si MrefZ €

1" = 0 sinon Eq B-5

Un ¢ élevé (¢ > 50%) correspond a un consensus des juges, qui révele les points
sélectionnés par une majorité de juges. Dans ce cas, W représente naturellement les
segments épais, sélectionnés sans ambiguité (Figure B-8d). De maniere implicite, pour € <

50%, la carte de référence seuillée comporte en plus les segments fins (Figure B-8e).
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Figure B-8. Les différentes étapes de la construction d’une carte de référence probabiliste, de
I’image originale (a) a la carte de moyenne pour N = 20 juges (c). En (b) on observe le tracé
d’un juge. En (d) et (e) les seuillages de la carte de référence a différents niveaux de confiance
€ = 80% et 40%, respectivement.
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B.1.4.2 Calcul d’un index de performance

Pour quantifier les résultats de segmentation, un index de performance, exprimant la
similarité entre la carte de référence et I’image seuillée, a été calculé.

Appelons p I'ensemble de points appartenant au périmysium désignant la vérité-
terrain (objet), et (us")" le complémentaire correspondant aux points indésirables appartenant
pour la plupart aux myofibres (fond). Avec pu I’ensemble segmenté obtenu apres seuillage
global, la valeur de seuil optimal t* est obtenue en minimisant 1’erreur totale E, qui est la
fraction des pixels segmentés de maniere impropre. Elle est la moyenne :

e de ’erreur sur les objets (Eoo) correspondant a la fraction des pixels de I’image
appartenant aux objets faussement attribués au fond
Eoo = Iu© M w1/ ln | Eq B-6
e ctde ’erreur sur le fond (Eob) correspondant a la fraction des pixels de I'image
appartenant au fond et faussement attribués aux objets
Eob=lu N (uH /1 (uHC | Eq B-7.

Le méme poids est attribué empiriquement aux deux termes de 1’erreur a minimiser.
Cependant les taux d’erreur Eoo et Eob devaient tenir compte de la disproportion des effectifs
de I’objet et du fond. Ainsi Eoo est ramené au faible nombre de pixels constituant le réseau
(1) et Eob au grand nombre de pixels du fond ((us)"). Le seuil optimal t* est déterminé
pour un niveau de confiance donné €. La Figure B-9 montre que Eob décroit et Eoo croit
continuellement en fonction du seuil. En outre E présente un minimum local, qui correspond a

la valeur optimale de t (t*), minimisant I’erreur de classification selon le critere E.
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B.1.4.3 Reégles de seuillage

Pour chaque image, t* le seuil optimal pour le critere E a pu étre déterminé aux
différents niveaux de confiance. Notre approche était basée sur la définition d’une régression
multilinéaire entre le seuil t* et les parametres de I’histogramme (moyenne, écart-type,
coefficient d’asymétrie et d’aplatissement) calculés a partir des moments de la distribution.
Ces modeles ont fourni des regles de seuillage utilisées pour calculer le niveau de gris de
seuillage optimal pour chaque image acquise dans les mémes conditions standardisées. A
cause de la dépendance de t* par rapport au niveau de confiance, les régles de seuillage ont dii
étre calculées en fonction du niveau de confiance en répétant I’analyse statistique pour chaque
niveau de confiance désiré.

Grace au logiciel SAS (Statistical Analysis Systems Institute, 1995), une régression
linéaire multiple pas a pas (procédure GLM) a été réalisée entre les valeurs de t* et les
parametres d’histogramme pour chaque image-test (It = 10) aux différents niveaux de
confiance (de 30% a 80% par pas de 5%).

Une régression est caractérisée par son coefficient de détermination R2 (0 < R2 < 1) qui
représente la liaison entre les variables a expliquer et les variables explicatives. Si R? =1, les
variables a expliquer et les variables explicatives sont confondues. Si R? = 0, elles ne sont pas
liées. Dans le cas d’une régression multiple (modeles avec plusieurs variables explicatives), le
coefficient de détermination est ajusté en fonction du nombre de variables entrées dans le
modele. Nous avons choisi la méthode de régression progressive, pour laquelle la premiere
variable entrante est la plus corrélée avec la variable a expliquer, et les suivantes entrent de
maniere a maximiser le coefficient de détermination ajusté. Les seuils de signification pour

entrer et sortir du modele ont été établis a 5%.

B.1.4.4 Techniques de validation

La validation de cette méthode a été réalisée en trois étapes :

= la quantification des erreurs absolues par rapport aux cartes de référence
probabilistes

= la comparaison avec une méthode de seuillage basée sur 1’histogramme adaptée aux
images comportant des histogrammes unimodaux (RT pour Rosin thresholding)

= la comparaison du volume de I’image segmentée avec la teneur en collagene

déterminée chimiquement sur la méme coupe de tissu musculaire.
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La validation a été effectuée en comparant la segmentation PMT a une autre méthode de
seuillage (RT), qui a été choisie pour sa capacité a segmenter des images unimodales (Rosin,
2001). En effet d’autres méthodes courantes de seuillage ont été testées mais elles ne
parvenaient pas a extraire efficacement le tissu conjonctif. Parmi celles-ci, la méthode d’Otsu,
tres utilisée, maximisant la variance inter-classe (Otsu, 1979) a donné de pietres résultats a
cause de la disproportion des modes fibres et tissu conjonctif.

Un autre moyen de valider 1’algorithme PMT a consisté a comparer le volume des pixels
segmentés avec la teneur en collagene mesurée sur les coupes de muscle utilisées pour
acquérir les images. Ceci a été réalisé en quantifiant le rouge Sirius, fixé sur le collagene,
selon la méthode de Lopez de Leon et Rojkind (1985). Trois coupes sériées transversales de
muscle (10 um d’épaisseur) ont été réalisées et colorées au rouge Sirius. Comme les
variations de teneur en collagéne entre deux coupes successives étaient faibles, une série de
coupes colorées a ét€ numérisée pour mesurer la surface de périmysium segmenté et les deux
autres ont servi a déterminer la teneur en collagene a partir de la quantité de colorant. Ces
coupes ont été éluées avec une solution de méthanol absolu et de soude 0,1 N (1: 1; v: v). La
concentration de colorant a été calculée a partir des mesures d’absorbance de I’éluat a 535 et
605 nm a I’aide d’un spectrophotometre Hitachi U-2001(Lopez De Leon et Rojkind, 1985)

selon I’équation suivante :

D0605
Quantité de protéines collagéniques / protéines totales = 20,8 Fq B8
DOy N DOy, —0,291x DOy |
20,8 38,4

B.1.4.5 Extraction de primitives apres la segmentation

La segmentation a permis d’extraire le réseau de périmysium afin de le mesurer. La
premiere primitive mesurée a €té la surface occupée par les pixels appartenant au réseau. La
comparaison avec la quantité de collagéne mesurée sur coupes a servi de validation pour cette
mesure. La surface du réseau a été mesurée a tous les niveaux de confiance de 30 a 80% avec
un pas de 10%, afin de déterminer les niveaux de confiance € nécessaires pour caractériser les
structures mises en évidence aux différentes échelles utilisées.

La longueur du réseau a également été mesurée afin de caractériser le niveau de
ramification du périmysium. En effet, plus le réseau est long, plus le périmysium est ramifié.
Pour calculer la longueur, le réseau segmenté a été squelettisé. C’est la surface du squelette

qui permet d’évaluer la longueur du périmysium.
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A partir du rapport entre la surface et la longueur, I’épaisseur moyenne du réseau peut
étre estimée. Afin de valider cet estimateur, la valeur de ce rapport a ét€ comparée a la mesure
manuelle du périmysium secondaire sur les 24 échantillons de 1’étude préliminaire (chap.
B.1.1). Sur chaque image d’un échantillon, 1’épaisseur de vingt segments a été mesurée en
trois points pour chaque segment. L’épaisseur moyenne attribuée a chaque échantillon est

donc la moyenne de soixante mesures.

B.1.5 Analyse statistique

L’influence des facteurs «animal » et « muscle » sur les mesures mécaniques et le
dosage du collagene a été déterminée par analyse de variance (ANOVA) a I’aide du logiciel
SAS. Le seuil de probabilité d’erreur en rejetant I’hypothese nulle a été fixé a 5%. L’analyse
de variance a été suivie d’une comparaison multiple de moyenne selon le test post hoc de
Neuman-Keuls. Ce test a permis de rechercher quelles moyennes étaient différentes et
lesquelles ne 1'étaient pas. Il a permis de constituer des groupes (notés a, b, c ...) homogenes
pour un facteur considéré. Les moyennes pour un méme groupe ne présentaient alors pas de

différence significative au seuil de 5%.
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B.2 ORGANISATION SPATIALE DU PERIMYSIUM ET TEXTURE
DE LA VIANDE CUITE

Le but de cette seconde partie €tait de mettre en évidence la relation entre 1’organisation
spatiale du tissu conjonctif et la tendreté de la viande en utilisant un modele dont 1’'unique
facteur de variation était le type de muscle. La plupart des méthodes employées ont été
identiques a celles présentées dans 1’étude préliminaire, et ne seront donc pas décrites a
nouveau. Le travail expérimental de cette seconde partie s’est articulé en trois étapes. Lors de
la premiere étape la texture de la viande a été évaluée a I’aide d’une méthode instrumentale
(test de compression) et par un jury de dégustation, apres avoir vérifié que les échantillons ne
présentaient pas d’anomalies (maturation insuffisante ou contraction au froid). Lors de la
seconde étape le tissu conjonctif a été caractérisé ; sa quantité, ses propriétés thermiques, son
organisation dans le muscle et sa composition ont été ainsi déterminées. Enfin, la troisieme
étape a consisté a mettre en relation les données obtenues au cours des étapes précédentes, a

I’aide de la modélisation statistique.

B.2.1 Echantillons de muscle

Quatre muscles, Biceps femoris (BF), Infraspinatus (1S), Longissimus thoracis (LT) et
Pectoralis profundus (PP), ont été retenus apres 1’étude préliminaire, dont les résultats sont
présentés chapitre C.4.1.

Huit vaches charolaises agées de 35 a 82 mois ont été abattues dans un abattoir
commercial (SICABA, Bourbon 1’ Archambault, France). Les muscles entiers BF, IS et PP,
ainsi que la partie comprise entre la 7°™ et la 11°™ cote du LT ont été prélevés sur les deux
demi carcasses a 48 h post mortem (J2).

Les muscles ont immédiatement été tranchés en steaks d’environ 4 cm d’épaisseur,
emballés sous vide et conservés a 4°C pendant 21 jours post mortem (J21) avant d’étre
analysés. Cette maturation prolongée a permis de limiter les variations de tendreté liées a la
contribution des myofibres a la résistance mécanique de la viande et en conséquence de mieux
mettre en évidence les différences liées au tissu conjonctif. Pour garantir la qualité des
images, les blocs destinés a I’histologie ont été prélevés au temps post mortem J2. Les
prélevements pour les différentes analyses ont été effectués au temps J21, selon un méme plan

illustré sur la Figure B-10.
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Figure B-10. Plan de prélevement des échantillons selon les types de muscle. A 48 h post
mortem, deux cubes de 2 cm d’aréte ont été prélevés pour I’histologie. A 21 jours post
mortem, un échantillon a été prélevé pour I’imagerie par résonance magnétique, le reste du
muscle étant partagé entre les dosages et les mesures de texture.
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B.2.2 Evaluation de la texture

B.2.2.1 Mesures instrumentales

Apres avoir vérifié 1’état de contraction en mesurant la longueur de sarcomeres et 1’état
de maturation par la mesure de la contrainte en compression a 20% de déformation sur
viande crue (chap. B.1.2.1), la résistance mécanique de la viande crue et de la viande cuite a
65°C pendant 30 minutes (chap. B.1.3.1) a été déterminée par la mesure de la contrainte en

compression a un taux de déformation de 80%.

B.2.2.2 Profil de texture sensoriel

Une premicre séance d’entrailnement a servi a générer le vocabulaire a partir de deux
muscles opposés : le Longissimus thoracis et le Pectoralis profundus, soumis aux mémes
conditions de maturation (21 jours) et de cuisson (30 minutes a 65°C). Les deux séances
d’entrailnement suivantes ont été réalisées sur des échantillons des quatre muscles étudiés,
pour valider les attributs choisis et se familiariser avec leur signification.

Huit séances avec un panel de neuf juges ont été nécessaires pour évaluer la texture des
échantillons. Chaque échantillon, identifié par un code, a été présenté deux fois, selon un
carré latin, c’est-a-dire que chaque échantillon est présenté le méme nombre de fois au méme
rang. Une séance a permis de présenter les échantillons issus d’un seul animal, de maniere a
avoir acces a I’effet « animal », méme s’il est confondu avec 1’effet « séance ».

Les échantillons, cuits selon les mémes conditions que ceux testés mécaniquement (65°C
pendant 30 minutes), ont été présentés a température ambiante sous forme de trois cubes de
1,5 cm d’aréte, apres avoir été décongelés a 4°C pendant une nuit.

Un profil sensoriel des quatre types de muscles a été établi grace a un jury de dix juges
expérimentés, comprenant trois hommes et sept femmes. Les échantillons, cuits selon les
mémes conditions que ceux testés mécaniquement (65°C pendant 30 minutes), ont été
présentés a température ambiante sous forme de trois cubes de 1,5 cm d’aréte, apres avoir été
décongelés a 4°C pendant une nuit. La définition du profil sur les échantillons de 1’étude a été
précédée par trois séances d’entrainement. Le vocabulaire descriptif des propriétés de texture
de la viande a été généré lors d'une premiere séance d’entrailnement au cours de laquelle deux
muscles de tendreté extréme (Longissimus thoracis et Pectoralis profundus) traités dans les
mémes conditions de maturation (21 jours) et de cuisson (30 minutes a 65°C) ont été proposés

aux juges. Les deux séances d’entrainement suivantes ont eu pour objectif de valider, pour
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I'ensemble des quatre muscles étudiés, les attributs choisis et pour que les juges se

familiarisent avec leur signification.

B.2.3 Caractérisation du tissu conjonctif

Le tissu conjonctif intramusculaire de 1'ensemble des muscles a été caractérisé par :
= lateneur en ses principaux composants (collagene et lipides)
= [l'organisation spatiale a plusieurs échelles

= larépartition de ses différents composants.
B.2.3.1 Quantification

Quantité et stabilité thermique du collagéne

Dans un premier temps, les quantités de collagéne total et soluble ont été déterminées,
selon la technique décrite précédemment (chap. B.1.3.2). La stabilité thermique du collagene
a été ensuite évaluée en mesurant la fraction de collagéne solubilisée aprés un traitement
thermique a 65°C pendant 30 minutes (traitement identique a celui appliqué aux échantillons
utilisés pour les tests de compression et le profil sensoriel). La concentration de collagene
insoluble a été déterminée en appliquant la méme procédure de dosage du collagene sur le
résidu obtenu apres chauffage de 1I’échantillon de viande broyé dans une solution tampon de
Tris—HC1 0,02M, NaCl 0,23M, pH 7,4 (1:5 m/v) comme décrit par Bonnet et Kopp (1986). La
solubilité thermique du collagene a été calculée comme le pourcentage de collagéne soluble

(100 — % de collagene insoluble) par rapport au collagene total.

Teneurs en lipides

Les teneurs en lipides ont été déterminées par spectrométrie infra rouge a l'aide d'un
spectrophotometre Foodscan (FOSS Electric, Hillergd, Danemark). Quatre vingt grammes de
broyat de chaque muscle ont été déposés dans une boite de Pétri, de maniere a obtenir une
épaisseur constante de 1 cm. La température des échantillons durant la mesure a été controlée
et maintenue a 16°C £ 0,5°C. La quantité de lipides totaux a été calculée a partir de 1’analyse
des spectres obtenus en transmission dans le proche infrarouge (entre 850 et 1050 nm, avec un

pas de 2 nm) en seize points de I’échantillon.
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B.2.3.2 Organisation spatiale du tissu conjonctif

Etude histologique

Des coupes transversales de muscles ont été réalisées selon la méme méthode que celle
décrite chapitre B.1.3.3 a partir d’échantillons prélevés, 48h post mortem, sur les muscles des
huit animaux. Ces coupes histologiques ont été colorées au rouge Sirius selon la méthode
décrite chapitre B.1.3.3 et des images (512 x 512) ont ét€ acquises sur le banc d’imagerie

présenté chapitre B.1.3.4, avec une résolution de 0,027 mm / px.

Imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM)

Des images des échantillons de 50 x 50 x 100 mm® de volume, ont été acquises, en IRM
a haut champ a I’aide d’un spectrometre Biospec 47/40 utilisant un aimant supraconducteur
4,7 T (200 MHz) avec une ouverture horizontale de 40 cm. Les échantillons ont été placés
sous vide de maniere a éviter les pertes d’eau durant le temps d’imagerie. Leur forme était
maintenue grace a un cadre en plastique.

Une premiere séquence CSS-IR (Chemical Shift Selective - Inversion Recovery) en
mode Water saturated (WS), décrite par Laurent (Laurent, 2000), a permis la détection
spécifique du tissu adipeux (Figure B-11). Vingt-cinq coupes de 256 X 256 px2 ont été
acquises avec un voxel mesurant environ 20 X 20 x 200 pm3. Pour visualiser la répartition des
lipides en trois dimensions, une reconstruction isotrope a été réalisée en rediscrétisant les

vingt-cinqg coupes en 256 par interpolation.

Figure B-11. Image par résonance magnétique
nucléaire de muscle Biceps femoris selon une
séquence d’imagerie CSS-IR en mode « water
saturared » a 4.7 T. En blanc, apparait le tissu
adipeux et en noir les myofibres.

Une seconde séquence pondérée en susceptibilité selon le protocole décrit par Bonny et

al. (Bonny et al., 2000) a permis de mettre en évidence le tissu conjonctif complet (Figure
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B-12). Les parametres des séquences ont été optimisés pour obtenir une taille de voxel de 0,1
x 0,1 x 0,5 mm’ pour une durée d’acquisition de Sh 41min. Dix blocs de deux coupes de 512
X 512 px2? ont été acquis. Les centres des blocs sont espacés de 50 um et les coupes au sein

d’un bloc sont espacées de 5 pm.

Figure B-12. Image par résonance magnétique
nucléaire de muscle Biceps femoris selon une
séquence d’imagerie pondérée en susceptibilité
magnétique a 4.7 T. En noir, apparait le tissu
conjonctif contenant le tissu adipeux, en gris
les myofibres et en blanc 1’eau libre.

Traitement d’images

L'analyse des images obtenues par IRM a nécessité la mise au point de regles de
seuillage adaptées a cette modalité d’imagerie. Un second jeu de cartes de références a dii etre
construit. Pour améliorer le rapport signal sur bruit des images rendues plus homogenes par le
choix d’une épaisseur de coupe fine, les images ont été moyennées deux a deux de proche en
proche. Seules les images correspondant a des coupes centrales de I’échantillon ont été
utilisées, pour éviter les zones sombres apparaissant sur les bords et dues aux variations du
champ magnétique local (chap. D.3.3). Ainsi vingt coupes acquises ont donné dix coupes
moyennes, parmi lesquels seules les six centrales ont été utilisées pour 1’étude.

Les images RMN, comme celles en histologie nécessitaient un prétraitement en vue
d’homogénéiser leur fond. La méthode couramment utilisée consiste a réaliser une fermeture
morphologique (dilatation suivie d’une érosion) a 1’aide d’un élément structurant de grande
taille. Ce dernier doit étre suffisamment grand pour ne pas s’inscrire dans 1’épaisseur du
réseau. Les images ont été seuillée par leur PMT respectif a 80%, et la taille du plus grand
élément inscrit (Rmax) a été déterminée par granulométrie. De cette maniere, les irrégularités
du fond ont été extraites a I’aide d’une fermeture Rmax+1. L’image originale a donc été
divisée par I’'image apres fermeture, pour obtenir 1I’image corrigée.

Le seuillage PMT (histo) a été appliqué sur les images de coupes musculaires colorées au

Rouge Sirius provenant des 32 échantillons sur lesquels deux blocs avaient été prélevés, soit
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un total de 64 images en histologie. Pour chacune des modalités d’imagerie, deux niveaux de
confiance 40 et 80% ont été choisis pour segmenter les images (chap. D.3.2). En histologie
cela a permis d’extraire respectivement le réseau complet et uniquement le réseau épais. En
IRM, la différence entre les deux niveaux de confiance était moins visible. En effet, la
sensibilité de la méthode permet de visualiser uniquement le niveau de périmysium le plus
grossier. La segmentation pour € = 40% complete certains segments sans toutefois faire
apparaitre des faisceaux d’ordre inférieur.

Apres segmentation des images obtenues selon les deux modalités, un certain nombre de
mesures, regroupées en deux classes, ont été effectuées. Tout d’abord le réseau a été
caractérisé par la surface occupée dans I’'image (exprimée en pourcentage de surface totale),
sa longueur et son épaisseur. La longueur a été évaluée par la surface du squelette du réseau
(correspondant a une trame d'un pixel d’épaisseur) divisée par la surface totale de I’image.
Cette normalisation a été effectuée pour tenir compte d’images de tailles différentes a cause
de I’anatomie de certains des muscles étudiés (notamment le PP). L’épaisseur moyenne du
réseau a été estimée par le rapport surface segmentée / longueur segmentée. Dans un second
temps, le spectre granulométrique des images a été réalisé, afin d’appréhender la distribution
des tailles des faisceaux délimités par le périmysium (Dougherty et Pelz, 1981). La
segmentation du périmysium ne permettant pas d’obtenir un réseau fermé, le calcul direct de
la surface des faisceaux de fibres musculaires n’était pas possible. En revanche, méme non
fermé, le périmysium pouvait agir comme un tamis pour des objets (éléments structurants) de
tailles connues. Le dénombrement des objets traversant les mailles du réseau pour différents
rayons a permis I’estimation indirecte de la taille des faisceaux délimités par le périmysium.
Les images binaires du réseau segmenté ont été d’abord inversées. Puis les images
rediscrétisées en grille hexagonale ont subi des ouvertures (érosion suivie d’une dilatation)
successives avec un €lément structurant hexagonal (objet qui se rapproche le plus du cercle)
de taille croissante par pas de un pixel (Figure B-13). Les variables granulométriques
correspondant a un élément structurant de rayon 1 pixels ont ét€¢ nommées G; pour les images
RMN et H; pour les images des coupes histologiques. Elles représentent la surface occupée

par les hexagones d’un rayon de i pixels inscrits dans le réseau segmenté.
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Figure B-13. Exemple d’analyse granulométrique sur une image de coupe histologique du
muscle Biceps femoris (BF). A) image histologique originale, b) image histologique
segmentée a 80% par la méthode PMT, c) répartition des éléments structurants hexagonaux.

B.2.3.3 Cartographie de la trame conjonctive

Outre la quantité et l'organisation spatiale du tissu conjonctif intramusculaire, la
composition de celui-ci a ses différents niveaux de structuration peut influencer la tendreté de
la viande. C'est la raison pour laquelle une cartographie de la trame conjonctive, localisant les
différents types de collagene, ainsi que I’élastine et la décorine a été réalisée en fonction du
type de muscles, du niveau hiérarchique, de I’épaisseur du tissu conjonctif, et de la présence
d’adipocytes. De plus, cette cartographie a été utilisée dans la comparaison des images
obtenues en histologie et en IRM, afin d’appréhender le role spécifique de chaque composé de
la trame sur le signal pondéré en susceptibilité, principe sur lequel est fondé 1I’imagerie RMN

du tissu conjonctif.

Coloration des lipides

La technique utilisée pour mettre en évidence les lipides est celle utilisant 1’huile rouge
O (Bancroft et Stevens, 1990). Les lipides apparaissent en rouge sur fond jaune (Figure B-14).
Cette coloration nécessite un montage en milieu aqueux a la gélatine (Sigma diagnostics,

USA), puisque les lipides sont solubles en phase organique.

/ Figure B-14. Coupe musculaire colorée au Huile
rouge O. Les adipocytes apparaissent en rouge.
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Marquages fluorescents

Les Tableau B-1 et Tableau B-2 récapitulent les dilutions et especes des anticorps
utilisés. Afin d’éliminer la fluorescence naturelle du collagene, les coupes ont subi un
prétraitement consistant a un premier passage de 5 minutes dans du NH4CI1 (50mM). Les sites
aspécifiques ont ensuite été saturés avec une incubation de dix minutes avec de 1’albumine
sérique bovine (BSA) diluée a 1% dans du tampon PBS (Phosphate Buffer Saline). Les
coupes ont ensuite été incubées avec le premier anticorps pendant une heure. Puis elles ont été
lavées par trois passages de 5 minutes dans du PBS. L’incubation avec le second anticorps a
également duré une heure, précédant trois lavages au PBS de 5 minutes chacun. Enfin, les
coupes ont été incubées 5 minutes dans du noir ériochrome a 0,3% dans du PBS afin
d’éteindre un peu plus la fluorescence naturelle du collagéne. Apres avoir été lavées pour
éliminer 1’exces de colorant noir, les coupes ont été montées avec du Mowiol, milieu de

montage préconisé pour sa capacité a ne pas bloquer la fluorescence.

Tableau B-1. Récapitulatif des caractéristiques des anticorps primaires utilisés.

Cible Espece Référence Dilution

Collagene I Lapin anti bovin Novotec, 20-121, France 1/20
Collagene 11T Lapin anti bovin ~ Chemicon XAB750, USA 1720
Collagene IV Souris anti humain ~ Dako M785, Danemark 1/20

Collagene VI Cheévre anti bovin Chemicon AB 782, USA 1/40

Collagene XII Souris anti bovin Institut Pasteur, France 1/40
Collagene XIV Souris anti bovin Institut Pasteur, France 1/40
Elastine Souris anti bovin Sigma, USA 1/100

Developemental studies
Décorine Souris anti bovin hybridoma bank, 1/40

Université de I’Iowa,
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Tableau B-2. Récapitulatif des anticorps secondaires utilisés.

Cible Espece Marqueur Référence Dilution
Lapin Chevre FITC Molecular probes, USA 1/40
Jackson 205-015-108,
Chevre Souris DTAF 1/80
United Kingdom

Souris Chevre Alexa Fluor 488  Molecular probes, USA 1/40

Marquages révélés par la réaction de la peroxydase

Dans le but de mettre en évidence quelles molécules génerent le signal acquis en IRM,
d’autres marquages immunologiques ont été réalisés. En effet, pour effectuer des observations
macroscopiques des marquages, le marquage fluorescent n'était pas adapté. Contrairement aux
marquages précédents, 1’anticorps secondaire n'a pas été marqué avec une molécule
fluorescente mais avec un complexe peroxydase qui réagit en présence d’un substrat pour
former un composé coloré.

Ces marquages ont été effectués sur des coupes issues des blocs échantillonnés pour
I’IRM. Pour visualiser le collagene de type I et I’élastine, principaux composés du tissu
conjonctif, des anticorps spécifiques ont été utilisés. Les anticorps primaires ont été produits
chez la souris puis dilué au 1/500°™ pour le collagene I et au 1/100°™ pour I’élastine. Le
second anticorps anti-souris, produit chez la chévre, a été utilisé apres dilution au 1/50™™.

Afin d'éliminer I’activité peroxydase propre du tissu musculaire, les coupes ont été
incubées en présence d’eau oxygénée (H,O,), a 3% dans de I’eau distillée, pendant 5 minutes,
avant d’étre rincées a 1’eau distillée. Les coupes ont ensuite été incubées pendant 10 minutes
avec du sérum de chevre (dilué a 10%) pour bloquer les sites de liaison non spécifiques, puis
pendant une heure avec I’anticorps primaire dilué au 1/40°™ avec du PBS contenant 10% de
sérum de chevre. Les coupes ont été lavées deux fois pendant 10 minutes avec du tampon
PBS Tween 20 (0,05%) ; le troisieme lavage s’est effectué avec du PBS pendant 10 minutes.
Les coupes ont été finalement incubées pendant une heure avec le second anticorps, marqué
avec la peroxydase et dilué¢ dans du PBS. Enfin deux lavages ont été effectués avec du PBS
Tween pendant 10 minutes suivis d’un troisieme avec de I’eau distillée. L’ immuno-marquage

a été révélé grace au substrat coloré Novared (Vector, USA), dont I’excédent a été éliminé
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dans de I'eau distillée avant le montage des lames a 1’aide du milieu aqueux Gelmount

(Microm, France).
B.2.4 Analyse statistique et modélisation
B.2.4.1 Analyse de variance

Effet muscle sur les variables

Une analyse de variance a une voie et un test de comparaison multiple de moyenne de
Neuman-Keuls (p < 0,05) ont été réalisés a 1’aide du logiciel XLstat (Adinsoft, version 7.5)
afin de tester les effets « animal » et « muscle » sur :

= Jes différentes mesures de texture (dureté instrumentale sur viande crue et cuite,
longueur de sarcomere) et,
= les caractéristiques du tissu conjonctif (quantité et solubilité du collagene, surface et

longueur du réseau segmenté en histologie et en IRM).

Entrainement du jury d’analyse sensorielle

Afin d'établir la liste des attributs pertinents du profil sensoriel, une analyse de variance a
une voie a été réalisée, au seuil de 5%, sur chaque attribut apres chaque séance
d’entrainement. Ces analyses ont permis d'éliminer les attributs ne permettant pas de
discriminer de maniere significative les différents types de muscles.

Cette analyse a ensuite ét€ complétée par une analyse de variance a trois voies afin de
tester la robustesse de 1’effet muscle par rapport a 1’effet juge et a l'interaction entre ces deux

effets.

B.2.4.2 Analyse en composantes principales

Toutes les mesures effectuées sur les échantillons de I’étude ont fourni un trés grand
nombre de variables. Il était donc nécessaire de connaitre les liaisons entre ces variables afin
de ne pas conserver dans I’analyse des variables tres corrélées. L’analyse en composantes
principales (ACP) a été utilisée afin de caractériser les liaisons entre les différents attributs du
profil sensoriel ou entre les variables issues de 1’analyse d’image. Elle a également été utilisée
pour examiner les relations entre les mesures instrumentales et sensorielles de la dureté.

En effet I’ACP est une technique qui permet de faire la syntheése de 1’information
contenue dans un grand nombre de variables. Les composantes principales sont de nouvelles

variables indépendantes, combinaisons linéaires des variables initiales, possédant une
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variance maximale. Ces nouvelles variables permettent d’utiliser ensuite des analyses
multivariées classiques comme 1’analyse factorielle discriminante dans de meilleures
conditions. En effet, toute I’information est décrite par un nombre plus restreint de variables
synthétiques. Globalement 1’ ACP consiste a rechercher la direction suivant laquelle le nuage
de points des observations s’étire au maximum. A cette direction correspond la premiere
composante principale. La seconde composante principale est déterminée de telle sorte qu’elle
soit la plus indépendante possible de la premicre ; elle est donc perpendiculaire a celle-ci. Ces
deux composantes forment le premier plan principal. Cette opération est réitérée de maniere a
trouver toutes les composantes principales et plans expliquant le maximum de variance.
Quand deux variables sont proches I'une de 1’autre dans le plan principal, elles sont corrélées
positivement. Lorsqu’elles sont diamétralement opposées, elles sont corrélées négativement.
Enfin quand elles sont orthogonales, elles sont indépendantes. Les points d’observations sont
également projetés sur le plan principal suivant les facteurs étudiés (dans notre cas : le type de
muscle). Si une famille de points se distingue dans une région du plan alors la variable la plus

proche de cette région est caractéristique de cette famille de points.

B.2.4.3 Modélisation de la relation entre I'organisation spatiale du périmysium et la texture

de la viande cuite

La relation entre les variables de “texture” (C80cuit et tendreté ssensorielle) et les
variables “image” (surface ou longueur de réseau, variables de granulométrie des images des
coupes histologiques et RMN) a été déterminée grace a une série de traitements statistiques
(Figure B-15). Une premiere étape a consisté en un tri des variables a proposer pour la
modélisation qui ensuite a été réalisée par analyse générale discriminante (AGD).

Le but de AGD est de prédire I’appartenance d’un individu a un groupe qualitatif défini
au préalable. Cette prédiction est faite a partir des variables mesurées sur cet individu. Les
individus étant classés en groupes, I’AGD va créer de nouvelles variables appelées « facteurs
discriminants » qui seront des combinaisons linéaires des variables initiales calculées pour
séparer au mieux les groupes d’individus. Les facteurs discriminants sont calculés pour que la
variance a l’intérieur du groupe soit minimale et que la variance entre les groupes soit
maximale. Apres le calcul des facteurs discriminants, les individus sont affectés aux différents
groupes. Pour chaque individu, la distance qui le sépare des centres de gravité de chaque
groupe est calculée. La comparaison du groupe d’affectation par rapport au groupe réel est un

indicateur de qualité de la discrimination des groupes.
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Tout d’abord les variables “image” ont dii étre triées a cause du grand nombre de
variables de granulométrie. Le premier critere de tri a consisté a exclure les variables de
granulométrie présentant au moins 10 valeurs nulles parmi les 32 observations. Une seconde
étape a consisté a regrouper les variables restantes de granulométrie par la méthode des k-
moyennes selon leur corrélation deux a deux de maniere a former des groupes de variables de

tailles consécutives. La valeur associée au groupe de variables a été calculée suivant

I’équation suivante :
Gi.j=Gi+Gi+1 + ... +Gj_1+Gj. Eq B-9

En parallele, les échantillons ont été classés en deux groupes selon 1’algorithme des k-
moyennes, sur la base des valeurs de C80cuit, de tendreté et de quantité de collagene total.

Une ANOVA a une voie a été réalisée sur chaque variable prédictive (quantité de
collagene, variables de réseau et de granulométrie mesurées en histologie et en IRM) selon le
modele variable prédite = classe, ou la classe était un des deux groupes (dur contre tendre ou
riche contre pauvre en collagene). Seules les variables discriminantes (p < 0,05) ont été
utilisées pour étudier la relation entre les variables prédites.

La relation entre les variables prédites et les caractéristiques du tissu conjonctif a été
déterminée par analyse générale discriminante (AGD). Les 32 observations ont été divisées au
hasard en trois groupes : un groupe d’apprentissage (ng, = 16), un groupe de validation (ny, =
8) et un groupe de test (nest = 8). Le meilleur sous-groupe de variables a été sélectionné sur le
jeu de données « apprentissage/validation », a I’aide d’un algorithme de validation croisée. Le
taux de mauvais classement a été choisi comme critere principal de classement des modeles
proposés. La performance du modele choisi a également été éprouvée par le pourcentage
d’individus bien classés dans le jeu de données « test ».

Cette étape de modélisation a été effectuée pour prédire I’appartenance d’un échantillon
a une classe de C80cuit, tendreté sensorielle et quantité de collagéne pour les deux niveaux de

confiance de segmentation € = 40 et 80%.

65



Partie B - Matériels et méthodes

Figure B-15. Schéma récapitulant les étapes du traitement statistique mis en ceuvre pour
étudier les relations entre le tissu conjonctif et la texture de la viande.
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Partie C - Etude préliminaire

C. ETUDE PRELIMINAIRE

Cette premicre phase avait pour objectif de valider les méthodes ainsi que le plan
d’expérience nécessaires a I’étude. Il était nécessaire, en effet, de statuer sur plusieurs points :
(1) le choix des muscles, réalisé a partir des données de la littérature devait étre confirmé, (i1)
les techniques de mesure devaient étre validées, et (ii1) les méthodes d’évaluation de la

tendreté et le bareme de cuisson de la viande devaient étre définis.

C.1 CONTROLE DE L'ETAT DE MATURATION ET DE CONTRACTION

Dans le but de mettre en évidence le rdle du tissu conjonctif sur la tendreté, I’'influence
des myofibres devait étre controlée et minimisée. Dans ce but, les six muscles choisis (BF,
GT, IS, LT, PP et RF) ont été maturés huit jours post mortem. Leur état de maturation a été
évalué en mesurant la valeur de la contrainte en compression a 20% de déformation,
caractéristique de la résistance mécanique des myofibres (Lepetit et Culioli, 1994). A huit
jours post mortem, aucune différence entre muscle n’a pu étre mise en évidence (p > 0,05)
(Tableau C-1). Les valeurs du C20 cru étaient comprises entre 6,5 et 12,5 N / cm?2, dénotant
une maturation inachevée. Elles étaient notamment élevées pour quatre des six muscles (IS,
BF, GT, PP), car tres supérieures au seuil de 4 N/cm? considéré comme le C20 cru maximal
d’une viande completement maturée (Lepetit et Buffiere, 1993). Ainsi une maturation
prolongée supérieure a huit jours devra étre effectuée pour assurer une résistance
myofibrillaire minimale et a peu pres équivalentes entre muscles et donc permettre de mesurer

les effets stricts du tissu conjonctif sur la tendreté de la viande.

Tableau C-1. Contraintes moyennes en compression a 20% de déformation sur des
échantillons crus.

Contrainte a 20%
(N/cm?)
Longissimus thoracis (LT) 6,5+4,1a
Rectus femoris (RF) 6,5+3,8a
Infraspinatus (IS) 94+37a
Biceps femoris (BF) 10,5+ 6,54
Gastrocnemius (GT) 11,0+ 3,2 a
Pectoralis profundus (PP) 12,2+4,9 q
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Pour contrdler 1’absence de contraction au froid, synonyme de déroulement anormal du
processus de refroidissement des carcasses, la longueur de sarcomere des échantillons a été
mesurée. Elle est comprise entre 1,8 et 2,4 um (Tableau C-2). Il n’existe pas de différence
significative entre les différents types de muscle (p > 0,05), sauf entre IS et PP. Les valeurs
observées sont globalement €levées par rapport a la valeur de référence de 2,0 um (Wheeler et
al., 2000). En effet, leurs mesures ont été effectuées a 24 h post mortem, alors que les notres
ont été réalisées a 21 jours post mortem. Or il a ét€ montré que la longueur de sarcomere
diminuait entre 1’abattage et 24h, puis augmentait de nouveau apres I’établissement de la
rigor mortis (Wheeler et Koohmaraie, 1994). Les échantillons n’ont donc vraisemblablement
pas subi de contraction dans les conditions d'abattage et de réfrigération utilisées. Seul le
muscle IS présente une valeur plus faible par rapport aux autres, mais elle reste cependant
sensiblement supérieure a la valeur de 1,6 um en dessous de laquelle des problemes de
durcissement de la viande sont généralement observés (Purchas, 1990).

La comparaison avec les données de la littérature (Tableau C-3) permet de confirmer que
le muscle PP possede des sarcomeres plus longs que ceux des autres muscles. En revanche

pour les autres types de muscle, aucun classement consensuel n'est proposé dans la littérature.

Tableau C-2. Longueurs de sarcomeres moyennes mesurées en microscopie optique.

Longueur de
sarcomere (um)

IS 1,81 0,44 a
LT 2,10 £ 0,39 ab
RF 2,12+ 0,06 ab
BF 2,20 £ 0,45 ab
GT 2,33 +£0,32 ab
PP 2,36 £0,53 b
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Tableau C-3. Mesures de longueur de sarcomeres exprimées en um des différents types
de muscles relevées dans la bibliographie.

Herring et al., Dransfield, Mc Keith et al., Torrescano et al.,
1967b 1977 1985 2003
BF 1,8-2,3 2,09 1,81 1,6
GT / 1,83 / /
IS 2,4-2,6 2,86 2,45 2,21
LT 2-2,5 1,43 2,10 1,95
PP / 3,08 2,81 2,65
RF / 1,90 2,37 /

C.2 TENEUR EN COLLAGENE

Les différents muscles étudiés, choisis notamment pour leur teneur en collagene
différente, forment quatre groupes (Tableau C-4). Les muscles PP et BF sont tres riches en
collagene et a I’opposé, les muscles LT, IS et RF en contiennent le moins, le muscle GT étant

en position intermédiaire.

Tableau C-4. Teneurs en collagéne mesurées sur les différents types de muscle, exprimées en
mg d’hydroxy-proline par g de muscle frais. Des lettres différentes signifient une différence
significative entre les moyennes (p < 0,05).

Teneur en collagéne

PP 1,13+0,13 4
BF 1,05 £ 0,07 ab
GT 0,88 = 0,19 be
RF 0,76 £ 0,14 cd
IS 0,74 £ 0,07 cd
LT 0,58 + 0,04 4

Les teneurs en collagene mesurées sont proches de celles publiées par Dransfield (1977)
et Torrescano et al. (2003) a l'exception de celle du muscle BF trouvée plus faible par ces
derniers auteurs. (Tableau C-5). Des valeurs comparables, excepté pour les muscles IS et RF,
ont été obtenues par d'autres auteurs (Jeremiah et al., 2003a ; Mc Keith et al., 1985). Or ces
deux muscles présentent en leur centre une épaisse trame d’aponévrose que nous avons
préféré oter alors que ces auteurs ont dii la conserver pour leurs mesures. En effet, elle peut
aisément étre écartée par le consommateur avant consommation du morceau de viande. De ce

fait, elle n’interfére pas dans le processus de mastication et ne doit pas étre prise en compte
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lors du calcul de la relation entre la teneur en collagéne des échantillons et la tendreté de la

viande.

Tableau C-5. Revue bibliographique de la concentration en collagene exprimée en mg
d’hydroxy-proline par g de muscle frais

Dransfield, Mc Keith ef al., Jeremiah et al., Torrescano, et al.

1977 1985 2003a 2003
BF 1,14 1,20 1,12 0,72
GT 0,71 / / /
IS 0,79 2.22 2,52 0,98
LT 0,64 0,58 0,56 0,51
PP 1,13 1.09 1,12 0,96
RF 0,74 1,74 1,51 /

C.3 MESURES MECANIQUES DE DURETE

C.3.1 Compression a 80% sur viande crue

Les valeurs obtenues pour le test de compression sur viande crue a 80% de déformation
(C80) étaient comprises entre 28 et 86 N/cm? (Tableau C-6). Peu d’études ont permis de
mesurer cette valeur de résistance mécanique sur de la viande crue. Ainsi parmi nos Six
muscles, seuls le LT et le RF sont documentés. Pour le LT, nos valeurs sont proches de celles
déja publiées. En effet, a 7 jours post mortem (durée de maturation comparable a la notre
égale a 8 jours), Monson et al. (2004) ont publié des valeurs comprises entre 27 et 47 N/cm?
en fonction de la race et Sanudo et al. (2004) ont proposé des valeurs entre 25 et 49 N/cm? en
faisant varier la race et le poids a I’abattage. Pour le RF, notre mesure de C80cru est
légerement supérieure a celle proposée par Denoyelle et Lebihan (2004) (44 contre 51 N/cm?).
Cependant leur échantillons ont ét¢ maturés 10 jours post mortem, entralnant un surcroit

d’attendrissage de la viande.

Tableau C-6. Contraintes moyennes en compression a C80cru
80% de déformation sur viande crue (C80 cru). Des lettres (N/cm?)
différentes signifient une différence significative entre les BF 87,7+27,54
moyennes (p < 0,05). PP 85,9+3144a
GT 56,3+ 194 ab
RF 51,3 £ 20,6 ab
IS 447 + 5.4 ab
LT 279+75b
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Les mesures de compression sur viande crue a 80% de déformation séparent les muscles
en trois groupes comprenant les muscles BF et PP significativement différent du LT (p <
0,05). Les trois autres muscles (GT, RF, IS) présentent des valeurs de C80cru intermédiaires.
Les muscles sont classés selon le méme ordre que celui basé sur la teneur en collagene. En
effet, Bouton et Harris (1972) avaient montré que la mesure de la contrainte a 80% en
compression sur viande crue reflétait la part de la dureté reliée au tissu conjonctif et donc était
tres liée a la teneur en collagene. Ceci est confirmé par la tres forte corrélation entre nos

valeurs de C80cru et la teneur en collagéne (R? = 0,96) (Figure C-1).

1007 R%*=0,963
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Concentration en collagéne (ug OHPro/ mg tissu frais)

Figure C-1. Relation entre teneur en collagene et la dureté de la viande crue estimée par la
contrainte en compression longitudinale a 80% de déformation.

C.3.2 Pertes a la cuisson et cisaillement sur viande cuite

Apres 15 minutes de cuisson, les pertes totales (décongélation et cuisson) ont été de
I’ordre de 15 % (Tableau C-7), sauf pour le muscle GT, qui a perdu significativement moins
de jus a la cuisson (p < 0,05).

Apres 15 min de cuisson, le muscle PP tres dur d’un coté et les muscles LT et IS tendres
de I’autre formaient les extrémes, tandis que les muscles BF, GT et RF étaient intermédiaires,
en terme de force maximale de cisaillement (Tableau C-7). Pour 1’énergie a la rupture, seul le

muscle PP se distinguait comme tres dur (p < 0,05).
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Tableau C-7. Pertes a la cuisson et mesures mécaniques de dureté en cisaillement apres
cuisson des échantillons pendant 15 minutes a 65 °C. Des lettres différentes signifient une
différence significative (p < 0,05). Les échantillons sont classés par ordre décroissant de force
maximale de cisaillement.

Pertes d’eau Force maximale de Energie a la rupture
(%) cisaillement (N) @)
PP 12,2 ab 1144 a 0,53 a
BF 14,1 a 85,5 ab 0,33 »
GT 83 b 77,8 ab 0,39 »
RF 14,5 a 70,3 ab 0,33 »
LT 16,4 a 60,8 b 0,36 b
IS 17,0 a 59,6 b 0,36 »

Tableau C-8. Pertes a la cuisson et mesures mécaniques de dureté en cisaillement apres
cuisson des échantillons pendant 30 minutes a 65 °C. Des lettres différentes signifient une
différence significative (p < 0,05). Les échantillons sont classés par ordre décroissant de force
maximale de cisaillement.

Pertes d’eau Force maximale de Energie a la rupture
(%) cisaillement (N) @)
PP 1524 88,0 a 0,58 a
BF 17,6 a 60,8 » 0,38 »
GT 12,6 a 54,2 p 0,39 »
IS 19,2 a 51,6 » 0,45 ab
LT 19,34 429 p 0,37 »
RF 18,2 a 34,9 » 0,31 »

Tableau C-9. Revue bibliographique de la force de cisaillement mesurée sur viande cuite
70°C a cceur avec une cellule de Warner-Bratzler, exprimée en N, sur différents muscles. Des
lettres différentes signifient une différence significative (p < 0,05).

Mc Keith et al., 1985 Belew et al., 2003
PP (62,2) d PP (50,2)
BF (53,9) 4 BF (38,6)
LT (37,1) bc GT (38.,5)
RF (36,1) bc RF (34,9)
IS (32,2) ab LT (34,3)
IS (22.,5)
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Apres 30 minutes de cuisson, les pertes d’eau étaient sensiblement plus élevées qu’apres
15 minutes de cuisson (Tableau C-7 et Tableau C-8). Cependant, aucune différence
significative n’était notée entre types de muscle (p > 0,05). Toutefois, les muscles IS et LT
présentaient des valeurs de pertes d’eau totale (décongélation et cuisson) plus élevées que les
autres muscles (Tableau C-8).

Les différences de pertes d’eau entre types de muscle peuvent é&tre expliquées par des
différences de type métabolique (Monin et Ouali, 1991). En effet les muscles oxydatifs,
comme I'IS, présentent un meilleur potentiel de rétention d’eau (Monin et Ouali, 1991).
Cependant nos résultats ne corroborent pas cette conclusion de la littérature puisque le muscle
IS (le plus oxydatif de notre série) a présenté les pertes les plus élevées.

Il faut toutefois prendre en compte le fait que les pertes a la cuisson sont fonction d'un
tres grand nombre de facteurs (Laroche, 1992). Ainsi, lors d’une cuisson a une température
supérieure a 63°C, le périmysium et ’endomysium se contractent, chassant de I’eau des
myofibres au sein desquelles une partie des protéines contractiles ont été dénaturées des la
température de 50°C. De ce fait I’organisation spatiale du périmysium, i.e. la forme
tridimensionnelle des faisceaux de fibres musculaires, peut influencer les pertes d’eau a la
cuisson (Lewis et Purslow, 1990). Ainsi un périmysium plus ramifié¢, comme celui de I’IS, du
LT ou du RF, pourrait exercer une pression plus forte sur les myofibres, car démultipliée par
une plus grande surface de contact, et de fait entrainer des pertes de jus plus élevées.

L'allongement de la durée de cuisson de 15 a 30 minutes a eu pour conséquence une
diminution significative (p < 0,05) de la force maximale de cisaillement, de méme qu'un
tassement des différences entre muscles. Seul le muscle PP présentait une force de
cisaillement significativement plus élevée (p < 0,05). De plus, a I'exception du muscle RF
dont la force maximale devenait la plus faible, I'ordre des muscles était le méme pour les deux
durées de cuisson (Tableau C-8). La dénaturation, et donc la chute de résistance mécanique,
du collagene qui débute a 60°C (Martens et al., 1982), est plus avancée apres 30 minutes de
cuisson par rapport a une cuisson de seulement 15 minutes, ce qui a pour conséquence de
limiter les différences inter muscles. En revanche, la dénaturation des myofibres a cette
température s'opere plus rapidement que celle du collagéne, n’entrainant pas, avec la durée de
cuisson, une augmentation de dureté de la méme amplitude. L’énergie nécessaire pour la
rupture de 1’échantillon apres 30 min de cuisson n’a pas été significativement influencée par
la durée de cuisson (p > 0,05), le muscle PP présentant toujours une énergie significativement

(p < 0,05) plus élevée (Tableau C-8).
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Nos valeurs de force de cisaillement apres 30 min de cuisson étaient comprises entre 35
et 88 N, pour les muscles LT et PP, respectivement (Tableau C-8). Des valeurs similaires ont
été obtenues par Mathoniere et al. (2000). Ces auteurs ont obtenu une valeur moyenne égale a
71 N pour les muscles Semitendinosus (ST) et Semimembranosus (SM), cuits 30 min a 60 °C.
De méme Mathevon et al. (1995) ont obtenu une force maximale de cisaillement moyenne
égale a 69 N pour du muscle SM cuit dans les mémes conditions.

Malgré la différence de cellule de test de cisaillement utilisée (cellule de Salé (1980)
contre cellule de Warner-Bratzler dans la trés grande majorité des études), nos mesures de
force de cisaillement aprés 30 minutes de cuisson sont comparables a celles de la littérature
(Tableau C-9). Les valeurs rapportées par Belew et al. (2003) sont globalement plus faibles
que les notres ou celles de Mc Keith er al. (1985), a cause probablement d’une maturation
plus longue des échantillons : i.e. 14 jours post mortem contre 8 jours pour notre étude et
seulement 1 jour pour Mc Keith et al. (1985). Cependant le classement des muscles selon la
force de cisaillement est tres proche quelque soit I’étude considérée. Nos mesures placent le
muscle PP comme le muscle le plus dur, tout comme celles de Mc Keith ez al. (1985) et de
Belew et al. (2003). Pour le muscle BF, notre mesure est équivalente a celle de Mc Keith et
al. (1985). Le muscle GT n’a été étudié que par Belew et al. (2003), qui ont obtenu une valeur
plus faible, mais le méme classement des muscles. Les valeurs mesurées pour les muscles LT
et RF correspondent aux données de la bibliographie, plagant ces muscles dans la catégorie

des muscles les plus tendres.
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C.4 CONCLUSIONS

C.4.1 Choix des muscles

Cette étude préliminaire nous a permis de valider le choix des muscles utilisés pour la
suite de I’étude. Ainsi, il est important par exemple de déterminer si le muscle IS doit étre
considéré avec ou sans sa trame conjonctive centrale, puisque celle-ci semble avoir une forte
influence sur la teneur en collagene et sur la dureté de ce muscle. Nous avons décidé pour les
raisons invoquées précédemment de ne pas la conserver. De plus, Belew et al. (2003) ont mis
en évidence des variations significatives de la force de cisaillement selon 1I’emplacement de
I’éprouvette dans le muscle. Nous avons, en conséquence, choisi de prélever les échantillons
toujours au méme endroit. Pour cela, les muscles entiers ont ét€ prélevés, et un plan
d’échantillonnage a été réalisé a partir de reperes anatomiques. Comme certains muscles, tels
les muscles GT et RF, ne présentent pas de zones homogenes suffisamment larges pour
effectuer 1'ensemble des mesures, nous avons limité notre choix aux muscles BF, IS, LT et

PP.

C.4.2 Evaluation de la dureté

La mesure de la contrainte en compression a 20% de déformation a montré que huit jours
de maturation n’étaient pas suffisants pour éliminer les différences de résistance mécanique
des myofibres liés a des différences de vitesse de maturation muscles. Pour la suite de 1'étude,
la durée de maturation a été prolongée.

De plus une durée de cuisson de seulement 15 minutes est apparue trop courte pour
obtenir une dénaturation homogene de la viande. Une cuisson plus longue de 30 minutes a
donc été retenue, et ce d’autant que cette durée correspond mieux aux pratiques culinaires
(cuisson en roti) de la viande bovine.

Le test de mesure de la dureté en cisaillement sur la viande cuite ne semble pas étre
adapté pour mettre en évidence des différences entre les types de muscles. Nos résultats ont
d'ailleurs corroboré ceux de la littérature. En effet plusieurs études ont montré que, malgré les
différences de tendreté évaluée par un jury de dégustateurs, la force de cisaillement différait
peu entre les types de muscles (Harris et Shorthose, 1988 ; Shackelford et al., 1995) ou plus
récemment (Rhee et al., 2004). Ainsi un test en compression, plus sensible aux variations de
dureté liées au tissu conjonctif a été considéré plus approprié, sous réserve d'une validation

par une mesure de référence comme un profil de texture sensoriel.
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D. L’OUTIL D’ANALYSE D'IMAGE

L’originalité de notre étude repose sur I’étude de I’organisation spatiale du périmysium a
plusieurs échelles. Dans ce but, deux modalités d’imagerie ont été employées :

= [’histologie qui a permis de visualiser les faisceaux primaires et secondaires,
délimités par le périmysium fin au sein d’un champ de vue limité a 2 cm?

= I'IRM qui a donné acces a une échelle supérieure, macroscopique, permettant
d’observer les faisceaux tertiaires et quaternaires dans un champ de vue allant jusqu’a 10 cm
de coté. Ces derniers sont couramment désignés comme étant le grain de la viande, qui se
distingue a I’ceil nu.

Bien que tres différentes, ces modalités d’acquisition ont produit des images de muscle
présentant des propriétés comparables. Intrinsequement ces images présentaient des
histogrammes unimodaux. Par ailleurs, extrinsequement, ces images sont bruitées et ont un
fond hétérogene. En histologie, ces hétérogénéités sont dues principalement a la qualité du
capteur CCD et aux variations de coloration et d’éclairage. Pour I'IRM, elles sont liées

essentiellement aux imperfections du champ statique B et du champ excitateur/récepteur B;.

A partir de ces images, 1’objectif était de segmenter le tissu conjonctif périmysial afin
d’analyser non seulement le réseau formé, mais aussi la granulométrie des faisceaux de
myofibres qu’il délimitait. Faute d’outils validés, il fallait donc développer une méthode de
segmentation. La stratégie que nous avons mise en oeuvre a consisté a utiliser une méthode
simple et rapide, que nous avons optimisée et validée.

Dans ce contexte, la premiere €tape a consisté a choisir une méthode de segmentation
répondant aux spécificités de nos images. Ne possédant pas de modele fiable de 1’objet a
segmenter, aucune approche « modele » ou « top-down » ne pouvait servir de base a notre
outil. De plus il était difficile d’établir une description morphologique précise du tissu
conjonctif intramusculaire a cause de son organisation tres diverse. Une approche « pixels» ou
« bottom-up » semblait donc plus adaptée Ces approches calculent des attributs de bas niveau
pour ensuite les fusionner. Elles operent grace a des criteres d’agrégation d’information
exigeant une connaissance de 1’objet a segmenter quant a son intensité, sa forme, sa position
ou son mouvement. Ne souhaitant pas utiliser d’a priori sur la position ou la forme du
périmysium, les méthodes de seuillage, tenant compte de I’intensité, ont été privilégiées. De
plus, le seuillage est particulierement recommandé sur des images a fort contraste comme

celles que nous étudions. Cependant le contexte unimodal de I’histogramme des images
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rendait inopérantes les méthodes de seuillage courantes (Otsu, 1979 ; Glasbey, 1993). Seule
celle développée par Rosin (2001) est adaptée au contexte unimodal. De plus, il semblait
essentiel d’utiliser une méthode de seuillage validée par rapport a la vérité-terrain. Cette
expression est la traduction du terme anglophone « ground truth », couramment utilisé pour
désigner la vérité issue des observations (d’ou le terme de terrain). Elle exprime 1’expertise
des juges et de ce fait s’oppose a la vérité absolue. Ainsi la construction de cartes
probabilistes de référence s’est imposée. A partir de celles-ci, la méthode de seuillage par
référence a des cartes probabilistes (Probabilistic maps thresholding ou PMT) a été mise au

point.

D.1 SEUILLAGE PAR REFERENCE A DES CARTES PROBABILISTES

Les cartes de référence construites sont dites probabilistes car I’appartenance d’un pixel
au périmysium n’est pas binaire mais associée a une probabilité. Un pixel noir (0) a une
probabilité nulle d’appartenir au périmysium (aucun juge ne I’a désigné) et un pixel blanc
(255) a une probabilité maximale (tous les juges I’ont désigné) d’appartenir au périmysium.
Les cartes de référence (Figure D-1) renseignent sur la localisation du tissu conjonctif. En
outre, I’intensité du pixel renseigne sur la confiance qu’il est possible d’accorder a un point
appartenant au périmysium. En effet, plus le consensus entre les juges est élevé, plus le degré
d’appartenance du pixel a la classe périmysium est important. Apres seuillage, différentes

images ont été obtenues selon la valeur du niveau de confiance ¢ (Figure D-1).

7

Figure D-1. Carte de
référence d’une coupe
histologique de muscle,
qui fournit la probabilité
d’appartenance du pixel a
la classe « périmysium »
et résultats du seuillage
pour deux niveaux de
confiance € = 80% et 40%.

CARTE DE REFERENCE
PROBABILISTE

SEUILLAGE
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En pratique, la probabilité d’appartenir au réseau augmente avec le contraste et donc
avec 1’épaisseur du tissu conjonctif. En effet en histologie, le contraste entre le tissu
conjonctif et les fibres diminue avec 1’épaisseur, la quantit¢é de colorant fixé étant
proportionnelle a la quantité de collagene et a la densité des fibres de collagene dans le tissu
conjonctif (Lopez De Leon et Rojkind, 1985). En IRM, le contraste relatif est li€ a la quantité
variable de tissu conjonctif dans un voxel donné (Bonny et al., 2000) et a sa nature (chap.
F.3). L’épaisseur des segments seuillés est directement reliée a la valeur de € sélectionnée.

Pour chaque image test correspondant a une carte de référence, un seuil optimal a été
déterminé a chaque niveau de confiance. L’image test a été seuillée a différents niveaux de
gris et comparée avec sa carte de référence seuillée a un niveau de confiance donné. Cette
comparaison a permis de définir deux termes d’erreur Eoo et Eob. Eoo représentait 1’erreur
commise sur I’objet a segmenter (le réseau de périmysium) et Eob constituait 1’erreur
commise sur le fond (les myofibres). La moyenne de ces deux termes définissait E, évaluant
la performance globale de la segmentation. Eoo et Eob évoluaient de maniere opposée, et E
atteignait un minimum correspondant au meilleur compromis entre Eoo et Eob, désignant le
seuil optimal de chaque image test.

L’objectif était de modéliser I’évolution du seuil optimal pour un niveau de confiance
donné a partir des parametres calculés sur 1’histogramme de ’image. Ainsi la méthode de
seuillage s’adaptait au contexte de 1’image. Dans ce but, la méthode de régression linéaire
multiple a été utilisée pour créer des regles de seuillage.

Le seuil optimal croit quand € décroit, ce qui correspond a I’extraction des objets les plus
fins caractérisés par des niveaux de gris élevés (i.e. des pixels avec une faible probabilité
d’appartenir au tissu conjonctif) (Tableau D-1).

Pour les images de coupes histologiques, le seuil optimal (t*) a été obtenu par
combinaison linéaire de la moyenne et de 1’écart-type ou du coefficient d’asymétrie (Tableau
D-1). Les modeles obtenus pour chaque ¢ (de 30 a 80%) étaient tres informatifs (0,86 < R? <
0,99). Pour des niveaux de confiance élevés (70 a 80%) qui correspondaient a la segmentation
du réseau épais, I’erreur commise par le modele, supérieure a 3 niveaux de gris, €tait plus
forte que pour des ¢ faibles (et le R? était inférieur). Dans ce cas, le nombre de pixels a
segmenter était faible et les courbes de Eoo et Eob variaient plus rapidement en fonction du
seuil choisi. Ainsi a un haut niveau de confiance, la courbe de E formait un plateau entrainant
une plus grande erreur sur la détermination de t* (Figure D-2). Heureusement, la qualité de la

segmentation était dans ce cas moins sensible au choix du seuil grace au fort contraste entre
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les myofibres et le tissu conjonctif. De plus I’erreur du modele était inférieure a la largeur du
plateau formé par E.

Pour les images en RMN, les regles de seuillage étaient obtenues par combinaison
linéaire de la moyenne et du coefficient d’asymétrie a 30 et 40%, et de la moyenne et la
variance pour les autres niveaux de confiance (Tableau D-2). Ces modeles étaient également
tres informatifs (0,94 < R? < 0,99). La moyenne étant un parametre de position, son
coefficient multiplicateur était inférieur a 1, placant donc le seuil a gauche du mode principal.
La variance ou le coefficient d’asymétrie sont des parametres décrivant la dispersion du mode
principal. Leur présence dans le modele a permis d’ajuster le seuillage en fonction de la
dispersion du mode des fibres qui prédominait sur le réseau de tissu conjonctif. Comme pour
les images en histologie, ’erreur moyenne des modeles augmentait avec le niveau de
confiance, a cause du plus faible nombre de pixels a segmenter.

Les regles de seuillage obtenues peuvent étre généralisées sous la forme

t* =A.m+B.o Eq D-1

avec t* le seuil optimal, A et B des coefficients empiriques et m, la moyenne et G,
I’écart-type. Elles sont proches du modele heuristique de Niblack (1985)

t*=m+k.o Eq D-2.

Les cartes de référence sont des étalons nécessaires pour 1’étape de calibration de la
méthode, conduisant a la détermination des parametres A et B des regles de seuillage.
Pratiquement, A est approximativement égal a 1 ; ce qui localise le seuil sur le mode principal
de I’histogramme et B donne la position sur le cot¢ du mode. Comme le tissu conjonctif est
plus sombre que les myofibres, le seuil est situé a gauche du mode et B doit étre négatif.
Quand ¢ décrott le seuil augmente et donc B doit diminuer.

Les valeurs d’erreur en IRM paraissent tres élevées par rapport a celles en histologie.
Cependant ce sont des valeurs absolues et la dynamique en IRM est beaucoup plus grande
qu’en histologie. En effet, les images RMN sont codées sur 16 bits, soit une dynamique
maximale de 65536 niveaux de gris contre 8 bits et 256 niveaux de gris pour les images
histologiques. Ainsi relativement a la dynamique des images, 1’erreur en histologie variait de
0,5 a 2,5% et en IRM de 0,05 a 0,4%. L’erreur des regles pour PMT(IRM) était donc

inférieure a celles commise sur les images histologiques.
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Figure D-2. Evolution des erreurs en fonction du seuil pour un seuillage de la carte de
référence a 30% (a) et 80% (b). Eoo correspond a I’erreur faite sur le réseau, Eob 1’erreur faite
sur les fibres et E = Eoo + Eob. A 80%, la courbe de E forme un palier plus large qu’a 30%.
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D.2 VALIDATION

La validation de notre méthode (PMT) a été réalisée uniquement sur les images
histologiques et s’est décomposé en deux volets. Tout d’abord, les performances du PMT ont
été comparées a la méthode de Rosin (2001) (RT pour Rosin Thresholding), décrite pour le
seuillage d’images possédant un histogramme unimodal. Pour cela les erreurs commises par
les deux méthodes par rapport aux cartes de références ont été calculées aux différents
niveaux de confiance possibles. Dans un second temps, nous avons comparé la quantité des
pixels segmentés sur I’image (surface) et la quantité de collagene dosé sur la méme coupe de
muscle par une méthode histochimique, validant ainsi notre méthode par rapport a la vérité-

terrain.

D.2.1 Comparaison a la méthode de Rosin

Les regles de seuillage du PMT dépendent du niveau de confiance €, alors que la
méthode RT s’adapte seulement au contexte de I’image et donne une valeur de seuil unique
quelque soit la valeur de €. Or la méthode PMT permet d’améliorer la segmentation des
images pour des niveaux de confiance inférieurs a 70%. (Figure D-3). En effet, les
performances des deux méthode de seuillage sont équivalentes pour € = 70%. Pour RT, Eoo
(erreur sur le réseau) varie beaucoup en fonction du niveau de confiance et devient environ
deux fois plus élevée que celle de PMT pour ¢ faible (Figure D-3). Cette méthode n’est donc
pas sensible aux segments fins, qui sont extraits pour des niveaux de confiance inférieurs a
70%. De ce fait, la méthode RT est seulement adaptée a la segmentation du réseau épais. Pour
les fibres (Eob), RT commet moins d’erreurs que PMT pour ¢ < 70% (Figure D-3), mais la
valeur de E pour PMT reste globalement inférieure. Eob maintient une valeur faible quelque
soit le niveau de confiance pour RT car cette méthode ne prend pas le risque de segmenter des
pixels faiblement contrastés. De plus les pixels générant ces erreurs de segmentation
correspondent aux zones mal constrastées de I’image a cause des problemes d’hétérogénéité
du fond, présentes quelque soit le niveau de confiance. Pour PMT, Eob diminue de 20 a 2%
en fonction du niveau de confiance. Pour ¢ inférieur a 70%, PMT prend plus de risques
puisqu’il segmente des pixels ayant généré un consensus faible des juges, car appartenant a du
périmysium fin et présentant un contraste plus faible avec les myofibres. Ainsi une partie du
périmysium situé dans des zones ol le fond est hétérogene est segmentée. L’erreur commise

sur le réseau (Eoo) semble ne pas pouvoir descendre en dessous d’un palier (environ 10%),
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pour ¢ inférieur a 70% ; ce palier étant méme plus élevé que les valeurs de Eoo obtenues avec
RT. Le calcul de t* et donc les regles de seuillage pourrait donc étre amélioré.

L’index de performance E décroit quand le niveau de confiance croit c’est-a-dire la
qualité de la segmentation augmente (Figure D-3). En effet, pour les valeurs élevées de ¢, seul
le périmysium épais a haut consensus et fort contraste est segmenté. Si la performance de
PMT (en terme de pourcentage d’erreur) n’est pas fortement améliorée en diminuant & par
rapport a RT, une 1égere différence sur le critere E peut impliquer une forte différence de
segmentation. En effet, la différence pour E entre RT et PMT pour € = 60% est tres faible
(Figure D-3), mais la différence entre les segmentations d’une méme image est forte (Figure
D-4). Le nombre de pixels appartenant au réseau conjonctif le plus fin segmenté graice a PMT
est réduit comparé au volume de I’image, mais ces pixels apportent une information de grande
valeur quant a la hiérarchisation du réseau (Figure D-4), comme 1’a également montré

Baradez (2004).
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Figure D-3. Pourcentages d’erreur de segmentation des images histologiques avec la méthode
de Rosin (RT) et la méthode PMT. (a) E est la moyenne de Eoo et Eob, (b) Eoo est I’erreur
sur le réseau, et (c) Eob est I’erreur sur les fibres.
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D.2.2 Comparaison a la quantité de collagene

z

Le second volet de validation de la méthode de segmentation PMT a consisté a
confronter les mesures du périmysium segmenté a la vérité de terrain. Cette derniere a été
évaluée par le dosage histochimique de la quantité de collagéne contenue dans les coupes de
muscle ayant servi a ’acquisition des images. Dans ce but, les surfaces du réseau segmenté a
différents niveaux de confiance et les quantités de collagene ont été comparées. Les valeurs
du coefficient de corrélation R obtenues sont significatives pour les valeurs de € comprises
entre 65% et 80% (p < 0,05). 1l existe donc une relation linéaire entre la concentration en
collagene des coupes déterminées histo-chimiquement et la surface occupée par les pixels
segmentés par la méthode PMT pour des valeurs élevées de ¢ (Figure D-5). Le coefficient de
corrélation décroit de maniere marquée avec € (Tableau D-3). Ces résultats indiquent que la
concentration en collagene est reliée aux segments du réseau épais, qui représente la plus forte
population de pixels. De plus, quand & décroit la détection de pixels parasites augmente a
cause de I’erreur commise par la méthode PMT aux faibles niveaux de confiance. En effet
Eob se situe entre 15 et 20% pour € compris entre 30 et 55%. Par conséquent la segmentation

de faux positifs fait également diminuer le coefficient de corrélation.

Tableau D-3. Valeurs du coefficient de corrélation linéaire (R) entre la quantité de collagene
déterminée sur coupes histologiques et la surface de périmysium segmentée sur les images
des mémes coupes histologiques.

Niveau de confiance

30 40 50 55 60 65 70 75 80
£ (%)

R 026 040 -0,23 0,04 020 045 057 0,67 0,63
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Figure D-5. Corrélation entre la surface de réseau segmentée pour € = 80% et la teneur en
collagene dosée sur les coupes musculaires.

La méthode PMT segmente efficacement le réseau conjonctif, comme le montre pour &
élevé les valeurs significatives (p < 0,05) du coefficient de corrélation entre la surface
segmentée et la quantité de collagene mesurée par histochimie. Cependant le coefficient de
corrélation diminue quand & diminue de 70 a 55% (Tableau D-3), alors que les segments les
plus fins s’ajoutent. De nombreuses sources d’erreur peuvent expliquer cette dépréciation de
la corrélation. Tout d’abord, la technique de quantification chimique du collagene sur les
coupes histologiques est peu précise, du fait des petites quantités de tissu et de collagene
utilisées (entre 11 et 36 ug de collagéne / mg de protéine). Par ailleurs, le mécanisme de
fixation du colorant sur le collagene reste mal connu (Lopez De Leon et Rojkind, 1985). La
densité et la composition des fibrilles de collagene, et ainsi la capacité de fixation du colorant,
peut varier selon I’épaisseur des segments, parametre dont on ne peut pas tenir compte dans le
traitement des images. La surface occupée par les segments les plus fins est surestimée. En
effet, la résolution spatiale des images (27 um / pixel) est inférieure a 1’épaisseur des
segments les plus fins du réseau conjonctif, évalués précédemment a environ 10 pm par
Bonny et al. (2000). Ces segments sont donc binarisés avec une épaisseur d’un pixel alors
qu’ils sont en fait plus fins.

En conclusion, la méthode PMT est plus performante que RT. Elle permet de s’adapter a
I’image mais aussi de paramétrer le niveau de segmentation a 1’aide du niveau de confiance «.
Ce parametre permet de segmenter le réseau de périmysium fin et donc d’obtenir une
information importante sur I’organisation du périmysium, alors que RT se limite au

périmysium épais. De plus, la segmentation a été confrontée a la vérité de terrain, confirmant
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que la surface du réseau segmentée était une bonne estimation de la quantité de tissu

conjonctif.

D.3 EXTRACTION DE PRIMITIVES

La segmentation ne représente qu'une étape de l'analyse d'images. Il est nécessaire
ensuite de caractériser 1’organisation du réseau conjonctif extrait a 1'aide de primitives. Trois
primitives ont été en l'occurrence calculées : la surface, la longueur du réseau squelettisé et
I’épaisseur moyenne. La mesure de surface a été validée a I’aide du dosage de collagéne sur
coupe, comme apportant une information sur la quantité de tissu conjonctif dans 1’image
(chap. D.2.2). La longueur apporte une information sur le degré de ramification du réseau. En
effet, plus le réseau présente de ramifications, plus le squelette du réseau sera long.
L’épaisseur moyenne du réseau a été estimée par le rapport entre surface et longueur.
Cependant cet estimateur doit étre validé en le comparant avec I’épaisseur du périmysium
secondaire mesurée manuellement sur des coupes histologiques. L’avantage de la méthode de
segmentation PMT est d’étre paramétrée par le niveau de confiance accordée a la
segmentation. Il faut, cependant, déterminer les niveaux de segmentation a employer dans
notre étude. Pour cela les variations de la surface de réseau segmentée en fonction de € ont été
étudiées. Par ailleurs, I'IRM a permis d’acquérir un grand nombre de coupes sur un méme
échantillon. Il a donc été nécessaire de déterminer si toutes ces coupes apportaient des

informations comparables.

D.3.1 Estimation de I’épaisseur

L’épaisseur, ne pouvant €tre mesurée directement a partir de la segmentation, a été
estimée par le rapport surface (S) sur longueur (L). Cet estimateur S/L a été validé par
comparaison avec 1’épaisseur du périmysium, délimitant les faisceaux de fibres musculaires
secondaires. Celle-ci a été mesurée manuellement sur des images de coupes histologiques en
utilisant le protocole de Fang et al. (1999). La corrélation entre 1’estimateur et la mesure est
significative (p < 0,05) (R?2 = 0,60) (Figure D-6). Cependant, le rapport S/L surestime
I’épaisseur de périmysium d'un facteur 2 environ, comme en témoigne la pente de la droite de
régression. Cette surestimation est liée au fait que le périmysium, au sein d’une image de
coupes histologiques, n’a pas une épaisseur uniforme, comme le montre I’évolution de la
surface en fonction du niveau de confiance (Figure D-7). Ainsi le rapport S/L ne peut donner
qu’une estimation d’une épaisseur moyenne du périmysium, tenant compte majoritairement

des trames épaisses qui ont plus de poids.
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Figure D-6. Relation entre la mesure de I’épaisseur du périmysium entourant les faisceaux

secondaires et le rapport surface sur longueur déterminé aprés une segmentation PMT
d’images histologiques

D.3.2 Choix des niveaux de segmentation

La premiere primitive calculée est la surface du réseau. Celle-ci évolue selon les niveaux
de confiance de la segmentation, mais aussi selon la modalité d’imagerie. En effet, sur les
images histologiques, la surface segmentée augmente fortement quand € varie de 80 a 50%.
De 50 a 30%, un plateau est atteint (Figure D-7). Sur les images RMN, le méme profil
apparait, cependant il est beaucoup moins marqué (Figure D-8). En effet la structure du tissu
conjonctif segmenté apparait moins hiérarchisée en IRM que sur les coupes histologiques. Les
images RMN ne montrent qu’un réseau d’épaisseur uniforme alors qu’en histologie, le
périmysium présente deux niveaux d’organisation d’épaisseur différente segmentés ou non
selon €. Compte tenu de ce profil, il n’est pas nécessaire de segmenter les images a tous les
niveaux de confiance pour caractériser 1’organisation du tissu conjonctif. Pour cette raison,

une segmentation a deux niveaux, € = 40 et 80% a été choisie.
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Sur les images histologiques, les courbes de surface des différents muscles sont assez

regroupées alors qu’en IRM, le muscle IS se distingue nettement des trois autres. En effet, ce

muscle présente une aponévrose d’épimysium qui traverse le muscle et qui n’a pas été Otée

sur les échantillons d’IRM. Ainsi la surface de tissu conjonctif mesurée a partir des images

RMN d’IS a été surestimée d’environ 10%.
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Figure D-7. Evolution de la surface de périmysium segmenté sur les coupes histologiques en

fonction du niveau de confiance pour les différents types de muscles.

35 7 o bf mis a It
$3 = -
E -
.73257 m
° | |
5} | |
= 20 - e
g t .
8 15 - *
&
|
Z 10 -
[-*]
=]
SEER

O T T T T T

25 35 45 55 65 75

niveau de confiance

85

Figure D-8. Evolution de la surface de périmysium segmenté sur les images RMN en fonction

du niveau de confiance pour les différents types de muscles.
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D.3.3 Choix des images en RMN

La surface de périmysium segmenté par la méthode PMT a un niveau de confiance
donné, évolue en fonction de la position de la coupe le long de 1’épaisseur de 1’échantillon.
Elle est relativement stable au centre de 1’échantillon (entre 10 et 35 mm). En revanche, une
forte dérive est observée aux bords de 1’échantillon (Figure D-9). Cette dérive s’explique par
la plus forte hétérogénéité de I’'image aux bords des échantillons en raison des artéfacts de
susceptibilité dus a la transition air/muscle.

Il est, de ce fait, recommandé d’éliminer les images aux bords pour le calcul de la

surface moyenne du réseau conjonctif caractéristique d'un échantillon.
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Figure D-9. Mesure de la surface de réseau segmenté par la méthode PMT a 80% en fonction
de la localisation de la coupe virtuelle le long de 1’échantillon de muscle en IRM.

D.4 DISCUSSION SUR LA METHODE PMT

D.4.1 Voies d’amélioration possibles de 1a méthode

Notre méthode de seuillage pourrait étre améliorée a plusieurs niveaux, de la
construction des cartes de référence a la mise au point des regles de seuillage.
Le réseau fin est caractérisé par une faible valeur de probabilité sur les cartes de

référence. Ceci est principalement dii a la constitution probabiliste des cartes. La probabilité
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de faire une erreur sur un segment fin est plus grande que sur un segment €épais, a cause
principalement de I’imprécision du tracé (irrégularité du trait, erreur de pointage).
L’imprécision du tracé a donc un fort impact sur les segments les plus fins.

Plusieurs possibilités existent pour améliorer la qualité des cartes de référence. Tout
d’abord, comme les juges ne sont pas entrainés, leurs tracés sont assez dispersés.
L’entrainement pourrait améliorer le consensus. De plus les cartes de référence peuvent étre
améliorées en pondérant la moyenne des tracés par la performance des juges. De cette
maniere, les zones conflictuelles (présentant le plus de dispersion de tracés) pourraient étre
identifiées en calculant :

Q=uUS—nNnS§Si, Eq D-3.

avec Si le tracé du juge i .

Ainsi le tracé de chaque juge sera pondéré par :

wi=|Ql/]si nal Eq D-4,

inversement proportionnel a la participation du juge aux zones conflictuellesQ. Par
ailleurs, étant donné I’épaisseur faible du réseau dans ces zones (souvent un pixel), les petites
erreurs de tracés pourraient étre détectées et prises en compte en calculant un critere local de
continuité.

Les zones de désaccord des juges sont principalement dues a un faible contraste. Ainsi
un seuillage global de I'image dont les régles sont définies sans exclure les régions de
désaccord entraine des erreurs sur les régions consensuelles. La segmentation de nos images
pourrait donc étre améliorée en traitant séparément les deux types de régions de 1I’image. Les
régions de désaccord pourraient €tre identifiées en calculant un critere de contraste, dont la
valeur critique pourrait &tre déterminée a partir des cartes de référence. Ainsi chaque carte de
référence donnerait deux seuils t;* pour les régions consensuelles et t,* pour les régions de
désaccord, menant a deux regles de seuillage pour chaque niveau de confiance, définissant
une forme simplifiée de seuillage local.

La détermination du seuil optimal t* est basée sur la localisation du minimum de la
courbe E. Ce minimum est généré par 1’évolution opposée de Eoo et Eob. La forme de la
courbe E varie en fonction de €. Suivant 1’évolution des pentes de Eoo et Eob, E forme une
zone autour du minimum global devenant de plus en plus large avec 1’augmentation de e.
Ainsi ’erreur sur t* augmente, impliquant une erreur plus importante sur la regle de seuillage
pour ¢ élevé. Pour améliorer cette étape, t* pourrait étre déterminé en tenant compte de la

largeur du plateau formé par E. Par exemple, t* pourrait étre choisi comme le milieu de ce
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plateau, plutdt que comme le minimum global de E qui est tres sensible au bruit. En outre, le
critere E a été empiriquement établi comme le compromis équilibré entre Eoo et Eob. Il serait
possible d’augmenter 1I’impact d’une de ces erreurs en pondérant les termes de la somme E.
Ainsi la forme de la courbe de E devrait étre modifi€e. Par ailleurs, d’autres méthodes
permettraient de déterminer la valeur de t*, comme par exemple les courbes de ROC
(Receiver Operating Characteristic), qui permettent de trouver le meilleur compromis entre
spécificité et sensibilité d’une méthode (Saber et al., 1996). Par ailleurs, Van der Weken et al.
ont montré que d’autres criteres de comparaison étaient plus performants que les criteres de
similarité comme Eoo et Eob. En effet, ils proposent des criteres plus proches de I’évaluation
visuelle.

Avec le seul a priori de linéarité, 1’analyse statistique a imposé aux modeles conduisant
aux regles de seuillage a étre des combinaisons linéaires de seulement deux parametres de
I’histogramme de premier et second ordre. Pour notre jeu de données composé de It = 10
images, les regles de seuillage sont calculées principalement a partir de m et o, ainsi la forme
de I’histogramme a peu d’influence sur les regles de seuillage. En effet, les coefficients
d’asymétrie et d’aplatissement n’apparaissent pas dans les modeles. Pour tenir compte des
parametres de la forme de I’histogramme dans les regles de seuillage, le nombre d’images

tests pourrait €tre raisonnablement augmenté.

D.4.2 Avantages et inconvénients de la méthode

Le facteur limitant de la méthode PMT est la phase d’apprentissage nécessaire pour la
mise au point des regles de seuillage, qui doit étre renouvelée a chaque modification des
conditions d’acquisition. Cependant quand les images sont obtenues en conditions
standardisées, cette phase devient un investissement permettant la mise au point d’un outil de
segmentation performant. En effet, la méthode a été testée avec succes sur des coupes de
muscles, colorées dans les mémes conditions, mais provenant d’une autre espece animale (rat,
Piec, 2005) Par ailleurs en tant que méthodologie générique, le seuillage PMT a été utilisé sur
d’autres modalités d’imagerie comme 1’'imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM).
En effet, le jeu d’images tests issues de 'IRM a servi a construire des cartes de référence
spécifique a cette modalité d’imagerie. Les regles de seuillage obtenues donnent des résultats
aussi satisfaisants qu’en histologie.

Un avantage de la méthode PMT est de pouvoir quantifier I’erreur de segmentation.
Ainsi cela donne acces a un moyen objectif pour mesurer I’efficacité d’une éventuelle étape

de prétraitement par comparaison avec les cartes de référence en analysant les variations de
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I’index de performance E. Par exemple, cette méthode est trés sensible aux problemes
d’hétérogénéité du fond des images aux faibles niveaux de confiance. Une amélioration de
I’homogénéité d’intensité des pixels du fond peut étre effectuée a posteriori (Likar et
Viergever, 2000). Elle a pour effet immédiat de faire diminuer la valeur de Eob et
secondairement Eoo est également légerement améliorée. Sur les images RMN, les variations
extrinseques d’homogénéité du fond ont pu é€tre estimées par fermeture morphologique.
Ensuite les images originales ont été divisées par ’image de ces variations. Pour € < 50%, des
différences sur E, Eoo et Eob sont significatives (p < 0,05) entre la segmentation des images

non corrigées et corrigées (Figure D-10).

Figure D-10. Amélioration de I'image (A) aprés une correction du fond par fermeture
morphologique sur les images RMN (B). La segmentation avant pré-traitement (C) est
beaucoup plus bruitée qu’apres pré-traitement (D).

Un autre avantage de la méthode PMT réside dans son paramétrage par le niveau de
confiance ¢, donnant un acces aux différents niveaux d’organisation du périmysium, et en

particulier permettant la segmentation du réseau le plus fin. Ainsi le role de chaque niveau de

périmysium sur le comportement mécanique de la viande peut étre évalué.
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D.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Une méthode de segmentation adaptative a été développée et validée pour le seuillage
global des images unimodales de réseau conjonctif intramusculaire. Elle fournit des variables
objectives pour la caractérisation du tissu conjonctif et doit permettre d’apporter un éclairage
nouveau sur les facteurs qui déterminent la tendreté de la viande. En effet, la segmentation du
réseau conjonctif nous donne également la possibilité d’étudier la taille et la forme des
faisceaux musculaires qu’il délimite.

La construction de cartes de référence est une méthode générique, qui peut etre appliquée
a tout type de modalité d’imagerie. De plus elle constitue un outil incontournable pour la
validation et la comparaison de n’importe quelle méthode de segmentation.

Bien qu’a ce jour toutes les méthodes de segmentation utilisées sur des images de muscle
aient été des approches « bottom-up », une approche « top-down » pourrait étre envisagée si
elle integre les changements de direction et les ruptures du réseau conjonctif. Ainsi elle
permettrait de segmenter en tant qu’objets a part entiere les structures en faisceaux
caractéristiques du tissu musculaire. Par exemple, la méthode de segmentation en régions
homogenes développées par Galland (2003) s’appuie sur des criteres basés sur la description
de la distance minimale (MLD). Elle permettrait de séparer les faisceaux sans a priori
morphologiques forts. En outre elle est particulierement adaptée au cadre de I’imagerie multi-
composantes comme le permet 1’utilisation de différentes colorations d’un méme échantillon
en histologie ou encore 1’utilisation combinée de plusieurs modalités d’imagerie.

Par ailleurs, I’information apportée par la troisieme dimension de 1’espace a été tres peu
utilisée lors de la segmentation. Or le réseau de périmysium est relativement stable, selon les
muscles, dans I’axe des fibres musculaires. Ainsi I’information apportée par des coupes
sériées est donc complémentaire. Elle permettrait la reconstruction du réseau de périmysium

qui apparait jusqu’a présent fractionné.
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E. ORGANISATION SPATIALE DU PERIMYSIUM ET
TEXTURE DE LA VIANDE CUITE

Les deux chapitres précédents ont permis de mettre au point et valider les méthodes
(chap. C et D) et le plan d’expérience (chap. C) a réaliser pour 1’étude de la relation entre la
texture de la viande cuite et les caractéristiques du tissu conjonctif, qui a fait ’objet de ce
troisieme chapitre. Celui-ci comporte trois volets.

Un premier volet aborde I’évaluation de la texture de la viande. Il comprend le controle
de I’état de maturation et de contraction des muscles, afin de s'assurer que la variabilité de la
résistance mécanique des fibres musculaires a une influence mineure sur la variabilité de la
texture induite par le type de muscle. L’évaluation de la texture de la viande est ensuite
effectuée de maniere instrumentale par compression, puis sensorielle a 1’aide d’un profil de
texture réalisé par un jury entrainé.

Le deuxieme volet porte sur la caractérisation du tissu conjonctif périmysial ; il
comprend la détermination de la concentration en collagene, de sa stabilité thermique et de
I’organisation spatiale. Celle-ci a été analysée a 1’aide de deux modalités d’imagerie,
I’histologie et I'IRM, et grace a la méthode de segmentation décrite dans le chapitre Erreur !
Source du renvoi introuvable..

Enfin le troisieme volet concerne la mise en relation de ces deux groupes de données
dans le but de déterminer et de comprendre 1’influence du tissu conjonctif sur la texture de la

viande cuite.

E.1 MESURES DE TEXTURE

E.1.1 Contrdle des échantillons

Comme le montre les valeurs de la contrainte a 20% de déformation mesurée sur des
éprouvettes de viande crue (Tableau E-1), la viande était tres maturée (C20 < 5 N/cm?) et
aucune différence significative entre animaux n'était observée (p > 0,05). L'incidence de la
résistance myofibrillaire sur la variabilit¢ de la texture de la viande pouvait donc été
considérée comme minimale.

La gamme des longueurs moyennes de sarcomere (1,9 et 2,7 um) était comparable a
celles trouvées dans la littérature pour les types de muscle correspondants dans un état de

contraction normal (Tableau C-3), attestant de ce fait ’absence du phénomene de contracture
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au froid. Les valeurs obtenues pour les muscles BF et LT sont comparables a celles de 1’étude
préliminaire (Tableau C-2). Les muscles IS et PP ont obtenu en revanche des valeurs
supérieures dans ce jeu de données. Les variations de la dureté qui ont été mesurées sur
viande cuite ont donc été essentiellement le résultat des variations dans les caractéristiques du

tissu conjonctif.

Tableau E-1. Valeurs moyennes et écarts-types de la contrainte a 20% de déformation
mesurée sur viande crue et de la longueur des sarcomeres des quatre types de muscles. Des
lettres différentes dans une colonne indiquent une différence significative entre les moyennes
pour p < 0,05.

Compression a 20% de

. . . Longueur de sarcomere
déformation sur viande crue (N / g

cm?) (um)
PP (4,1+1,3)a PP (2,7+0,5) a
IS(B9+1,5)a BF (2,0+0,2) b
BF (2,9 +0,9) ab IS (2,4 £ 0,3) ab
LT (24+0,7)b LT (1,9+04)b

E.1.2 Compression a 80% de déformation

Les valeurs des contraintes de compression déterminées sur la viande crue variaient dans
la gamme 39 — 102 N/cm?. Le muscle PP présentait la contrainte la plus élevée et le muscle
LT la plus faible. Les muscles BF et IS étaient intermédiaires (Tableau E-2). Les muscles se
sont classés selon le méme ordre que lors de 1’étude préliminaire, tout en présentant des
valeurs globalement plus élevées pour les muscles IS, LT et PP d’environ 20%, malgré une
durée de maturation plus longue. Cet écart peut s’expliquer par la différence de race
(Charolais versus Aubrac) (Dransfield et al., 2003) et d'age entre les deux groupes de vaches
de réforme étudiés (35-81 mois versus 17-27 mois dans 1'étude préliminaire). Les valeurs pour
le muscle LT sont cependant toujours comprises dans les gammes publiées pour des muscles a
21 jours post mortem par Saniido et al. (2004) (29 a 43 N/cm?) en faisant varier la race et le

poids a I’abattage et par Monson et al. (2004) (28 a 50 N/cm?) pour différentes races bovines.

102



Partie E - Organisation spatiale du périmysium et texture de la viande cuite

Tableau E-2. Valeurs moyennes et écarts-types de la contrainte a 80% de déformation sur
viande crue et cuite des quatre types de muscles bovins. Des lettres différentes signifient une
différence significative entre les moyennes (p < 0,05).

Contrainte sur viande crue Contrainte sur viande cuite

(N/em?) (N/cm?)
PP (102,2+29,1)a PP (174,2+37.6) a
BF (85,0 £ 15,7) ab BF (126,6 £37.2) b
IS (67,1 £29,3) be LT (97,8 £10.8) c
LT (39,1 £12,7) ¢ IS (85,1+13.5) ¢

La cuisson de la viande dans les conditions utilisées (30 min a 65°C) a eu pour
conséquence un accroissement sensible de la contrainte a 80% de déformation. Cet
accroissement, de 40 a 50% pour les muscles PP, BF et IS, a atteint la valeur de 120 % dans le
cas du muscle LT potentiellement le plus tendre. Les contraintes ont ainsi varié dans la
gamme 85 - 174 N/cm? (Tableau E-2), et étaient en accord avec celles publiées par Kamoun et
Culioli (1989) dans le cas de muscles de bovins cuits a 55°C pendant 30 min. Ces auteurs ont
rapporté une contrainte maximale en configuration longitudinale de 54 et 161 N/cm? a un taux
de compression de 80% pour les muscles LT et PP, respectivement. Bien qu'ils aient effectué
un test en compression sinusoidale, nos résultats sont comparables car ces auteurs ont montré
que la fréquence de compression n’influengait pas sensiblement la valeur de la contrainte
maximale atteinte. Par ailleurs, Bouton et al. (1975) ont rapporté des valeurs de contrainte, sur
viande cuite a 90°C pendant 90 min, allant de 40 (pour le muscle Psoas major (PM)) a 85
N/cm? pour le muscle PP. Ces valeurs sont plus faibles que les notres. Toutefois, ces auteurs
n'ont pas réalisé réellement un test de compression mais plutot un test se rapprochant des
mesures en pénétrométrie, avec un outil cylindrique de diametre tres inférieur a la surface des
échantillons analysés.

L’analyse de variance montre un effet significatif du type de muscle (p < 0,05),
contrairement au test de cisaillement qui ne les distinguait pas dans 1’étude préliminaire (chap.
C.3.2). Ainsi, trois groupes ont pu étre distingués significativement (p < 0,05), avec le muscle
PP le plus résistant, le muscle BF intermédiaire et les muscles IS et LT les moins résistants.
Ces résultats confirment les observations de Harris et Shorthose (1988), Shackelford er al.
(1995) ou plus récemment Rhee er al. (2004). 11 est a noter que les muscles sont plus

facilement différenciés apreés qu'avant cuisson, ce qui témoigne de I'importance des
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modifications induites par le traitement thermique dans le déterminisme de la texture de la
viande.

Par la suite, nous avons cherché a modéliser la texture de la viande cuite par des
variables, en trés grand nombre, caractérisant le tissu conjonctif. Compte tenu que les valeurs
déterminées de C80 sur viande cuite ne présentaient pas de différence significative entre
animaux (p > 0,05), les 32 échantillons ont pu étre considérés comme indépendants et non
comme huit échantillons (correspondant au nombre d’animaux) comportant quatre répétitions
(correspondant au nombre de types de muscle). Ainsi le déséquilibre entre nombre
d’observations et nombre de variables prédictives est acceptable pour pouvoir réaliser les

analyses statistiques nécessaires comme 1’analyse factorielle et la régression linéaire.
E.1.3 Evaluation sensorielle

E.1.3.1 Profil de texture

Les juges ont participé a trois séances d’entrailnement résumées dans le Tableau E-3. La
premiere séance a permis de générer le vocabulaire caractéristique des échantillons. Lors de
cette séance, les juges ont proposé un grand nombre de qualificatifs (n = 27). Certains étaient
redondants et ont été regroupés sous un méme descripteur. Ainsi les termes « tendre »,
«mou », « dur » et « ferme » ont été regroupés sous le descripteur « tendre ».

Ensuite lors de la deuxieme séance, les douze descripteurs retenus ont été classés par
ordre d’occurrence et proposés au jury lors de la deuxieme séance (Tableau E-3). Cette séance
a servi a valider le pouvoir discriminant des termes pour les échantillons a tester. Ainsi les
descripteurs « homogene » et « granuleux » ont été supprimés de la liste des descripteurs du
profil car ils ne distinguaient pas significativement (p >0,05) les quatre types de muscle de
I’étude. Cette séance a également permis d’identifier 1’effet « dégustateur » pour chacun des
descripteurs. En effet, certains descripteurs comme « juteux », « fondant », « granuleux »,
« collant » ou encore « élastique » ont présenté des différences significatives entre les juges (p
< 0,05). Ceci a pu étre lié a un probléeme de variabilité intra-échantillon. Ainsi deux juges
notant le méme échantillon ont pu déguster des morceaux en fait tres différents, ce qui a pu
entrainer une différence dans leur note liée a I’échantillon et non a leur fagon de noter. Par
ailleurs, un effet « juge » significatif a pu également traduire un probleme de calibration de
I’échelle de notation, d’ou le besoin d’une troisieme séance d’entrainement.

La troisieme s€ance a permis aux juges de bien maitriser la cotation de chaque

descripteur et de corriger les dérives observées sur certains descripteurs lors de la séance
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précédente. Au terme de cette séance, trois termes supplémentaires ont été éliminés
(« fondant », « ripeux » et « élastique »). Le descripteur « ripeux » n’était plus discriminant
du type de muscle (p > 0,05). Le descripteur « fondant » faisait toujours apparaitre un effet
« juge ». De plus ces deux termes ne semblaient pas treés appropriés pour décrire un produit tel
que de la viande cuite. Le descripteur « élastique » présentait un effet « juge » significatif (p
< 0,05) et ne permettait pas de discerner les types de muscle (p > 0,05). 1l a donc été écarté

du profil de texture pour cette étude.

Tableau E-3. Evolution, au fil des séances d’entrainement, de la liste des descripteurs du
profil sensoriel de dégustation de viande bovine cuite sous vide, 30 min a 65°C au bain-marie.

Eliminé apres la Eliminé apres la
27" séance 37 séance
Descripteurs générés Conservés
lors de la premiere séance lors de la seconde séance
Tendre — Mou — Ferme — Dur Tendre
Compact — Dilacéré — Fibreux — S’émiette Compact
Juteux — Humide — Sec Juteux
Résidu — Nerveux Résidu
Léger — Mousseux — Souple Souple
Fondant — Onctueux Fondant
Finesse du grain — Granuleux X
Film sur le palais —Collant Collant
Homogene {11
S’écrase — Pateux — Farineux Farineux
Elastique Elastique
Répeux Répeux

Tableau E-4. Valeurs moyennes des descripteurs sensoriels du profil de texture des quatre
types de muscles bovins cuits 30 min a 65°C par un jury de dix dégustateurs entrainés sur une
échelle de 1 a 10. Des lettres différentes signifient une différence significative entre les
moyennes (p < 0,05).

Tendre Compact  Juteux Résidu Souple Collant  Farineux
BF 4,1b 39a 37c¢ 4,1a 30b 2,3b 22a
IS 5,7 a 30b 45a 22b 4,1a 34a 1,3b
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LT 6,1 a 2,6b 34c 19b 42a 35a 24a
PP 4,1b 39a 4,3 ab 36a 29b 22b 1,5b

Le jury de dégustation a classé les muscles en deux groupes pour la plupart des

descripteurs sensoriels (Tableau E-4). Pour la majorité des descripteurs, les muscles BF et PP
s’opposent aux muscles IS et LT. Le découpage était différent pour la jutosité, puisque le BF
et le LT formaient un groupe de muscles peu juteux. Ils apparaissaient également comme les
muscles les plus farineux. Une ANOVA a trois voies (muscle, animal, sujet) a permis de
montrer que ’effet « muscle » était également robuste pour tous les descripteurs, méme
lorsqu’il était testé sur I’interaction « sujet X muscle ».

Les valeurs de tendreté étaient en accord avec celles présentées par d’autres études ((Mc
Keith et al., 1985 ; Jeremiah et al., 2003b ; Carmack et al., 1995 ; Rhee ef al., 2004) (Tableau
E-5). En terme de résidu, la hiérarchie entre les 4 muscles était respectée, le LT présentait le
moins de résidu et le PP le plus. La grande jutosité du muscle IS a confirmé les observations

de Mc Keith et al. (1985), Carmack et al. (1995), et Rhee et al. (2004).

Tableau E-5. Revue bibliographique de trois descripteurs sensoriels (tendreté globale, teneur
en résidus en bouche et jutosité) sur quatre types de muscles de bovins. Les valeurs présentées
ont été recalculées pour correspondre a notre échelle de notation comprise entre O et 10.

Tendreté globale Résidu Jutosité

BF 4,9 / 4,7

Carmack et al., IS 7,2 / 6.6
1995 LT 6,9 / 52

PP 3,8 / 5,1

BF 3,7 4,6 5,3

Rh‘;%g;“l" 1S 5,9 6,7 53
LT 5,7 6,9 5,1

BF 5,9 5,9 6,0

Jeremiah et al., IS 6,1 6,1 5,9
2003b LT 6,6 6,9 5,5

PP 3,5 4,1 5,6

BF 5,44 4,91 6,18

McKeith et al., IS 6,50 6,23 6,43
1985 LT 6,42 6,74 5,82

PP 4,57 4,02 5,27

L'analyse en composantes principales réalisée sur les valeurs des variables sensorielles a

montré que les deux premieres composantes principales expliquent pres de 84% de la
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variabilité entre les individus, et le premier axe (F1) en explique pres de 60% a lui seul
(Figure E-1A). Cet axe est fortement expliqué par le descripteur « tendre » (Figure E-1B). Le
second axe (F2) (24% de la variance) est relié aux descripteurs « juteux » et « farineux »
(Figure E-1B). Cette décomposition de la texture par ces trois descripteurs a déja été décrite
par Harries et al. (1972). Les muscles IS et LT forment des nuages de points relativement

disjoints, alors que les muscles BF et PP se recouvrent largement (Figure E-1A).

A e BF IS eLT PP B
5
4 site
A3 A
SN A ouple
= ) = ollant
& o endre
d 0 )
S -1 o residus
g - 2
< _3 :é ‘0.5 B
‘4 | fapiieux
-5 -1
-5-4-3-2-1012345 -1 -05 0 0.5 1
- axe F1 (59,1 %) --> -- axe F1 (59,1 %) -->

Figure E-1. Analyse en composantes principales des descripteurs du profil sensoriel de texture
pour les quatre types de muscles bovins (Biceps femoris (BF), Infraspinatus (IS), Longissimus
thoracis (LT) et Pectoralis profundus (PP), dans le plan des deux premieres composantes
principales (Flet F2). Représentation des observations (A) et des variables (B).

E.1.3.2 Note d’acceptabilité

En complément des notes évaluant les divers descripteurs de texture, le jury de
dégustateurs a classé chaque échantillon parmi trois classes :

= ] pour une texture désagréable

= 2 pour une texture moyenne

= 3 pour une texture agréable.

Il apparait que les juges ont attribué une texture plus agréable aux muscles BF et PP et
une moins bonne texture aux muscles IS et LT. Ceci est en opposition avec les mesures de
tendreté qui ont classé BF et PP parmi les muscles durs et IS et LT parmi les muscles tendres.
Cependant, tous les échantillons avaient maturé 21 jours, entrainant un attendrissement
extréme des morceaux. Les muscles IS et LT ont été, de ce fait, probablement percus comme

trop tendres, et méme « mous », ce qui a pu alors devenir un critere de moindre acceptabilité.
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E.1.3.3 Relation entre les mesures instrumentales et sensorielles

Les seules variables instrumentales significativement corrélées avec les descripteurs
sensoriels du profil généré par les dégustateurs sont les variables C80cuit et E8Ocuit (Figure
E-2). La contrainte a 80% de déformation est, ainsi, le parametre décrivant le mieux les
descripteurs sensoriels en étant corrélé négativement a la tendreté des échantillons (R = -
0,64).

Ce coefficient de corrélation est relativement plus élevé que celui de Bouton et al. (1975)
(R =-0,48 contre -0,64) avec six types de muscle bovins cuits a 90°C pendant 90 min. II est
probable que les conditions de cuisson utilisées par ces auteurs aient treés sensiblement atténué
les différences entre muscles et donc la gamme de variation de tendreté. Le coefficient de
corrélation est, en revanche, beaucoup plus faible que celui obtenu par Mathoniere et al.
(2000) (-0,64 contre -0,91), avec des muscles Semitendinosus et Semimenbranosus de bovins
cuits a 60°C et 80°C pendant 30 min.

Cependant, ces auteurs avaient introduit, en plus du type de muscle, des sources de
variation de la tendreté supplémentaires comme la durée de maturation, la température de
cuisson et I’état de contraction du muscle, ce qui a conduit 2 une gamme de valeurs de
compression nettement plus large (143 a 451 N/cm? contre 85 a 174 N/cm? pour notre étude).
Cette hypothese est confirmée par le fait que 1'élimination dans le jeu de données de ces
auteurs des muscles contractés au froid, conduit a une gamme de valeurs de contraintes et a

un coefficient de corrélation (R =-0,55) du méme ordre de grandeur que celui de notre étude

Variables (axes F1 et F2 : 59,39 %) Variables (axes F1 et F3 : 54,30 %)

jutosjte

A
P /g\ 05 elastiq
5 farineux § sbuple
g - ompad E20 chbllant
% v tendre
b tendre g 0
% cosl unFt)Ie % 20
g § c80 4 E60
H 1 -05
farineu
-1
-1 -05 0 05 1
-- axe F1 (40,75 % ) --> -- axe F1 (40,75 %) -->

Figure E-2. Analyse en composantes principales des descripteurs sensoriels du profil de
texture des quatre types de muscles bovins, évalués par un jury de dix dégustateurs entrainés
et les mesures instrumentales effectuées sur les mémes échantillons cuits dans les mémes

conditions pendant 30 min a 65°C.

108



Partie E - Organisation spatiale du périmysium et texture de la viande cuite

E.2 RESEAU CONJONCTIF

E.2.1 Teneur en collagene

Les teneurs en collageéne varient entre 0,56 et 1,21 mg d'hydroxyproline / g de tissu frais
selon le muscle considéré (Tableau E-6). Ces valeurs sont comparables a celles obtenues dans
I’étude préliminaire, sauf pour le muscle IS présentant une quantité de collagene un peu plus
élevée (0,89 contre 0,74). Elles sont proches de celles publiées par Dransfield (1977) et
Torrescano et al. (2003). En revanche, notre valeur pour le muscle IS est inférieure a celles
présentées par Jeremiah et al. (2003a) et Mac Keith et al. (1985) (Tableau C-5). En effet, lors
du broyage des échantillons, nous avons décidé d’éliminer la trame conjonctive qui traverse le
muscle IS (chap. C.4.1).

Les teneurs en collagéne présentent un coefficient de variation intra muscle au maximum
de 11% ; elles sont significativement différentes (p < 0,05) pour les 4 muscles qui se classent

dans le méme ordre que pour les mesures mécaniques (PP>BF>IS>LT).

Tableau E-6. Dosage du collageéne estimé par la Teneur en hydroxyproline
quantité d’hydroxyproline sur les quatre types (mg / g de tissu frais)

de muscle. Des lettres différentes dans une Moyenne fca rt-type

méme colonne indiquent des  valeurs

significativement différentes (p < 0,05) PP 1.21a 0.13
BF 1,09 » 0,12
IS 0,89 ¢ 0,06
LT 0,56 4 0,05

E.2.2 Teneur en lipides

Les teneurs en gras prédites (Tableau E-7) sont en accord avec les valeurs couramment
mesurées chez le bovin pour ces types de muscles (Jeremiah et al., 2003a). Les types de
muscles ne présentent pas de différence significative (p < 0,05). Ceci est dii a des écart-types
élevés a cause d’une forte variabilité inter-animale. Cependant le muscle IS possede toujours
les pourcentages de lipides les plus élevés, alors que le muscle PP apparait comme le muscle
le moins gras. Ceci est confirmé visuellement sur les images acquises a partir des coupes

histologiques (Figure E-3) et des images RMN.
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Tableau E-7. Pourcentage de lipides déterminé par spectroscopie infrarouge sur les quatre
types de muscle. Des lettres différentes dans une méme colonne indiquent des valeurs
significativement différentes (p < 0,05)

Pourcentage de lipides

(%)
Moyenne Ecart-type
IS 53a 2,7
LT 43a 2,3
BF 4,0 a 2,0
PP 3,6a 1,9

) Figure E-3. Coupes
> R & - * | histologiques des muscles PP (a
PPN gauche) et IS (a droite) colorées
a lhuile rouge, mettant en
évidence les lipides, ici en noir.

SRR .
Al .

Une description plus détaillée de la localisation des lipides selon le type de muscle est

présentée dans le chapitre F.

E.2.3 Stabilité thermique du collagéne

Les conditions de cuisson (65°C pendant 30 min) n’ont permis de solubiliser qu’une tres
faible partie du collagene intramusculaire (2 a 5%), sans différence significative entre les
types de muscle (p > 0,05) (Tableau E-8). Ces valeurs sont tres inférieures a celles présentées
par Torrescano et al. (2003) pour les mémes types de muscle (17 a 26%). Cette différence
peut ais€ément s’expliquer par le régime de chauffage beaucoup plus drastique utilisé par ces
auteurs (90°C pendant 2h). Le fait que la solubilisation du collagene soit tres limitée dans
notre étude ne signifie pas que le collagéne n’ait pas subi de dénaturation thermique et donc
que sa résistance mécanique n'ait pas fortement évolué. Cependant les conséquences de cette
dénaturation sur la solubilisation, ne sont pratiquement pas détectables avec la méthode

utilisée.
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Tableau E-8. Pourcentage de collagéne solubilisé apres une cuisson de 30 min a 65°C sur les
quatre types de muscle Des lettres différentes dans une méme colonne indiquent des valeurs
significativement différentes (p < 0,05).

Collagene soluble

(%)
Moyenne Ecart-type
IS 5a 9
PP S5a 11
LT 4a 12
BF 2a 6

E.2.4 Paramétres d’organisation spatiale du périmysium

E.2.4.1 Mesures des caractéristiques du réseau

A partir des images acquises en histologie et en IRM, deux parametres caractérisant le
réseau de tissu conjonctif segmenté ont €té mesurés : la surface et la longueur de la trame. Un
troisieme parametre correspondant au rapport entre surface et longueur a été utilisé comme
estimateur de 1’épaisseur moyenne (chap. D.3.1) de tous les segments de I’image (Tableau

E-9 a Tableau E-12).

Images de coupes histologiques

La coloration au Rouge Sirius utilisée pour les coupes histologiques permet
I’identification du périmysium sans prise en compte des lipides. En utilisant cette méthode,
pour le niveau de confiance ¢ = 80%, trois groupes de muscles peuvent étre différenciés a
partir des mesures de surface (BF ; PP > IS > LT) ou de longueur de périmysium (PP ; IS >
BF >LT) (Tableau E-9). Le muscle LT possede un réseau périmysial peu développé. En effet,
il occupe une faible surface dans 1’'image (2,8%) et sa longueur de réseau, la plus faible,
indique qu’il n’est pas tres ramifié (1,4%). En outre le rapport S/L, homogene a une épaisseur
moyenne, lui attribue la valeur la plus faible (56,5 pum). Le muscle IS occupe également une
surface faible dans I'image (3,7%) mais la tres grande longueur de son réseau (1,8%) est
caractéristique d’un périmysium fin (56,7 um) et tres ramifié. Le périmysium du muscle PP
couvre une large surface (4,7%) et une grande longueur (2,0%), synonyme d’un réseau a la
fois épais (65,1 um) et ramifié¢ (Figure E-4). Le périmysium du muscle BF occupe une des
surfaces les plus grandes (4,6%), équivalente a celle du PP mais sa longueur est inférieure a
celle de ce dernier (1,6 et 2,0% respectivement). Ces deux muscles possedent des quantités

équivalentes de périmysium mais leurs structures different largement. Ainsi le muscle BF
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possede donc, un réseau plus épais (78,4 um) que le muscle PP mais avec un moindre degré
de ramifications.

Précédemment Totland et al. (1988) ont proposé des valeurs comprises entre 5,2 et 6,4%,
selon le type de muscle ; ce qui est plus proche de nos valeurs de surface pour € = 80%. Dans
ce cas, les mesures ont été réalisées avec un grossissement plus faible et de ce fait, seules les
trames les plus grossieres du périmysium ont été prises en compte. En revanche, Geesink
(1994) a proposé des surfaces de tissu conjonctif comprises entre 12,1 et 13,5%, selon le type
de muscle. Ces valeurs sont proches de nos valeurs pour € = 40%. En effet, leurs mesures ont

été effectuées sur des coupes a fort grossissement.

0 on RSN (-P)

Figure E-4. Coupes histologiques transversales des quatre types de muscles colorées au
Rouge Sirius. Les lignes noires représentent le périmysium alors que les myofibres
apparaissent en gris.

Tableau E-9. Parametres caractérisant la distribution du TCIM, déterminés apres
segmentation des images de coupes histologiques par la méthode PMT pour le niveau de
confiance € = 80%. Des lettres différentes dans une méme colonne indiquent des valeurs
significativement différentes (p < 0,05).

Surface Longueur Surface / Longueur
(% image totale) (% image totale) (um)
PP (4,7) a PP (2,0) a BF (78,4) a
BF (4,6) a IS (1,8) ab PP (65,1) b
IS(3,7)b BF (1,6) b IS (56,7) ¢
LT (2,8) ¢ LT (14)c LT (56,5)c
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Tableau E-10. Parametres caractérisant la distribution du TCIM, déterminés apres
segmentation des images de coupes histologiques par la méthode PMT pour le niveau de
confiance € = 40%. Des lettres différentes dans une méme colonne indiquent des valeurs
significativement différentes (p < 0,05).

Surface Longueur Surface / Longueur
(% image totale) (% image totale) (um)
PP (16,5) a IS (6,6) a PP (79,2) a
IS (16,4) a PP (5,7) b BF (77,7) a
BF (15,9) a BF (5,6) b LT (71,7) b
LT (12,4)b LT (4,8)c IS (67,7) b

Pour un indice de confiance plus faible (¢ = 40%), les muscles présentent quasiment le
méme classement qu’a 80% (Tableau E-10), a 'exception du muscle IS. Alors que le réseau
de celui-ci segmenté a 80% était peu important, il présente une surface tres grande, pour un
indice de confiance de 40% (16,4%), équivalente a celles des muscles PP et BF. De plus sa
longueur est la plus élevée. Ceci est lié au fait que le périmysium du muscle IS est fin (67,7
um) et n’est donc segmenté qu’a un faible niveau de confiance. Le réseau du muscle IS de
plus tres ramifié (Figure E-4) ; ce qui explique la valeur élevée de sa longueur a 40%. De
plus, le rapport S/ augmente beaucoup plus entre 80 et 40% pour le muscle PP que pour le
muscle BF. En effet ce muscle posseéde peu de trames fines segmentées quand le niveau de
confiance € diminue.

Les valeurs des épaisseurs du périmysium obtenues pour € = 40% (comprises entre 67,7
et 79,2 um), sont du méme ordre de grandeur que celles précédemment publiées par
Torrescano et al. (2001). Ces auteurs ont estimé I’épaisseur du périmysium primaire des
muscles Semitendinosus et Semimembranosus de bovin a respectivement 111 et 121 pm et
I’épaisseur de leur périmysium secondaire a environ 28 et 29 um, soit une épaisseur moyenne
de 70 et 75 um. Nos valeurs a € = 80%, sensées représenter le périmysium primaire, sont tout
de méme assez basses par rapport a celles de Brooks et Savell (2004), qui ont estimé
I’épaisseur du périmysium primaire du muscle LT a 80 um et celle du muscle IS a 90 um.
Cependant nous classons, comme eux, ces deux muscles dans la catégorie des muscles
possédant un périmysium fin.

Pour ¢ = 40%, les valeurs de surface et de longueur sont supérieures a celles obtenues
pour € = 80%. Ceci est cohérent avec le fait que le nombre de points segmentés augmente
lorsque le niveau de confiance de la segmentation diminue. Le rapport S/L. augmente avec la
diminution du niveau de confiance, alors que I’apport de réseau segmenté fin devrait au

contraire le faire diminuer. En effet, a un faible niveau de confiance, les trames fines
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apparaissent et les trames épaisses qui n’avaient pas été completement segmentées
s’épaississent, entrainant une forte augmentation de la surface de réseau. En parallele la
longueur n’augmente pas dans les mémes proportions puisque seule s’ajoute la longueur des
trames fines qui apparaissent. Comme la surface augmente plus vite que la longueur, le
rapport des deux augmente. Ce parametre ne peut donc étre considéré comme une mesure
fiable de 1’épaisseur moyenne du réseau. Par ailleurs le niveau de segmentation a 80% permet
de mieux distinguer les types de muscle que celui a 40% pour lequel la variabilité entre

muscles diminue.

Images RMN

L’IRM permet de détecter a la fois le tissu conjonctif riche en élastine (chap. F) et le
tissu adipeux. Ainsi le signal visualisé est 1égerement différent de celui obtenu sur des coupes
histologiques ou seul le collagéne est coloré.

Pour ¢ = 80%, les muscles sont divisés en deux groupes selon leur surface (IS > BF ;
LT ; PP) et leur longueur (BF ; IS ; PP > LT) (Tableau E-12). Le périmysium du muscle BF
couvre une surface de taille intermédiaire (12,8%) mais il est le plus long avec 4,7% de la
surface totale de I'image. A cette échelle, le BF est le seul muscle dont les faisceaux de fibres
musculaires sont bien définis (Figure E-5) et donc facilement segmentés en raison,
probablement, de sa concentration en élastine (chap. F.3).

Le réseau du muscle IS occupe la plus grande surface (20,0%), constituée principalement
de I’épais feuillet qui traverse le muscle ; il présente également la plus grande longueur de
réseau (4,5%) ce qui confirme son degré élevé de ramification (Figure E-5). En IRM, la lame
épimysiale de I'IS n’a pas été enlevée pour conserver I'intégrité du muscle ; la surface de
réseau pour ce muscle a donc été surestimée en IRM. Cependant sa présence n’a pas entrainée
de biais dans le calcul de la granulométrie des images de ce muscle.

Le périmysium du muscle LT couvre une faible surface (12,4%) et possede la plus courte
longueur (4,0%). Le réseau de ce muscle apparait donc comme également peu développé a
cette échelle d’observation. En effet, une grande proportion des segments constituant le réseau
du muscle LT sont trop fins pour étre segmentés parce qu’ils occupent un volume trop faible
dans un voxel pour générer un hyposignal contrastant avec les myofibres.

Cependant la surface de réseau du muscle LT est supérieure a celle du muscle PP,
certainement a cause du persillé plus développé dans le muscle LT. Ainsi le muscle PP
présente la plus faible surface de périmysium et une longueur faible. Malgré son périmysium

épais, au vu des coupes histologiques (Figure E-4), peu de réseau est détecté mettant en
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évidence les dépdts de lipides essentiellement localisés aux noeuds entre les faisceaux de
fibres (Figure E-5). La question des différences entre les muscles par rapport a I’imagerie

RMN est abordée dans le chapitre F.3.

(PP)

Figure E-5. Coupes transversales de quatre types de muscles bovins en IRM. Les lignes noires
représentent le tissu conjonctif comprenant périmysium et lipides et les myofibres
apparaissent en gris. Les taches blanches représentent 1’eau libre.

Tableau E-11. Parametres caractérisant la distribution du TCIM, déterminés apres
segmentation des images RMN par la méthode PMT avec € = 80%. Des lettres différentes
dans une méme colonne indiquent des valeurs significativement différentes (p < 0,05).

Surface Longueur Surface / Longueur
(% image totale) (% image totale) (um)
IS (20,0) a BF (4,7) a IS (444) a
BF (12,8) b IS (4,5) ab LT (310) b
LT (12,4) bc PP (4,3) b BF (263) ¢
PP (11,3) c LT (4,0)c PP (257) ¢
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Tableau E-12. Parametres caractérisant la distribution du TCIM, déterminés apres
segmentation des images IRM par la méthode PMT, avec € = 40%. Des lettres différentes
dans une méme colonne indiquent des valeurs significativement différentes (p < 0,05).

Surface Longueur Surface / Longueur
(% image totale) (% image totale) (um)
IS (28,0) a BF (6,7) a IS (435) a
LT (17,2)b IS (6,4) ab LT (290) b
BF (17,1) b PP (6,2) ab BF (250) ¢
PP (154) b LT (5,9)b PP (242) c

A ¢ = 40%, la surface du réseau segmenté augmente mais le classement des muscles
reste le méme qu’a 80% pour les deux mesures (Tableau E-12). La longueur du réseau
augmente également pour tous les types de muscle et les différences entre les muscles
s’amenuisent.

Le rapport S/L est compris entre 257 et 444 um pour € = 80% et 242 et 435 um pour € =
40% pour respectivement le LT et le PP, ce qui parait élevé comparé aux données rapportées
dans la littérature (Torrescano et al., 2001 ; Brooks et Savell, 2004). Cependant ces auteurs
ont travaillé avec des coupes histologiques imposant un champ d’imagerie plus restreint que
celui utilisé en IRM dans le présent travail ; ils ont donc certainement mesuré 1’épaisseur du
périmysium d’ordre inférieur de fait moins épais. En diminuant le niveau de confiance le
rapport S/L diminue, figurant la segmentation de trames plus fines. Pour cette modalité
d’imagerie, la segmentation est quasiment complete a € = 80%. Les quelques pixels ajoutés
quand ¢ passe de 80 a 40% concerne uniquement les trames fines, ne biaisant pas ainsi le
comportement de I’estimateur de 1’épaisseur.

Cependant la surface mesurée en histologie est quatre fois inférieure a celle mesurée en
IRM. Le contraste basé sur la susceptibilité magnétique permet de détecter une petite insertion
de susceptibilité différente dans une matrice, méme si la taille de cette insertion est plus faible
que le volume du voxel (Yablonskiy et Haacke, 1994). De ce fait il résulte un épaississement
de I'objet détecté qui occupe le voxel entier méme si sa taille réelle est inférieure. Ce
phénomene s’amplifie avec le champ magnétique et le temps d’écho. De plus I'IRM,
détectant aussi les lipides (gras intramusculaire), ne produit pas un signal spécifique du
collagene. En effet, les lipides génerent un fort hypo-signal, tendant a augmenter encore la
surestimation du périmysium, alors que leur contribution aux variations de la texture de la

viande est négligeable dans la gamme de teneur en gras considérée. La combinaison de ces
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deux phénomenes explique les erreurs attachées aux mesures de surface et longueur du
périmysium en IRM et la différence de quantification du réseau entre les deux modalités

d’imagerie.

E.2.4.2 Relation entre la surface du réseau et la composition du muscle

Le Tableau E-13 montre que la surface de réseau segmenté sur les images des coupes
histologiques est bien reliée a la quantité de collagene intramusculaire et non a la teneur en
lipides. En effet, le Rouge Sirius, colorant utilisé pour révéler le périmysium sur les coupes
histologiques ne se fixe pas sur les lipides (Figure E-4). En revanche la surface du réseau
segmentée en IRM est reliée au pourcentage de gras et non a la quantité de collagéne (Figure

E-3).

Tableau E-13. Coefficients de détermination (R?) entre les variables de composition du
muscle (collagene, lipides) et la surface de réseau segmenté pour ¢ égal a 40 et 80% (ns
signifie non significatif ; p >0,05).

HISTOLOGIE IRM
€= 40% 80% 40% 80%
Collagene 0,37 0,48 ns ns
Lipides ns ns 0,39 0,49
Collagene + lipides 0,39 0,58 0,39 0,49

E.2.4.3 Courbes granulométriques

Les courbes granulométriques permettent d’estimer la distribution des tailles des
faisceaux de fibres musculaires, délimités par le périmysium. Elles représentent la surface
totale occupée par des éléments structurants hexagonaux de rayon croissant par pas de 1 pixel.
Sur les images histologiques, les courbes granulométriques décrivent la distribution des objets
dont le rayon est inférieur a 1,3mm (environ 700 fibres), ce qui correspond aux faisceaux
primaires et secondaires. En revanche, la granulométrie sur les faisceaux segmentés a partir
des images RMN décrit les objets dont le rayon est inférieur a 2,7 mm (environ 3 000 fibres),
ce qui correspond a des faisceaux secondaires et tertiaires, caractéristiques du grain de la
viande. Chaque taille d’élément structurant est considérée comme une variable. Ainsi
I’organisation spatiale du tissu conjonctif est décrite par un tres grand nombre de variables,
tres largement supérieur au nombre d’observations qui ont permis 1’ajustement des modeles.
De ce fait le traitement des données doit débuter par un tri des variables granulométriques de

maniere a diminuer le nombre de variables susceptibles d’entrer dans les modeles.
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En effet, les images obtenues a partir des coupes histologiques sont décrites par 70 et 42
variables granulométriques, et les images RMN par 48 et 46 variables pour des valeurs
respectives du niveau de confiance de 80 et 40%. L’élimination des variables comprenant au
moins dix valeurs nulles a réduit le nombre de variables de granulométrie a 27 et 49 pour

I’IRM et I’histologie respectivement pour € = 80 % et a 25 et 26 variables a 40% (Figure E-6).

0%~ IRM
9% A — Histologie
8% A S
7%
E%
5%
4%
3% A
2% A
1% 9
0% T T 4
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
Rayon de I’élément structurant (mm)

H49

Aire cumulée des hexagones
(% d’image totale)

Figure E-6. Exemples de courbes granulométriques obtenues a partir d’une image de muscle
Biceps femoris (BF) acquises en histologie et en IRM, segmentée par la méthode PMT a 80%.
Hyo est la taille granulométrique la plus grande pour les images histologiques et elle
correspond a G13 sur les images RMN.

Par ailleurs, 1’analyse en composantes principales des variables de granulométrie montre
que chaque variable est tres corrélée avec celle qui la précede et celle qui la suit (Figure E-7).
Afin de diminuer encore le nombre de variables (trés grand par rapport au nombre
d’observations) des plages de corrélation ont été définies grace a 1’algorithme des k-
moyennes.

Pour ¢ = 80%, huit plages ont été obtenues en IRM (G4, G2, Gs, G710, G11-13, Gi4-17,
Gis-21 et Gaoe) et quatorze plages en histologie (Hi-s, Ho.11, Hi2-14, His.16, Hi7-19, H20-21, H22.24,
Hos.28, Hoo.34, H3s5.40, Ha1.44, Has, Haeus €t Hyg). Le nombre de plages est plus élevé pour les
images des coupes histologiques, car les courbes granulométriques ont une forme plus
irréguliere. Elles demandent donc plus de variables pour étre décrites (Figure E-6). Les aires
cumulées sont plus élevées pour I'IRM que pour I’histologie, car le nombre de classes est
réduit en IRM. De plus, la surface relative occupée par chaque taille d’éléments structurants
apparait équivalente sur les images histologiques, alors que sur les images IRM la répartition

est moins uniforme (Figure E-6).
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Figure E-7. Analyse en composantes principales des variables granulométriques issues de la
segmentation a 80% des images RMN. On peut observer que les variables consécutives sont
tres corrélées.

Pour € = 40%, 1’algorithme des k-moyennes permet d’obtenir 8 clusters en IRM (G, G,
G3, Ga6, G712, Gi3.15, Gie-19 €t Gaoae) et 7 en histologie (Hy, Ha, Hs.s, He.11, His.is et Higos).
Le fait que les nombres de clusters soient proches entre les deux modalités d'imagerie pour €
=40 % peut étre expliqué par des allures similaires des courbes de granulométrie a ce seuil de

confiance.
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E.3 RELATION ENTRE LA DURETE DE LA VIANDE ET LES CARACTERISTIQUES

DU TISSU CONJONCTIF

E.3.1 Relation entre mesures de texture et quantité de collagéne

L’analyse en composantes principales (ACP) (Figure E-2) montre que la teneur en
collagene est tres liée a la contrainte a 80% sur viande cuite et au descripteur sensoriel
«résidus ». Ces 3 variables sont trés proches de I’axe défini par la premiere composante
principale (F1), qui explique a peu pres 40 % de la variance du modele. Ces trois variables
sont également tres proches des descripteurs « compact » et « élastique ». A 1’opposé, se
situent les descripteurs « tendre », « souple » et « collant ». Le descripteur « tendre » est plus
corrélé avec la quantité de collageéne, qu’il ne I’est avec la contrainte a 80% (C80); le
coefficient de corrélation R étant respectivement égal a - 0,78 et 0,62. La valeur relativement
élevée du coefficient de corrélation entre la tendreté et la quantité de collagéne n’est pas
surprenante, compte tenu du fait que les types de muscle utilisés pour cette étude présentaient
des teneurs en collagene extrémes. Le descripteur «résidu » est également corrélé
significativement avec la quantité de collagene, avec un coefficient de corrélation du méme
ordre de grandeur que celui obtenu par Rhee et al. (2004) (0,62 contre 0,66). En effet, les
deux variables sont superposées dans les deux premiers plans de I’ACP. Les variables
« résidus » et C80 sont superposées dans le plan généré par F1 et F2 mais ne le sont plus dans
le plan F1-F3.

Puisque les variations de teneur en collagéne n’expliquaient pas completement les
variations de texture de la viande cuite, nous avons alors cherché a déterminer I’influence sur
cette derniere de I’organisation spatiale du périmysium, représentée par les mesures de réseau
(surface et longueur) et les tailles de faisceaux de fibres (variables granulométriques triées et
regroupées) déterminées sur les images histologiques et RMN segmentées par PMT aux

niveaux de confiance de 80 et 40%.

E.3.2 Modeles construits a partir d'une segmentation au niveau de confiance de €

= 800/0

E.3.2.1 Prédiction de la dureté (C80cuit)

La quantité de collagene ne permet pas d’expliquer completement les variations de

dureté instrumentale (R? = 0,32), exprimée ici par la contrainte développée en compression
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sur viande cuite, C80cuit (Figure E-8). Dransfield (1977) a présenté une corrélation
légerement supérieure (R? = 0,40) entre la teneur en collagene total et la force de compression
sur de la viande cuite 20 min a 60°C. Par ailleurs, la relation entre la quantité de collagene et
la dureté semble étre spécifique a chaque type de muscle. En effet, les muscles « tendres »
comme les muscles LT et IS formaient des groupes bien individualisés. En revanche, les

muscles « durs », comme le BF et le PP, constituaient des nuages de points difficiles a

individualiser.
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Figure E-8. Répartition des types de muscles selon leur teneur en collagene et leur dureté sur
viande cuite.

Pour effectuer une classification par analyse générale discriminante (AGD), les 32
échantillons ont été séparés en deux groupes selon la méthode des k-moyennes, établissant le
seuil de C80cuit a environ 145 N/cm?. Le groupe des muscles « durs » comprenait la plupart
des muscles PP et seulement quelques BF. Le groupe des muscles « tendres » était constitué
de tous les muscles IS et LT et la plupart des BF (Figure E-8). Il n’est pas surprenant que le
groupe des muscles « durs » fiit constitué d’échantillons de BF et PP, réputés pour étre des
muscles a faible potentiel de tendreté. Cependant, une partie des échantillons de ces types de
muscle ont été placés parmi les muscles « tendres ». Les 21 jours de maturation des

échantillons ont trés certainement réduit considérablement la part myofibrillaire de la dureté,
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réduisant ainsi les différences de dureté entre les échantillons. Il devenait alors moins facile de
distinguer les différents types de muscle.

Une derniere étape de tri a encore permis de réduire le nombre de variables a proposer
pour la construction des modeles. Une ANOVA a une voie a permis de désigner les variables
capables de discriminer les deux groupes de dureté (p < 0,05). La variance relative expliquée
devait étre supérieure a 20% pour que la variable soit retenue. Seules six variables ont été
significativement discriminantes (p < 0,05) des deux groupes de dureté sur les vingt-sept
proposées (Figure E-9). On retrouve les variables : collagéne, surfIRM, G7.19, Gi1.13, Gig.21 €t
G2.26. Il est a noter qu'aucune variable issue de 1'analyse des images des coupes histologiques
n’a été discriminante.

Parmi les variables retenues, seules deux ou trois ont été choisies par 1’algorithme « best
subset » d’AGD, de maniere a ne pas fabriquer un modele surparamétré, compte tenu du
nombre d’observations. Le meilleur modele obtenu combine trois variables de granulométrie
issues de 'IRM : Gig1, Gr.10et Gii.13, dans I’ordre d’entrée dans le modele (Tableau E-14). 11
classe correctement 92% des échantillons des groupes d’apprentissage et de validation et 88%
des échantillons de test. Ces résultats modestes en test amenent a rester prudent quant a
I’interprétation de ce modele. Cependant on peut noter qu’en moyenne, la variable Gig; est
plus élevée dans le groupe tendre, alors que G719 et Gyj-13 sont plus élevées dans le groupe dur
(Tableau E-14). La variable Gj4.17, n’étant pas significativement différente entre les deux
groupes de dureté (p > 0,05), pourrait étre indicative d’une valeur de taille-seuil entre les
petits et grands faisceaux. Cette valeur correspondrait a la taille des objets de rayon compris
entre 1,4 et 1,7 mm. Il est a noter que le modele incluant uniquement la quantité de collagene

conduit a un plus grand nombre d’erreurs de classement que le modele n°1 (Tableau E-14).
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Figure E-9. ANOV Agramme de la contribution du facteur dureté instrumentale (C80cuit) aux
variations de la variance relative estimée pour chacune des 27 variables biochimiques
(collagene) et “ image”. La variance relative égale a 20% détermine le seuil de signification
de ’ANOVA a une voie (p < 0,05) pour une segmentation avec € = 80%.

Tableau E-14. Caractéristiques des modeles obtenus en analyse générale discriminante par
I’algorithme «best subset », pour prédire la dureté instrumentale (C80cuit) pour une
segmentation avec € = 80%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele Variables Dur Tendre Validation TSSt Tftal
(n = 24) (n=38) (n=32)

Gisa1 0,32 0,23

1 G7.10 0,22 0,17 91,7 87,5 90,6
Gii3 0,03 0,07

2 Collagene 1,18 0,86 83,3 75 81,3
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E.3.2.2 Prédiction de la tendreté

Comme pour la dureté instrumentale, la relation entre la quantité de collagene et la
tendreté est dépendante du type de muscle. Si les muscles IS et LT constituent des populations
bien distinctes, les muscles BF et PP ne forment pas des groupes séparés (Figure E-10).
L’algorithme des k-moyennes a séparé les échantillons en deux groupes «durs» et
« tendres ». Le seuil a été établi a 5,3, valeur proche du milieu de I’échelle de gradation
proposée aux dégustateurs, allant de 0 a 10 (Figure E-10). Si les muscles IS sont répartis entre
les deux groupes, tous les muscles BF et PP sont dans le groupe des muscles durs et tous les

muscles LT sont dans le groupe des muscles tendres (Figure E-10).
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Figure E-10 Répartition des types de muscles selon leur teneur en collagéne (concentration
d’hydroxyproline) et leur tendreté sensorielle (sans dimension).
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Figure E-11. ANOVAgramme de la contribution du facteur tendreté sensorielle aux
variations de la variance relative estimée pour chacune des 27 variables biochimiques
(collagene) et “ image”. La variance relative égale a 20% détermine le seuil de signification
de ’ANOVA a une voie (p < 0,05) pour une segmentation avec € = 80%.

L’ANOVA a une voie a identifié neuf variables sur vingt-sept qui différentient
significativement (p < 0,05) les deux classes de tendreté (Figure E-11). Aucune variable
granulométrique issue des images histologiques n’a été retenue. Parmi les variables retenues,
seules deux ou trois seront choisies par 1’algorithme d’AGD.

Tous les meilleurs modeles proposés par 1’algorithme combinent avec des poids
équilibrés deux variables : une variable granulométrique issue des images IRM et une variable
mesurant le réseau sur les images des coupes histologiques (surthisto ou longhisto). Le
meilleur d’entre eux combine G7.jo et longhisto (Tableau E-15). De plus les modeles obtenus
avec des variables issues de I’une des modalités d’imagerie sont de moins bons prédicteurs du
facteur tendreté sensorielle que le modele n°1 (Tableau E-15). Ceci confirme que les deux
modalités d’imagerie apportent des informations complémentaires quant a la prédiction de la
tendreté sensorielle.

Le modele n°1 classe correctement 100% des échantillons d’apprentissage/validation et
87,5% des échantillons de test, soit au total 97% d’échantillons bien classés (Tableau E-15).
Les valeurs des moyennes des prédicteurs pour chaque classe indiquent que la longueur du

réseau est plus élevée pour les échantillons les plus durs (Tableau E-15), montrant ainsi que
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les muscles durs posseédent un perimysium plus ramifié. De plus les échantillons durs ont
significativement (p < 0,05) plus d’objets de la classe G7.19 (0,7 < rayons < 1 mm) (Tableau
E-15). Ceci indique que la surface totale occupée par les objets de petite taille est plus élevée
pour les échantillons durs.

Dans les modeles a une variable, la quantité de collagéne est la seule variable retenue et
le modele classe correctement seulement 75% des échantillons d’apprentissage/validation et
100% des échantillons de test, soit au total 94% d’échantillons bien classés (Tableau E-15).
De plus, le meilleur modele combinant trois variables prédictives combine G719, longhisto et
la teneur en collagene. Cependant les performances de ce modele ne sont pas supérieures au
modele n°l, composé de deux variables. Le modele a deux variables sera donc retenu, de
facon a limiter le nombre de variables du modele. En conclusion les variables « images » G7.
10 et longhisto contiennent déja une grande part de 1’information apportée par la quantité de

collagene concernant les variations de tendreté sensorielle.

Tableau E-15. Caractéristiques du meilleur modele obtenu en analyse générale discriminante
(AGD) pour prédire la tendreté sensorielle des échantillons cuits 30 min a 65°C pour une
segmentation avec € = 80%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele Variables Dur Tendre Validation Test Total
m=8 (Mm=32)
(n=24)
G7-10 0,18 0,26
1 100 87,5 96,9
Longhisto 1,42 1,83
2 Collagene 1,11 0,68 75 100 81,3
3 Var}ables / / 917 62.5 84.4
histo
Variables
4 IRM / / 91,7 87,5 90,6

E.3.2.3 Prédiction de la quantité de collagéne

La limite séparant les deux classes basées sur la quantité de collagene a été 0,85 mg OH-
Pro/g muscle frais (Figure E-10). Le groupe des échantillons pauvres en collagéne contient

tous les muscles LT et deux muscles IS, tandis que le groupe des muscles riches en collagene
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contient tous les muscles BF et PP et la plupart des muscles IS. Aucune variable
granulométrique issue des images histologiques n’a été retenue.

L’ANOVA a permis de conserver huit variables significatives (p < 0,05) parmi les vingt-
six variables « image » proposées, capables de distinguer les muscles selon le facteur quantité
de collagene (Figure E-12).

Le meilleur modele désigné par 1’algorithme « best subset » utilise les mémes variables
explicatives que celui prédisant la tendreté sensorielle (G7.j9 et longhisto) (Tableau E-16).
Cependant il conduit a classer correctement 96% des échantillons apprentissage/validation et
seulement 63% des échantillons de test, soit plus de 87% du total des échantillons. Les
moyennes des deux prédicteurs sont plus élevées pour le groupe des muscles riches en
collagene (Tableau E-16). Ainsi les muscles contenant plus de collagéne possedent plus de

faisceaux de la taille 0,7 a 1 mm de rayon et leur périmysium est plus long.
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Figure E-12. ANOVAgramme de la contribution du facteur quantité de collagene aux
variations de la variance relative estimée pour chacune des 26 variables ““ image”. La variance
relative égale a 20% détermine le seuil de signification de I’ANOVA a une voie (p < 0,05)
pour une segmentation avec € = 40%.
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Tableau E-16. Caractéristiques du meilleur modele obtenu en analyse générale discriminante
(AGD) pour prédire la concentration de collagene des échantillons pour une segmentation
avec € = 80%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele Variables Pauvre Riche Validation Te_st Tftal
(n = 24) m=8) (=32

G7-10 0,18 0,26

1 95,8 62,5 87,5
Longhisto 1,42 1,83

E.4 MODELES CONSTRUITS A PARTIR D'UNE SEGMENTATION AU NIVEAU

DE CONFIANCE E = 40%

Les mémes classes de dureté, tendreté et quantité de collagene, déterminées par
I’algorithme des k-moyennes, ont été reprises pour ce second groupe de modeles, pour € =

40%.

E.4.1.1 Prédiction de la dureté (C80cuit)

L’ANOVA a une voie a permis de retenir cinq variables significatives permettant de
distinguer les deux classes de C80cuit (p < 0,05) parmi les vingt proposées. Le seuil de
signification a été placé a 19% de variance relative expliquée. Aucune variable issue des
images des coupes histologiques n’a été retenue. La variable de réseau IRM (surfI[RM)
apparait significative (p < 0,05), contrairement au cas de la segmentation pour € = 80%

(Figure E-13).
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Figure E-13. ANOVAgramme de la contribution du facteur C80cuit aux variations de la
variance relative estimée pour chacune des 19 variables “ image”. La variance relative égale a
19% détermine le seuil de signification de ’ANOVA a une voie (p < 0,05) pour une
segmentation avec € = 40%.

Aucun modele n’utilise la quantité de collageéne. Le meilleur modele se compose de
surfIRM et G7.1». Il classe correctement 87,5% des échantillons (Tableau E-17). Le meilleur
modele a trois variables introduit en plus la variable Gig.j9. 1l reste, cependant, moins
performant que celui a deux variables qui a donc été retenu. La variable G7.; est plus élevée
dans la classe des échantillons les plus durs que dans celle des plus tendres. Elle rappelle la
variable G7.jp retenue dans tous les modeles issus de la segmentation a € = 80%. En revanche,
la variable SurfIRM remplace la variable longhisto. 1l est a noter que contrairement aux
observations précédentes, les échantillons les plus tendres possedent une surface de réseau en
IRM plus étendue que celle des muscles les plus durs. Ceci est probablement 1ié aux muscles
IS, appartenant au groupe des muscles « tendres », mais dont les images sont traversées par
une large trame d’épimysium. Le fait que ces modeles soient tres influencés par une
particularité anatomique d’un type de muscle peut en partie expliquer les résultats modestes

obtenus en test.
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Tableau E-17. Caractéristiques des meilleurs modeles obtenus en analyse générale
discriminante (AGD) pour prédire le C80cuit des échantillons pour une segmentation avec € =
40%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele Variables Dur Tendre Validation Te_st Tftal
(n = 24) mn=8 (=32
surfIRM 14,05 22,53
1 87,5 87,5 87,5
Gr.12 0,48 0,34

surfIRM 14,05 22,53
2 G2 0,48 0,34 83,3 62,5 78,1

Gis-19 0,075 0,113

E.4.1.2 Prédiction de la tendreté

L’ANOVA une voie a retenu, dans ce cas, neuf variables significatives (p < 0,05) parmi
les vingt proposées. Le seuil de signification a été placé a 18% de variance relative expliquée.
Les variables granulométriques des images histologiques sont significatives (p < 0,05) pour

ce facteur, contrairement a ce qui a été obtenu avec la segmentation a € = 80% (Figure E-14).
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Figure E-14. ANOVAgramme de la contribution du facteur tendreté aux variations de la
variance relative estimée pour chacune des 19 variables “ image”. La variance relative égale a
19% détermine le seuil de signification de ’ANOVA a une voie (p < 0,05) pour une
segmentation avec € = 40%.

Le meilleur modele proposé par 1’algorithme « best subset » composé de deux variables
utilise les variables G7.1 et His.1g (Tableau E-18). Il combine donc I'information issue de la
granulométrie des deux modalités d’imagerie. Il permet de classer correctement 100% des
échantillons du groupe apprentissage/validation, mais seulement 62,5% des échantillons de
test. Les performances s’améliorent avec 75% d’échantillons de test correctement classés, en
ajoutant une troisieme variable prédictive, surfhisto. Les autres modeles combinant trois
variables conduisent aux mémes performances qu’avec deux variables. Le modele n°2,
combinant les variables G7.;,, surfhisto et Hys.;3, a donc été retenu.

La moyenne de G7.1,, correspondant a des objets de taille 0,7 a 1,2 mm, est toujours plus
élevée pour le groupe des échantillons durs. Il en est de méme pour surfhisto. Par contre la
moyenne de Hjs. s, correspondant a des objets de taille 400 a 500 um, est plus élevée pour les

échantillons tendres.
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Tableau E-18. Caractéristiques des meilleurs modeles obtenus en analyse générale
discriminante (AGD) pour prédire la tendreté sensorielle des échantillons pour une
segmentation avec € = 40%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele  Variables Dur Tendre Validation TSSt Ti)tal
(n = 24) n=238) (n=32)

G712 0,42 0,25

1 100 62,5 90,6
His.s 0,076 0,119
G712 0,42 0,25

2 surfhisto 16,8 14,1 100 75 93,7

His.is 0,076 0,119

E.4.1.3 Prédiction de la teneur en collagene

L’ANOVA a une voie a permis de retenir, parmi les dix-neuf proposées, treize variables
significatives permettant de distinguer les deux classes de collagene (p < 0,05). Toutes les
variables issues des images en histologie sont significatives (p < 0,05) pour le facteur
collagene, contrairement aux variables issues de la segmentation a 80% (Figure E-15). Seules
quatre variables granulométriques IRM sont significativement différentes pour le facteur
collagene (p < 0,05).

Le meilleur modele a deux variables obtenu avec 1’algorithme « best subset » combine
deux variables granulométriques, I’une issue de I'IRM et I’autre issue de 1’histologie : G7.j; et
H;s.s (Tableau E-19). Il permet de classer correctement 96% des échantillons du groupe
apprentissage/validation et 87,5% des échantillons de test. Les mémes performances sont
obtenues avec le modele n°2 a trois variables. Le modele n°1 sera donc retenu, puisque le
nombre de variables dans les modeles doit étre limité. Avec le modele n°3 composé
uniquement de variables issues des images histologiques seulement 87,5% d’échantillons sont
bien classés contre 94% pour les modeles n°l et 2, confirmant une fois de plus la
complémentarité des deux modalités d’imagerie.

Par ailleurs, il semble hasardeux d’utiliser la variable H;. En effet, cette classe rassemble
des objets de tres petite taille de rayon inférieur ou égal a 27 um. Or il s’agit du rayon moyen
d’une fibre musculaire. Ces objets ne peuvent en aucun cas €tre des faisceaux de périmysium.

Ce sont donc des artéfacts de segmentation, sensible au bruit sur les images.
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Figure E-15. ANOVAgramme de la contribution du facteur quantit¢ de collagéne aux
variations de la variance relative estimée pour chacune des 19 variables «image ». La
variance relative égale a 19% détermine le seuil de signification de I’ANOVA a une voie (p <
0,05) pour une segmentation avec € = 40%.

Tableau E-19. Caractéristiques des meilleurs modeles obtenus en analyse générale

discriminante (AGD) pour prédire la concentration de collagene des échantillons pour une
segmentation avec € = 40%.

Moyennes de la classe % d’échantillons
(% d’image totale) correctement classés
Apprentissage +
Modele Variables Pauvre Riche Validation Test Total
m=8) (Mm=32)
(n=24)

Gr.12 0,279 0,377

1 95,8 87,5 93,7
Hss 0,079 0,143
Gr.12 0,279 0,377

2 longhisto 4,98 6,12 95,8 87,5 93,7
H, 0,025 0,038
surfhisto 13,3 16,7

3 longhisto 4,98 6,12 91,7 75 87,5
H, 0,025 0,038
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E.4.2 Discussion sur les modéles retenus

E.4.2.1 Comparaison entre les deux modalités d'imagerie

La granulométrie réalisée sur les images IRM joue un role majeur dans les modeles
prédisant la dureté instrumentale et la tendreté des échantillons de viande analysés dans cette
étude. Les variables, qui en sont issues, sont les plus discriminantes et apparaissent dans tous
les modeles. Elles renseignent sur les faisceaux macroscopiques de myofibres et donc sur la
structure du périmysium épais. Cependant, les mesures (surface et longueur) du réseau
conjonctif observé en IRM ne contribuent a aucun modele dans le cas de la segmentation a
80%, et seulement au modele prédisant la dureté pour la segmentation a 40 %. La méthode de
susceptibilité magnétique utilisée pour les acquisitions IRM conduit a une surestimation de
I’épaisseur des objets contenus dans les images (chap. E.2.4.1). Cet épaississement induit une
plus forte erreur relative sur les objets linéaires les plus fins (épais de un ou deux pixels) que
sur les objets convexes comme des hexagones. De plus, la variable surfIRM a été biaisée a
cause du muscle IS, contenant une large trame épimysiale.

Certaines variables histologiques completent les modeles. Pour € = 80%, ce sont,
contrairement a I’IRM, les wvariables caractérisant le réseau et non les variables
granulométriques qui sont les plus pertinentes. Les variables granulométriques issues des
images histologiques segmentées a 80 %, ne permettent pas, en effet, de discriminer
significativement les échantillons pour les différents criteres de classification proposés (p >
0,05). Ceci peut étre expliqué par une segmentation du réseau incomplete. En effet, apres une
segmentation plus poussée (pour € = 40 %), une variable granulométrique issue de 1’histologie
(Hjs.1) est alors intégrée dans le modele prédisant la tendreté.

L’histologie apporte des informations dans un champ de vue plus restreint que celui
analysé en IRM. Les objets identifiés sont donc de taille inférieure a celle des objets mis en
évidence en IRM. Ainsi, les courbes granulométriques se chevauchent-elles : la variable Hyo,
plus grande variable granulométrique retenue en histologie (a € = 80%) renseignant sur les
objets de 1,3 mm de rayon, correspond a G située au milieu de la courbe IRM (Figure E-6).
Par ailleurs, seule la partie centrale des courbes granulométriques est pertinente. Le début de
ces courbes, biaisé a cause des limites de la résolution, est tres sensible au bruit contenu dans
les images. La fin des courbes est également biaisée car les objets de grande taille ne sont pas
représentés en nombre suffisant. Ainsi, est-il nécessaire d’utiliser a la fois 'IRM et

I’histologie afin de couvrir au mieux les différents niveaux d’organisation.
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E.4.2.2 Comparaison entre les modéles prédisant la dureté et la tendreté

Le meilleur modele prédisant la dureté instrumentale (C80cuit) de la viande comporte
uniquement des variables de granulométrie issues des observations en IRM, alors que le
meilleur modele prédisant la tendreté sensorielle combine des variables IRM et histologiques,
quel que soit le niveau de confiance (40 ou 80%) de la segmentation.

Ces différences peuvent €tre expliquées par le fait que la tendreté est une propriété qui
pour étre percue nécessite de prendre en compte l'ensemble du processus de mastication,
conduisant de la viande en 1'état a un bol alimentaire de structure homogene. Ce processus
entraine la dégradation progressive et quasi complete des différents niveaux de structuration
de la viande et en conséquence du réseau conjonctif, méme aux niveaux les plus fins. Une
telle déstructuration n’est jamais atteinte au cours des tests de compression. Ceci explique
pourquoi I’information apportée par les structures conjonctives les plus fines n’est pas
nécessaire pour expliquer les variations de C80cuit, mais est, en revanche, intégrée dans les
modeles prédicteurs de la tendreté.

Le méme raisonnement peut étre conduit pour les modeles prédicteurs de la teneur en
collagene. Les variables de réseau en histologie sont mieux corrélées a la teneur en collagene
que ne le sont les variables IRM, et la corrélation entre la tendreté sensorielle et le collagene
est plus étroite que celle entre C80cuit et collagene. Ainsi le modele de prédiction du C80cuit
ne nécessite pas d’inclure 1’information sur la teneur en collagéne que pourrait apporter la

mesure de réseau en histologie.

Les structures influencant la texture

La variable G7.10 a2 € = 80% (et son homologue G7.1; a € = 40%) apparait dans tous les
meilleurs modeles, quelque soit le facteur a prédire. Elles définissent 1’occurrence des objets
dont le rayon est compris entre 0,7 et 1 (ou 1,2) mm, ce qui correspond a de petits objets pour
I’échelle IRM et de grands objets pour 1’échelle histologique. En effet, cette variable se situe a
la frontiere entre les deux modalités d’imagerie utilisées au cours de cette étude. Ainsi la
surface occupée par ces objets (et donc leur nombre) jouerait un rdle majeur sur le
déterminisme de la tendreté de la viande. En effet, nos résultats montrent que les muscles les
plus durs possedent une plus grande proportion de faisceaux secondaires de fibres musculaires
visibles en IRM (0,7 a 1,2 mm de rayon, soit 800 a 2 200 fibres).

De maniere complémentaire, les faisceaux tertiaires (de plus grandes dimensions)
caractérisés par les variables Gjg;; (caractérisant les objets de 1,8 a 2,1 mm de rayon) a € =

80% et Gie.19 (caractérisant les objets de 1,6 a 1,9 mm de rayon) pour &€ = 40%, qui
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représentent les faisceaux tertiaires et qui sont rencontrés en plus grande proportion dans les
échantillons les plus tendres.

En IRM, les structures observées (faisceaux) sont d’ordres secondaires, tertiaires et au-
dela, puisque cette modalité d’imagerie permet une acquisition des images dans un champ de
vue plus large et une résolution spatiale inférieure a celle de 1’histologie. Les images RMN
des muscle LT et IS comportent donc peu de segments, figurant ainsi un réseau ouvert et peu
dense. La granulométrie de ces échantillons en IRM indique donc une majorité d’objets de
grande taille. Au contraire, les muscles durs comme BF et PP présentent un niveau de
périmysium plus ramifié et structuré et leurs courbes granulométriques en IRM font apparaitre
une majorité de petits objets.

Plusieurs études antérieures (Hammond, 1932 ; Ramsbottom et al., 1945 ; Strandine et
al., 1949 ; Cooper et al., 1968 ; Norman, 1982) ont conclu que les viandes tendres étaient
issues de muscles présentant de petits faisceaux de fibres. Tous ces auteurs ont cependant
fondé leurs conclusions sur 1’étude de coupes musculaires histologiques, observant et
caractérisant les faisceaux primaires, i.e. les niveaux d’organisation juste supérieurs a la fibre
musculaire.

A T’échelle de I'histologie, seule la variable H;s ;3 a € = 40 % apparait pertinente pour
prédire la tendreté. Cette variable est caractéristique des petits faisceaux (60 a 100 fibres), de
rayon 400 - 500 um, qui sont présents en majorité dans les échantillons de viande les plus

tendres.

Ainsi nos résultats confirment les études précédentes, dans le sens ou les muscles
tendres possedent plus de petits faisceaux visibles en histologie. Ils sont cependant en
contradiction avec les conclusions de Brady (1937), qui indique que les muscles tendres
comme le Longissimus thoracis ont des faisceaux de 800 um de rayon contre 400 um pour un
muscle plus dur comme le Semitendinosus. En effet, les muscles les plus durs sont
caractérisés par un plus grand nombre de faisceaux de taille intermédiaire (0,7 a 1,2 mm)
percus comme grands a 1'échelle histologique, mais petits a 1'échelle IRM. De plus, les
muscles chez lesquels prévalent les faisceaux les plus grands (non observables dans les
conditions d'histologie classiques mais analysés en IRM) sont a l'origine d'une viande tendre

(Figure E-16 et Figure E-17).
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Figure E-16. Représentation schématique des résultats obtenus apres interprétation des
modeles d’analyse générale discriminante. Les muscles tendres posseédent plus de petits
faisceaux primaires que les muscles durs.
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Figure E-17. Profil de répartition des tailles de granulométrie majeures, expliquant les
variations de texture.
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E.5 CONCLUSIONS

Les deux modalités d’imagerie (histologie et IRM) apportent des informations
complémentaires sur 1’organisation spatiale du tissu conjonctif, 'IRM a un niveau
macroscopique et 1’histologie a une échelle plus fine et plus résolutive. Les deux échelles sont
nécessaires pour prédire la tendreté sensorielle, mais seule 1’organisation macroscopique
observée en IRM est nécessaire pour prédire la dureté instrumentale. Les résultats de cette
étude indiquent que les muscles avec de petits faisceaux sont plus tendres que des muscles
comportant de grands faisceaux.

L’influence majeure de la structure macroscopique confirme I’'intérét dans la mise au
point d’outils rendant possible 1’étude d’échantillons de viande avec de larges champs de
prise de vue (des tranches de muscle entiers par exemple). Cependant la technologie IRM
n’est pour I'instant pas applicable en ligne pour une analyse de routine dans les abattoirs. Il
reste donc a développer une méthode d’imagerie plus simple d’application, comme par
exemple 1’acquisition d’images de tranches entieres a des longueurs d’onde permettant
d’exploiter les propriétés spectrales spécifiques des différents composants du tissu conjonctif
(Skjervold et al., 2003).

Les résultats de cette étude doivent cependant étre recadrés puisqu’ils ont été obtenus sur
des échantillons de viande maturés et cuits de maniere spécifique. En effet le mode de cuisson
utilisé (65°C pendant 30 min) est typique de la température interne préférée par la plupart des
consommateurs frangais. Il a induit des niveaux limités de dénaturation des myofibres et du
collagene et de contraction du collagene. Des températures de cuisson plus élevées auraient
entrainé une expression différente des propriétés respectives des myofibres et du tissu
conjonctif sur la tendreté de la viande. Ainsi ces résultats requierent une validation sur une
gamme plus large de types de muscles et d’animaux, ainsi qu’avec d’autres conditions de

cuisson avant de généraliser les hypotheses issues des modeles développés.
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F. CARTOGRAPHIE DE LA TRAME CONJONCTIVE

La variation de la répartition en protéines, protéoglycannes et lipides du tissu conjonctif
peut aussi expliquer une part de la variabilité de la texture de la viande. Du type de muscle
dépendent, notamment les quantités de collagene, d’élastine ou de lipides. Les principales
molécules composant le tissu conjonctif intramusculaires sont les collagénes de type I, 111, 1V,
VI, XII et XIV (Listrat A. et al., 1998 ; Listrat et al., 2000), 1’élastine, la décorine et les
lipides. Dans un premier temps, ces molécules ont été localisées a 1’aide de marquages
immunologiques dans les muscles Biceps femoris (BF), Infraspinatus (IS), Longissimus
thoracis (LT) et Pectoralis profundus (PP) afin de réaliser une cartographie moléculaire du
tissu conjonctif (également nommé matrice extra-cellulaire). Dans un second temps, nous
avons cherché une relation entre les variations de composition du tissu conjonctif périmysial
et I’organisation du tissu conjonctif au sein du muscle, notamment 1’épaisseur du périmysium
et la répartition des lipides.

Cela devrait nous aider a mieux comprendre les roles des différents composants de la

matrice extra-cellulaire dans sa mise en place.
F.1 LOCALISATION DES MOLECULES DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

F.1.1 Collagéne de type I

Le collagene de type I est la molécule majoritaire du tissu conjonctif intramusculaire. Il
est présent dans I’endomysium et surtout dans le périmysium (Figure F-1), ce qui corrobore
les résultats publiés résumés dans le tableau A-2. Les fibres de collagene de type I sont
organisées de manieres différentes selon I’épaisseur du périmysium et donc selon les types de
muscles. A certains endroits du périmysium épais du muscle BF, la trame est ponctuée de
coupures nettes sans destruction apparente du tissu contigu (Figure F-1), laissant penser que
les fibres de collagene sont rassemblées en faisceaux délimités, orientés dans la direction du
grand axe des fibres musculaires et perpendiculaire a 1’axe de coupe. Dans I'IS, le
périmysium est fin. Dans ce cas, le marquage met en évidence les fibres de collagene I, toutes
orientées perpendiculairement aux fibres musculaires et organisées en un seul feuillet ondulé
(Figure F-1). Dans le LT présentant un périmysium également fin et la structure est quasiment
la méme que dans I'IS, excepté que les fibres de collagene semblent s’organiser de manicre
plus diffuse (Figure F-1). Le muscle PP possede un périmysium primaire tres épais. Dans ce

cas, I’orientation des fibres de collagéne prend plusieurs directions au sein de la méme trame,
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figurant des feuillets alternant les orientations. En fonction de 1I’épaisseur, le nombre de
feuillets distincts varie allant de un pour les trames peu épaisses a 3 pour les plus larges

(Figure F-1).

Figure F-1. Marquages immunologiques du collagene de type I au FITC sur des coupes
transversales de muscles bovins au grossissement 225 pour BF et IS et 450 pour LT et PP.

Cet empilement de couches de fibres de collagéne a déja été décrit (Nakamura et al.,
2003). Jarvinen et al. (2002) propose également que les fibres de collagéne qui sont orientées
transversalement par rapport au grand axe des fibres musculaires, et observées
préférentiellement au centre de la trame de périmysium (Figure F-1), permettraient la liaison
entre les faisceaux de fibres musculaires. Les couches périphériques, orientées
longitudinalement, assureraient le glissement en translation entre les faisceaux, nécessaire lors
des efforts et notamment lors de la contraction. En effet, le muscle PP subit beaucoup plus

d’effort en cisaillement que le LT en raison de sa fonction anatomique.
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Figure F-2. Marquages immunologiques des collagénes de type I, IV et VI au FITC sur des
coupes sériées de Biceps femoris (BF) et Infraspinatus (IS) au grossissement X 112. AD pour
adipocytes, C pour capillaires et V pour vaisseaux. L’élastine fluoresce naturellement en
orange.
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Figure F-3. Marquages immunologiques du collagene de type XII, de la décorine, de I’élastine
et coloration des lipides au Huile rouge sur des coupes sériées de Biceps femoris (BF) et
Infraspinatus (1S) au grossissement X 112. Ad pour adipocytes, C pour capillaires et V pour
vaisseaux. L’élastine fluoresce naturellement en orange.
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F.1.2 Collagéne de type IV

La présence de collagene IV a été mise en évidence dans I’endomysium et les vaisseaux
sanguins (V), notamment les capillaires (C), qui apparaissent sous la forme de points en
périphérie des cellules musculaires, quelque soit le type de muscle, comme 1’a déja montré
Nakajima et al. (Nakajima et al., 1998). Il fait également partie de la lame basale qui entoure

les adipocytes (Figure F-2).

F.1.3 Collagéne de type VI

Le collagene VI est présent dans I’endomysium et le périmysium (Figure F-2) (Nakajima
et al., 1998). 1l est présent notamment autour des adipocytes (Ad) (Figure F-2). En effet, le
collagene VI sert de pont entre les cellules et les fibres de la matrice extracellulaire (van der

Rest et Garrone, 1991).

F.1.4 Collagéne de type XII

Le collagene XII est un composant mineur de la matrice extracellulaire musculaire, qui
apparait uniquement dans le périmysium chez le bovin (1999). 1l n’est présent que dans les
trames de périmysium suffisamment épaisses entourant les faisceaux secondaires de fibres

musculaires (Figure F-4).

L’anticorps anti-collagene XII ne marque pas la paroi des adipocytes (Figure F-3)

Figure F-3. En revanche, le collagéne apparait souvent a proximité de ces derniers qui
semblent avoir grossi en poussant les fibres de collagéne comme observé dans le muscle IS

(Figure F-4).

La comparaison des coupes sériées marquées contre les collageénes I et XII montre que le
collagene de type XII semble se fixer spécifiquement sur certaines structures du collagene I,
donnant un aspect discontinu au marquage dans le muscle BF (Figure F-5). Dans le LT
également, seules certaines fibres semblent avoir fixé le collagene XII (Figure F-4). Dans le

muscle PP, le marquage apparait principalement sur certaines fibres de collagene I orientées
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longitudinalement (par rapport au grand axe des fibres musculaires) en périphérie de la trame
(Figure F-4). Le collagene XII faciliterait le glissement entre les fibres de collagéne en
diminuant I’interaction entre-elles (van der Rest M. et Dublet B., 1996). Ainsi le collagene
XII en se fixant spécifiquement sur cette couche de fibres de collagéne assurerait la possibilité
de translation des faisceaux les uns par rapport aux autres lors de tension dans le muscle. En

effet, le collagene XII est trés souvent retrouvé a des endroits ou s’exercent de fortes forces de

Figure F-4. Marquages immunologiques du collagene de type XII au FITC sur des coupes
transversales de muscles bovins (Biceps femoris (BF), Infraspinatus (IS), Longissimus
thoracis (LT) et Pectoralis profundus (PP) au grossissement X 450
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Figure F-5. Coupes histologiques sériées de muscle Pectoralis profundus marquées avec un
anticorps FITC contre le collagene de type I (A) et de type XII (B) au grossissement X 450.

F.1.5 Collagéne de type XIV

Le collagene de type XIV était présent dans le muscle en quantités tres faibles (Figure
F-6). 11 a été difficile de mettre en évidence des différences entre muscles pour cette molécule
minoritaire, qui n’a été mis en évidence que dans quelques trames de périmysium épaisses. Le
collagene XIV est un collagene FACIT qui est associé aux fibres de collagene de type I
(Nishiyama et al., 1994). Cependant la Figure F-6 montre qu’il n’a été marqué que sur
certaines fibres de collagene du périmysium. De plus, il est apparu pres des adipocytes
comme le collagene XII. En tant que collagene de type FACIT, il semble également jouer un
role de lubrifiant dans la matrice extracellulaire en se fixant sur les fibres de collagene en

périphérie des larges trames de périmysium.

Figure F-6. Marquages immunologiques du collagene de type XIV au FITC sur des coupes
transversales des quatre type de muscle bovin au grossissement x 450 pour I’'IS et 225 pour
les BF, LT et PP.
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F.1.6 Elastine

L’¢élastine a été retrouvée dans la paroi des vaisseaux sanguins (Figure F-3). Du fait de
cette localisation particulicre, les vaisseaux sanguins sont souvent utilisés comme témoin de
marquage spécifique pour cette molécule. L’élastine a également été marquée dans le
périmysium, notamment aux nceuds de jonction des faisceaux de fibres musculaires délimités
par le périmysium primaire (Figure F-3), comme précédemment décrit par Rowe (Rowe,
1986). Le marquage ponctuel présent pres des fibres musculaires semble co-localisé avec les
capillaires sanguins. A plus fort grossissement, elle apparaissait sous forme de fibres dont
I’orientation variait le long des faisceaux. L’élastine a également la propriété d’autofluorescer,
c’est pour cela qu’elle est apparue en jaune sur les images dédiées aux autres marquages
(Figure F-3).

Des différences en terme de quantité d’élastine ressortent trés nettement entre muscle et
entre animaux (Figure F-10 a F-13). En effet le muscle BF s’est distingué des trois autres par
son intensité de marquage supérieure. Or les types de muscle de ce protocole ne sont pas
connus pour leur forte quantité d’élastine. En effet d’apres Bendall (Bendall, 1967) le muscle
PP contient le plus d’élastine, les muscles BF et IS possedent des quantités inférieures
comparables et le muscle LT est le moins riche en élastine (Tableau A-3). La quantité
d’élastine contenue dans le muscle IS doit étre minorée. En effet, compte tenu de la quantité
de collagene rapportée pour ce muscle, il semble que Bendall (Bendall, 1967) ait pris en
compte I’aponévrose centrale du muscle dans son dosage. Il est donc logique de penser que la
quantité d’élastine qu’il rapporte ne tient pas uniquement compte de 1’élastine apporté par le
périmysium. Par ailleurs, les différences entre nos observations et les valeurs de Bendall
(Bendall, 1967) peuvent s’expliquer par la répartition tres variable de 1’élastine au sein méme

du muscle et par la taille réduite de notre échantillonnage.

F.1.7 Décorine

La décorine est présente a tous les niveaux de la matrice extracellulaire, aussi bien dans
I’endomysium que dans les différents niveaux de périmysium (Figure F-3). Ceci est en accord
avec son role supposé de molécule de remplissage de I’espace vide (Bailey et Light, 1989).
Elle joue surtout un role dans la formation des fibrilles de collagene et dans la formation des
liaisons de réticulation. De fait il est logique de la rencontrer partout ou il y a du collagene.

Elle est apparue également au niveau des adipocytes (Figure F-3).
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Aucune différence importante entre les types de muscle n’est observée (Figure F-7).
Cependant, il semblerait que le muscle LT comporte moins de décorine que les trois autres

muscles (Figure F-7).

Figure F-7. Marquages immunologiques de la décorine au FITC sur des coupes transversales
de muscles bovins (Biceps femoris (BF), Infraspinatus (1S), Longissimus thoracis (LT) et
Pectoralis profundus (PP) au grossissement x 225
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F.1.8 Lipides

Les adipocytes ont été observés majoritairement a proximité des vaisseaux sanguins
comme l’ont précédemment décrit Nakajima et al. (1998) et Tume (2004). De plus ils
apparaissaient principalement dans les trames délimitant les faisceaux d’ordre supérieur
(Figure F-3). Le muscle IS, malgré ses trames fines présente un degré de persillé plus fort que
les trois autres muscles ; c'est-a-dire que les lipides étaient insérés dans la plupart des
segments de périmysium, quelle qu’ait été leur épaisseur (Figure F-8). Le muscle LT était
beaucoup moins persillé, avec des adipocytes présents le long des trames de périmysium
(Figure F-8). Les lipides dans le muscle BF, localisés principalement aux nceuds de
périmysium, se présentaient sous la forme de triangles (Figure F-8). Enfin dans le muscle PP,

les lipides apparaissaient exclusivement au niveau des nceuds (Figure F-8).

BF

-

Figure F-8. Coupes transversales congelées de muscle colorées a 1’huile rouge spécifique des
lipides (ici en noir signalés par des fleches)

Comme décrit précédemment dans le plan de coupe (Figure F-8), les lipides ne sont
également pas répartis de la méme maniere selon le type de muscle le long de 1’axe des fibres
musculaires. Ceci a été mis en évidence a 1’aide d’une reconstruction isotrope en trois
dimensions du tissu adipeux a partir des images acquise en RMN, grace a une séquence
spécifique des lipides (Figure F-9). Les muscles BF et PP présentaient un tissu adipeux filaire,

les faisceaux de gras traversant 1’échantillon de part en part. En revanche, le tissu adipeux des
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muscles IS et LT, se présentait plutdt sous la forme de feuillets. Ceci peut €tre mis en
correspondance avec les observations dans le plan. Ainsi les muscles ou les adipocytes
apparaissaient uniquement au niveau des nceuds (BF, PP) présentaient un tissu adipeux plutdt
filaire, tandis que les muscles possédant des adipocytes le long des trames (IS, LT)

présentaient un tissu adipeux sous la forme de feuillets.

Figure F-9. Reconstruction tridimensionnelle isotrope du tissu adipeux a partir d’images
RMN a I’aide d’une séquence CSSIR en mode « water saturated ».
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Les observations précédentes ont permis de montrer que la présence de certaines
molécules du tissu conjonctif varie selon le type de muscle. Les résultats suivants ne sont pas
des quantifications (Tableau F-1), mais seulement des estimations par rapport a la présence ou

non de fluorescence.

Tableau F-1. Présence des différents composés de la matrice extracellulaire selon le type de
muscle. + peu présent, ++ assez présent, +++ tres présent.

BF IS LT PP
Collagene I ++ + + ++
Collagene IV + + + +
Collagene VI + + + +
Collagene XII ++ +++ ++ +
Collagene XIV +++ ++ + ++
Elastine +++ + + +
Décorine ++ +++ + ++
Lipides + + + +

Le collagene I, étant le composé majoritaire du tissu conjonctif, est présent de maniere
variable selon les types de muscles. Ces variations correspondent a celles de la quantité de
collagene total, déja détaillée chapitre E.2.1. En effet, la quantité de collagene total et surtout
sa répartition spatiale dans le muscle influence la tendreté de la viande cuite. Les variations
des autres constituants de la matrice extracellulaire ne peuvent, quant a eux, étre reliées avec
des variations de texture de la viande cuite.

Cependant d’autres observations ont pu étre établies. Les quantités de collagenes de
types IV et VI ne semblent pas varier en fonction du type de muscle. En effet, ces collagenes
ont des rdles structuraux, car ils constituent la lame basale. Le collagene XII et la décorine
semblent étre plus présents dans le muscle IS que dans le muscle PP. Cette observation peut
étre reliée a la répartition des adipocytes. En effet, méme si la quantité de lipides n’était pas
significativement différente selon le type de muscle (p > 0,05), leur répartition était variable.
Ainsi les muscles BF et PP ne possédaient de lipides qu’au niveau des nceuds de périmysium,
sous la forme de faisceaux traversant 1’échantillon de muscle. Par ailleurs, dans les muscles IS
et LT, les lipides se situaient le long des trames de périmysium formant des feuillets. La
quantité de collagene XIV semble également varier selon le type de muscle. Cependant il
s’agit d’un constituant trées minoritaire et sa présence tres limitée dans certains muscles,

comme le LT, est principalement due a la teneur faible en collagéne total de ce muscle. Enfin,
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les variations de quantité d’élastine pourraient expliquer les variations du signal acquis en
IRM par la méthode pondérée en susceptibilité, mise en ceuvre pour localiser le tissu

conjonctif non gras.

F.2 RELATION ENTRE LA COMPOSITION ET DEPOT LIPIDIQUE

Les marquages immunologiques ont suggéré une relation entre la présence de certains
composés de la matrice extracellulaire et la disposition des adipocytes. Les types de collagene
majoritaires (collagenes I, III) ne semblent pas varier en fonction de la présence des
adipocytes. Par contre les composés minoritaires comme le collagene XII et la décorine
semblent étre reliés a la présence d’adipocytes. La quantité de marquage du collagene 1V et
VI ne semblent pas varier selon le type de muscle. Or on peut tout de méme noter qu’ils
apparaissent dans la membrane des adipocytes puisque ce sont des constituants de la lame
basale.

Comme décrit précédemment, la présence du collagene XII varie selon les types de
muscle et ce dernier n’était présent qu’au sein de certaines trames de périmysium primaire. Ce
niveau hiérarchique est caractérisé par les trames les plus épaisses, ou se logent
préférentiellement les adipocytes. Le PP apparait comme un muscle ou les adipocytes se
logent uniquement au niveau des noeuds et possede un marquage faible du collagene XII. A
contrario, I’IS semble posséder une trame conjonctive favorisant le dépdt lipidique, comme le
montre les épaisses marbrures réparties dans toutes les trames de ce muscle et présente un fort
marquage du collagene XII méme au sein des trames fines. Ces observations conduisent a
penser que la présence de collagene XII favoriserait la présence des adipocytes. Cependant les
quantités de lipides ne sont pas significativement différentes entre les muscles. Il semblerait
donc que le collagene XII jouerait plus sur la répartition des adipocytes que sur la quantité de
lipides stockés.

Or le role des collagenes FACIT, comme les collagene XII et X1V, serait de faciliter le
glissement entre les fibres de collagéne en diminuant 1’interaction entre-elles, jouant de ce fait
un role de lubrifiant (van der Rest et Dublet, 1996). De plus les adipocytes ont besoin d’une
matrice extracellulaire plus flexible en tant que constituant du tissu adipeux, qui sert de tissu
absorbeur de chocs et qui surtout constitue une réserve d’énergie imposant des changements
de volume continuels. De plus il jouerait un role positif dans la différenciation des adipocytes

(Tahara et al., 2004).
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Ce raisonnement reste tout de méme a confirmer sur des effectifs d’échantillons plus
importants et surtout grace a une quantification objective a 1’aide par exemple de Western
blots.

En outre le muscle IS, dont les coupes histologiques montrent un degré important de
persillé, a tendance a posséder plus de décorine que les autres muscles. Or Bailey et Light
(1989) ont suggéré que le turn-over rapide des protéoglycannes devait €tre mis en relation
avec une plus grande adaptabilité de la matrice extracellulaire aux changements de volume.
La flexibilité de la matrice extracellulaire de ce type de muscle riche en décorine semble
expliquer sa prédisposition a I’accumulation des adipocytes, malgré ses trames périmysiale
fine.

En conclusion, la localisation des adipocytes dans le muscle est régie par de multiples
facteurs. Elle est imposée par la structure du muscle, et notamment par 1’épaisseur des trames
périmysiales et la localisation des vaisseaux sanguins. La composition du tissu conjonctif joue
également un role important ; notamment avec le collagene XII et de la décorine, qui

favorisent le dépot des lipides.

F.3 CONSEQUENCES SUR L'IMAGERIE IRM PONDEREE EN SUSCEPTIBILITE

Une des modalités d’imagerie choisie pour caractériser 1’organisation spatiale du tissu
conjonctif a été 1I’'imagerie RMN pondérée en susceptibilit¢ (Bonny et al., 2000). Or la
comparaison des images acquises sur différents muscles a mis en évidence une différence de
sensibilité de la méthode d’imagerie pour différentes natures de tissu conjonctif.

L’analyse des coupes histologiques a permis d’évaluer I’épaisseur du périmysium a des
valeurs comprises entre 50 et 80 um selon les types de muscles correspondant a ce qui a été
rapportés par d’autres auteurs chez le bovin (Brooks et Savell, 2004 ; Torrescano et al., 2001).
Or le volume du voxel lors de nos acquisitions IRM par la méthode pondérée en susceptibilité
était de 100 x 100 x 500 um®. Ainsi I’épaisseur des structures observées était bien inférieure 2
la taille d’un des cotés du voxel. Toutefois en raison des perturbations magnétiques qu’elles
génerent, I’imagerie pondérée en susceptibilité permet de détecter des insertions de volume
bien inférieur a celui du voxel, pour autant qu’il induise des variations de champ suffisantes.

Or avec des épaisseurs de réseaux comparables le tissu conjonctif des muscles BF et PP
induisent des signaux tres différents (Figure F-10 et F-13). Cela indique donc que 1’épaisseur
n’est pas le seul facteur influencant la variation des signaux et que la composition du tissu

conjonctif joue un rdle qu’il est nécessaire de caractériser. Il est déja connu que les lipides du
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tissu conjonctif génerent un fort hyposignal sur les images pondérées en susceptibilité.
Cependant les différences entre les muscles BF et PP ont été aussi observées dans des zones
dépourvues de gras. Ainsi il est apparu nécessaire d’étudier le rdle spécifique de chacun des
candidats probables (types particuliers de collagene, élastine, décorine).

La stratégie a consisté a effectuer des acquisitions sur un méme échantillon d’une part en
imagerie RMN pondérée en susceptibilité et d’autre part en histologie ol les potentiels
candidats potentiels ont été marqués grace a des anticorps spécifiques. La décorine a pu étre
éliminée rapidement car elle apparait dans toutes les trames de tissu conjonctif de
I’endomysium et du périmysium (Figure F-3). On a également vu précédemment que les
collagenes de types III, IV, VI, XII et XIV étaient en quantité tres négligeable au sein des
coupes et ne pouvaient pas €tre a l'origine de cette modification de la susceptibilité
magnétique du tissu conjonctif. Il restait donc le collagene I, collagéne majoritaire et
I’élastine. Les Figure F-10 a F-13 présentent des acquisitions sur une méme zone en IRM, en
histologie apres coloration au Rouge Sirius mettant en évidence les fibres conjonctives
(collagene et €lastine) et apres les marquages du collagene I et 1’élastine, selon le plan ci-
apres.

Les muscles IS et LT ont conduit a des images RMN peu contrastées (Figure F-11 et
Figure F-12), malgré la présence de collagene 1. Par contre, les coupes marquées contre
I’élastine n’ont pas permis de mettre en évidence cette protéine. Les muscles BF et PP, dont
I’épaisseur du périmysium est comparable, produisent des signaux en IRM tres différents. En
effet les images du muscle BF permettent de discerner tres distinctement les faisceaux de
fibres musculaires (Figure F-10) alors que les images du muscle PP ne montrent que des
signaux ponctuels a I’emplacement des nceuds de périmysium (Figure F-13). Or le muscle BF
présente un fort marquage de 1’élastine contrairement au muscle PP. En conclusion, I’élastine
semble étre la protéine du tissu conjonctif, prépondérante dans la génération du signal

pondérée en susceptibilité.

IRM Elastine
Rouge
Collagene I Sirius
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Figure F-10. Comparaison entre 1’acquisition d’un méme échantillon de Biceps femoris (BF)

en imagerie RMN, et trois coupes sériées de la méme zone marquée spécifiquement contre
I’élastine, le collageéne I et colorée au Rouge Sirius.

Figure F-11. Comparaison entre 1’acquisition d’un méme échantillon d’Infraspinatus (I1S) en
imagerie RMN, et trois coupes sériées de la méme zone marquée spécifiquement contre
I’élastine, le collageéne I et colorée au Rouge Sirius.
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Figure F-12. Comparaison entre 1’acquisition d’un méme échantillon de Longissimus thoracis
(LT) en imagerie RMN, et trois coupes sériées de la méme zone marquée spécifiquement
contre I’élastine, le collagene I et colorée au Rouge Sirius.

Figure F-13. Comparaison entre I’acquisition d’'un méme échantillon de Pectoralis profondus
(PP) en imagerie RMN, et trois coupes sériées de la méme zone marquée spécifiquement
contre 1’élastine, le collagene I et colorée au Rouge Sirius.
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F.4 CONCLUSION

Afin de compléter la caractérisation de 1’organisation du tissu conjonctif, la répartition
des différents composants de celui-ci a été observée. Elle semble étre peu reliée aux variations
de texture. Cependant, elle posseéde une influence sur d’autres caractéristiques du muscle
comme notamment la répartition du gras. Elle joue également sur la qualité de 1’imagerie
RMN. L’élastine s’est révélée comme une protéine-clef a ’origine du signal en imagerie
pondérée par susceptibilité, ouvrant notamment de nombreuses perspectives quant a
I’imagerie des tissus riches en élastine, comme le muscle cardiaque ou encore les vaisseaux

sanguins.
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CONCLUSION

Depuis longtemps, les bouchers considerent le grain de la viande, c'est-a-dire
I’organisation du tissu conjonctif intramusculaire visible a 1’échelle macroscopique, comme
un indicateur de la tendreté de la viande bovine. Nous avons cherché a valider ce savoir
empirique par des méthodes objectives, en examinant les liens existant entre 1’organisation
spatiale du tissu conjonctif et la tendreté de la viande.

Par analyse d’images histologiques et d’images RMN nous avons caractérisé cette
structure a l'aide de parametres quantitatifs que nous avons reliés a la texture de la viande,
pour extraire des marqueurs de la structure musculaire. Nos résultats ont démontré qu’il
s’agissait d’une problématique multi-échelle requérant une vision multi-modale. En effet, le
tissu conjonctif est structuré en plusieurs niveaux imbriqués influencant chacun a des degrés
différents la texture de la viande. Il est apparu que les structures macroscopiques, visualisées
grace a I’'IRM, jouent un rdle majeur sur la tendreté de la viande bovine maturée. En effet,
plus un muscle possede de faisceaux de fibres musculaires dont le rayon est compris entre 0,7
et 1,2 mm, plus il est dur.

Ce travail, complété par une caractérisation immunohistologique du tissu conjonctif, a
également permis d’établir des hypotheses sur 1’existence d’une relation entre la répartition du
dépot de gras dans le muscle et la présence ou non de certains constituants du tissu conjonctif.
Ainsi le collagene de type XII, principalement, semble favoriser le dépdt des lipides sous la
forme de feuillet dans des muscles, comme 1’ Infraspinatus et le Longissimus thoracis. De
plus, I’élastine a pu étre identifiée comme génératrice principale du signal observée en IRM
par la méthode pondérée en susceptibilité magnétique.

Les résultats obtenus ouvrent deux types de perspectives, les premieres,
«fondamentales » qui trouveront leur application dans le domaine de la recherche, les
secondes qui ouvrent des voies d’application dans la filiere viande.

Pour réaliser cette étude, nous avons mis au point un outil d’analyse d’images permettant
de segmenter et de quantifier de maniere automatique et validée le tissu conjonctif
intramusculaire, grace a la construction de cartes de référence. Si des méthodes plus
performantes sont sans doute applicables a nos images, ce travail souligne I’intérét essentiel
de disposer de moyens de validation et d’optimisation, comme les cartes de référence. La
construction de cartes de référence constitue une méthode générique, qui peut étre adaptée a
tout type d’imagerie et a toute méthode de segmentation, permettant ainsi de créer une banque

d’images étalons, garantissant la calibration de tout outil d’analyse d’images.
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L’environnement de 1’unité de recherche, dans lequel a été réalisée cette these, est propice a
I’acquisition d’images multimodales du muscle. En conséquence, la construction d’une
banque de cartes de référence, couvrant tout le spectre des imageries disponibles, s’impose.

Enfin il faut noter que notre étude s’est limitée a une caractérisation bidimensionnelle de
I’organisation spatiale du tissu conjonctif. Or le muscle est un objet volumique et dynamique,
pour lequel il serait utile d’intégrer la troisieme dimension de 1’espace et éventuellement le
temps de maturation, grace notamment a I’imagerie RMN. Ceci permettrait de prendre en
compte la variation intra muscle et le traitement technologique des carcasses (maturation,
cuisson). Comprendre le comportement, dans I’espace et au cours de la maturation, des
structures qui influencent la texture devrait ainsi permettre de construire un modele simulant
la résistance mécanique du matériau « viande », a 1’aide d’outils mathématiques de
modélisation couramment appliqués pour I’étude de la résistance des matériaux.

Le role prépondérant des structures macroscopiques ouvre des perspectives vers la mise
au point de méthodes de caractérisation, pouvant servir d'outil de prédiction de la tendreté de
la viande bovine. En effet, des méthodes basées sur de I’imagerie macroscopique de tranches
de viande, devraient pouvoir €tre utilisées en ligne dans l'optique de garantir la qualité de la
viande commercialisée et de mieux valoriser certains morceaux jusqu’alors injustement
dépréciés, pour autant que les conditions optimales de maturation de la carcasse soient
remplies.

Il faut cependant insister sur le fait que cette étude a été conduite sur un modele
expérimental reposant sur la variabilité inter muscle, générant ainsi une large gamme de
variations de structure du réseau conjonctif et de tendreté. Nos résultats doivent, donc, €tre
confirmés sur des variations plus fines, induites en particulier par le type d'animal pour un
muscle donné, qui correspondent a 1’'une des problématiques majeures rencontrées par la
filiere bovine.

De plus, les relations entre parametres structuraux du réseau conjonctif et tendreté de la
viande ont été établies dans le cadre d'un bareme de cuisson limité a une certaine catégorie de
muscles (potentiellement tendres donc a cuisson rapide ou en roti). Il est, de fait, nécessaire
d'envisager l'application de nos travaux a d'autres types de muscle préparés dans d'autres
conditions de cuisson. Ceci pourrait d'ailleurs étre conduit en parallele avec 1'étude d'autres
caractéristiques de texture, comme la jutosité. Cet descripteur bien que moins important que
la tendreté dans le cas de la viande bovine, joue cependant un rdle majeur pour les viandes

porcines et de volailles.
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ORGANISATION SPATIALE DU TISSU CONJONCTIF INTRAMUSCULAIRE :
RELATION AVEC LA TEXTURE DE LA VIANDE BOVINE.

Les propriétés du périmysium (90% du tissu conjonctif intramusculaire) telles que sa proportion dans
le muscle et la stabilité thermique de ses constituants (collagéne principalement), ont fait 1’objet de
nombreuses études, mais n'ont permis d’expliquer que partiellement les variations de la tendreté de la
viande. L’organisation spatiale du tissu conjonctif, quant a elle, n’a fait 1’objet que de rares travaux
dont la portée a été limitée par la méthode d’imagerie employée (microscopie). Ces travaux ont
cependant permis de formuler des hypotheses susceptibles aujourd’hui d’étre explorées a 1’aide de
techniques objectives, comme I’analyse d’images mettant en ceuvre des algorithmes automatiques.
Dans la présente étude, le périmysium a été analysée sur le muscle frais, a I'aide de deux modalités
d'imagerie, 'histologie et I'imagerie par résonance magnétique (IRM). L’histologie a, en effet, permis
I’observation des faisceaux primaires, regroupant des fibres musculaires et 'IRM, la caractérisation
des faisceaux d’ordre supérieur, regroupant plusieurs faisceaux primaires. Pour ces deux modalités,
une méthode de seuillage du périmysium a été mise au point et validée avec la construction d’une
banque de cartes de référence probabilistes, résultat de la segmentation manuelle du réseau par un jury
d’experts.

Le réseau de périmysium ainsi segmenté a été caractérisé a l'aide de variables morpho-anatomiques
(surface, longueur et épaisseur) et de variables granulométriques. Celles-ci ont été ensuite reliées a la
résistance mécanique et a la tendreté sensorielle de la viande cuite. Ce sont les structures
macroscopiques, visualisées en IRM, dont le rayon est compris entre 0,7 et 1,2 mm, qui jouent un role
majeur sur le déterminisme de la tendreté de la viande bovine cuite. Ces résultats ouvrent des
perspectives pour le développement de méthodes d'imagerie simples adaptées a la prédiction et au
controle de la tendreté de la viande bovine.

MOTS-CLEFS
Muscle, tendreté, périmysium, histologie, immuno-histologie, imagerie par résonance magnétique
nucléaire, analyse d’images, segmentation, cartes probabilistes de référence.

SPATIAL ORGANISATION OF INTRAMUSCULAR CONNECTIVE TISSUE:
RELATION WITH BOVINE MEAT TEXTURE.

The properties of the perimysium (90% of the intramuscular connective tissue), such as content and
heat stability have focused the interest of many studies, they explained only a part of the meat
tenderness variability. A few works studied the spatial organisation of connective tissue but they were
limited by the imagery modality used (microscopy). However these studies suggested hypotheses that
can now be explored with objective techniques, like image analysis using automatic algorithms.

In this study, the perimysium was analysed by two modalities of imagery (histology and magnetic
resonance imaging (MRI)). Histology revealed primary fascicles, grouping muscle fibers, whereas
MRI visualised larger fasciles, grouping several primary fascicles. For these two modalities, a
thresholding method was set up and validated using probabilistic reference maps, resulting from the
manual segmentation by a panel of experts.

The perimysium network was characterised with morpho-anatomical variables (area, length and
thickness) and granulometry variables. They were then related to mechanical measurements and
sensory tenderness. Macroscopical structures, visualised by MRI, play a major role in determining the
toughness of cooked beef. These results open further prospects for the development of on-line imagery
methods adapted for prediction and monitoring of beef tenderness.

KEYWORDS:
Muscle, tenderness, perimysium, histology, immuno-histology, nuclear magnetic resonance imaging,
image analysis, segmentation, probabilistic reference maps.
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