Bull. Inst. Natn. Scien. Tech. Mer de Salammbd, Vol. 46, 2019

EXTRACTION DU COLLAGENE A PARTIR DU BYSSUS DE LA MOULE
MYTILUS GALLPROVINCIALIS

Jihene lassoued™?, Emna Ben Slimane'?, Saloua sadok?et Nejla Bejaouil?
1Institut National Agronomique de Tunisie INAT, 43 Avenue Charles Nicolle, 1082 Tunis, Université de Carthage, Tunisia
2 Laboratory of Blue Biotechnology & Aquatic Bioproducts (B2Aqua), Institut National des Sciences et Technologies de la
Mer (INSTM). Annexe La Goulette Port de péche, La Goulette 2060, Tunisia
* lassoued_jihene.89@hotmail.fr

gaidla
e Bl 488 paliad dniey s3I 0V S0 o ol aly bo gl B (g i A al hgd daja Ga G e ) Al
Gua.u‘)ﬂ LJ.\@J\ w.‘u\}c u_q\J}\.\Mu.\;\JJS]\ UA.\...»\ L}A.\);.\“CJJL}\;M);JG\.\);J\ .\.\s’_\l\ MM\}MJJAX\J‘L\M\UM
_HCI) @LA@U: G R Y] I W RPN I N | 9 &\}\\ 4:.\)\ eh;.u.u\ & ol CJ.IL‘\ACM\ caY Sl Caua gl ea 4wl all sl (e
Al Canagi ol a) o3zl yadul Jlid) K des & (Guanidine-HCI and Urea) 4ibeS) daplall 5 6 (e o) 5 (EDTA
e el Al g Ay all ABKH 4@ ) ALLYL (FTIR) ol cnd 48D ikl Jalaill aladinly cpa S 3 50l
I3 Gl sh a5 Y A jaiall 4peSl) Cun (e Allad JBY) & (HCIH) €l 5iS 5 )2l pman alasiinly Aadleall o) san (électrophorése)
&l el Ureas EDTA«Guaniding- HCI phaiul dallas jaull by da g & s e cpa¥ 811 21 a0l sl g Ailaa) 1Yo
5 EDTA e Laaiind i) <l jLoay) Jaid sy jall JSLgl) & culadtia) Aadlaal ¢ Cilide (0 4dde Juaniall ¥ SUFTIR
SDS-PAGE b el o yail Cila Ul eans ,cpa¥ 5l a3 saill S sall uS il e J saanl usmn e claaGuanidine-HC
S 00 3 Leasan Cpoall Aol asiad) Wdas Y )5 I zyl‘ O o)l bl A e oY S i) oS Y Al pluuly
sl LS 65 (e A
allaadl ¢ zloatul ¢ al) s cda st da ¢ Y K1) gilial) cilalgl)

RESUME

Le byssus de la moule renferme du collagéne qui lui confére des propriétés mécaniques impressionnantes
combinant rigidité, élasticité et ténacité élevées. La complexité moléculaire des filaments du byssus rend
I’extraction du collagene difficile et avec de faibles rendements. Le but de cette étude est de caractériser le
collagéne extrait du byssus de moules a l'aide d'une méthode enzymatique. Des prétraitements spécifiques ont été
utilisés pour améliorer le rendement d’extraction. Deux types d’agents chélateurs (HCl et EDTA) et deux types
de dénaturants (Guanidine-HCI et Urée) ont été utilisés. A la fin de chaque essai d’extraction, une caractérisation
de la structure moléculaire du collagéne a été faite en utilisant la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) ainsi qu’une évaluation de sa masse moléculaire par SDS-PAG. Le prétraitement avec le HCI
semble le moins performant en terme de rendement. Pas de différences significatives entre les rendements
d’extraction du collagéne du byssus traité par la Guanidine-HCIl, ’EDTA et I'urée. les spectres de FTIR des
différents collagénes obtenus par différents types de prétraitements montrent des différences dans la structure
moléculaire du collagéne obtenu, seuls les essais utilisant ’EDTA et la Guanidine-HCI ont permis d’obtenir la
structure moléculaire typique du collagene. Le profil électrophorétique nous a permis de conclure que le
collagéne du byssus ne peut pas étre considéré comme collagéne de type I, puisque les fragments peptidiques
résistant a la pepsine sont tous de poids moléculaire inférieur a 65KDa.
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ABSTRACT
Extraction of collagen from byssus of Mussel Mytilus gallprovincialis Mussel byssus contains collagen which
gives it impressive mechanical properties combining rigidity, elasticity and high toughness. The molecular
complexity of the byssus threads makes the extraction of collagen difficult and with low yields. The aim of this
study is to characterize the collagen extracted from the mussel byssus. Specific pretreatments were used to
improve the extraction yield. Two types of chelating agents (HCI and EDTA) and two types of denaturing agent
(Guanidine-HCl and Urea) were used. At the end of each extraction test, a characterization of the molecular
structure of collagen was made using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) as well as an evaluation
of its molecular mass by SDS-PAGE. The pretreatment with HCI seems the least efficient in terms of yield. No
significant differences between the collagen extraction yields from the byssus treated with Guanidine- HCI,
EDTA and Urea. The FTIR spectra of the different collagens obtained by different types of pretreatment show
differences in the molecular structures of the collagen obtained, only the tests using EDTA and Guanidine-
HCI made it possible to obtain the molecular structures typical of collagen. The electrophoresis profile allowed
us to conclude that the collagen of byssus cannot be considered as type | collagen, since the peptide fragments
resistant to pepsin are all of molecular weight less than 65KDa.
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INTRODUCTION

Le byssus est une structure filamenteuse secrétée par
certains mollusques bivalves a travers laquelle ils
s’adhérent a leurs substrats. Le byssus est composé de
filaments fins constitués de plus de 50% de collagene
(Harrington et Waite, 2008; Suhre et al., 2014). Le
collagéne du byssus de la moule est connu d’avoir
des propriétés fort intéressantes comprenant une
température de fusion élevée et une certaine
résistance aux dénaturants, aux acides et aux
protéases (Qin et Waite, 1995). Il est clair alors que,
d'un point de vue scientifique, environnemental et
économique, la conduite de la recherche axée sur
I'extraction du collagéne du byssus de la moule est
clairement justifiée. En effet, le collagéne a été élu
comme étant un matériel biologique clé dans les
applications biomédicales en raison de leur
biocompatibilité élevée (Silva et al., 2014). Vu les
contraintes que représente le collagéne extrait des
mammiféres, les sources de collagéne marin
commencent a avoir une application potentielle en
ingénierie tissulaire et dans des applications
biomédicales (Silva et al., 2014; Yang et al., 2014;
Moon et al., 2015 ; Subhan et al., 2015). Le collagéne
provenant des déchets de poisson (peau, os et
écailles) est la source la plus étudiée dans la
conception des biomatériaux. Cependant, sa faible
température de dénaturation et sa composition
variable limitent son application (Silva et al., 2014;
Subhan et al., 2015). Par conséquent, les études du
collagéne marin d'invertébrés sont actuellement en
pleine expansion. Des échafaudages en collagéne de
méduses et d'éponges marines ont été développés,
obtenant ainsi des matériaux de grande porosité, de
structure  poreuse interconnectée, de viabilité
cellulaire élevée et sans cytotoxicité (Lee et al., 2007;
Pallela et al., 2012; Hoyer et al., 2014). Ces résultats
prometteurs ont entrainé une intensification des
recherches sur d’autres espéces d’invertébrés connues
d’avoir des structures riches en collagéne comme le
byssus de la moule. Le byssus est I’un des principaux
coproduits générés par la mytiliculture, et peut par
consequent é&tre considéré comme une source
potentielle de collagene a haute valeur ajoutée.
Cependant, la complexité du byssus comme matrice
biologiqgue demeure un défi a relever dans
I’extraction du collagéne qui le constitue. Dans ce
contexte, nous avons essayé dans cette étude de
mettre en place une procédure expérimentale pour
extraire le collagéne du byssus de moule. Les
résultats de cette étude pourraient étre utilisés pour
élaborer des stratégies pour la réutilisation de ce
coproduit comme une nouvelle source potentielle de
collagéne. Le collagéne extrait du byssus de la moule
peut étre utilisé pour des applications alimentaires et
pharmaceutiques en raison de sa biodégradabilité et
de sa biocompatibilitt¢ dans les environnements
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naturels. Une caractérisation des propriétés physico-
chimiques de ce type de collagéne sera nécessaire
avant toute application industrielle.

MATERIEL ET METHODES

Extraction du collagéne

L’extraction du collagéne du byssus des moules a été
faite en utilisant une méthode d’extraction classique
(acide et enzymatique) inspirée des méthodes de
Nagai et Suzuki (2000) et Duan et al. (2009). Une
extraction acide commence par la solubilisation du
collagéne par une solution d’acide acétique. Le
collagéne appelé ASC «Acid Solubilized Collagen»
est ensuite séparé par une centrifugation. Les résidus
obtenus a la fin de I’extraction acide feront I’objet
d’une extraction enzymatique par le biais de la
pepsine. Le PSC «Pepsine Solubilized Collagen» est
le collagéne obtenu a la fin de I’extraction par une
centrifugation. Les ASC et PSC subissent une
précipitation par le NaCl pendant 12 & 24 heures sans
agitation.

Essais d’optimisation d’extraction du collagene
Des prétraitements spécifiques ont été utilisés dans le
but d’améliorer le rendement d’extraction du
collagéne du byssus. Ces prétraitements ont été suivis
par des extractions acides couplées a des traitements
étendus avec de la pepsine (Qin et Waite, 1995 ;
Harrington et Waite, 2008 ; Vallejos et al., 2014,
Rodriguez et al., 2017). La complexité de la structure
moléculaire du byssus nous a conduit & employer
deux types d’agents chélateurs (HCl et EDTA) dans
le but d’¢liminer les éléments métalliques qui
réticulent la protéine et deux types de dénaturants
(Guanidine-HCI et Urée) et ce, pour détruire les
liaisons qui lient les groupes peptidiques et qui
assurent la forme tridimensionnelle du collagene du
byssus. Les extractions ont été renouvelées a 3
reprises a un intervalle de 3 jours. La derniére étape
dans I’extraction du collagéne est I’étape de dialyse
suivie d’une lyophilisation.

Caractérisation du collagene produit
- Le rendement d’extraction
Le rendement d'extraction a été calculé a partir de la
masse de byssus initiale et la masse finale du
collagéne lyophilisé comme suit :
Rendement d’extraction (%) =
(Masse du collagene lyophilisé/ Masse initiale du
byssus)x100

-FTIR

Les analyses FTIR des collagénes extraits du byssus
de la moule ont été effectuées a l'aide d'un
spectrophotométre Cary 630 FTIR  (Agilent
Technologies, Santa Clara, Californie, USA) dans
une plage de longueur d’ondes allant de 400 a 4000
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cm~ L Le collagéne a été placé directement sur le
spectrométre FTIR équipé d'un échantillon de
diamant Agilent ATR (Attenued Total Reflexion).

- Electrophorése

La détermination des profils électrophorétiques du
collagéne a été réalisée selon la méthode de Laemmli
(1970). L'électrophorése a été réalisée en utilisant un
gel de séparation de 10% et un gel de concentration
de 5%.

Analyses statistiques
Les données des expériences (réalisées au moins en
triple) ont été présentées sous forme de moyenne *

0.28f psc2 extraction essai 1(1)

Absorbance

Amide A

/EEfE 113 2808

Amide B

/2932 140 D@58

écart type. L’interprétation statistique des résultats a
été réalisée avec des tests ANOVA a l’aide du
logiciel SPSS 22.0 (SPSS 22.0 pour Windows, SPSS
Inc., Chicago, IL).

RESULTATS ET DISCUSSION

Le rendement d’extraction obtenu en utilisant le
protocole classique d’extraction de collagene était de
0,1%. L’analyse de FTIR a montré un profil typique
du collagéne avec la présence des différents amides
(A, B, I, Il et 111) qui le caractérisent (Figure 1).
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Figure 1. Spectre d’absorbance de FTIR de collagéne obtenu par la ’extraction enzymatique « PSC »

Le résultat non satisfaisant en termes de rendement
d’extraction peut étre expliqué par la structure du
byssus hautement réticulée qui se manifeste par
des jonctions chimiques par le biais des fortes
liaisons covalentes. Par conséquent, nous avons
procédé a des prétraitements particuliers (Guanidine-
HClI/ EDTA/ Urée/ HCI) dans le but d’agir sur sa

Aucun
Prétrt

Gua-HCl
EDTA

Uree

Type de Prétraitement

HCl

structure moléculaire complexe et de faciliter 1’étape
d’extraction enzymatique du collagéne (Harrington et
Waite, 2008; Vallejos et al., 2014; Rodriguez et al.,
2017).

Les différents rendements des extractions testées avec
les différents prétraitements sont représentés dans la
figure 2.
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Figure 2. Les rendements d’extraction du collagéne obtenus en utilisant différents types de prétraitement
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Comme le montre la figure 2, la nature de
prétraitement a un effet significatif (p<0,05) sur le
rendement  d’extraction du  collagéne. Le
prétraitement utilisant le HCI semble étre le moins
performant en termes de rendement d’extraction. En

significatives  (p>0,05) entre les rendements
d’extraction du collagéne du byssus traité par la
Guanidine-HCI, ’EDTA et I'urée. Les spectres
obtenus par la spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (FTIR) des différents extraits du collagene
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effet, nous n’avons pas observé de différences du byssus sont représentés dans la figure 3.
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Figure 3. Spectre FTIR de I’extrait du collagéne obtenu aprés des prétraitements spécifiques (A: HCI; B: Urée;
C: Guanidine-HCI; D: EDTA)

(— : 1% extraction ;

Les spectres de FTIR des différents collagénes
obtenus par différents types de prétraitements
montrent des différences dans la structure moléculaire
du collagene obtenu. Seuls les essais utilisant ’EDTA
et la Guanidine-HCI comme prétraitement ont permis
d’obtenir la structure moléculaire typique du
collagene traduite par la présence des amides A et B
et des amides I, 11 et 111 (Figure 3, C, D). En effet, les
signaux qui ont été détectés entre 1200 et 1300 cm™*
sont généralement attribués au collagéne type | et Il
(Hagenau et al., 2009).

Les amides A et B ne sont pas apparus dans les
spectres de FTIR du collagéne extrait a partir du
byssus traité avec I’acide chlorhydrique (Figure 3, A).
Dans le cas du prétraitement avec 1’urée, les amides
A et B sont apparus dans les spectres du FTIR aprés
la troisiéme extraction (Figure 3, B).

— 28me extarction ——
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: 3%me extraction)

En effet, 'urée et la guanidine-HCI ont la méme
fonction chimique qui se manifeste dans
I’affaiblissent de 1'effet hydrophobe responsable de la
stabilit¢ des conformations protéiques natives, la
seule différence est que la Guanidine-HCl est de 1,5 a
2,5 fois plus efficace que l'urée en tant que
dénaturant protéique (Monera et Hodges, 1994).
L’EDTA semble étre le prétraitement le plus adéquat
pour I’extraction du collagéne du byssus. D’une part,
parce que cet agent chélateur confére une structure
secondaire typique du collagéne obtenue par
spectroscopie infrarouge transformée en Fourier
(FTIR), et d’autre part, de point de vue économique
puisqu’il est considéré comme le moins cher par
rapport aux différents agents des prétraitements
testés.

Le résultat d’électrophorése
représenté dans la figure 4.

SDS-PAGE  est



Bull. Inst. Natn. Scien. Tech. Mer de Salammbd, Vol. 46, 2019

HCI

225

150

100

75

50

35

&

Uree

EDTA  Gua-HCl

Figure 4. Profils électrophorétiques des collagénes obtenus par différents types de prétraitements

Ainsi, Les extractions acides avec de la pepsine ont
libéré des collagénes résistant a la pepsine. Cela a
entrainé la détection de plusieurs bandes de protéines
par électrophorése SDS-polyacrylamide comme le
montre la figure 4.

Des fragments de collagéne résistant a la pepsine (40-
60 kDa) ont été signalés par Benedict et Waite
(1986). Plus tard, ceux-ci ont été isolés et
partiellement séquencés (Qin et Waite, 1995). Le
COL-D, ainsi nommé parce qu'il prédomine dans la
partie distale du filament du byssus existe comme
homotrimére avec une masse de 60 kDa telle que
déterminée par SDS-PAGE. Le COL-P, en revanche,
provient de la partie proximale des filaments du
byssus et a une masse apparente de 50 kDa (Coyne et
al., 1997).

Nos résultats sont en concordance avec les résultats
de Qin et Waite (1995) qui ont conclu que le
collagéne du byssus ne peut pas étre considéré
comme collagéne de type I, puisque les fragments
peptidiques résistants a la pepsine sont de poids
moléculaire inférieur & 65KDa.

Ces résultats ne sont par ailleurs pas conformes a
ceux de DeVore et al. (1984) et Rodriguez et al.
(2017) qui ont indiqué la présence de collagene de
type | dans le byssus. Dans leurs études, les
échantillons de collagéne examinés par SDS-PAGE
ne présentent que des configurations B et y du
collagene du type I; Cependant, aucune chaine alpha
n'a pas pu étre visualisée a partir de leur évaluation.
lls ont considéré que la réticulation et les fortes
liaisons des protéines du byssus ont diminué la
solubilisation du collagéne dans leur méthode
d’extraction.
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CONCLUSION

Il est clairement nécessaire de poursuivre les
recherches pour établir les activités fonctionnelles du
collagéne issu du byssus de la moule. Les résultats
obtenus doivent étre consolidés par une meilleure
caractérisation du collagéne produit en analysant les
acides aminés qui le constituent et en testant d’autres
parametres comme la turbidité du collagéne en
dispersion, sa viscosité apparente, 1’effet du pH sur
la solubilisation du collagene ainsi que la
détermination de la température de dénaturation du
collagéne produit. Ces caractéristiques auront une
incidence sur les performances du collagéne du
byssus de la moule en tant que nouvelle source
potentielle de collagene pour des applications
alimentaires ou pharmaceutiques. Tous ces résultats
pourraient servir comme une contribution a
I’¢élaboration de stratégies spécifiques visant la
réutilisation des sous-produits de la mytiliculture.
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