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RESUME

Le byssus est un ensemble de fibres protéiques produites par les moules et qui leur
permettent de se fixer sur des surfaces solides. Le rdle principal de ces fibres est de
permettre au mollusque de résister a l'assaut constant des vagues grice a leurs
propriétés mécaniques telles que [’extensibilité et la rigidité provenant de leurs
structure. Le byssus est majoritairement formé de collagéne sous la forme de préCols
a I’extrémité desquels se trouve une zone riche en histidines reliées entre elles par des
liaisons de coordination avec les ions métalliques. L’ensemble est recouvert par une
gaine principalement constituée de 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA) liée & des
ions métalliques pour assurer I’intégrité mécanique de cette enveloppe. La chimie du
byssus ainsi que ses propriétés mécaniques constituent une source d’inspiration pour
la conception de matériaux comme les adhésifs. Mais pour concevoir de meilleurs
matériaux biomimétiques, il est judicieux de comprendre I’impact des ions métalliques
sur les propriétés mécaniques du byssus. Les objectifs de ce projet étaient d’étudier le
role des ions métalliques dans la formation et les propriétés mécaniques des fibres de
byssus pour le développement de matériaux biomimétiques. Nous avons utilisé la
spectrométrie de masse par plasma a couplage inductif pour étudier I’intégration des
ions cibles (Ca?*, Zn®* et Fe*") et les tests mécaniques en traction pour déterminer leur
effet individuel sur les propriétés mécaniques de la portion distale des brins de byssus
de Mytilus edulis. Ensuite, les spectroscopies UV-Visible et infrarouge a transformée
de Fourier combinées a la calorimétrie de titration isotherme ont permis d’explorer
’interaction de chaque ion ciblé avec la molécule 3,4-dihydroxyphénylalanine. Les
résultats réveélent que l'incubation des fibres natives dans une solution d’acide
éthylénediamine tétraacétique (EDTA) élimine les ions métalliques, entraine une
réduction du module d’élasticité de 70 % et que le Fe* et le Zn?* se lient plus fortement
ala fibre. 1l est possible de réintégrer partiellement ces ions mais seule la réintégration
partielle de I’ion de Fe** & pH 8 induit une augmentation de 34 % du module
d'élasticité. Cela est due a la formation du complexes DOPA-Fe?".

Mots Clefs : Byssus, Propriétés mécaniques, lon inorganique, DOPA, Mytilus edulis



CHAPITRE I

INTRODUCTION GENERALE

1.1 Introduction

Au cours des derniéres années, le secteur industriel des polyméres a manifesté un
intérét croissant pour les biopolyméres, comme la soie et le collagéne, car ils sont
d’origine biologique et compatibles pour des applications biomédicales!'?. De plus,
leur caractére biodégradable affecte moins I’environnement contrairement aux
polyméres synthétisés & partir d’hydrocarbures. La biomasse marine étant riche en
biopolyméres comme les polysaccharides, les polypeptides et les phytohormones, il est

intéressant de promouvoir I’ utilisation de cette ressource.

Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressés au byssus, un biopolymere
marin de la classe des protéines. Cette ressource naturelle provient des moules qui
peuplent certains milieux marins. Dans notre cas, nous avons étudi¢ le byssus d’une
espéce trés répandue au Canada - moule bleue (Mytilus edulis)P®), un mollusque bivalve

4 la coquille noire-bleutre présent dans le golfe du Saint-Laurent),

Au Canada environ 25,000 tonnes de moules sont produites annuellement!®), mais
quelques centaines de tonnes sont rejetées avant la commercialisation. Ces déchets sont

des fibres de byssus riches en collagéne et pourtant intéressants pour la conception de



biomatériaux!®!. Récemment, au laboratoire Marcotte, un nouveau matériau a base de
ces déchets a été congul”. Il s’agit des premiers films jamais préparés riches en
collagéne issu des fibres de byssus. Compte tenu de I’importance du collagéne dans le
domaine biomédical, sa présence dans les films suscite de nouveaux défis et rehausse
le potentiel caché dans la fibre de byssus. Il est donc intéressant de valoriser ces
déchets, car ils constituent une source facile d’approvisionnement en collagéne. Dés
lors, la moule n’est plus considérée comme une espece marine limitée a sa grande
valeur socio-économique d’environ 39M$), mais elle est également considérée

comme une source pour la conception de matériaux.

12  Byssus

Le byssus est un assemblage de filaments extracellulaires de nature protéique et
majoritairement constitué de collagéne!®l. Il permet 4 la moule de se fixer sur des
surfaces [°! par une colle appelée plaque [®] et de résister aux forces imposées par les
courants marins comme les vagues. Cette capacité de la plaque a adhérer aux supports

est due a la substance adhésive majoritairement constituée d’une protéine

polyphénolique!'®), 1a Mytilus edulis foot protein 1: (mefpl), que sécréte la moule.

Chez la moule bleue (Mytilus edulis), les fibres de byssus forment un faisceau constitué
de 20 a 200 brins. Ils mesurent environ 2 a 4 cm de long avec un diamétre maximal de
100 um®!11, Cependant, les valeurs ne sont pas toujours identiques. Garner et al.(2013)
ont montré qu’en étudiant les moules Mytilus edulis du golfe du Maine, la croissance
des moules et la dimension des fibres de byssus dépendaient des conditions
environnementales, comme la température, la force des vagues et I’apport nutritif du

milieul!2],



Afin de rester attachée aux substrats, la moule renouvelle continuellement ses brins de
byssus, car ils ont une durée de vie limitée d’environ 4 a 6 semaines!'®l. Pour ce faire,

le byssus est produit a partir des protéines sécrétées dans le pied de la moule (figure

1.1) sous I’action du muscle rétracteur (figure 1.2).

Figure 1.1 La moule Mytilus edulis. (a) byssus (b) pied de la moule

Y

Filament
de byssus
Colonn

Rainure ventrale
de la pédale distale

Dépression distale

Muscle rétracteur
antérieur du byssus

Figure 1.2 Anatomie de Mytilus edulis (tiré de!'*) avec permission)



La complexité du procédé de production du byssus a été développée par Waite (1992)
lorsqu’il a étudié la formation du byssus des moules. D’une maniére générale, la moule
étend son pied sur une surface solide et pendant prés de 5 minutes!!], elle sécréte une
substance protéique par une glande phénolique!'? située dans son pied. En 2014,
Schmidt e al.'% ont suggéré que la substance protéique précurseure de la fibre de
byssus fortement orientée était un cristal liquide (CL) acide (pH 5.5) présent dans les
vésicules sécrétrices sous la phase smectique. Ceci faciliterait le procédé de moulage
par injection grice & des contractions musculaires!'”! du pied de la moule. Cependant,
I’étape ultime réside dans la transition de la phase cristal liquide & une fibre solide
semblable & un cristal liquide élastomére!'®l. Celle-ci s’opére lorsque la substance,
aprés le moulage, entre en contact avec l'eau de mer (pH ~ 8). Chaque fibre ainsi
moulée est recouverte d’une gaine protectrice contre d’éventuelles dégradations

chimiques et bactériennes!'8].

Pour résister aux perturbations du milieu marin, le byssus posséde des propriétés
mécaniques exceptionnelles qui combinent 2 la fois rigidité et extensibilité!'®! variables
sur toute sa longueur (figure 1.3). La portion proximale exhibe un comportement
élastique similaire a un caoutchouc souple avec une capacité d’extension d’environ 200
% et un module de Young (E) de 50 MPa. Quant a la portion distale, elle exhibe plutot

le comportement rigide d’un nylon avec un module de Young d’environ 500 MPa.

Des études ont décrit le cceur fibreux de chaque brin de byssus comme étant une
subdivision de quatre portions qui s’emboitent de maniére continue et graduelle. Il
s’agit d’abord d’une colonne qui est enfouie dans l’animal, suivie de la portion
proximale, ensuite la portion distale et enfin de la plaque adhésive par laquelle 1a moule

se fixe aux supports.



En ce qui concerne la morphologie, le byssus est constitué de deux parties. La premiére
est la gaine connue sous I’appellation ‘“cuticule’’, puis la deuxiéme partie est le ceeur

fibreux.

muscles

Emugclc: 02 MPZI

Esem=10 MPa
Eorox = 50 MPa

Egiss= 500 MPa

E; =25000 MPa

Figure 1.3 Rigidité (E) du byssus en fonction des portions (adaptée de 29 avec
permission).

1.3 Structure moléculaire du byssus

Dans la fibre de byssus, les paquets d’hélices appelées préCols sont agencés sous forme
de copolymeres blocs dans la portion proximale (préCol-P), distale (préCol-D) ou
préCol-NG (non graded) tout le long de la fibre (figure 1.4a). Chaque copolymére bloc
possede dans son domaine central, un domaine de collagéne. Ces blocs se différencient
I'un de I’autre par des domaines flancs de séquences d’acides aminés analogues a
I’élastine aux extrémités du préCol-P, a la fibroine de soie dans le préCol-D (figure

1.4¢) et enfin aux protéines de parois cellulaires végétales dans le preCol-NG.
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Figure 1.4 Schéma simplifié du byssus de la moule Mytilus edulis*2!l, (b) : Portions
proximale et distale du byssus (tiré de 22! avec permission). (c) : Distribution
illustrative des protéines le long de la fibre.

La microscopie de force atomique a montré que dans le cceur de la fibre, les hélices de
collagéne sont regroupées en paquets (6+1)?? en forme de banane avec une section

transversale qui montre une surface hexagonale formée de sept disques (figure 1.5).
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Figure 1.5 A) Assemblage de 6+1 des PréCols en forme hexagonale et B) Ballot de
PréCols en conformation banane (adaptée de 12! avec permission).

Comme un matériau composite, le byssus tire profit de la présence de différents
copolymeéres blocs dans sa structure pour exhiber de meilleures propriétés, car le
préCol-P confere de 1’élasticité, le préCol-D apporte la rigidité, tandis que le préCol-
NG assure le role de médiateur entre I’élasticité et la rigidité. L’analyse détaillée de la

composition et la structure de ces préCols sera faite dans les lignes suivantes.

Pour mieux comprendre la relation qui existe entre la structure moléculaire et les
propriétés mécaniques du byssus, deux modeles moléculaires basés sur la distribution
des préCols ont été proposés. Le premier modele (A) suggére un arrangement alterné
des préCols-D, -P et NG le long de la fibre tandis que dans le deuxiéme modéle (B),
les préCols sont graduellement repartis en exhibant une prédominance par portions

(figure 1.6).



Figure 1.6 Gradient de distribution des préCols, le long de la fibre (adaptée de 12
avec permission). A) représente le premier modele et B) le deuxieéme modeéle. PréCol-
D (noir), préCol-P (gris pale) et préCol-NG (gris).

D’aprés I’étude menée en 2004 par Waite et al.,/*”! le modéle moléculaire pouvant
représenter de maniére significative les propriétés mécaniques du byssus est une
distribution continue et graduelle des préCols telle que présentée dans le modéle B
(figure 1.6). Dans ce modele, la distribution des acides aminés primaires varie d’un

préCol a I’autre.

A I’extrémité de ces préCols se trouve un domaine riche en histidine qui interagit avec
les ions des métaux de transition divalents comme le Zn, Cu et Ni(?)l, Ces interactions
lient les différents blocs de préCols et assurent une bonne continuité dans le réseau

fibreux comme I’illustre la figure 1.7.
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Figure 1.7 Modéle moléculaire simplifié illustrant I’assemblage des préCols dans la
portion distale du byssus (modifiée de ['7)).

En plus des interactions di-3,4-dihydroxyphénylalanine (diDOPA) et ion métallique-
histidine qui lient les préCols, il existe également les ponts disulfures -S-S- qui
s’établissent entre deux cystéines appartenant au collagéne de préCols juxtaposés [24],
Mais seuls les préCols-D et NG peuvent employer ces liaisons disulfures car I’étude
comparative entre le byssus de Mytilus edulis et Mytilus galloprovincialis réalisée en

20021%%) a révélé I’absence de cystéines (Cys) dans le préCol-P.

Bien que tous les préCol-P, -D, et -NG ont comme constituant commun le motif triple

hélice (Gly-X-Y). présent dans la structure naturelle du collagéne, ils exhibent
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néanmoins des différences comme la masse molaire des domaine préCol-P, -D et NG

qui sont respectivement 95, 97 et 76 kDa 14,

Au niveau des domaines flancs des préCol-P et -D, ils contiennent majoritairement des
glycines (Gly) et des alanines (Ala) avec respectivement un pourcentage molaire (mol
%) de 50 et 60. Cependant dans le domaine flanc du préCol-P, en plus de la glycine et
I’alanine, la proline (Pro), la serine (Ser), la valine (Val) et la phénylalanine (Phe) sont

relativement abondantes.

16 mefpl
B Collagéne
14 O Soie
12 O PCP
M Elastine
;
g
5
6\°

Val

(1] w 3 >0 Q0 .y w O 3
2238586323858 £83EF

Figure 1.8 Abondance relative des acides aminés dans chaque domaine spécifique de
la fibre de byssus de la moule Mytilus edulis (tiré et modifié de *2l avec permission).
Mefpl : Mytilus edulis foot protein 1, PCP : parois cellulaires de plantes.

En dépit de cette faible différence en pourcentage molaire et de I’existence d’autres

acides aminés, on note tout de méme que la différence marquante entre ces domaines
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flancs est ’absence d’hydroxyproline (Hyp) dans le domaine flanc du préCol-DI?],
Quant au préCol-NG, sa distribution n’est pas graduelle et son domaine flanc est plut6t
constitué¢ de longues chaines de polyalanine et de motifs (X-Gly), répétitifs ou X
représente une leucine ou une alanine. Les différences en composition et organisation
structurale suscitées conférent a chaque domaine flanc une structure et des propriétés
mécaniques spécifiques. Ainsi, tel que mentionné en 1.3, le domaine flanc du préCol-
P a une structure similaire a 1’élastine bovine qui confere de I’élasticité a la portion
proximale du byssus tout comme 1’élastine du coprs humain confere I’elasticité a la
peaul?’). Quant au domaine flanc du préCol-D riche en polyalanine bien organisé, il
posséde une structure semblable a celle de la soie d’araignée avec des feuillets-f
antiparalléles qui contribuent  la rigidité de la fibre!??, Cependant, le domaine flanc
du préCol-NG a une structure similaire a la paroi des cellules végétales avec des
feuillets-B paralléles comme 1’ont démontré Arnold et al??! par résonance magnétique
nucléaire de 1’état solide (RMN-ES).

Quant au bloc collagéne de chaque préCol, 1’étude réalisée en 1998 par Waite et al.[*¢)
arévélé que le Col-P qui est le bloc de collagéne contenu dans le préCol-P mesure 128
nm de long. Il contient 146 tripeptides (Gly-X-Y) consécutifs similaires aux préCol-
NG dans lesquels les symboles X et Y représentent n'importe quel acide aminé. Quant
au préCol-D, il contient 175 tripeptides (Gly-X-Y) consécutifs. Ces préCols présentent
également quelques divergences dans la composition des triplets. L’absence de la
glycine dans la 11° reprise du motif (Gly-X-Y) du Col-P et I’acide aminé X est plutot

une glycine dans le Col-D.
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GLP GAP GQP GRP

GSS GRP GGS GQP GGP

GQP GHP GAG GQP GRN

GMP GTP GTP GQP GIP
GEP GNP GAP GGP

GDK GAP GTP GGT GPR

GLA GKP GPK GLQ
GKN GVK GAA GDQ GAR
GAQ GPA GPA GPS GEQ

GPA GSQ GPS GER
GAP GKN GAR GNR GSR
GPH GPR GLR GSP GQK

GGP GMP GGP GGP

GGP GMP GGP GGP

GMT GPA GPP GPA

GNP GEP GQG GAP
GRP GPR GQA GAS GSS
GAT GDP GRP GAT GTT
GPR GSP GFV GLP GPR
GPQ GPD GAM GPQ GPC
GPR GPR GDE GPV GPK
GPQ GPA GPK GQV GDQ
GEQ GPG GIQ GPK GPV
GPQ GPT GSE GPV GAP
GKK GEP GER GQQ GAA
GRP GGM GRR GNR GSQ GAV
GAP GVI

B)

Figure 1.9 Séquence des tripeptides de collagéne : A) préCol-P, et B) préCol-P (tirée
de 26 avec permission).

La partie fibreuse est entourée d’une gaine protectrice plus rigide que le cceur de la
fibre 128, La proteine mefpl dont elle est constituée est non structurée et a une masse
d’environ 110 & 115 kDa [!1:1422]_ Cette protéine soluble en milieu acide est constituée

d’une répétition de 85 hexapeptides (Ala-Lys-Pro-Tyr-Hyp-Lys) et décapeptides (Ala-



13

Lys-Pro-Ser-Tyr-Hyp-Hyp-Thr-DOPA-Lys), la DOPA etant issue de I’hydroxylation

post-traductionnelle de la tyrosine.

La DOPA contenue dans ces protéines a plusieurs roles. Dans la mefpl, elle se lie aux
ions des métaux de transition comme Fe*" pour former des complexes ion métallique-
catécholates qui contribuent a la rigidification et I’élasticité de la gaine.*®] Dans la
mefp3, la DOPA joue un réle clé dans la fixation des pieds de moules aux supports
solides!??). En fait, la DOPA peut egalement former des liaisons diDOPA et interagir
avec les acides aminés ou autres groupes fonctionnels voisins comme les aminés dans
le but de stabiliser I’adhésion de la plaque au support.*? La figure 1.10 ci-dessous

illustre les différentes réactions dans lesquelles intervient la DOPA.
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Figure 1.10 Différentes adhésion et cohésions de la DOPA dans la moule (tirée de 1>
avec permission).

Récemment, la proportion totale de la DOPA et d’acides aminés présents dans le byssus
de Mytilus edulis ont ét€ déterminées par notre groupe de recherche ainsi que les ions
inorganiques®!l. La DOPA et I’histidine sont connues pour leur capacité a influencer
les propriétés mécaniques du byssus, car elles se lient avec les ions inorganiques. Ces

deux molécules intéressantes représentent respectivement 0,5 et 3,0 % de la teneur
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totale en acides aminés présent dans le byssus, mais les acides aminés les plus

abondants sont la glycine, I’alanine et la proline (figure 1.8)1!],

Dans le byssus de Mytilus edulis, les ions inorganiques présents sont subdivisés en 3
groupes. Le groupe A comprend les éléments les plus abondants avec un pourcentage
au moins égal a 2 % du contenu total. Le groupe B concerne les éléments ayant une
abondance entre 0.01 a 2 % tandis que dans le groupe C, il s’agit des éléments ayant
une abondance inférieure a 0.01 %. Les différents éléments inorganiques detectés sont

regroupés dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 Proportion en éléments inorganique dans le byssus de Mytilus edulis
(exprimée en pourcentage molaire du contenu total). Les valeurs entre parenthéses
correspondent aux écarts-types (p <0,05). ( Adapté avec permission) 1311,

groupe A
B Fe Al Mg Ca Mn K
2.0 18.0 8.0 10.0 20.0 40.0 2.0
0.1) (1.0) (1.0) (1.0) (3.0) (5.0) (0.2)
groupe B
Ti v Cr Ni Cu Zn Sn Sr Mo Ba

0.20 1.1 0.1 1.1 0.2 4.00 0.008 0.1 0.1 0.04
(0.05) (0.1) (0.01) (0.07) (0.03) (0.02) (0.006) (0.01) (0.01) (0.002)
groupe C
Be Co As Se Ag Cd Sb Pb U Rb Tl Hg
x107 x107
18] 27 11 7 14 1.0 3.0 6 33 4.5 4 12
on @ @O @ @ ©n ©02) O @ 05 A ©

Les études réalisées par Holten-Andersen et al.’*? puis Schmitt et al. ] ont montré que

les ions des éléments fer, zinc, cuivre et nickel se liaient a des acides aminés comme la
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DOPA majoritairement concentrée dans la gaine, et ’histidine présente dans le cceur
de la fibre. Ces interactions jouent un rdle important au niveau des propriétés
mécaniques globales résultant d’une part de la gaine et d’autre part du cceur fibreux.
En fait, les liaisons de coordination qui se forment entre la DOPA et les ions
métalliques permettent de rigidifier la gaine du byssus. Schmitt et a/.1** ont montré que
le fer, I’aluminium et le vanadium interagissent avec la DOPA afin de contribuer a cette
rigidification. Mais parmi ces éléments, le fer contribue plus & la rigidité que
’aluminium et bien plus que le vanadium. Quant a I’histidine, elle établit des liaisons
sacrificielles avec les ions zinc, cuivre et nickel qui rigidifient plut6t le cceur du byssus
et modulent son aptitude d’auto-guérison. En fait, lorsque le byssus est soumis & une
contrainte externe, la fibre s’étire et les liaisons sacrificielles se rompent. Mais lorsque
la contrainte est levée, les liaisons sacrificielles se reconstituent. On parle ainsi de

liaisons sacrificielles réversibles.

La complexité de la structure du byssus telle que précédemment décrite montre que ce
matériau naturel se présente comme un matériau composite. L’étude réalisée en 2002
sur les fibres protéiques>¥ a révélé que la résistance et I’extensibilité du byssus étaient
uniquement surpassées par celles de la soie d’araignée. Cependant cette étude révéle
également que la ténacité du byssus est tout de méme comparable & celle des fibres
synthétiques de Kevlar 1*¥ et de carbone bien connues et largement utilisées dans

I’industrie textile, pneumatique, aéronautique ou balistique.
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Tableau 1.2 Comparaison des propriétés mécaniques de quelques matériaux®4.

Module Einit Force omax Extensibilité Ténacité

s L (GPa) (GPa) cox  (MI'm?)
Elastine
dlageR s hay i 0.0011 0.002 1.5 1.6
Collagene
(tendon de mammifére) e LU Gl3 5
Byssus, portion distale
Gl e iy 0.87 0.075 1.09 45
Byssus, portion proximale
(M) 0.016 0.035 2.0 35
Fil de trame
(A. diadematus) P bl go &
Kevlar 130 3.6 0.027 50
Fibre de carbone 300 4 0.013 25

Dés lors, la haute ténacité de ce systéme biologique a attiré I’attention des scientifiques
et suscité des recherches afin d’explorer la relation qui existe entre sa structure et ses
propriétés mécaniques!®!72%3], De plus, les différents procédés chimiques présents
dans le byssus sont devenus également des sources d’inspiration pour la conception des
matériaux biomimétiques comme les adhésifs. En effet, Lee et al.(2007) se sont
inspirés de la chimie présente dans la plaque du byssus pour synthétiser une colle
adhésive capable de faire prise sur des surfaces séches ou mouillées®). En 2013,
d’autres scientifiques comme Barrett et al. ont synthétisé des gels et hydrogels!*”->% en
s’inspirant de I’interaction entre les ions métalliques et I’histidine ou les catéchols
comme la DOPA présents dans le byssus de la moule. Ces matériaux ont des
applications potentielles dans le domaine biomédical. Nous pouvons également citer le

revétement multifonctionnel a base de polymeres dendritiques synthétisés par Wei et
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al.™! ainsi que des peptides synthétiques ayant des capacités d’auto-guérison'®l. Enfin,
Byette et al.[”! ont récemment fabriqué les films auto-assemblés sensibles au pH
environnant et exhibant des capacités d’auto-assemblage. Contrairement aux autres
matériaux précédemment cités qui s’inspiraient uniquement de la chimie du byssus, le
nouveau matériau fabriqué au laboratoire Marcotte intégre, dans sa composition, des

protéines d’hydrolysées et extraites directement des fils d'ancrage de la moule.

Parmi les matériaux susmentionnés et dont la liste est non exhaustive, il ressort que le
pH environnant influence indirectement les propriétés fonctionnelles desdits matériaux
en agissant particuliérement sur I’interaction entre la protéine et I’ion métallique. En
effet, & une valeur de pH ciblée, ces interactions réticulent le réseau moléculaire du
matériau en formant des complexes. Ces complexes modifient la structure moléculaire
et modulent les propriétés mécaniques et dynamiques du matériau®!!. Ce constat nous
montre que la performance fonctionnelle d’un biomatériau inspiré du byssus dépend
entre autres des ions métalliques présents. Ce point de vue est également soutenu par
les travaux réalisés sur le byssus natif qui révélent une baisse de la rigidité de la fibre
en I’absence d’ions métalliques 2. En fait, Holten-Andersen et al.?? ont montré que
I’utilisation d’un agent chélatant comme I’acide éthyléne-diamine-tétraacétique
(EDTA) permet d’extraire les ions des éléments inorganiques Fe et Ca contenus dans
la mefp! de la gaine. Ils ont aussi montré que I’extraction de ces ions qui forment des
complexes avec la DOPA, entraine 50 % de perte de rigidité de la gaine. Il est donc
évident que I’absence de ions métalliques fragilise le réseau moléculaire de la gaine et

son intégrité mécanique.
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1.4  Objectifs de travail

Les résultats obtenus des travaux effectués en 2013 par Séguin-Heine et al.*?! ont
montré que les propriétés mécaniques du byssus sont influencées par les ions
métalliques présents. Les auteurs ont également montré qu’il existe des ions
métalliques comme Mo et Ca dont la variation de proportion esr en lien avec la
résistance de la fibre. A cette liste, on pourrait également ajouter les ions métalliques
Fel? et Znl'9 tel que vu précédemment. Mais bien que la présence de ces ions
métalliques influence la rigidité de la fibre, leurs contributions individuelles & la

performance mécanique de la fibre restent non explorees.

Ce projet a donc pour but général d’approfondir nos connaissances sur I’implication
des ions métalliques dans le mécanisme d’assemblage moléculaire des fibres de byssus
et leur influence sur les propriétés mécaniques. 1l s’agit d’une recherche fondamentale
pouvant contribuer au design de matériaux biomimétiques.

Pour ce faire, I’hypothése de notre recherche repose sur le fait que la proportion des

ions métalliques dans la fibre serait sélective.

Donc plus spécifiquement, nous avons exploré :
o La contribution sur les performances mécaniques des fibres de byssus de M.
edulis, d’ions divalents (Zn?*, Ca?*) et multivalent (Fe*").
o Lasélectivité d’intégration de ces ions inorganiques par des fibres de M. edulis.
e L’interaction des ions métalliques avec les catéchols (DOPA) contenus dans la
cuticule. Pour ce faire, nous avons utilisé la molécule 4-méthylcatéchol afin
d’orienter ces interactions sur les sites hydroxyle (OH) de maniére similaire a

ce qui se passe sur la DOPA dans le byssus.
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Figure 1.11 4-méthylcatéchol avec sr : site réactif, snr : site non réactif et engagé dans
la liaison peptidique.

1.5  Meéthodologie

Pour mieux comprendre I’implication des ions métalliques dans le mécanisme
d’assemblage moléculaire des fibres de byssus de M. edulis lui conférant ses propriétés
mécaniques, la contribution de chaque métal sur les performances mécaniques des
fibres a été étudiée de la manicre suivante :

La démarche consiste a utiliser une solution d’EDTA pour éliminer le maximum de
ions métalliques de la fibre de byssus de M.edulis. Ensuite, nous avons intégré
séparément les ions de différentes valences en incubant les fibres dans des solutions de
Ca?*, Zn?* ou Fe**. Leurs concentrations dans la fibre ont été mesurées par [CP-MS
(spectrométrie de masse & plasma couplé par induction). Le choix des ions fer et zinc
se justifie par leur influence connue sur les propriétés mécaniques du byssus. Quant a
I’ion calcium, il a été choisi car il compte parmi les ions divalents les plus abondants

dans le byssus et I’eau de mer.

La contribution de chaque ion sur les propriétés mécaniques de la fibre a été évaluée a
I’aide d’un I’instrument d’étude des matériaux en traction (instron). Cet instrument
permet d’obtenir des courbes de contrainte-déformation a partir desquelles il est
possible d’extraire des informations sur les propriétés mécaniques des fibres comme le

module d’élasticité, la contrainte a la rupture, la déformation ultime et 1’énergie a la
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rupture. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux des fibres de byssus

partiellement dépourvues d’ions inorganiques.

Quant a la sélectivité d’intégration des ions inorganiques par la fibre, la raison d’étre
de cette étape repose sur I’hypothése suivante : la fibre intégrerait les ions de maniére
sélective pour une performance mécanique maximale qui serait 1’effet d’une
combinaison d’ions présents. Pour vérifier cette assertion, les fibres traitées
préalablement & ’EDTA ont été incubées dans une solution contenant un mélange
d'ions choisis afin de vérifier si ’intégration est sélective. La concentration totale
d’ions insérés dans la fibre a été determinée par [CP-MS.

Voici les mélanges d’ions étudiés :

e Fer et calcium, car Holten-Andersen et al’®? ont montré en 2009 que
’extraction de ces ions diminue de 50 % la rigidité de la gaine du byssus de
Mpytilus galloprovincialis.

e Fer et zinc, car Vaccaro et al.**] ont montré que 1’élimination du zinc, cuivre et
fer dans Mytilus galloprovincialis a un effet négatif sur les propriétés

mécaniques de la fibre.

A propos de I’étude a faire concernant les ions métalliques qui interagissent avec les
catéchols contenus dans la cuticule, nous avons utilisé les techniques d’analyse comme
la spectroscopie ultraviolet-visible, la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier et la calorimétrie de titration isotherme (ITC). Les deux premiéres techniques
permettent de suivre les modifications survenues a 1’échelle moléculaire tandis que la
troisiéme technique permet d’accéder aux parameétres thermodynamiques liés a ces
modifications. La démarche consiste & analyser la molécule 4-méthylcatéchol en
absence/présence de chaque ion cible (Ca®*, Zn?*, Fe**) afin d’identifier les

modifications dues a chaque ion.
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Le chapitre II sera consacré a la méthode expérimentale et décrit le principe et le
fonctionnement des instruments utilisés. Le chapitre III présentera I’effet individuel
des ions métalliques sur les propriétés mécaniques du byssus de la moule bleue. Quant
au chapitre IV, il présentera I’étude de ’interaction de quelques ions métalliques avec
la DOPA majoritairement présente dans la gaine. Enfin, le chapitre V présente la

conclusion générale de ce projet et les perspectives.



CHAPITRE 11

CONCEPTS THEORIQUES DES TECHNIQUES EXPERIMENTALES

2.1 Spectroscopie Ultraviolet-Visible (UV-Vis)

2.1 Principe de la spectroscopie UV-Vis

La technique d’analyse par spectroscopie UV-Vis exploite les fréquences dont les
longueurs d’onde s’étendent de 10 nm a 400 nm pour I’ultraviolet (UV), puis de 400 a
800 nm, la région du spectre dans laquelle I’absorption des radiations par une molécule

donne des couleurs visibles a I’ceil nu.

Dans le domaine UV-Vis, I’interaction d’une onde électromagnétique avec la matiére
se fait particuliérement avec les électrons de valence engagés dans les liaisons des
molécules. Lorsqu’une onde électromagnétique caractérisée par une longueur d’onde
A, une fréquence v et une énergie irradie une molécule, cette derni¢re 1’absorbe a
condition qu’il existe dans la molécule, une transition électronique requérant cette
énergie. L’énergie associée a cette transition est appelée énergie électronique Ege. La
transition entre deux niveaux électroniques s’effectue par une absorption. L’absorption
décrit le passage d’un électron de valence d’une orbitale a 1’état fondamental (faible

énergie Eo) vers une orbitale énergiquement plus élevée E; dite état excité!**.
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Niveau énergétique excité

absorption c émission
\ AEge = hvge = hﬂ. /
hv a # hv

Niveau énergétique fondamental

Figure 2.1 Schéma simplifié et illustratif de I’absorption d’une onde électro-
magnétique du domaine UV-Vis par une molécule organique.

Concrétement, la mesure quantitative de [’absorption d’un rayonnement
monochromatique par la matiere est expliquée par la loi de Beer-Lambert. Celle-ci tient
compte de I’intensité incidente I; du rayonnement sur la substance de concentration

molaire C et I’intensité sortante I; aprés le parcours optique /.

I; Is

Figure 2.2 Baisse de I’intensité du rayonnement incident aprés diffusion a travers une
substance d’absorptivité molaire B (mol™! cm™ L), concentration molaire 6 (mol L)
et une cuve d’épaiseur /.

L’intensité du rayonnement sortant est exponentiellement atténuée et s’exprime de la

maniére suivante
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I, = I,e™88 D

Cette équation peut se réécrire comme suit :

Log(l; /) = Bl6 = —LogT 2.2)

ol I’absorbance (4) ou densité optique

(A) = Log(1; / I) (2.3)

La transmittance (T) est le rapport de I’intensité sortant par rapport a I’incidente et le

pourcentage de transmittance est donnée par la relation suivante :
% I
% transmittance (% T) = 100 I—S 2.4
4

A et T sont des grandeurs sans dimension.
La loi de Beer-Lambert précédemment établie dans les équations 2.1 a 2.3 est
largement exploitée pour déterminer la concentration d’une molecule ou sa pureté dans

un mélange.

g.1=2 Transitions électroniques

L’absorption des photons est liée & la présence des chromophores dans une molécule
(HO-, C=C, C=0, C=C, C=N C=N). Le diagramme d’énergie ci-dessous présente les
principales transitions électroniques rencontrées dans la plupart des molécules

organiques.
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L L LT R PP LY CRT TP LT U PP TEO LD COPRP c* (orbitale anti-liante)
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.................. PTTTEE TTTTRTFCERPPPRPPOD TOPOORS m*(orbitale anti-liante)
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n (orbitale non liante)
o 3 c*

1 (orbitale liante)

o (orbitale liante)

Figure 2.3 Diagramme d’energie des différentes transitions électroniques et leurs
notations.

Dans le cadre de ce projet, nous sommes intéressés aux les transitions électroniques

des chromophores (C=C, C=0 et C-0) de la molécule 4-méthylcatéchol.

28018 Instrument

L’appareil utilisé pour les analyses UV-Vis est un spectrométre 4 double faisceau dont
le principe de fonctionnement est indiqué dans le schéma de la figure 2.4. On distingue
cinq éléments importants & savoir : une source lumineuse, un monochromateur suivi
d’un dispositif de dispersion, puis le compartiment de la cellule et enfin le détecteur*],
Pour couvrir le domaine 190 nm a 800 nm, la source lumineuse est constituée de deux
lampes : une lampe a décharge au deutérium exploitée dans le domaine 190 4 400 nm,

puis une lampe a filament de tungsténe dans le domaine allant de 350 4 800 nm.
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Source de lumiére I
W ouvisible O """ et dennge
Tl ——— ‘
= I 3
-} _|Fente de gortie "+,
Détecteur | Référence | /(',"5“'" _EEH_P__QEQ__IE_:____)/
'-._t | | e i Monochromateur
s e TN
k .: g j Diviseur
|_ Echantillon de faisceau

Figure 2.4 Schéma de principe d'un spectrophotométre a double faisceau 45

Le monochromateur est un dispositif constitué d'une fente d'entrée et une fente de

sortie, entre lesquelles se trouve un systéme dispersif (réseau). Le monochromateur

permet de filtrer les rayonnements polychromatiques de la source afin d’obtenir des

radiations monochromatiques d’intérét. Celles-ci sont ensuite séparées en deux par le

diviseur de faisceau et pendant que I’un traverse le compartiment contenant la cuve de

référence, I’autre traverse la cuve contenant I’échantillon & analyser. L’ensemble des

faisceaux émergeants des cuves sont captés par le détecteur et les signaux sont

transférés au systéme de traitement des données. La procédure et les paramétres utilisés

dans cette technique pour I’analyse des échantillons seront présentés dans la section

4.5 du chapitre IV.

2.2  Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm

Hershell*S], Cette technique d’analyse permet obtenir des informations sur la structure
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moléculaire (liaisons chimiques, fonctions chimiques) de composés ayant une variation

du moment dipolaire électriquel*7.

221 Principe de I’infrarouge

Le principe de cette technique repose sur 1’absorption d’un quantum d’énergie hv qui
perturbe la structure interne du composé (niveaux électroniques, angles et longueurs de
liaison). Le quantum d’énergie absorbée provoque des mouvements de vibration
pouvant étre modélisés en s’inspirant des oscillateurs harmoniques. La fréquence de

vibration est alors donnée par la loi de Hooke :

e ey Lo et fu ki
ww-miLu-me) @5)

Ou : k(N.m!) est la constante de raideur du ressort qui constitue I’oscillateur
harmonique; p : la masse réduite du systéeme harmonique; m; et m; représentent la
masse des atomes impliqués dans la liaison chimique.

L’énergie associée a ce systeme harmonique est donnée par |’expression ci-dessous :

AEyip = hv(V +3) (2.6)

Ou : h est la constant de Planck (6,63x10°* J s); v la fréquence (Hz) et V le nombre

quantique de vibration. Dans I’état non excit¢ V = 0

La large bande spectrale de I’infrarouge est subdivisée en trois domaines a savoir : le
proche infrarouge : 0,8 - 2,5 um (12500 a 4000 cm™") caractéristique des mouvements

harmoniques d’une liaison au sein des composés. Le moyen infrarouge 2,5 - 50 um
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(4000 4200 cm!) cible les modes de vibrations fondementaux et I’infrarouge lointain,

et 50 - 1000 pm (200 & 10 cm™) concerne les mouvements de rotation!*®l,

2.2.2 Fonctionnement du spectromeétre

Ce spectrométre est constitué de cinq parties principales, & savoir :

e Une source lumineuse qui émet sur une large gamme du domaine infrarouge,
afin de faciliter les mesures d'absorption de I'échantillon sur une grande plage
énergétique.

e L’interférométre de Michelson qui permet de générer les interférences.

e Un compartiment permettant de fixer différents types de porte-échantillons en
fonction de la méthode d’analyse 2 utiliser (transmission ou réflexion totale
atténuée).

e Des détecteurs ou capteurs photosensibles : DTGS (Deuterated Tri-glycine
Sulfate) un détecteur pyroélectrique ou MCT (Mercure Cadmium Tellure) un
détecteur photoélectrique.

¢ Le module de traitement des données pour afficher le spectre.

2.2:3 Analyse des echantillons par transmission

Cette méthode consiste faire passer un faisceau infrarouge a travers 1’échantillon porté
par un support généralement transparent 4 I’ infrarouge comme le bromure de potassium
(KBr), séléniure de zinc (ZnSe), fluorure de calcium (CaF2) ou fluorure de baryum
(BaF2). Puis, on mesure la fraction d’énergie lumineuse ayant traversé I’échantillon en

exploitant la formule de la transmittance ainsi que son pourcentage % T précédemment
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défini par I’équation 2.4. Dans ce projet, les analyses en infrarouge sont réalisées
suivant la méthode par transmission et la procédure utilisée pour l’analyse des

échantillons sera présentée dans la section 4.5 du chapitre V.

2.3  Spectrométrie de masse a plasma couplé par induction (ICP-MS)

L’ICP-MS est une méthode d’analyse instrumentale qui permet de séparer, identifier
et quantifier en quelques minutes 50 & 70 ions inorganiques d’un composé en fonction
de leur rapport masse/charge (m/z)!*°!, Cette technique d’analyse combine 2 la fois une
torche a plasma (Inductif Coupled Plasma) et un spectrométre de masse (MS). La limite
de détection de la spectrométrie de masse a plasma couplé par induction est de 1’ordre
du ng L. Le principe de fonctionnement de cet instrument repose sur 1’ionisation des
constituants a 1’aide d’une torche a plasma et 1’identification de ces ions a I’aide d’un

spectrométre de masse quadripdle.

Dans le cadre de ce travail, [’ICP-MS a permis la détermination de la concentration des
ions inorganiques d’intérét dans les brins de byssus. Cette analyse se fait en quatre
phases essentielles a savoir: introduction et nébulisation de |’echantillon, puis
ionisation, phase de séparation en masse et enfin la détection. L’échantillon a analyser
sous forme de solution est introduit dans la zone de vaporisation ou le nébuliseur la
transforme en un aérosol dans un jet d’argon. Ensuite, 1’aérosol de fines gouttelettes
est acheminé dans un plasma généré par couplage inductif dans un flux d'argon a haute
température (6 000 a 10 000 K) B% qui permet de dissocier, atomiser et ioniser les ions
inorganiques présent dans I’échantillon. Ces différents ions chargés positivement
traversent ensuite 1’analyseur a quadripdle ou ils sont séparés en fonction de leur masse

(m) et de leur charge (2) puis captés par le détecteur.
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2.4  Titration calorimetrique isotherme (ITC)

La calorimétrie de titration isotherme est une technique d’analyse physico-chimique
réalisée 3 température constante. Elle permet d’étudier Iinteraction entre deux
molécules en milieu liquide sans utiliser un marqueur. Cette technique consiste a
mesurer la chaleur mise en jeu dans une interaction moléculaire et & déterminer les
paramétres thermodynamiques associés comme la constante d’association a 1’équilibre

(K2), la steechiométrique de la réaction (n), ’enthalpie (4H) et I’entropie (45).

Considérons I’ion inorganique (M), le ligand (L) et K, la constante d’association liée a
la formation du complexe (ML). A 1’équilibre, I’équation de la réaction est la suivante :
Kq
M+L=> ML 2.7

Les équations suivantes liées & la rélation 2.7 permettent de déduire la constante

d’association (Ka), I’enthalpie (AH) et I’entropie (AS).

K, = [ML]/[M][L] (2.8)
AG = —RTInK, (2.9
AG = AH —TAS (2.10)

L’ITC est exploitée dans plusieurs domaines comme la biologie cellulaire, la biochimie
ou la chimie. Les interactions principalement étudiées sont des liaisons formées entre
les protéines®!! ou dans une métalloprotéinel®>**l. Pour étudier I’interaction entre les
ions inorganiques présentés au chapitre IV, nous avons utilisé I’appareil MicroCal VP-
ITC et les expériences ont eu lieu in vitro dans des conditions bien définies pour

enregistrer facilement les moindres changements thermiques.
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L’appareil est constitué de trois parties essentielles comme I’illustre la figure 2.5

Seringue
N

Dispositif de traitement

des données

Ex/

Cellule de Cellule de
référence I’échantillon

Figure 2.5 Schéma simplifié de la titration calorimetrique isotherme (54

La seringue d’injection : elle contient de préférence la molécule ayant le plus
petit poids moléculaire. Ce dispositif permet d’introduire des volumes précis de
son contenu dans la cellule qui contient le ligand. Dans notre projet, les ions
inorganiques d’intérét étaient dans la seringue tandis que le 4-méthylcatéchol (
le ligand ) était dans la cellule.

Les cellules : la cellule de référence contient I’eau ou la solution tampon qui
sert également de solvant pour les échantillons a analyser. La deuxiéme cellule
contient I’échantillon (4-méthylcatéchol ) utilisé dans le cadre de ce projet. Pour
détecter la chaleur absorbée ou dégagée de chaque cellule, des détecteurs sont
fixés. Ceux-ci déterminent la différence de chaleur entre les cellules et
permettent de mieux apprécier la chaleur exacte impliquée dans I’interaction
moléculaire. Mais pour mesurer rigoureusement la différence de température
entre les deux cellules, ces derniers sont contenus dans un calorimétre. Ce
compartiment adiabatique permet de maintenir de maniére constante et

rigoureuse la température interne provenant des cellules.
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Le dispositif d’acquisition et de traitement des données permet d’enregistrer les
signaux caractéristiques de la chaleur mise en jeu lors de I’injection de I’ion
inorganique dans le ligand. Les données enregistrées sont numérisées par un
logiciel et traitées avec différents modéles mathématiques permettant d’établir
la meilleure courbe de simulation. Enfin, ces courbes sont exploitées pour
déterminer les parametres thermodynamiques d’intérét comme I’enthalpie et la

constante d’affinité.

La procédure expérimentale pour 1’analyse des échantillons sera présentée dans la

section 4.5 du chapitre IV.

235

Proprietés mécaniques

Plusieurs méthodes peuvent étre exploitées pour étudier les propriétés mécaniques des

biomatériaux. Dans le cas de la fibre de byssus, le choix de la méthode est guidé par

les paramétres recherchés et les conditions de mesure a savoir :

Lors de la mesure, la fibre doit étre hydratée ou immergée, comme dans le
milieu naturel.

La méthode doit étre assez sensible pour appliquer une petite déformation et
mesurer une faible contrainte.

La morphologie (longueur et diamétre) de la fibre doit permettre de s’insérer

facilement dans I’instrument et faciliter les mesures.

Les méthodes communément utilisées pour déterminer les parameétres mécaniques des

fibres biologiques sont (1) les tests mécaniques en traction, (2) 1’analyse mécanique

dynamique ou DMA (Dynamic Mechanical Analysis), et (3) I’indentation.
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Les tests mécaniques en traction sont une méthode réalisée en mode statique!'®l et a
température constante, tandis que la méthode DMA (Dynamic Mechanical Analysis)
permet de réaliser des mesures dans un intervalle de température. La particularité de
cette méthode repose sur sa capacité a réaliser des mesures en mode dynamique et
d’accéder a la température de transition vitreuse (7g) ! qui rend compte du degré de
réticulation du réseau moléculaire. Ces deux méthodes sont limitées a 1’'usage des
échantillons ayant une morphologie leur permettant d’étre fixés et maintenus entre les
pinces de I’instrument. Lorsque le matériau & étudier est trop fin et difficile & maintenir
entre les pinces, la méthode par indentation via un microscope a force atomique (AFM,
Atomic Force Microscopy) est une méthode appropriéel*>-"). Dans le cadre de notre
projet, les propriétés mécaniques des fibres étudiées au chapitre III sont mesureés
réalisées par des tests mécaniques en traction et les paramétres recherchés sont : la

contrainte et 1’élongation a la rupture, le module Young et I’énergie totale absorbée
[9.58]

e Contrainte ()
Lorsqu’une fibre subit une traction, une tension se propage le long de la fibre en
sollicitant toutes les molécules présentes dans la fibre. La dissipation partielle de cette
tension interne permet a la fibre de résister a la tension externe avant de se rompre. En
considérant la tension appliquée par unité de surface de la fibre, on définit la contrainte

(o) et la relation mathématique s’écrit de la maniére suivante I ;

F
a =% (2.11)

ou F est la tension appliquée longitudinalement sur la fibre exprimée en Newton, et S
représente la surface de la fibre qu’on assimile & un cylindre parfait avec Dy

représentant le diamétre.
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D\

s =n(2 2.12)

En introduissant I’expression de la surface (équation 2.12) dans 1’équation (2.11), on
obtient la formule détaillée de la contrainte qui est une grandeur exprimée en Pascal
(Pa).

e il (2.13)

2
Dy

e Elongation ()
Sous l’action d’une traction longitudinale, la fibre subit des modifications
morphologiques. La déformation subie dans la méme direction que la tension appliquée
est la déformation linéaire ou 1’élongation. En effet, la traction étire la fibre et cette
derniére acquiert une longueur / différente de sa longueur initiale /o. L’élongation est
donc définie comme étant la variation de longueur (Al) par rapport 4 sa longueur

initiale. Cette grandeur peut étre quantifiée en appliquant la formule suivante !:

e=(22) (2.14)

lo

ol /o est la longueur initiale de la fibre, / la longueur sous I’effet de la tension.
L’élongation est une grandeur sans dimension et elle peut également s’exprimer en

pourcentage 4

£ (%) = 100 (%) (2.15)

e Module de Young (E)
Un matériau est dit élastique lorsqu’il reprend sa forme primitive lorsqu’on supprime

les forces qui le sollicitent’®®). Le module de Young ou d’élasticité longitudinale est le
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coefficient de proportionnalité qui relie la déformation a la contrainte appliquée dans
le domaine du comportement élastique linéaire du matériau. Cette relation est décrite
par la loi de Hooke :

c=E-¢ (2.16)

ot E représente la pente, o la contrainte et € la déformation linéaire. Le module de
Young est une grandeur qui s’exprime en Pascal.
La figure 2.6 ci-dessous présente six points essentiels observés lorsqu’on effectue des

tests mécaniques en traction sur une fibre de byssus.

e Domaine élastique linéaire : c’est dans ce domaine que s’applique la loi de
Hooke, car la fibre a un comportement réversible.

e Domaine élastique non lindaire : la fibre s’étire sous I’action d’une contrainte,
mais elle ne retrouve pas totalement sa longueur initiale lorsque la contrainte
est supprimée.

e Domaine plastique : dans ce domaine, la fibre s’étire sous I’action d’une
contrainte et ne se rétracte plus lorsque la contrainte est levée.

e Energie absorbée représente I’énergie totale qu’absorbe la fibre soumise a une
contrainte jusqu’a sa rupture.

e o;: La contrainte maximale qui peut étre exercée sur la fibre sans qu’elle ne
rompe.

e & :L’élongation maximale que peut atteindre la fibre lorsqu’elle est soumise a

une contrainte.
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Figure 2.6 Représentation d’une courbe de contrainte/déformation du byssus de
Mytilus edulis (partie distale hydratée).
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3.1 Résumé

Dans ce travail, ’ICP-MS et les tests mécaniques en traction ont été exploités pour
étudier I’intégration des ions métalliques et leur effet sur les propriétés mécaniques des
brins de byssus de la moule bleue, Mytilus edulis. Notre travail porte sur la partie distale
du byssus et les ions qui nous intéressent sont Ca®*, Zn?* et Fe**. L analyse des ions
métalliques par ICP-MS révéle que l'incubation des fibres natives dans une solution
d’acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA 0,2 M) élimine partiellement les ions
métalliques et entraine une réduction du module d’élasticité de 70 %. On note
également qu’il est possible de réintégrer partiellement les ions métalliques dans les
fibres, et que le Fe** et le Zn?* se lient plus fortement. Nous avons mesuré la variation
du module d’élasticité aprés traitement de la fibre a différents pH entre 3 et 8, avec ou
sans restauration des ions métalliques. Nos résultats montrent que le pH a un effet sur
les propriétés mécaniques mesurées, optimales & pH de 8, similaire au pH marin. Le
traitement au Fe** 4 pH 8 induit une augmentation de 34 % du module d'élasticité. Nous
concluons que la formation de complexes Fe*-catécholate contribue plus a la rigidité

et la ténacité aux fibres de byssus, par rapport aux liens Zn**-histidines.

Mots-clés: byssus, Mytilus edulis, section distale, ions métalliques, propriétés

mécaniques.



3.2 Abstract

In this work, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) and
mechanical tensile tests have been exploited to study the integration of metals and their
effect on the mechanical properties of the byssal threads from the blue mussel Mytilus
edulis. Our work focuses on the distal portion of byssal threads and the studied ions are
Ca?*, Zn** and Fe*'. The metal analysis revealed that incubation of native byssal thread
in a solution of ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA 0.2 M) partially removes
metals and lowers the elastic modulus by 70 %. We also note that it is possible to
partially reintegrate metal ions in the threads, in which the Fe’* and Zn?* bind more
strongly. We measured the variation of the elasticity modulus after treating the threads
at different pH values between 3 and 8, with or without reintegration of metals. Our
results show that the pH has an effect on the measured mechanical properties which
were optimum at pH 8, similar to the marine pH. The addition of Fe** at pH 8.0 induced
an increase of 34 % of the elastic modulus over that of a fiber treated without iron at
the same pH. We conclude that the formation of catecholate-Fe3* complexes
contributes more to stiffness and toughness of the byssal thread, compared to Zn?* -

histidine bonds.

Keywords: byssus, Mytilus edulis, distal section, metallic ions, mechanical
properties.



33 Introduction

Research on the composition of mussel byssus is well documented!**! and has shown
that the thread core is made of blocks of copolymer-like collagenous proteins known
as preCols??!l, PreCol-P exists in the proximal part of the fiber close to the animal,
while preCol-D is found in the distal section ended by the plaque that glues the animal
to surfaces. PreCol-NG is non-graded along the threads. Each preCol is made of
collagen flanked by domains similar to elastin in preCol-P, to silk in preCol-D, and
plant cell wall in preCol-NG (26, The flanking domains are ended by histidine-rich
regions. The fibers are covered by a thin protective cuticle whose role is to prevent

propagation of micro-fractures induced by external forces such as marine waves[®6l.

In seawater mussels, through their filtration feeding process, accumulate metals which
arise from natural or anthropogenic sources!® .. These metals reach the byssal glands
where they are co-injected with differe;lt proteins to form a thread through an
extrusion-molding process!®®), Metals influence the functional integrity of the threads
because they act as crosslinkers which stabilise the molecular architecturel!7-233541),
More precisely, studies have shown that the histidines in the thread core coordinate
with transition metal ions like Zn2"?¢. Also, the 3,4-dihydroxyphenylalanines (DOPA)
abundant in the cuticle!®) form a complex of exceptionally high stability®¢ with Fe**
in a pH-dependent manner. Indeed, Holten-Andersen et al.’%! showed that iron binds
to DOPA and modulate the mechanical integrity of the cuticle. Zinc and iron are thus
important for the byssal threads structure. Calcium is another element abundant in sea
water, and a recent study on the byssus of Pinctada fucata showed that Ca?" ions

stabilise the P-sheet structure of the byssal proteins!®*l.

Considering the concentration and importance of these ions in the molecular

organization of byssus threads, the objective of our work was to determine the
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contribution of Zn2*, Fe** and Ca?* on the mechanical properties of the distal section
of M. edulis threads. For this purpose, the fibers were incubated in ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA) to remove all metals, then incubated in metal ion solutions.
Stress-strain measurements were used to determine the mechanical properties of the
threads as a function of the metal of interest. The concentration of metals in the threads

was determined by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).

34 Materials and Methods

34.1 Materials

Byssi were kindly provided by La Moule du Large Inc.(Magdalen Islands QC, Canada).
We used deionized water and the following chemical reagents (ACS Grade) purchased
from Sigma Aldrich: EDTA Nay*2H;0, FeCl3*6H20, ZnCl2 and CaCl2*6H20. The

chloride salt of each metal ion was used to prepare 0.1 M aqueous solutions.

34.2 Methods

3.4.2.1  Byssal thread preparation

Byssus threads were cleaned from seashell, fish debris, algae and washed thoroughly
with distilled water, then deionized water. The distal section of the threads was cut
under a stereomicroscope (Zeiss Stemi 2000-C), then dried and stored in a tightly

closed plastic bag at 4 °C until needed.
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34.2.2 Extraction of metals

A 0.2 M EDTA solution was prepared using deionized water, and the pH was adjusted
to 8.0 using a 10 M NaOH solution. About 30-35 mg of distal thread M. edulis were
incubated in 0.2 M EDTA at pH 8.0 at room temperature for 24 h without stirring. The
solution was then filtered and the threads rinsed with deionized water three times.
Treated byssus threads were dried at 40 °C (12-24 h) and stored in a sealed container
prior to ICP-MS analysis.

3.423 Incubation of metals

Using the chloride salt of Fe**, Ca%*, Zn**, 0.1 M solutions were prepared using
deionized water. About 30-35 mg of EDTA-treated byssus threads were soaked in the
chosen inorganic ion solution at the optimum pH value to ensure predominant
speciation for each metal: Fe** at pH<3, Ca?* and Zn %" at pH 5.5-5.8. After 24 h
incubation, threads were filtered and rinsed three times with deionized water, then dried

in an oven at 40 °C (12-24h) and stored in a sealed container prior to ICP-MS analysis.

343 Characterisation

3.43.1  Byssus threads metal contents by ICP-MS

Five pools containing an average of 35 mg of dry distal sections were prepared for each
treatment. The threads of each pool were digested with a mixture of concentrated HNO3
(1 : 16 %) and H202 (2 : 30 %) placed in a water bath for 2-3 h at 70°C until complete
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digestion. The volume was adjusted to 15 mL with a 1 % HNOs solution and the
concentrations of a large range of elements were analyzed by an Agilent 7500c (New
Castle, DE, USA) ICP-MS in normal mode and with a micro-nebulizer. The following
elements were analysed: Ag, Al, As, B, Ba, Be, Ca, Cd, Cu, Co, Cr, Cs, Fe, Ga, Ge,
Hg, In, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, T, Se, Sr, Rb, U, V and Zn. All the results

obtained were expressed in pg/g.

3.4.32  Measurements of mechanical properties

Prior to mechanical measurements, an optical microscope (Axioskop 40, Carl Zeiss,
Géttingen, Germany) associated to an image analysis software was used to estimate the
diameter of each thread. Threads were assumed to have a circular shape in order to
easily calculate the surface of the cross section. Then, native, EDTA-treated, and metal-
incubated threads were tested using an Instron 5465 mechanical testing frame
(Norwood, MA, USA) equipped with a 50 N load cell and a BioPuls bath filled with
distilled water. The ends of each threads were sandwiched between two square plastic
cardstock, attached with cyanoacrylate glue, and mounted between the apparatus jaws
before applying a constant extension rate of 5 mm-min’!. During tensile testing, the

threads were hydrated by submersion in distilled fresh water at 22°C.

=
o 3.1

Where the breaking force (F) is expressed in Newton and 4 is the cross-sectional area

of the distal thread section determined using:

A=m()? (3.2)
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where Dy is the average initial diameter of the distal thread section. Therefore,

o= ﬁ) (3.3)

2
nDg

the strain (g) expressed in percentage was determined by using the following equation:

g =) (3.4)

lo

where [ is the extension of the thread during tensile loading and /o is the initial length
of the thread prior to experiment. Young’s modulus, also known as material stiffness
(E), expressed in Pascal was calculated from the slope of the linear portion typically

between 2 and 5 % strain of the stress/strain curve.

E=2 (3.5)

3.5 Results and Discussion

3.5.1 Metal ion extraction

To understand the effect and evaluate the contribution of Fe**, Zn?* and Ca?* to the
mechanical properties of M. edulis threads, the distal sections were first treated with an
EDTA solution, of 0.2 M at pH 8 for 24 h to ensure maximum chelation and extraction
of metals. Results for Fe**, Ca?* and Zn?* are shown in figure 3.1. The concentration
of iron and zinc ions in the native thread are respectively 236 (50) and 50 (13) pg/g and
the corresponding ratio [Fel/[Zn] of 4.7 is similar to 6.1 or 6.6 obtained by Jaworski et
al .’ with M. galloprovincialis. The initial concentration of Fe** and Ca?" is similar

and significantly different from Zn, as observed in native byssal threads of M.edulis by
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Bouhlel ef al.B', ICP-MS data showed that the EDTA treatment removes about 35 %
of the total inorganic ions (see supporting information). The metal ions extracted from
the byssus threads using EDTA follows the pattern Ca* > Zn?* > Fe*, with a 98 %
decrease in calcium and 95 % in zinc. In contrast, only 44 % of iron was removed from
the threads by EDTA. These results suggest that iron is more retained into the threads
in contrast to calcium and zinc, but that the chelating agent could penetrate into the
byssus thread core to dissociate the zinc ions bound to histidines (His). Consistently,
Holten-Andersen et al.’®¥ have shown that EDTA can penetrate the cuticle of M

galloprovincialis to remove Fe>* and Ca®*.
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Figure 3.1 Effect of the EDTA treatment (0.2 M, pH 8.0) on the Fe, Ca and Zn concentration
of native M.edulis byssal threads (distal section) obtained by ICP-MS.



3.5.2 Metal uptake

To better understand the integration of metal ions into byssus threads, we have first
explored the effect of a thorough washing step after incubation in a metal ion solution.
This was done using strong stirring during the 24 hour rinsing step with deionized
water. The metal concentration was significantly different and follows the pattern Fe
>> Zn > Ca (figure 3.2). Calcium was almost completely leached out of the threads
following the rinsing step. This result indicates that Ca** is bound to the protein
network via much weaker interactions as compared to iron and zinc cations, such as
electrostatic interactions with the carboxylate group of amino acids such as Asp or
Glul”), compared to the coordination covalent bond (Fe-O) and (Zn-N) with amino
acids providing O or N-donors. Calcium ions rarely bind to N or S, and form weaker

and ionic bonds to O than Znl7.
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Figure 3.2 Effect of a thorough rinsing step on the Fe, Zn and Ca uptake by M. edulis byssus
threads (distal section) after EDTA treatment. Concentrations determined by ICP-MS. Inc_Fe
, Inc_Zn and Inc_Ca refer to threads treated with 0.2 M EDTA then incubated respectively in
0.1M FeCls , ZnCl, and CaCl, aqueous solution.
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Since iron and zinc are more tightly integrated into the byssus threads as shown in
figure 3.2, we explored the possibility of a competition phenomenon on the integration
of these metals. For this purpose, the byssus threads were treated with 0.2 M EDTA to
ensure metal removal, and then incubated at pH 8 close to that of seawater. Then, the
threads were placed in solutions containing different Fe** and Zn?* proportions, and a
pH gradient was applied which covers the best conditions for each metal speciation.
Threads were rinsed for 24 hours with deionized water under stirring prior to
concentration measurements by ICP-MS. Figure 3.3(a) shows that when the pH
decreases from 5 to 3, zinc is restored only slightly and consistently, regardless of the
concentration used for incubation. Under increasing pH (3 to 5), zinc appears to set
into the byssus thread a linear way as a function of the available zinc concentration in
the solution. Nonetheless, this study reveals that the reintegration of zinc and iron in
the byssal threads is pH-dependent, and is optimal when the incubation starts at low
pH. Furthermore, these results suggest that there is no competition between zinc and
iron, but a concomitant uptake phenomenon. Indeed figure 3.3(b) shows that despite
the variation of zinc proportion inversely to that of iron, a high level of iron uptake
occurs in the threads. Zinc ions are also integrated no matter the presence of iron ions,
indicating that Fe and Zn have different binding sites in the byssus threads. These
results are in agreement with the affinity of zinc ions for the histidine-rich regions in
the threads(!72>8]. It is also consistent with the work of Holten-Andersen et al. who
showed a preferential binding of Fe to DOPA, especially in the cuticle®%]. So we can

conclude that Fe** is not at maximal concentration in native byssus.
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Figure 3.3 (a) Profile of the Zn uptake (ug/g) by M. edulis byssal threads (distal part) as a
function of pH and relative proportions ( Zn : Fe) of the metals after EDTA treatment.
Concentrations determined by ICP-MS. (b) Profile of the Fe uptake (ug/g) by M. edulis byssal

threads (distal part) as a function of pH and relative proportions ( Fe : Zn) of the metals after
EDTA treatment.
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Figures 3.4 to 3.6 show the metal profile of M.edulis distal section without stirring
during the rinsing step, after incubation with Fe**, Ca?" and Zn?*. Threads were also
treated with EDTA prior to metal ion incubation. The contribution of Fe, Zn and Ca to
the mechanical properties of the byssus distal section were then individually evaluated.
To avoid the effect of a strong rinsing step on the metal ion concentration, a rinsing

step was performed without stiring.

Figure 3.4 shows that when byssus threads are incubated in 0.1M FeCls at pH 2.0, iron
is accumulated more than 50 times more than in the native ones. This result indicates
that the amount of iron ions found in the threads depends on the speciation and their
availability in the aqueous environment. Indeed, the concentration of iron species in
seawater is typically low (0.01-1 nM)®2, much lower than the 0.1M of Fe** used in our
experiment medium. This low concentration of iron ion is consistent with previously
published values for M. edulis'®?) and M. galloprovincialis'®). To verify this hypothesis,
we compared the concentration of iron obtained when EDTA-treated byssal threads
were incubated in artificial sea water (ASW). A concentration 142(30) pg/g similar to
that of EDTA-treated fibers was found 131(12) pg/g. This can be explained by the fact
that ASW does not contain iron; therefore, the iron concentration detected in the thread

comes from the residual concentration left after the EDTA treatment.
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Figure 3.4 Iron uptake by the distal section of M. edulis byssal threads determined by ICP-
MS following different treatments. Native refers to untreated thread; EDTA to threads treated
with 0.2 M EDTA, pH 8.0; Inc_Fe refers to threads treated with 0.2 M EDTA then incubated
in 0.1M FeCls aqueous solution, pH<3; Inc_ ASW refers to threads treated with 0.2 M EDTA
then incubated in artificial sea water.

In native M. edulis threads, reports indicate that zinc concentration is always lower than
iron’sl®%%6], Here, native threads have an average concentration of 50 (13) nug/g,
similarly to previously published work on M. edulis ¥ and M. galloprovincialis 1%,
As in native threads, zinc also accumulates in byssus thread (figure 3.5) following
incubation in a 0.1 M zinc solution, but at a concentration about 9 times lower than that
of iron, but on average nearly 30 times higher than the value determined in native
threads. Again, this result indicates that the thread integrates Zn** ions as a function of
their availability. As observed for iron, the concentration of zinc detected after EDTA
treatment is similar to the one in ASW in which there is no zinc as previously observed

with thorough washing. Interestingly, as noted in figure 3.1 EDTA more efficiently
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complexes zinc than iron, suggesting a tighter binding of Fe** ions than Zn®* in the
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threads.

1600

1500 A

Native EDTA Inc_Zn Inc_ASW

Figure 3.5 Zinc uptake by the distal section of M. edulis byssal threads determined by ICP-
MS following different treatments. Native refers to untreated thread; EDTA to threads treated
with 0.2 M EDTA, pH 8.0; Inc_Zn refers to threads treated with 0.2 M EDTA then incubated
in 0.1M ZnCl; aqueous solution, pH 5.7; Inc_ASW refers to threads treated with 0.2 M
EDTA then incubated in artificial sea water.

When the byssal threads are gently washed, figure 3.6 shows that the concentration of
calcium uptake in the byssus thread is very similar to the concentration in the native
byssus thread. However, the concentration of calcium ion integrated after incubation
in ASW is about 4 times lower than in the native thread but not the same after EDTA
treatment. So this indicate that calcium and other metals do not simply diffuse in byssus
from seawater but must also be intergrated during its formation. Here again, this could

be explained by the low concentration of Ca?" in ASW 60 (8) ng/g as compared to the
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incubation solution (0.1M). As observed with Zn?*, the concentration of Ca?" in the
threads after the EDTA treatment is very low, suggesting weaker bond to the byssus

proteins.

The availability of each metal ion in the solution is an important parameter to explain
the difference in metal concentration accumulated by the threads after incubation in the
presence of a chosen metal. However, each metal <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>