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La diversité chimique et biologique du milieu aquatique est en fait une extraordinaire
source de composés a haute valeur ajoutée utilisables dans de nombreuses applications.
Les minéraux, les lipides, les acides amineés, les caroténoides, les polysaccharides et les
protéines provenant de sources aquatiques ont des caractéristiques uniques, leur plus forte
concentration se trouve souvent dans des parties fréquemment rejetées des organismes
aquatiques : tétes, viscéres, peau, sang ainsi que dans les carapaces ou coquilles des
produits de la péche. La valorisation de ces sous-produits permettrait, en plus du respect de
I’environnement, de maximiser le profit des entreprises. Elle consiste a les transformer de
facon a ce qu’ils deviennent des matiéres premicres ou des matiéres intermédiaires pour la
production d’autres produits. Ces produits de la péche sont maintenant considérés comme
des matieres premiéres destinées a la production de nouvelles substances utilisables en
nutrition animale, en cosmétique et en santé humaine. Certains des composés extractibles
ont des applications potentielles en santé humaine mais aussi dans d'autres domaines :
nutrition, agent antimicrobien, purification de I'eau etc.

Ces substances bioactives peuvent étre issues de manipulation biotechnologique de
certains sous-produits aquatiques. Leur hydrolyse enzymatique contr6lée, constitue une
approche alternative d’un intérét stratégique majeur pour réhabiliter ces biomasses et
notamment leur fraction protéique. En effet, plusieurs auteurs ont montré qu’a I’issu de
cette hydrolyse, la fraction soluble obtenue, appelée «Hydrolysats Protéiques» présente de
nouvelles propriétés fonctionnelles (solubilité, propriétés foisonnantes, moussantes,
émulsifiantes, etc.), nutritionnelles (digestibilité et allergénicité), organoleptiques (ardmes)
et/ou biologiques. De nombreux auteurs se sont intéressés a la recherche de peptides
bioactifs au sein d’hydrolysats protéiques de produits et sous-produits de la péche. Parmi
les trés nombreuses activités biologiques identifiées a ce jour, il convient de noter les
suivantes a titre d’exemple: antioxydante (Girgih et al., 2013 ; Chai et al., 2013 ; Garcia-
Moreno et al., 2014 ; Saidi et al., 2014; Liu et al., 2015; Chang-Feng et al., 2015),
immunostimulante (Mallet et al., 2014; Tang et al, 2015), antihypertensive
(Kittiphattanabawon et al., 2013 ; Lee et al., 2014 ; Balti et al., 2015), antistress (Padraigin
et al., 2012), antiprolifératrice (Hung et al., 2014 ; Song et al., 2014 ; Umayaparvathi et al.,
2014), antidiabétique (Li-Chan et al., 2012 ; Huang et al., 2012), satiétogénes (Bougatef et
al., 2010a), et antibactériennes (Doyen et al., 2012 ; Beaulieu et al., 2014). Par ailleurs, la
médecine vétérinaire, la pharmacie humaine, la cosmétologie, 1’alimentaire ainsi que la

diététique sont les domaines d’utilisation des hydrolysats de poissons.
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Une autre alternative de valorisation des sous-produits de la péche, consiste a extraire
les caroténoides, essentiellement I’astaxanthine, a partir des sous-produits des crustaces.
Les caroténoides, sont de longues molécules a caractere lipophile. Ces composés naturels
possédent pour la plupart dans leur structure chimique de trés nombreuses doubles liaisons
conjuguées qui sont responsables de leur activité antioxydante. Par dégradation oxydative,
certains caroténoides servent de précurseurs a la vitamine A (rétinol) dont le role est
primordial dans la perception visuelle. Parmi tous les caroténoides, le B-carotene est celui
qui possede le plus grand potentiel d’activité pro-vitaminique A. D’autres caroténoides
peuvent augmenter la réponse anti-inflammatoire (Pashkow et al., 2008 ; Yasui et al.,
2011 ; Zhang et al., 2014). Dans différentes lignées cellulaires, certains caroténoides
(astaxanthine, lycopéne, lutéine, zéaxanthine) agissent de maniére spécifique et tres
efficace dans la suppression de tumeurs cellulaires (Yasui et la., 2011 ; Inoue et al., 2012 ;
Nagaraj et al., 2012 ; Wang et al., 2013 ; Saw et al., 2013 ; Kavitha et al., 2013). Les
caroténoides peuvent aussi interagir avec des radicaux lipidiques et inhiber ainsi la
peroxydation lipidique (Karppi et al., 2007) et peuvent aussi diminuer le risque de maladie
maculaire liée a l'age (Snodderly, 1995; McCarty, 2011; Ngo et al 2011). Les
caroténoides auraient un réle dans la régulation du systeme immunitaire (Chew et al.,
2011 ; Amar et al., 2012 ; Li et al., 2014) et dans la protection de la stabilité génomique
(Choubert et al., 1997 ; Fraser and Bramley, 2004). lls stimulent en outre la synthése
d'anticorps. L’effet bénéfique des caroténoides a été également montré contre les maladies
cardiovasculaires (Krinsky et al., 2004 ; Yoshida et al., 2010 ; Khan et al., 2010 ; Monroy-
Ruiz et al., 2011).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre général de la valorisation biotechnologique
de produits et sous-produits de la péche. Il a pour principal objectif 1’obtention de
biomolécules a haute valeur ajoutée a usage alimentaire et pharmaceutique. Cette étude se
divise en deux chapitres distincts :

e Le premier chapitre est consacré a la mise au point des procédés enzymatique et
chimique pour 1’obtention de caroténoides et d’astaxanthine a partir des sous-
produits de crevettes. Plus particulierement, ce chapitre concerne I’extraction, la
purification et la caractérisation de 1’astaxanthine a partir des sous-produits de la
crevette rose du large (P. longirostris). Les activités antioxydantes et

antiprolifératives in vitro et I’activité antidiabétique in vivo ont été étudiées.
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e Dans le deuxieme chapitre, nous présentons I’apport d’une technique analytique
pour I’obtention de peptides bioactifs (antibactériens et anti-dipeptidyl-peptidase-
IV) qui repose en général sur I’hydrolyse enzymatique (ou la protéolyse
enzymatique) meénagée de protéines, suivie de méthodes systématiques de
fractionnement, purification et de tests biologiques. Les masses moléculaires ainsi
que les séquences des peptides purifiés ont été déterminées par spectrométrie de

masse (ESI/MS) et par spectrométrie de masse en tandem (ESI/MS/MS).
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I. Situation mondiale des ressources halieutiques

La péche et 1’aquaculture contribuent de fagcon déterminante au bien-étre et a la
prospérité des habitants du monde. Ces derniéres 50 années, 1’offre mondiale de poisson de
consommation a progressé a un rythme supérieur a la croissance démographique mondiale,
et le poisson constitue aujourd’hui une source importante d’aliments nutritifs et de
protéines pour une grande partie de la population mondiale (FAO, 2012). Les produits de
la péche font partie des denrées alimentaires de base les plus échangées dans le monde. En
2011, les échanges ont atteint de nouveaux records, en volume et en valeur, et devraient
continuer d’augmenter. Grace a la croissance soutenue de la production des produits de la
péche et a 1’amélioration des canaux de distribution, 1’offre mondiale de poisson de
consommation a progressé de maniére spectaculaire depuis 50 ans, avec un taux moyen de
croissance de 3,2% par an sur la période 1961-2010. L’offre mondiale de poisson de
consommation par habitant est passée d’une moyenne de 9,9 kg (équivalent poids vif) dans

les années 60 a 18,6 kg en 2010.

En 2010, les péches et 1’aquaculture ont procuré des moyens d’existence et des
revenus a environ 54,8 millions de personnes travaillant dans le secteur primaire de la
production de poisson (FAO, 2012). En dehors du secteur de production primaire, les
péches et I’aquaculture offrent de nombreux emplois dans des activiteés auxiliaires telles
que la transformation, le conditionnement, la commercialisation, ou encore la recherche et
I’administration. Il est estimé que tous ces emplois, ainsi que les activités secondaires,
pourvoient a la subsistance de 660 a 820 millions de personnes, soit environ 10 a 12% de la

population mondiale.

Selon l'organisation des nations unies pour I'alimentation et I'agriculture, les péches
de capture et I’aquaculture ont produit approximativement 154 millions de tonnes de
poisson en 2011 dans le monde (90 millions de tonnes provient des péches de capture et 64
millions de tonnes de 1’aquaculture). Depuis les années 90, il y a une stagnation des
volumes capturés dans les océans. Par contre si les péches de capture demeurent stables, la
production de I’aquaculture ne cesse d’augmenter (FAO, 2012). Au cours des trois
dernieres decennies (1980-2010), la production mondiale de poisson d’¢élevage destiné a la
consommation a été multipliée par prés de 12, avec un taux de croissance annuel moyen de

8,8 %. Les poissons d’eau douce dominent la production aquacole mondiale (56,4% soit
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33,7 millions de tonnes), suivis des mollusques (23,6% soit 14.2 millions de tonnes) et des
crustacés (9,6% soit 5,7 millions de tonnes) (FAO, 2012).

I1. Situation nationale des ressources halieutiques

La Tunisie est un pays situé sur la rive sud de la méditerranée, avec un emplacement
stratégique entre la méditerranée occidentale et centrale. La Tunisie dispose d’un littoral de
1300 kilometres. La facade orientale couvre pres de deux tiers de l'espace maritime

tunisien et se distingue par un plateau continental étendu.

La Tunisie accorde au secteur de la péche une place de choix dans son économie. En
effet, ce secteur représente 9% de la valeur de la production agricole, génere 100 000
emplois et occupe le deuxiéme rang dans les exportations de produits agricoles (40% a
50% des exportations nationales). En 2012, les péches de capture et 1’aquaculture ont
produit approximativement 98 milles tonnes et 6 milles tonnes, respectivement (DGPA,
2012). Selon le ministére de 1’agriculture et des ressources hydrauliques Tunisienne, il
existe environ 41 ports de péche, 11500 navires de péche, 30 fermes aquacoles, 119
établissements de conditionnement de produits de la péche et 18 usines de transformation
de produits de la péche. Les établissements de conditionnement, traitent principalement les
crustacés et les céphalopodes. En Tunisie, la consommation des produits de la péche est de
I’ordre de 11 kg /habitant/an (FAO, 2012).

I11. Espéeces étudiées

I11.1. La crevette rose du large : Parapenaeus longirostris

Les crustacés occupent une place importante grace a leur valeur marchande. La
péche de cette ressource ne cesse de se développer et la crevette reste le produit le plus
demandé avec 15% de la valeur totale des produits de la péche échangés au niveau
international en 2010. Les crevettes par leur abondance, ainsi que leur haute valeur
nutritive et I’exceptionnelle qualité gastronomique de leur chair se trouvent trés exploitées
(Bekadja et al., 2009).

Les crevettes sont des crustacés décapodes, dont le corps est couvert d’une carapace
pigmentée, il existe actuellement plus de 30 000 especes répertoriées a travers les océans.
L’aspect général de la crevette montre deux parties principales: le céphalothorax et

I’abdomen :

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Etude Bibliographique

- Le céphalothorax se compose de deux parties : la téte ou céphalon et le thorax. La
région céphalothoracique comporte les organes sensoriels et 5 paires de péréiopodes.

- L’abdomen est composé de 6 segments, seulement les 5 premiers portent des

pléopodes.

Parapenaeus longirostris (Photo 1) appartient a I'ordre des décapodes et la famille
des pénéides. Cette crevette est designée par deep-water pink shrimp en Angleterre, gamba
de altura en Espagne, gambero bianco en Italie et la crevette rose du large en France

(Holthuis, 1987). En Tunisie, elle est communément appelée crevette rose.

. Abdomcn

CéPhalothorax

»
Ll |

v

Photo 1 :
Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846)

L'aire de distribution de P. longirostris est étendue (Figure 1). Cette espece se
rencontre dans tout le bassin méditerranéen. Elle est également répandue dans I'Atlantique

oriental et dans I'Atlantique occidental, des Guyanes au Massachusetts (Holthuis, 1987).

1000 km
S00 nmi

PPy

Figure 1 :
Distribution géographigue de P. longirostris (FAO, 2012)

7
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P. longirstris a une répartition bathymétrique étendue puisqu’on 1’a signalé de 30 a
500 meétres de profondeur. La reproduction et le développement de I’espece ont été étudiés
par Heldt (1938). D’aprés cet auteur, la ponte a lieu la nuit. Une ponte normale
comprendrait 400.000 ceufs environ, sphériques, de couleur bleue et non agglutinés.

P. longirostris est une espéce fréquente et de grande importance commerciale en Tunisie.
D’aprés Lucas (1846), la crevette rose révéle de la position systématique suivante :

» Embranchement : Arthropodes
Classe : Crustacés

Sous-classe : Malacostracés

vV V VY

Ordre : Décapodes

Famille : Pénéidés

A\ 4

A\

Genre : Parapenaeus

» Espéce : longirostris

1I1.2. Le barbeau : Barbus callensis

Le barbeau, B. callensis (Valenciennes, 1842), est une espéce caractéristique de
I’ Afrique du nord ou elle est trés bien représentée aussi bien en Algérie qu’en Tunisie et en
Maroc. Son nom provient de I’origine du premier spécimen décrit, a savoir le lac Calle en
Algérie. Les noms communs de cette espéce sont : boulbis (u»ul ) (arabe) et barbeau
(francais). Cette espece colonise aussi bien les retenues de barrages que les cours d’eaux

tunisiens. Le barbeau (Photo 2) est caractérisé par :

- Un corps fusiforme, plus au moins comprimé, recouvert d’écailles cycloides, dont le

nombre et les stries radiales servent de criteres de détermination systématique.

- Un ceil petit, une bouche bordée d’épaisses Ievres mobiles et munies de deux paires de

barbillons, d’ou le nom de Barbeau.
- Une ligne latérale habituellement présente et compleéte.

- Une nageoire dorsale a dernier rayon simple osseux denticulé ou non, dont la forme et

les dimensions servent a la diagnose.

- Des os pharyngiens bien développés et pourvus de dents.
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- La couleur du corps est brun-jaunatre a éclat métallique et le ventre argenté (Kraim,

1994).

Photo 2 :
Barbus callensis (Valenciennes, 1842)

Le barbeau se plait dans les eaux pures et relativement vives mais pas trop froides ;

c’est un genre réophile. Les riviéres coulant sur un fond de graviers parsemé de pierres,

semblent lui fournir les meilleures conditions d’existence.

Le barbeau se nourrit principalement, des algues et quelques débris végétaux pour les

tailles les plus petites. Par contre, les adultes peuvent en plus consommer des crustacés. Il

s’agit donc d’un régime alimentaire essentiellement omnivore. En pisciculture, le barbeau

est utilisé comme poisson fourrage des espéces carnassieres. Sa position systématique est

la suivante (Nelson, 1994) :

>
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V. Les sous-produits d’origine aquatique: voies de valorisation

La politique actuelle des Nations Unies, du sommet de la Terre « Rio+20 » et du
code de conduite pour une péche responsable encouragent a minimiser les rejets. En 2008,
la FAO estimait la quantité de rejets mondiaux & 15 millions de tonnes (Kelleher, 2008),
soit 10% des captures totales. La principale cause des rejets est la capture d’especes non
ciblées, plus communément appelée péches accessoires. Des mesures ont été prises de
fagon a limiter ces captures accessoires, comme 1’élaboration de nouveaux filets et le tri
des captures a bord. De plus, un marché s’est créé pour certaines espéces de poisson
définies comme étant auparavant accessoires. Ces péches peuvent alors servir pour
I’alimentation piscicole, pour la nutrition humaine, pour la fabrication de produits a valeur
ajoutée, ou pour combler les vides laissés par la diminution des quotas de certaines especes

non accessoire.

Les sous-produits sont définis comme les parties non utilisées et récupérables lors
des opérations traditionnelles de production, et la différence avec un déchet réside dans son
devenir. En effet, un sous-produit est destiné a étre réutilisé (valoris€), que ce soit dans
I’alimentation humaine, animale ou dans tout autre domaine. La téte, la peau, la carapace,
les chutes de filetage, les arétes centrales, les visceres, le foie constituent les principaux
sous-produits de la péche et selon les périodes de péche, les éléments reproducteurs tels
que les ceufs ou la laitance peuvent figurer parmi ces sous-produits (Figure 2). Dans un
contexte de développement durable mais aussi dans un souci de rentabilité économique,
ces sous-produits font depuis plusieurs années 1’objet de I’attention des industriels qui
aimeraient en tirer bénéfices. L’analyse des compositions proximales de ces matieres «
secondaires » fait ressortir 1’existence de trés nombreuses molécules ou groupes de
molécules potentiellement valorisables notamment des protéines, des fractions lipidiques,
des vitamines, des minéraux, des caroténoides, mais aussi des composés bio-actifs qui ont
des propriétés bénéfiques pour la santé humaine et animale (Dumay, 2004 ; Shahidi, 2006).
Compte tenu de I’importance des sous-produits, de nombreux efforts ont été réalisés pour
les utiliser dans diverses applications: 1’alimentation animale ou humaine, la diététique, la
nutraceutique, la pharmaceutique, le cosmétique et d’autres applications (Andrieux, 2004).
C’est pour cela, I'industrie de valorisation des ressources halieutiques apparait aujourd'hui
comme une composante d'avenir de la filiere péche. Les procédés de valorisation des sous-

produits de la péche sont nombreux et trés variés.
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Partie
comestible
49%

Arétes et
carapaces 10%

Tétes 18%

Peau 6%
Lo Chutes de
Visceres coupe 10%
7%
Figure 2 :

Répartition moyenne de la partie comestible et sous-produits de la péche

(Rustad, 2007)

IV.1. Huile de poissons

La production mondiale d’huile de poissons se situait & environ un million de tonnes
(FAO Globefish, 2009). Les huiles de poisson sont naturellement riches en acides gras
polyinsaturés (AGPI) dont certains acides gras essentiels. L’huile de foie de poissons,
naturellement riche en vitamines D et A, favorise la fixation de calcium et participe a la
consolidation des os et des dents. La vitamine A joue aussi un role dans le mécanisme de la
vision. L’huile de foie de poissons est particuliérement bénéfique pour la croissance des
enfants. Les huiles de poisson sont surtout utilisées : en lipochimie comme graisse
industrielle ; en alimentation animale et elles peuvent aussi étre raffinées pour étre utilisées
dans d’autres domaines. Les huiles de poissons sont riches en acides gras oméga 3 a longue
chaine et particuliérement en C20: 5w03 (acide eicosapentaénoique ou EPA) et C22: 63
(acide docosahexaénoique ou DHA). A I’aide d’étapes de filtration et de concentration, les
acides gras de cette famille sont peu a peu concentres. Ces concentrés sont encapsulés et
commercialisés sous la forme de compléments alimentaires ou formulés dans des aliments
dénommés « aliments fonctionnels » tels des boissons, des soupes, des céréales ...

(Johnson, 2002 ; Dumay, 2004).

IV.2. Farine de poissons

Cette valorisation est actuellement la plus importante, car tous les sous-produits

peuvent étre utilisés sans distinction, aucun tri n’est nécessaire. En 2009, la production
11
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mondiale de farines de poissons a varié de 4,9 a 6,3 millions de tonnes sur les 5 dernieres
années (FAO Globefish, 2009).

Les farines de poisson sont un produit solide (poudre) obtenu a partir de poissons ou
de sous-produits de poissons par un procédé qui vise a séparer les fractions solide, huileuse
et aqueuse de la matiére premiére. La fabrication de la farine consiste en une cuisson de la
mati¢re premiere dans de l'eau bouillante, un pressage pour extraire I'exces de ’eau et des
lipides suivi d’un séchage. Le produit séché est ensuite broyé et tamisé (FAO, 1990). Les
rendements dépendent fortement des matieres premiéres utilisées et de la saison (en

moyenne 20%). Cette farine trouve plusieurs applications biotechnologiques :

«+ Alimentation animale

L’alimentation animale est le principal débouché¢ de ce type de production. En effet,
en raison de leur richesse en protéines, en acides aminés essentiels et en minéraux, les
farines de sous-produits de la péche sont trés appréciées pour leurs hautes digestibilités et
leur richesse naturelle en éléments nutritionnels (Gernat et al., 2001). Les quantités de
farine de poisson utilisées comme aliment pour crevettes et poissons sont évaluées a

environ 43 000 tonnes et 50 000 tonnes, respectivement (Dao et al., 2005).

«» Usage microbiologigue

Outre I'utilisation de la farine de sous-produits de la péche dans I’alimentation
animale, elle est également destinée a I’'usage microbiologique. La farine de sous-produits
de la péche introduite comme substrat carboné et/ou azoté dans plusieurs milieux de
culture de certaines souches bactériennes et fongiques favorise d’une part leur croissance et
d’autre part la production de substances présentant un intérét biologique (acides amings,
antibiotiques, chitinases, protéases, etc) (Yen et al., 2006 ; Wang et al., 2008). En Tunisie,
I’emploi de cette farine comme substrat de fermentation pour la production de protéases et
de chitinase d’origine microbienne permet non seulement de limiter au maximum
I’importation des produits habituellement utilisés dans la préparation des milieux de
culture mais, également, favoriser a colt moindre la production de ces enzymes qui

trouvent ces années plusieurs possibilités d’applications industrielles.
IV.3. Protéases digestives

Les protéases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques et permettent
ainsi le clivage de protéines. Il existe 2 familles de protéases, les exoprotéases qui

hydrolysent les liaisons peptidiques par I’extrémité N-terminale ou C-terminale de la
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protéine et les endoprotéases qui hydrolysent les liaisons peptidiques internes. Les
endoprotéases sont ensuite classées selon la nature de leurs acides aminés fonctionnels,
arrangés dans une certaine conformation tridimensionnelle pour former le site catalytique.
Parmi elles il existe les quatre classes suivantes: Protéases a sérine, protéases a cystéine,

métalloprotéases et protéases a acide aspartique.

La récupération des protéases a partir de poissons et d’invertébrés aquatiques et leur
caractérisation s’est accrue durant ces dernié¢res années (Bougatef et al., 2007 ; Balti et al.,
2009 ; Bougatef, 2013) et a donné naissance a de nouveaux usages biotechnologiques de
ces enzymes surtout dans le domaine de la technologie alimentaire (Castillo-Yariez et al.,
2004). Les sous-produits de poisson sont des sources importantes d’enzymes
protéolytiques. Les protéases représentent le plus important groupe des enzymes
industrielles utilisées dans le monde aujourd’hui. Elles constituent environ 50% du volume
d’enzymes de ce marché (Rao et al., 1998). Les protéases ont diverses applications dans les
industries du détergeant, alimentaire, agrochimique et pharmaceutique (Zukowski, 1992 ;
Gupta et al., 2002). Les viscéres, 1’'un des plus importants sous-produits de I’industrie de
poissons, ont une large potentialité biotechnologique. Les plus importantes enzymes
protéolytiques des visceres de poisson sont la pepsine (une protéase aspartique) et les
sérines protéases telles que la trypsine, la chymotrypsine et 1’élastase (Gildberg, 1988 ;
Martinez and Serra, 1989). La plupart des protéases de poissons et d’invertébrés aquatiques
sont également présentes chez les organismes terrestres (Haard, 1998). Cependant,
plusieurs différences au niveau de la masse moléculaire, la composition en acides aminés,
le pH optimum, la température optimale, la stabilité, les caractéristiques d'inhibition et les
propriétés catalytiques ont été observées entre les deux groupes (De-Vecchi and Coppes,
1996 ; Bougatef, 2013). Les enzymes digestives des viscéres ont une grande activité
catalytique dans de variables conditions de pH et de température (Gildberg, 1992 ; Shahidi
and Kamil, 2001). Les enzymes protéolytiques les plus étudiées chez les poissons et les
invertébres aquatiques sont les protéases gastriques (pepsine, chymosine,...) intestinales et
hépatopancréatiques (trypsine, chymotrypsine,...) (Haard, 1994 ; Benjakul et al., 2000 ;
Kishimura and Hayashi, 2003 ; Castillo-Yanez et al., 2005 ; Bougatef et al., 2008 ; Balti et
al., 2009 ; Bougatef et al., 2010b). Les protéases constituent une classe importante
d’enzymes a large potentiel d’applications industrielles. Le choix de la protéase est basée
notamment sur le colt, la spécificité vis-a-vis du substrat et les optima de pH et de

température et la sensibilité aux inhibiteurs et aux activateurs (Simpson and Haard, 1985).
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Cependant, l'utilisation des sous-produits de la mer comme source potentielle d'enzymes
industrielles est associée a quelques limitations a savoir la disponibilité saisonniére, la
variation de l'activité enzymatique selon la nature de 1’alimentation de poissons et 1’état de
fraicheur de la matiére premiére (Simpson et al., 1991). A titre d’exemple, une société
islandaise, Zymetech Inc., commercialise un produit en créme ou gel a base d’'une enzyme
(protéase) provenant de la morue. Le produit en question, Penzim, aurait des propriétés
hydratante et apaisante. Le produit serait utile pour contrer I’inflammation et la douleur,
aiderait la guérison des blessures et serait méme anti-age. 1l se vend prés de 30 $US pour
100 grammes. En Islande, plusieurs enzymes marines passeraient a I’échelle pilote pour

des tests de marché et d’applications (Arason, 2003).
IV.4. Fibrine adhésive pour les tissus humains

La fibrine est une protéine filamenteuse qui dérive du fibrinogéne (protéine qui
intervient, entre autres, dans le mécanisme de la coagulation du sang). Des études ont été
menées pour développer un adhésif pour tissus humains a partir de la fibrine présente dans
le sang du saumon de I’atlantique. Ce type de produit sert a prévenir les hémorragies suite
a une chirurgie ou encore suite a une blessure importante. Actuellement, sur le marché,
nous retrouvons des adhésifs pour sceller les tissus humains a base de sang de
mammiferes. Les maladies sont plus facilement transmissibles de mammiféres a
mammifere, d’ou I’'intérét de développer un produit adhésif a partir du sang de poisson. Il
existe déja des brevets pour cette technologie. Il est possible que la fibrine se retrouve dans
le sang d’autres especes apparentées telles les ombles, ce qui pourrait €tre une piste de

développement potentiel.
IV.5. Protéines antigel

Les protéines antigel ont la capacité de modifier la croissance des cristaux de glace
dans une matrice organique ce qui apporte une stabilisation de celle-ci dans un intervalle
de température défini ainsi que I’inhibition de la recristallisation de la glace (Griffith and
Ewart, 1995). Toujours selon ces mémes auteurs, les protéines antigel peuvent aussi aider a
la réduction des croissances bactériennes. De telles protéines ajoutées aux aliments qui
doivent étre congelés peut grandement améliorer leur apparence, leur texture, leur

conservation et réduire les pertes nutritives en réduisant les dommages cellulaires.
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Fletcher et al. (1999) notent aussi les applications potentielles suivantes : protection
contre le froid des cellules, tissus et organes de mammiferes, destruction accentuée de
cellules cancéreuses pendant la cryochirurgie, amélioration des caractéristiques de
croissance dans les poissons transgéniques en utilisant les genes promoteurs des protéines
antigel. Ce type de protéine peut étre extrait de poisson d’eau froide, telles la plie rouge et
le loup de I’atlantique. On retrouve ces protéines dans le sang et la peau des poissons d’ou
elles peuvent étre extraites par procédés physicochimiques. Il existe plusieurs types de
protéines antigel et chacune d’elle posséde des propriétés spécifiques. Il est donc possible
de choisir la protéine appropriée a [’application ciblée. Elles peuvent étre ajoutées
directement aux aliments ou par transfert de génes. A/F Protein Canada Inc. est un exemple
de compagnie qui offre des protéines antigel d’origine marine pour la recherche et

développement (http://www.afprotein.com/products.htm).

1V.6. Hachis

Les hachis sont destinés a la fabrication d’aliments pour animaux domestiques
essentiellement les chats. Lors de la fabrication, les sous-produits sont broyés, filtrés puis
congelés en bloc (Suzanne, 1998). Les hachis sont une tres bonne source de protéines et ils
sont utilisés par 1’industrie du petfood (animaux de compagnie) et représentent en tonnage
g 3tMe
par an (Andrieux, 2004).

voie de valorisation des sous-produits marins en France avec environ 30000 tonnes

IV.7. Lécithines aquatiques

Les phospholipides sont présents dans les membranes cellulaires de tous les
organismes mais seraient en proportion supérieure dans les tétes de poissons. Ils sont
souvent nommes «lécithines» lorsqu’ils sont utilisés comme additifs en agroalimentaire. Ils
ont un réle texturant grace a leur pouvoir émulsifiant. De plus, ils présentent des activités
biologiques, telle que 1’activité antibactérienne (Tamehiro et al., 2002). Les propriétés
attribuées a ces phospholipides sont d’ordre médical : prévention des maladies
cardiovasculaires par réduction du taux de cholestérol sanguin, optimisation du
développement des cellules nerveuses cérébrales chez le feetus et I’enfant. Il semblerait que
la biodisponibilité alimentaire des acides gras poly-insaturés oméga 3 soit améliorée sous

cette forme chimique. De plus, leur propriété émulsifiante est intéressante pour
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I’alimentation et pour la cosmétique (fabrication de lysosomes pour véhiculer des principes

actifs en soins cutaneés).
IV.8. Hormones peptidiques

Les visceres, organes digestifs, cerveaux et organes endocrines présentent un intérét
supplémentaire du fait de leur tres grande richesse en un certain nombre de peptides
hormonaux et neuropeptides dont certains font déja I'objet d'une utilisation thérapeutique
(Thomas et al., 2012). Ainsi, la calcitonine est une hormone hypocalcémiante et
hypophosphatémiante utilisee comme inhibiteur de la destruction osseuse (ostéoporose,
maladie de Paget) ou comme antalgique dans les cas de métastases osseuses (d’Herbomez,
2011). L’extraction d’hormones aquatiques est un secteur a forte valeur ajoutée en

croissance du fait de I’intérét biologique marqué de ces molécules.
IV.9. Collagene et gélatine

Le collagéne est le constituant principal de la peau, les arrétes et les tissus
conjonctifs. Il est formé de fibrilles constituées de trois longues hélices alpha reliés entre
elles par des liaisons hydrogénes inter chaines (Figure 3). Chaque chaine de I’hélice est

orientée dans le sens inverse de I’aiguille d’une montre.

v , S
Ve . ’%’&ﬁsﬂ P

Figure 3 :
Triple hélice du collagéne : assemblage des trois chaines o (Gorham, 1991)

La gélatine n’est pas une protéine de nature mais elle dérive du collagéne. La
gélatine est préparée par hydrolyse partielle du collagene natif. Au cours du procédé de
fabrication de la gélatine, la mati¢re premiére brute d’origine animale (peau, os, cartilage

ou ligament) est traitée avec un acide ou une base diluée, aboutissant a un clivage partiel
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des liaisons, ce qui conduit & des modifications de la structure spatiale de la protéine et
I’obtention du collagéne hydrosoluble a chaud, appelé gélatine (Schrieber and Gareis,
2007). La gélatine extraite a partir des sources aquatiques se présente comme une
alternative possible a la gélatine bovine (Balti et al., 2011 ; Bougatef et al., 2012a ; Wu et
al., 2013 ; Shyni et al., 2014). Un des avantages majeurs de la gélatine d’origine aquatique
est qu’elle n’est pas associée au risque de la maladie de la vache folle (Encéphalite
Spongiaire Bovine). De plus, la gélatine extraite a partir des produits de la mer est
acceptable par I’Islam. En outre, la peau est un déchet généré en grande quantité par les
industries de transformation de produits de la mer, qui représente un probleme
environnementale, pourrait se présenter comme une nouvelle source pour 1’extraction de la
gélatine (Badii and Howell, 2006). Les peaux des organismes aquatiques et spécialement
des poissons contiennent une large quantité de collagene. Nagai et al. (2000) a rapporté que
les quantités du collagéne de la peau du bar Japonais, maquereau du Pacifique et le requin
dormeur sont de ’ordre de 51,4%, 49,8% et 50,1%, respectivement. La production de la
gélatine a partir des poissons par des extractions acides et ses applications industrielles
datent depuis 1960 (Norland, 1990).

IV.10. Minéraux

Les compléments en minéraux permettent de supplémenter 1’alimentation, de
I’homme comme de I’animal, en calcium, phosphore ou magnésium. Ils sont issus des
arétes osseuses et des écailles. Les minéraux obtenus lors de la déminéralisation des

carapaces de crevettes pourraient étre valorisés.

Les complexes dérivés du calcium, tel que [I’aragonite, I’hydroxyapatite
(Cas(PO4)30H) et son précurseur, le brushite (CaHPQO,), sont utilisés comme matériel de
substitution en médecine. Ces biomatériaux sont a la fois actifs et permettent de remplacer
des tissus osseux ou des dents, ¢’est la raison pour laquelle ils sont aussi nommés «ciment»
(Kirk-Othmer, 2009). Ils peuvent étre intégrés sous forme de nanoparticules (Maity et al.,
2011), fibres (Zhang and Darvell, 2011) ou associés avec des polymeres, dont le chitosan
(Pefa et al., 2006 ; Paduraru et al., 2011). Ils sont généralement injectés liquides ou
visqueux dans 1’organisme ou ils se solidifient (Komath and Varma, 2003). La
solidification est progressive et dépend du pH. Les calcium-orthophosphates sont indiqués
comme ciment de reconstruction des tissus car ils sont biocompatibles et donc évitent les

risques de rejets par I’organisme. Ainsi, ils sont indiqués pour les cas d’athérosclérose et de
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décalcification dentaire. Enfin, il faut également signaler qu’ils sont d’excellents engrais
(Dorozhkin, 2007). Des instituts tels que le « British Calcium Carbonates Federation » au
Royaume-Uni se sont dédiés aux voies d’applications de ces biomatériaux d’origine

marine.
IV.11. Extraits et concentrés aromatiques

Les extraits et les concentrés aromatiques aquatiques sont de plus en plus demandés
dans le monde (Johnson, 2002). Deux principes de fabrication cohabitent : le premier qui
vise a sécher la matiére par cuisson puis a broyer le produit conduit a I’obtention d’une
poudre aromatique peu soluble ; le deuxiéme au contraire consiste a mettre en contact la
matiére premiere et 1’eau puis a récupérer cette eau et a concentrer puis sécher les maticéres
organiques dissoutes afin d’obtenir un extrait soluble. Certains acides aminés sont
responsables de notes aromatiques spécifiques aux crustacés (Narayan et al., 2010). Par
conséquent, ils constituent des ingrédients intermédiaires pour 1’agroalimentaire, comme
compléments aromatiques incorporés dans des plats cuisinés. Ces composés peuvent étre
valorisés a partir de jus de cuisson issus des procédés de transformations des produits
aquatiques (Cros et al., 2004). De trés nombreux produits d’origine aquatique sont ainsi
produits a partir de saumon, de morue, des anchois, du thon, des crevettes, du homard, du
crabe, du calmar, des pétoncles, des huitres... Ces produits dérivés sont destinés a étre
incorporés dans la formulation de plats cuisinés, soupes, fumets et sauces, ou a étre utilisés
pour I’aromatisation du surimi. Les sous-produits peuvent ainsi étre valorisés a la condition
impérative qu’ils soient de qualité et propre a la consommation humaine. Un tri rigoureux
par espece doit étre fait, hormis pour les poissons blancs, et seules les visceres sont
exclues. Ces produits font 1’objet d’une importante concurrence internationale, mais
I’augmentation de la tendance du « prét-a-consommer » renforce les potentialités de

développement.
IV.12. Chondroitine sulfate

La chondroitine sulfate est une protéine impliquée d’une part dans la tonicité des
tissus de soutien (résistance et ¢élasticité) et d’autre part dans le mécanisme de constitution
de la structure cartilagineuse et de la croissance osseuse. Sous forme d’aliment fonctionnel,
elle permettrait d’adjoindre, a une réduction de la douleur et une amélioration de la

fonction articulaire, une protection structurelle de ’articulation chez les patients atteints
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d’arthrose (maladie des articulations), et d’autre part de favoriser la résistance et I’¢lasticité
des arteres. Cette protéine est extraite des cartilages de raies et requins grace a un procéde

de chimie fine.
1V.13. Chitine et chitosane

Les sous-produits de crustacés représentent plus de 50 % du poids frais (Wang et al.,
2011). Ce volume constitue une ressource abondante de chitine. Ce polysaccharide ancien
constitue 1’exosquelette des crustacés. La production de chitine se situe en majorité en
Asie-Pacifique. En 2004, on répertoriait 63 producteurs de chitine ayant une place
importante sur le marché mondial. Le Japon est le premier producteur (FAO, 2010).

La chitine est un polymere formé d'une répétition d'unités de N-acétyl-D-
glucosamine. C'est le second composé organique le plus abondant, aprés la cellulose, sur la
terre (Muzzarelli, 1977). La chitine est obtenue suite & une déminéralisation et une
déprotéinisation et pour aboutir au chitosane une désacétylation est toujours nécessaire. La
présence d'un groupement amine sur les oses de la chaine fait de la chitine et du chitosane,
son produit de transformation, les seuls sucres cationiques. Le chitosane et la chitine sont
de méme structure chimique globale et se distinguent par le nombre d'unités désacétylées
(Ravi Kumar, 2000). Le chitosane se distingue de la chitine par I'élimination du

groupement acétyle (Figure 4).
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Figure 4 :
Structures chimiques de la chitine et du chitosane (Ravi Kumar, 2000)
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Par rapport a la chitine [B (1-4) N-acétyl-D-glucosamine], le chitosane est un
copolymére linéaire de [ (1-4) N -D-glucosamine] (Hirano, 1999). Cette modification
permet au chitosane d'étre soluble dans des solutions de pH inférieur a 6,2. La frontiere
entre la chitine et le chitosane n'est pas bien définie puisque la chitine contient souvent
certains groupements déacétylés et vice-versa pour le chitosane. Une des caractéristiques
pour distinguer les deux polymeéres est le degré de désacétylation nécessaire pour permettre
une solubilisation du chitosane dans une solution acide qui est autour de 50% (Lévesque,
1995). D'autres n'appellent chitosane que les polymeéres de chitine déacétylés a plus de
75% (Khan, 2010). Les sous-produits de crustaces (crabes, crevettes) sont les principales
sources de chitine (Minke and Blackwell, 1978). On retrouve également la chitine dans les
carapaces des invertébrés marins, les carapaces des insectes de méme que dans les

champignons et les levures.

Dans sa structure, la chitine des carapaces de crevettes est souvent liée aux autres
constituants majeurs de la carapace, formant des liens covalents avec les protéines et une
matrice complexe renfermant du carbonate et du phosphate de calcium (Muzzarelli, 1977).
La présence de certains pigments, particulierement I'astaxanthine, donne la couleur rose-
orangée aux carapaces. Comme la chitine n’est pas soluble dans 1’eau, ses applications
restent limitées. Néanmoins, certains dérivés de la chitine sont solubles dans des solvants
aqueux. Les applications de la chitine et du chitosane englobent plusieurs domaines tel que
en: Médecine (Dash et al., 2011), agroalimentaires (Kumari and Kayastha, 2011), papeterie
(Srinivasa and Tharanathan, 2007), agronomie (Mundz et al., 2009) et en cosmétique
(Pereira et al., 1998).

IV.14. Ingrédients cosmétiques

®,

« Kératine

La kératine est utilisée pour les soins capillaires et les ongles en tant qu’agent

filmogene, tenseur et hydratant. Son extraction se fait a partir des écailles.
% Elastine

L’¢élastine est une structure ligamenteuse associée au collagene. Elle confere une
tonicité optimale aux tissus de soutien et stimule la croissance cellulaire. Son utilisation en
cosmétologie permet la mise au point de soins préventifs de la dégradation du collagene de
la peau. L’extraction de 1’élastine se fait essentiellement a partir des nageoires ou des
ligaments du thon.

20

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Etude Bibliographique

1V.15. Pigments

Une quantité importante de pigments est présente dans 1’exosquelette des crustacés.
Pour les crevettes, les pigments des crustaces appartiennent a la famille des caroténoides,
précurseur de la vitamine A. En générale, le pigment majoritaire est I’astaxanthine, entre
63,5 et 92,2 % (Sachindra et al., 2005). Les sous-produits généres lors de la transformation
des crevettes, tétes et carapaces, représentent une source importante de ces pigments
(Nakkariki, 2006). N’étant pas synthétisés par les animaux, les pigments sont apportés par
les aliments notamment sous forme de farine. L’astaxanthine est particuliérement prisé par
les éleveurs. Ajouté a l'alimentation des volailles, il colore leur coquille, ou ajouté a celle
des saumons, il rougit leur chaire (Shahidi, 1995). De plus, son pouvoir antioxydant est
largement démontré (Naguib, 2000 ; Guerin et al., 2003 ; Gimeno et al., 2007 ; Sachindra
et al., 2007) et souligné par les industries alimentaires, cosmétiques et nutraceutiques (Di
Mascio et al., 1991).

IV.16. Hydrolysats protéiques

L’hydrolyse enzymatique est une réaction chimique, catalysée par des enzymes du
type hydrolase, au cours de laquelle intervient obligatoirement une molécule d'eau et qui
aboutit a la scission d'un composé. L’hydrolyse enzymatique permet de couper les
protéines en peptides. Les protéines hydrolysées sont utilisées pour conférer des propriétés
nutritionnelles ou fonctionnelles particuliéres aux aliments (Gildberg et al., 2002). Lors
d’une hydrolyse enzymatique, les protéases vont cliver les liaisons peptidiques entre deux
acides aminés adjacents dans la séquence primaire d’une protéine, générant ainsi, au
moins, deux peptides. Une fois séchés, ces hydrolysats ont un aspect identique a celui des
farines. L’hydrolyse des liaisons peptidiques va donc générer la libération des protons H*
(Figure 5). Cette libération de protons H* va induire une acidification du milieu. Ce
principe est valable pour les hydrolyses se déroulant a pH supérieur a 6,5 pour que le degré
de dissociation des ions R-N"Hs soit suffisant. Lorsque le pH est inférieur & 6,5, la réaction
s’inverse et ce seront des ions HO™ qui seront libérés. Différents facteurs peuvent affecter
Iefficacit¢ de 1’hydrolyse enzymatique des protéines. Parmi ces facteurs, il y a la
température, le pH, la concentration du substrat et de ’enzyme, le degré d’hydrolyse (DH),
la force ionique, la présence ou I’absence de substances inhibitrices ou activatrices, et la

quantité d’eau ajoutée (Dumay, 2006).
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Figure 5 :

Schéma réactionnel de la libération de protons H' lors de I’hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique des sous-produits d’origine aquatique est une approche
alternative pour réhabiliter ces sous-produits et qui permet d’obtenir a partir de ceux-ci des
produits pouvant présenter de nouvelles propriétés fonctionnelles et/ou biologiques. On

distingue deux types d’hydrolysat enzymatique :

e Les autolysats sont obtenus principalement par 1’action des enzymes protéolytiques
endogénes, présentes dans le systéeme digestif ainsi que dans le tissu musculaire
(cathepsines). Les bactéries naturellement présentes dans le mélange participent également
a cette protéolyse. Ces autolysats sont généralement liquides, assez visqueux, riches en
acides aminés libres et en petits peptides. lls constituent une nourriture idéale pour
I’alimentation animale (Ravallec-Plé, 2000).

e Les hétérolysats sont des produits obtenus par 1’action d’une enzyme ou d’un
mélange d’enzymes additionné au milieu. Ce type d’hydrolyse enzymatique permet
d’obtenir des produits protéiques solubles dotés de bonnes propriétés fonctionnelles et
susceptibles d’étre utilisés en alimentation humaine ou animale. Pour cette raison, elle est
de plus en plus étudiée. En effet, selon Ruttanapornvareesakul et al. (2006), les hydrolysats
protéiques des sous-produits de la péche peuvent étre utilisés comme des additifs
alimentaires pour ameliorer les propriétés fonctionnelles et maintenir la qualité de certains
produits alimentaires. D’autre part, des études récentes ont démontré les propriétés
antioxydantes (Bougatef et al., 2009), anti-hypertensives (Balti et al., 2010) et satiétogénes
(Bougatef et al., 2010a) des hydrolysats protéiques de sous-produits de la péche.

Ainsi, les hydrolysats peuvent donc conduire & la conquéte de nouveaux marchés
dans des secteurs porteurs de valeur ajoutée tels que 1’agroalimentaire, la nutraceutique, la

pharmacie, la cosmétologie, etc.
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V. Les Caroténoides

V.1. Généralités

Caroténoide est un mot derivé de "Daucus Carota" le nom latin de la carotte. Les
caroténoides forment le groupe de pigments naturels le plus important et le plus largement
distribué chez les étres vivants (Ourisson et al., 1987). Plus de 700 caroténoides retrouveés
sous leur forme naturelle ont été identifiés (Straub et al., 1987). Ce sont des substances
liposolubles, ce qui favorise leur intégration directe dans certaines membranes. Les
caroténoides sont facilement détruits et deviennent incolores sous l'action de hautes

températures, de la lumiere et de I'oxygéne (Choubert, 1997).

La liaison entre le pigment caroténoide et une protéine confére au complexe un
caractere hydrosoluble particulier appelé les caroténoprotéines, qui sont largement
distribués chez les les crustacés (Ya et al., 1991). Les caroténoprotéines ont été isolées et
caractérisées a partir de plusieurs espéces marines, a savoir, 1’étoile de mer (Linckia
laevigata) (Clark et al., 1990), la crevette fées (Velu et al., 2003) et la crevette brune
(Chakrabarti, 2002). L’astaxanthine (caroténoide des crevettes), peut se complexer avec les
proteines, les lipides et la chitine (Figure 6).

Chitine

W CHZOH

CH,0H

U‘E-i—ﬁ Acide gras

\D
. Liaison ester
Astaxanthine

R=CH Protéine

Figure 6 :
Les liaisons chimiques possibles d’un caroténoide avec d’autres molécules
(Armenta and Legarreta, 2009)
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Les caroténoprotéines peuvent étre extraites par traitement protéolytique a partir des
sous-produits de crevettes (Simpson and Haard, 1985 ; Cano-Lopez et al., 1987) ou de
crabe (Manu-Tawiah and Haard, 1987). Selon Cano-Lopez et al. (1987), I’utilisation de la
trypsine de la morue atlantique dans I’extraction de caroténoprotéines a partir des Sous-
produits de crevettes permet la récupération de 80% de protéines et de 90% d’astaxanthine
alors que la trypsine bovine ne permet de récupérer que 65% de protéines et 49%
d’astaxanthine, dans les mémes conditions. Les caroténoprotéines peuvent étre utilisées
comme composé aromatisant ou colorant en industrie alimentaire ou comme additif
alimentaire en aquaculture (Simpson and Haard, 1985 ; Ramaswamy et al., 1991 ; Shahidi,
1994).

V.2. Structure chimique

Les caroténoides possédent une structure alicyclique ou aliphatique (Karrer and
Jucker, 1950). lls appartiennent a la famille des terpénoides (Figure 7). L’unité de base est

I’isopréne composé a 5 atomes de carbone (C5).

Figure 7 :
Squelette carboné de base des caroténoides

Les caroténoides sont dans la catégorie des tétraterpénes, car ils sont isuus
généralement de la condensation de 8 unités de 5 atomes de carbone. Tous les caroténoides
dérivent de la structure CsHsg suite a des modifications chimiques (oxydations,
cyclisations, déshydrogénation, ...). Cette structure chimique originale permet l'existence
d'un grand nombre de stéréoisomeéres qui donnent a chacune des molécules des propriétés
physiques et chimiques uniques. Les caroténoides sont caractérisées par un grand nombre
de doubles liaisons conjuguées qui leur donnent une coloration qui varie du jaune au rouge
(Choubert et al., 1997). La présence de ces doubles liaisons est aussi la cause de
l'instabilité qui caractérise ces pigments. A I'état naturel, les caroténoides sont
géneralement présents sous la forme E (trans). Sous I'effet de la lumiere ou de la chaleur,
les caroténoides sous forme E sont susceptibles de s'isomériser pour donner des isomeéres Z
(cis) (Sharma and LeMaguer, 1996). On désigne par le terme caroténoide 1’ensemble des

carotenes et des xanthophylles (Figure 8) :
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Figure 8 :
Structures chimiques de quelques caroténoides

V.3. Nomenclature

Au début, les caroténoides portaient des noms triviaux se référant a leur découverte
ou a des caractéristiques de la molécule. Pour rendre plus évidente la dénomination de ces
molécules, la premiéere nomenclature des caroténoides a été publiée en 1971 (Chem, 1971)
puis en 1974 elle a était modifiée et publiée dans « Pure and Applied Chemistry ». Cette
derniére a été approuvée par I'TUPAC/IUB (1975). Le squelette des caroténoides est
numéroté de 1 a 15 jusqu'au point de symetrie centrale de la molécule puis de 15'a 1'. Les
groupements méthyles sont numérotés de 16 a 20 et de méme du coté "prime" (Figure 9).
Le nom de base de cette structure est "carotene", c'est ce dernier qui est la base nominative

de tous les caroténoides.
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Figure 9 :
Nomenclature et numérotation du squelette des caroténoides

V.4. Organismes producteurs

Les caroténoides sont synthétisés par les bactéries, les champignons, les algues et les
plantes (Goodwin, 1980). Chez les plantes, les caroténoides sont clairement observables
par la couleur qu’ils donnent aux racines, fleurs et fruits. lls sont également présents dans
les tissus verts mais leur couleur est masquée par celle de la chlorophylle (Britton et al.,
1995). Les animaux sont incapables de synthétiser des caroténoides. Leur présence chez
certains organismes résulte d’une absorption alimentaire (Armstrong and Hearst, 1996).
L'influence sur l'organisme et l'importance des pigments caroténoides ajoutés a des
aliments sont démontrés chez les poissons (Choubert, 1983) et chez les crustacés (Otazu-
Abrill and Ceccaldi, 1984). Chez I'homme, 34 formes caroténoidiennes ont été isolées.
Quelques caroténoides ainsi que leurs principales sources alimentaires sont présentés dans

le Tableau 1.
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Tableau 1 :

Sources principales de quelgues caroténoides (Britton et al., 2009).

Caroténoides Sources alimentaires Teneur
B-Carotene Abricot, brocoli, carotte, mangue, huile de palme, ++++
épinard, patate douce
Chou de Bruxelles, mangue, péche, poivron +++
Goyave, laitue, orange, petits pois, courge, tomate ++
Beurre, pamplemousse, mandarine +
B-Cryptoxanthine  Kaki, cerise de Cayenne +++
Papaye, poivron, courge, mandarine ++
Lutéine Brocoli, Iégume-feuilles, poivron ++++
Jaune d’ceuf, courge ++
Lycopene Tomate, pasteque ++++
Carotte, goyave +++
Pamplemousse rose, papaye ++
Abricot, kaki +
Zéaxanthine Poivron ++++
Kaki, courge mais ++

++++ ; teneur trés élevée (>2 mg/100g de matiere fraiche) ; +++ : teneur élevée (0,5 a 2 mg/100g ) ; ++:

teneur modérée (0,1 a 0,5 mg/100g ) ; + : teneur faible (0 a 0,1 mg/100g ).

V.5. Différents types de caroténoides

On distingue deux groupes de caroténoides: les caroténes et les xanthophylles

(Higuera-Ciapara et al., 2006).

V/.5.1. Les caroténes

Les caroténes sont des diméres de la vitamine A. llIs se présentent majoritairement

sous la formes o (Figure 11) et B-carotene (Figure 12). Généralement, I’ensemble des

caroténoides qui ne sont pas oxygenés sont appellés les carotenes.

© 2015 Tous droits réservés.
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Figure 10 :
Structure chimique de 1’a-caroténe

Figure 11 :
Structure chimique du B-caroténe

V.5.2. Les xanthophylles
Les xanthophylles sont des molécules dérivées des carotenes, par ajout d'atomes
d'oxygene. Elles possedent chacune 40 atomes de carbone et deux structures cycliques aux
extrémités de la molécule. La zéaxanthine (Figure 12), la Ilutéine (Figure 13) et
I'astaxanthine font partie des xanthophylles. Ces pigments sont utilisés dans I'industrie de
la volaille comme colorants naturels (Lu et al., 2005) et dans I'industrie aquacole pour

I'élevage des salmonidés.

Figure 12 :
Structure chimique de la zéaxanthine

Figure 13 :
Structure chimique de la lutéine
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V.6. Focus sur 'astaxanthine

V.6.1. Définition
L’astaxanthine (C4oHs5,04) est un pigment de la classe des xanthoplylles (Figure 14).
I s’agit d’un dérivé oxygéné des caroténoides. Chimiquement, la structure de
I’astaxanthine est semblable au [-caroténe et a la vitamine A. Il est synthétise
essentiellement par des microalgues essentiellement Haematococcus pluvialis.
L’astaxanthine se trouve 1ié avec des acides gras ou des acides aminés aux niveaux de la

chair des salmonidés et des carapaces des crustacés (Olaizola, 2008).

Figure 14 :
Structure chimigue de I’astaxanthine

L’astaxanthine est le pigment le plus commercialisé en aquaculture, pour sa bonne
coloration, c’est le respensable de la couleur rose orangé chez les crevettes et les saumons.

En aviculture, son utilisation améliore la qualité de la viande (Olaizola, 2008).

V.6.2. Méthodes d’extraction de I’astaxanthine
Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’extraction de I’astaxanthine a partir des sous-

produits de crevettes.

«» Par le dioxyde de carbone supercritique

Il s’agit d’un procédé innovant d'extraction d'astaxanthine a partir des sous-produits
de crevettes (Andrea et al., 2011). C’est une technologie propre qui s’effectue a une
température et une pression supercritique du CO, relativement basses ce qui réduit les
risques de la dégradation thermique des pigments (Machmudah et al., 2006). C’est une

méthode commercialement viable grace a son rendement élevé.

«» Par fermentation

La fermentation s’avére étre une technique d’extraction prometteuse (Sachindra et
al.,, 2007 ; Armenta and Guerrero-Legarreta, 2009; Pacheco et al., 2009). C’est une

méthode propre et non couteuse.
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«» Par solvants organiques

L’astaxanthin est une molécule liposoluble qui peut étre extraite suite a une
macération dans des solvants organiques. L’utilisation du mélange hexane/isopropanol
prouve son efficacité avec une récupération de 60% de I’astaxanthine (Sachindra et al.,
2006). L’inconvénient de cette méthode c’est que 1’extraction chimique provoque des
problemes environnementaux a cause des déchets toxiques générés au cours de ce

traitement.

« Par huiles végétales

L'astaxanthine peut étre également extrait par des huiles végétales. Plusieurs études
sur I’extraction avec des huiles végétales ont été réalisées (Sachindra and Mahendrakar,
2005 ; Akdes, 2008 ; Handayani et al., 2008).

«» Par voie enzymatigue

L’extraction de I’astaxanthine a partir des sous-produits de crevettes par voie
enzymatique est une méthode récente et propre mais relativement lente (Lee et al., 1999 ;
Babu et al., 2008). L’extraction de I’astaxanthine par hydrolyse enzymatique a partir des
sous-produits de crevettes semble efficace pour des applications alimentaires grace a la

richesse en acides aminés et en astaxanthine de I’hydrolysat élaboré.

V.6.3. Propriétés biologiques de I’astaxanthine
L'astaxanthine trouve plusieurs applications potentielles dans les domaines de

’agroalimentaire et de la santé.

®,

«+ L’astaxanthine dans 1’alimentation humaine et animale

L’astaxanthine est naturellement apportée dans I’alimentation humaine suite a la
consommation des produits de la mer telle que les crustacés, et les poissons rouges.
L'astaxanthine est utilisé dans I'alimentation comme antioxydant et/ou colorant alimentaire
(Capelli et al., 2013). L’astaxanthine est également utilisé en aquaculture et en aviculture

(Olaizola, 2008).

Rl

+ L’astaxanthine et 1’activité antioxydante

L’astaxanthine est un puissant piégeur de 1’oxygéne singulet (Naguib, 2000). Il a eté
montré qu’il neutralisait deux fois plus efficacement 1’oxygéne singulet que le 3-caroténe
(Di Mascio et al., 1991). L’astaxanthine neutralise également les radicaux libres (Karppi et
al., 2007). Plusieurs chercheurs ont etudié I’activité antioxydante de I’astaxanthine (Liang
et al., 2009 ; Leite et al., 2010 ; Ngo et al., 2011a ;McCarty, 2011 ; Wang et al., 2012 ; Li

etal., 2014).
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«» L’astaxanthine et ’inflammation

Plusieus études ont montré que I'astaxanthine est une molécule trés efficace pour tout
type d’inflammation (Lockwooda et al., 2006 ; Pashkow et al., 2008 ; Yasui et al., 2011 ;
Zhang et al., 2014). L'astaxanthine aide a combattre les symptdmes de la maladie ulcéreuse
et il permet de réduire les symptdmes de 1’inflammation gastrique (Bennedsen et al., 2000 ;
Bolin et al., 2010).

«» L’astaxanthine et le systéme immunitaire

L’astaxanthine est éfficace pour la protection et la régénération du systeme
immunitaire. Des études in vitro et in vivo ont montré qu’il induit la réponse immunitaire.
En effet, I’astaxanthine stimule la production d’anticorps par les cellules de la rate et peut
également restaurer la réponse immunitaire humorale endommagée. Nombreuses études in
vitro ont montré que I’astaxanthine stimule la production d’immunoglobuline (Bennedsen

etal., 2000 ; Amar et al., 2004 ; Amar et al., 2012 ; Chew et al., 2013 ; Li et al., 2014).

«» L’astaxanthine et la vision

Certains caroténoides peuvent assurer la protection de la rétine contre les dommages
oxydatifs (Ngo et al., 2011a ; McCarty, 2011). Une étude in vivo montre que 1’astaxanthine
atténue les lésions rétiniennes associées a la dégénérescence maculaire liée a 1’age (Tso et
al., 1996). En effet, les photorécepteurs des rats nourris avec de 1’astaxanthine étaient
moins endommagés par ’attaque des rayons UV que ceux des rats n’ayant pas recu

d’astaxanthine.

«» L’astaxanthine et le cancer

L’astaxanthine a un effet protecteur contre la carcinogenése de (Tanaka et al., 1994).
Son activité anticancéreuse peut étre liée au rble que jouent les caroténoides dans la
communication cellulaire. Plusieurs études recentres, in vitro et in vivo, ont montré
également que I’astaxanthine est doué¢ d’activité antiproliférative et anticancéreuse
(Palozza et al., 2009 ; Yasui et la., 2011 ; Inoue et al., 2012 ; Nagaraj et al., 2012 ; Wang et
al., 2013 ; Saw et al., 2013 ; Kavitha et al., 2013).

+» L’astaxanthine et le systéme cardiovasculaire

L’effet protecteur de I’astaxanthine contre les maladies cardiovasculaires est
largement décrit en littérature (Yoshida et al., 2010 ; Khan et al., 2010 ; Monroy-Ruiz et
al., 2011). Chez I’homme, 1’astaxanthine, liposoloble, est transportée par les lipoprotéines

(Pashkow et al., 2008). L’administration de |’astaxanthine chez les rats assure une
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augmentation des niveaux sanguins de cholestérol-HDL (Bolin et al., 2010 ; Pashkow et
al., 2008).

«» L’astaxanthine et le systéme nerveux

L’astaxanthine en synergie avec d'autres micronutriments interviendraient dans de
nombreux processus biologiques permettant la réduction de maladies cérébrales. Plusieurs
études ont montré une relation entre une consommation réguliere en astaxanthine et la
diminution d'un certain nombre de maladies cérébrales (Sasaki et al., 2011 ; Chang et al.,
2013 ; Zhang et al., 2014).

«» L’astaxanthine et ’activité antidiabétigue

Le stress oxydatif induit par I'nyperglycémie est une des causes du disfonctionnement
des cellules B du pancréas chez les patients atteints de diabéte. L’administration
d’astaxanthine a permis de réduire la destruction progressive des cellules B dans des
modeles animaux diabétiques (Bhuvaneswari et al., 2010 ; Leite et al., 2010 ; Marin et al.,
2011). L'astaxanthine peut exercer des effets bénéfiques dans le diabete en réduisant la
toxicité du glucose et en réduisant la néphropathie diabétique (Uchiyama et al., 2002 ;
Naito et al., 2004).

V1. Les peptides bioactifs

VI.1. Généralités

Le terme “peptide bioactif «“ a été utilisé pour la premiere fois en 1950 par Mellander.
En 1979, Zioudrou et al. ont mis en évidence une activité opioide dans un hydrolysat de
gluten. L’¢tude des peptides bioactifs, appelés aussi peptides fonctionnels, suscite un
intérét croissant dans le domaine de la recherche en raison de leurs effets potentiellement
bénéfiques pour la santé humaine. En plus de leur digestibilité élevée par rapport aux
protéines, les peptides peuvent présenter des propriétés fonctionnelles utiles en
alimentation, ainsi que des propriétés biologiques intéressantes en nutraceutique. En effet,
de nombreux peptides bioactifs ont été isolés a partir des hydrolysats de protéines de de
céréales, des ceufs, du lait et de poissons ayant des effets bénéfige sur la santé humaine.
Ces peptides peuvent étre soit synthétisés a partir d’acides aminés, soit générés suite a une

hydrolyse chimique ou enzymatique de protéines alimentaires.
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VI1.2. La syntheése de peptides

La synthese de peptides peut étre realisée soit par voie chimique, soit par voie
enzymatique, soit par génie génetique. Le choix de la méthode dépend principalement de la
la quantité a produire et de la longueur du peptide (Gill et al., 1996). La synthése chimique
est une méthode répandue et bien maitrisée, la quantité produite peut atteindre des
kilogrammes et la longueur des peptides peut varier entre 10 a 100 acides aminés. Cette
méthode chimique présente plusieurs inconvénients. Elle est tres colteuse, entraine des
problemes de racémisation des acides aminés et nécessite des produits reéactionnels
dangereux pour I’environnement et la santé. L’utilisation du génie génétique nécessite
quant a elle une tres colteuse et tres longue phase de recherche afin de générer un
organisme producteur du peptide en question. Les faibles rendements limite 1’utilisation de
cette méthode. Enfin, les peptides peuvent étre synthétisés par 1’action catalytique des
protéases en milieu non-aqueux. Bien que cette méthode est non dangereuse et peu
colteuse, la faible productivité et le manque de connaissances sur la spécificité des
protéases dans les milieux non-aqueux restent les principaux obstacles pour utilisation
intense de cette méthode (Gill et al., 1996).

VI1.3. La production de peptides par protéolyse

Actuellemnt, il est désormais bien établi que les protéines issues de sources diverses
contiennent dans leur séquence primaire des enchainements d’acides aminés qui, une fois
libérés, sont capables d’influencer la physiologie de 1’organisme. En fait, la recherche
concernant les peptides est principalement focalisée sur les propriétés nutritionnelles et
biologiques de ces derniers en vue d’applications alimentaires, pharmacologiques ou
médicales (Korhonen et al., 1998).

L hydrolyse chimique des protéines alimentaires présente beaucoup de désavantages
(peu spécifiques, perte de certains acides, production de molécules toxiques, production
importante d’acides aminés libres, la racémisation des acides aminés) qu’elle n’est
quasiment pas utilisée dans le cadre d’applications alimentaires ou pharmacologiques
(Clemente, 2000 ; Linder et al., 2001). L’hydrolyse enzymatique de protéines ne présente
pas les désavantages de I’hydrolyse chimique. Ainsi, la composition en acides aminés des
hydrolysats protéiques est similaire a celle de la protéine d’origine : 1’hydrolyse
enzymatique des protéines n’affecte pas la valeur nutritionnelle de la protéine d’origine
(Maldonado et al., 1998). L’utilisation des enzymes permet un certain controle de la

réaction d’hydrolyse et de ses produits d’hydrolyse (Clemente, 2000). La composition
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peptidique des mélanges varie selon la spécificité de la protéase utilisée et les conditions de
I’hydrolyse. Selon les propriétés visées, 1’hydrolyse enzymatique des protéines peut étre
plus ou moins compléte. Une hydrolyse limitée permet d’obtenir des peptides de grande
taille moléculaire aux propriétés fonctionnelles intéressantes (Blom et al., 1996). Alors
qu’une hydrolyse poussée conduit a la génération de petits peptides utilisables dans les

milieux de culture et dans les formulations diététiques.

V1.4. Applications biotechnologiques des peptides

V1.4.1. Support de milieu de culture microbienne
Les peptides issus de 1’hydrolyse de sous-produits d’origine aquatique constituent
des ingrédients pour des milieux de culture microbienne a codt réduit et de qualité. Des
études ont été effectuées sur I’efficacité de leur utilisation en milieu de culture (Guérard et
al., 2001). Les peptides constituent ainsi une source d’azote efficace a moindre cott pour la

culture microbienne (Vieira et al., 2005).

V1.4.2. Nutrition animale

Les peptides présentent un intérét particulier dans la nutrition animale & cause de leur
digestibilité plus élevée (Heu et al., 2003). Plusicurs études sur I’efficacité de 1’utilisation
d’hydrolysats de crevette et de poisson en nutrition animale ont été effectuées. Il a éte
démontré que chez les ruminants la digestibilité est plus élevée dans 1’ensilage de sous-
produits de crevette par rapport aux sous-produits de crevette non traités (Evers and
Carroll, 1998). En aquaculture, 1’utilisation d’hydrolysats de sous-produits de poisson a
prouvé son efficacité sur la croissance des poissons (Plascencia-Jatomea et al., 2002;
Refstie et al., 2004 ; Oliveira Cavalheiro et al., 2007). La production de peptides a activité
antioxydante associée a la présence d’astaxanthine dans les autolysats de crevette présente

un intérét particulier en aquaculture (Sachindra and Bhaskar, 2008).

V1.4.3. Nutrition humaine

Les peptides présentent un intérét particulier en alimentation humaine dd au fait
qu’ils présentent des propriétés fonctionnelles, qui leur permettent de jouer un réle dans les
caractéres organoleptiques des aliments ou dans leur durée de conservation. Une des
raisons principales justifiant d’effectuer des hydrolyses enzymatiques sur les produits et les
sous-produits d’origine aquatique est la recherche de peptides avec des propriétés
fonctionnelles. En effet, 1’hydrolysat de sous-produits d’hareng présente une propriété
importantes de solubilité (Sathivel et al., 2003) ; I’hydrolysat d’hareng entier présente des

propriétés moussante et émulsifiante (Liceaga-Gesualdo and Li-Chan, 1999) ; une capacité
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de rétention d’eau a été observée dans [’hydrolysat de tétes de crevette
(Ruttanapornvareesakul, 2006). Les peptides présentent aussi une digestibilité élevée et, de
fait, leur valeur nutritionnelle est importante. Les hydrolysats possedent également des

acides aminés libres pouvant étre utilisé comme ardme (Heu et al., 2003 ; Cao et al., 2008).

V1.4.4. Bioactivité

Lorsqu’elles subissent une hydrolyse enzymatique avec des protéases, les protéines
sont alors clivees en peptides. Les modifications apportées sont souvent requises pour la
production de composés possédant des propriétés plus désirables qui pourraient par
exemple entrer dans la formulation de produits alimentaires (Quaglia and Orban, 1987).
D’une maniére générale, les peptides biologiquement actifs sont de petite taille (Tomé,
1998). Cependant, il existe des exceptions concernant la taille des peptides bioactifs. Ces
derniers présentent un intérét dans le domaine pharmaceutique et nutraceutique. Des
activités  antihypertensive,  sécrétagogue,  anticancéreuse, immunostimulante,
antibactérienne... ont été identifiées dans des peptides d’origine aquatique. Le Tableau 2
présente quelques exemples de bioactivité de peptides obtenus lors de manipulations

biotechnologiques de poissons et de crustacés.
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Tableau 2 :
Bioactivité de peptides isolés a partir des produits de la mer

Bioactivité Origine Références
Antioxydant Sole Kim et al., 2008; Jun et al., 2004
Crevette He et al., 2007 ; He et al., 2008
Morue Jeon et al., 1999
Merlan Nakajima et al., 2009
Hoki Jeetal., 2005 ; Kim et al., 2007
Thon Je etal., 2007 ; Bougatef et al., 2012 ; Saidi et al., 2014
Emissole Bougatef et al., 2009
Antihypertensive Seiche Balti et al., 2010
(Inhibition de la conversion  Sole Kim et al., 2008
de I’angiotensine I) Crevette He et al., 2008
Morue Jeon et al., 1999
Saumon Nakajima et al., 2009
Merlan Nakajima et al., 2009
Colin Nakajima et al., 2009 ; Je et al., 2004
Emissole Bougatef et al., 2008
Saumon Leeetal., 2014
Tortue Rawendra et al., 2013
Satiétogene Emissole Bougatef et al., 2010a
Accélération de I’absorption  Hoki Mellander, 1950 ; Jung et al., 2005 ; Jung and Kim,
du calcium 2007 ; Kim et al., 2007
Sécrétagogue Merlan Cudennec et al., 2008
Morue Ravallec and Van, 2003 ; Slizyte et al., 2009
Crevette Cudennec et al., 2008 ; Ravallec and Van, 2003
Antiradicalaire Crevette Gueérard et al., 2007
Emissole Bougatef et al., 2009
Morue Ngo et al., 2011b
Antiproliférative Morue Picot et al., 2006
Crabe Picot et al., 2006
Saumon Picot et al., 2006
Antibactérien Crevette Cudennec et al., 2008
Crabe Doyen et al., 2012 ; Beaulieu et al., 2014
Anchois Tang et al., 2015
Antidiabétique Saumon Li-Chan et al., 2012
Thon Huang et al., 2012
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VI.5. Peptides et activité antibactérienne

V1.5.1. Généralités sur les peptides antibactériens

Dans les années soixante dix, des peptides présentant une activité antibactérienne
furent découverts chez différents organismes (Csordas and Michl, 1970 ; Habermann,
1972 ; Fernandez de Caleya et al., 1972). Ces découvertes ont déclenché un intérét
croissant pour isoler et identifier d’autres peptides antibactériens. Les peptides
antibactériens sont souvent des molécules amphiphiles contenant un nombre important de
résidus arginine et/ou lysine dans leur séquence, leur permettant d’acquérir une charge
globale positive et donc d’interagir avec les membranes des bactéries. Les peptides
antibactériens sont généralement constutués par un nombre de résidus d’acides aminés
inférieur a 50 dont la mojorité est des résidus hydrophobes. Ils sont caractérisés par leur
capacité a augmenter la perméabilité ionique des membranes céllulaires (Toke, 2005).
Actuellement, il existe plus que 1000 peptides antibactériens d’origines différentes,
répertoriés dans plusieurs bases de données (Antimic, Antimicrobial Peptide Database,
Antimicrobial Sequence Database...). Méme si certains peptides ont un spectre d’activité
limité aux bactéries, d’autres étendent leurs activités aux virus, aux champignons, a
certains parasites, et méme aux cellules cancéreuses (Baker et al., 1993; Chinchar et al.,
2004 ; Toke, 2005). Les peptides antibactériens se repartissent en deux catégories
(Hancock and Chapple, 1999) : ceux synthétisés par voie non ribosomale, et ceux obtenus
par synthése ribosomale. Les peptides antibactériens non ribosomals sont généralement
issus de champignon, de levures ou de bactéries. Leur synthése a lieu au sein des
complexes multienzymatique et ils peuvent subir des modifications comme des
glycosilations et des cyclisations. Les peptides ribosomales sont synhétisés par les
ribosomes. Apres leur synthese, ils sont stockés dans des granules au sein de leucocytes ou
de cellules épithéliales, et lorsque I’organisme est attaqué ils sont libérés. Ces peptides
constituent une part importante de I’'immunité innée (Devine, 2003 ; Levy, 2004).

Certains peptides antibactériens sont issus par la degradation protéolytique de
protéines. Au cours des années 1990, plusieurs peptides possédants des activités
antibactériennes ont été mis en évidence dans des hydrolysats protéiques. Tomita et al.
(1991), ont été les premiers & mettre en évidence les effets antimicrobies d’un hydrolysat
pepsique de lactoferrine. Recio et Visser (1999), Liepke et al. (2001) et Malkoski et al.,
(2001) ont identifié des peptides antibactériens a partir de 1’hydrolysat enzymatique de la

caséine. A partir de I’hémoglobine bovine, plusieurs peptides antimicrobiens ont été isolés
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par hydrolyse pepsique (Lignot et al., 1999 ; Froidevaux et al., en 2001 ; Nedjar et al.,
2008 ; Yaba Adje et al., 2011 ; Catiau et al., 2011a). Quelques exemples de peptides

antibactériens connus d'origine animale et végétale sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 :

Peptides antibactériens isolés d’hydrolysats protéiques d’origine animale et végétale

Source

Références

Hémoglobine bovine

Lignot et al., 1999; Froidevaux et al., 2001;
Choisnard et al.,, 2002; Daoud et al., 2005;
Nedjar et al., 2006 ; Nedjar et al., 2008 ; Yaba Adje et
al., 2011 ; Catiau et al., 2011a

Hémoglobine humaine

Liepke et al., 2003 ; Mak et al., 2009

Lactosérum

Gauthier et al., 2006 ; Theolier et al., 2013

Lactalbumine
Ovalbumine

Sérum albumine

Biziulevicius et al., 2006

Caséine animale

Recio and Visser, 1999 ; Biziulevicius et al., 2006 ;
Lahov and Regelson, 1996 ; Zucht et al., 1995;
Malkoski et al., 2001 ; Liepke., et al., 2001

Caséine du lait maternel

Liepke et al., 2001

Gluten de blé

Del Castillo et al., 2007

Sésame

Das et al., 2012

Sous-produits de crevette

Cudennec et al., 2008

Crabe

Doyena et al., 2012 ; Beaulieu et al., 2014

Poissons :
Wallago attu
Engraulis japonicus

Hypophthalmichthys molitrix

Sattar et al., 2006
Tang et al., 2015
Jiang et al., 2014

Huitre japonaise

Liu et al., 2008

Blanc d’ceuf

Memarpoor-Yazdi et al., 2012

© 2015 Tous droits réservés.
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V1.5.2. Classification des peptides antibactériens
Plusieurs classifications ont été établies, en suivant 1’évolution des découvertes. En
effet, il n’existe pas a ce jour de nomenclature universelle définie au niveau international.
IIs ont tout d’abord été classés en fonction de leur origine, mais 1’isolement de plusieurs
peptides différents a partir d’une méme espeéce, a conduit a abandonner cette classification.
Actuellement, la classification des peptides antibactériens repose sur leur charge et leur
structure (Boman, 1995 ; Gennaro et al., 2000 ; Shai, 2002).

V1.5.2.1. Les peptides antibactériens anioniques

Les peptides antibactériens anioniques sont de petites molécules, présentant des
régions d’homopolymere d’acide aspartique. Ils sont présents au niveau d’extraits de
surfactants, dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire et dans les cellules épithéliales
ciliées des voies aériennes. lls requierent la présence de Zinc comme cofacteur pour leur
action biologique (Brogden, 2005). Plusieurs peptides antibactériens anioniques ont été
découverts (Schittek et al., 2001 ; Fales-Williams et al., 2002).

V1.5.2.2. Les peptides antibactériens cationiques

Les peptides antibactériens cationiques peuvent étre classés en quatre grandes

familles.

«» Peptides antibactériens en hélice o

Des centaines de peptides antibactériens sont regroupés dans cette famille (Orsolya,
2005 ; Castro Fontes, 2005; Lemaitre and Hoffmann, 2007; Lai and Gallo, 2009; Guani-
Guerra et al., 2010). Ces peptides sont les premiers antibactériens découverts et ils sont les
plus étudiés en raison de leur structure et mode d'action relativement simples. Ces peptides
sont généralement cationiques et possedent 50% a 60% de résidus hydrophobes (Tossi et
al., 2000 ; Zasloff, 2002). lls sont de petite taille (< 40 acides aminés) et ne possédent pas
de résidu cystéine. lls adoptent une structure secondaire caractérisee par la présence d’une
ou plusieurs hélices a amphiphiles lors du contact avec la membrane phospholipidique des
bactéries (Brogden, 2005).

«» Peptides antibactériens linéaires riches en certains acides aminés

Ce sont des peptides linéaires non structurés (Powers and Hancock, 2003). Ils
possédent dans leur structure une séquence dont la composition est dominée par un certain
type d’acide aminé (la proline, l'arginine, I'histidine et la glycine) et sont composes
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d’environ 44 résidus (Andres and Dimarcg, 2007). Ces peptides agissent au niveau
intracéllulaire par I’inhibition de la synthese des protéines chez les bactéries (Andreu and
Rivas, 1998). Plusieurs peptides antibactériens riches en proline d'origine aquatique ont été
isolés (Cuthbertson et al., 2004).

+»+ Peptides antibactériens cycliques riches en ponts disulfures

Cette famille regroupe les peptides antibactériens qui contiennent des ponts
disulfures intramoléculaires formés gréce a la présence de résidus cystéine ce qui entraine
la cyclisation partielle ou totale de la molécule (Brogden, 2005; Andres and Dimarcq,
2007). Les défensines sont les plus représentatives de cette famille de peptides (Brogden,
2005). Les peptides antibactériens riches en cystéines sont classés en fonction du nombre
de ponts disulfure, de leur forme et de leur origine (Dimarcq et al., 1998). Il existe les
peptides ayant une conformation en feuillet  avec trois ponts disulfures, ceux qui
possédent une conformation en épingle a cheveux ou encore des structures mixtes

contenant a la fois des hélices a et des feuillets B (Bulet et al., 2004).

0,

«» Peptides antibactériens a structure « Random coil »

Ce sont des petits peptides (3 a 9 acides aminés) chargés positivement, ne possedent
pas ou peu de résidus hydrophobes, et un pourcentage élevé de structure en «Random coil»
(Nedjar-arroume et al., 2008; Catiau et al., 2011a,b). Ces peptides antibactériens peuvent
se structurer au contact de la membrane bactérienne (Powers and Hancock, 2003). La
néokyotorphine, peptide isolé de la chaine a de I’hémoglobine bovine, est le peptide le plus
représentatif de cette famille (Lopez et al., 2006).

V1.5.3. Mécanismes d’action des peptides antibactériens

Les peptides antibactériens perturbent de facon sélective les membranes
bactériennes. En effet, la charge externe des phospholipides de la membrane et la
distribution de charge des peptides semblent rentrer en jeu dans les interactions entre les
membranes biologiques et les peptides antibactériens (Bowman et al., 1994 ; Oren and
Shai, 1998; Cudi and Otvos, 2002). La plupart des peptides antibactériens semblent agir
sur la membrane bactérienne. Cette action directe sur la membrane entraine la mort de la
cellule par des phénomenes osmotiques. Certains, cependant, agissent par inhibition de

mécanismes intra-cytoplasmiques (Jenssen et al., 2006).

40

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Etude Bibliographique

V1.5.3.1. Mécanismes entrainant la déstabilisation de la membrane cytoplasmique

Les peptides antibactériens vont s'insérer et/ou détruire la membrane bactérienne par

quatre mécanismes différents :

« Le modele en douve de tonneau (barrel-stave model)

C’est le mode d’action des peptides antibactériens amphipathiques organises en
hélices o (Figure 15).

Figure 15 :
Modeéle en "douves de tonneaux" (Brodgen, 2005)

Les parties hydrophobes des peptides antibactériens interagissent avec la partie
lipidique de la membrane cellulaire alors que les surfaces hydrophiles se tournent et
pénétrent vers ’intérieur pour former un pore aqueux (Matsuzaki et al., 1998). Le
recrutement progressif de monomeres additionnels augmente la taille du pore. Les canaux
transmembranaires ainsi formés vont détruire les équilibres osmotiques et conduire a la

lyse de la bactérie.

«» Le modeéle des pores toroidaux (toroid pore model / Wormhole model)

Pour ce mécanisme les lipides membranaires font partie intégrante du pore. Ces
lipides sont intercalés avec les peptides dans le canal transmembranaire (Yeaman et al.,
2003; Jenssen et al., 2006). Dans le modele, les peptides vont rester fixés a la téte polaire
de la monocouche lipidique, méme une fois qu’ils sont insérés perpendiculairement dans la
bicouche (Matsuzaki et al., 1996; Yang et al., 2001). Les hélices sont initialement orientées
parallelement a la surface membranaire, puis s’inseérent dans la monocouche extérieure,

induisant une distorsion de la membrane. La courbure de cette derniére permet au pore
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d’étre bordé a la fois par la face polaire des peptides et les tétes polaires des lipides
membranaires (Matsuzaki et al., 1996; Yang et al., 2001; Yeaman et al., 2003).
Ainsi, I’invagination des lipides entraine la jonction des deux feuillets lipidiques,

formant un trou toroidal (Figure 16).

G H0n i S5 Rk Do pe g G oo <0y oy i)

.....................

T‘;_
Figure 16 :

Modeéle des "pores toroidaux" (Brodgen, 2005)

«» Le modeéle en tapis (carpet mechanism)

Les peptides antibactériens s’organisent parallelement a la surface membranaire. Les
peptides forment ainsi un tapis a la surface membranaire entrainant des perturbations de la
fluidité membranaire (Shai et al., 2002). Ce ci provoque I’effondrement de la membrane
créant ainsi un effet détergent, perforant la membrane, laissant ainsi le contenu
cytoplasmique s’échapper (Ehrenstein et al., 1977). Pour ce modeéle, il est nécessaire que
les peptides recouvrent toute la surface membranaire, et qu’ils se trouvent en concentration
efficace pour agir (Figure 17). Ce modele différe des deux précédents pour deux raisons :
les peptides ne s’inse€rent pas dans la membrane et il n’est pas nécessaire que les peptides

adoptent une structure en hélice a dans ce mode d’action.
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Figure 17 :
Modeéle en tapis (Brodgen, 2005)

% Le modéle “coarse-grain molecular dynamics

Ce mécanisme est basé sur des simulations informatiques en utilisant des peptides
antibactériens synthétiques de faibles masses moléculaires (Lopez et al., 2006). Le
mécanisme repose sur une perméabilisation de la membrane sans la détruire. Les peptides
vont se lier a la téte hydrophile de la membrane et lorsque ces peptides sont assez
nombreux, ils vont former un domaine hydrophile. Les molécules d'eau ou de tout autre
solvant vont alors étre expulsées de la bactérie en passant de peptide en peptide. La
bactérie va par conséquent se vider de son contenu cellulaire ce qui conduit a sa mort. Ce
mécanisme pourrait également avoir lieu pour certains peptides antibactériens naturels de

faibles poids moléculaires.
V1.5.3.2. Mécanismes sans interaction avec la membrane cytoplasmique

Les peptides antibactériens dépassent la membrane plasmique et inhibent différentes
voies de syntheses au niveau intracytoplasmique (Powers and Hancock, 2003; Jenssen et
al., 2006). Une fois a I’intérieur ces peptides antibacteriens peuvent agir sur des cibles

intracellulaires spécifiques tels que la synthése d’ADN, la synthése de protéines, des
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activités enzymatiques, ou encore par des perturbations dans la formation des composants
de la paroi... (Cudi and Otvos, 2002).

VI.6. Peptides et activité antidiabétique

V1.6.1. Le diabéte : Généralités

Le diabéte est une maladie fréquente trés répandue dans le monde. L'organisation
mondiale de la sante (OMS), estime 347 millions le nombre de patients diabétiques au sein
de la population mondiale (OMS, 2013). En 2010, le diabéte a tué environ 3,4 millions de
personnes, I’OMS prévoit qu’en 2030, il sera la septiéme cause de décés mondiale.

Le diabéte est une affection métabolique complexe liée a des facteurs génétiques et
environnementaux, et caractérisée par la présence d’une hyperglycémie chronique résultant
d’une déficience de la sécrétion d’insuline, d’anomalies de son action sur les tissus cibles,
ou de I’association des deux (Grimaldi, 2005). Biologiquement, le diabéte se définit par
une glycémie a jeun dans le plasma veineux supérieure ou égale a 1,26 g/l soit 7,0 mmol/l
et ceci a au moins deux reprises. Il est également caractérisé par une glycémie sur plasma
veineux supérieure ou égale a 2 g/l soit 11,1 mmol/l quelque soit le moment par rapport a
un repas (OMS, 2013). Cette maladie est incurable, mais peut étre traitée (Raccah, 2004).
En l'absence de traitement, il se reconnait par une élévation chronique de la glycémie.
Celle-ci s'accompagne parfois par les symptémes suivants : polyurie, polyphagie, asthénie,
amaigrissement ou obésité, et des troubles de la conscience aboutissant a un coma mortel
(Raccah, 2004 ; Calop et al., 2008). Le diabete aboutit a des complications comme les
maladies cardio-vasculaires et rénales. Ces complications peuvent étre diminuées ou
empéchées en maintenant une glycémie pres de la normale (0,7-0,8 g/l) (Raccah, 2004).

On distingue deux grandes formes de diabéte :

«» Le diabéte de type 1

Pour ce type de diabéte le pancréas ne produit pas I'insuline a cause de la destruction
de la majorité des cellules B des ilots de Langerhans (diabéte insulinodépendant). Il

survient le plus souvent pendant I'enfance ou lI'adolescence.

« Le diabéte de type 2

Ce type de diabéte apparait lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment
d’insuline ou que 1’organisme n’utilise pas correctement I’insuline qu’il produit (diabete

non insulinodépendant). Il apparait généralement a 1’age adulte. Le diabéete de type 2 est le
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plus fréquent et représente environ 90 % des cas a tel point qu’on peut aujourd’hui parler
d’une véritable “épidémie*.

Le diagnostic du diabete de type 2 est établi lorsqu’une hyperglycémie est maintenue
suite a un repas normalisé (Raccah, 2004). Cette hyperglycémie est due a une association
d’un défaut de I’action et de la sécrétion d’insuline. Une insulinorésistance et une
insulinémie inappropriée a 1’hyperglycémie sont les caractéristiques principales de cet
diabéte. A long terme, le diabete de type 2 se caractérise par la présence de glucose dans
les urines “diabéte sucré “. Ce symptome suggere que 1’hyperglycémie est constante et
présage d’une atteinte possible d’autres organes pour lesquels des complications peuvent
se développer. Des facteurs génétiques seraient susceptibles d’induire un diabete de type 2.
Associées aux causes génétiques le role de I’environnement est non seulement important

mais devient capital compte tenu du changement d’habitudes alimentaires.

«» Autres types de diabéte

Il existe d’autres formes de diabéte: le diabéte gestationnel (intolérance au glucose
chez les femmes enceintes) ou des diabétes résultant de conditions spécifiques ou
génétiques (diabetes dits secondaires).

V1.6.2. Le diabete et les incrétines

Au cours d’un repas, la prise de nourriture va entrainer certaines adaptations
physiologiques afin de favoriser I’absorption des nutriments et leur métabolisme. Parmi ces
adaptations, la présence d’hormones gastro-intestinales, les incrétines, qui vont favoriser la
sécrétion d’insuline.

Le concept des “incrétines* est apparu au début du 20°™ siécle. Plus tard, le glucose-
dependent insulinotropic peptide (GIP) et le glucagon like peptide-1 (GLP-1), se sont
avérés étre les principaux acteurs de ce que 1’on appelle “effet incrétine* (Gautier et al.,
2008). Cet effet se définit comme I’augmentation de 1’insulinosécrétion en réponse au
glucose oral comparativement a celle obtenue en réponse au glucose administré par voie
intraveineuse de maniére a obtenir le méme profil glycémique. 1l est principalement dd a la
potentialisation de I’insulinosécrétion, de facon glucodépendante, exercée par le GLP-1 et
le GIP. On estime que 50 a 70 % de la sécrétion d’insuline sont liés a I’effet “incrétine*
(Virally et al., 2008).

Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales qui stimulent la sécrétion
d'insuline lorsque la glycémie est trop élevée. Le GIP (peptide de 42 acides aminés) et le

GLP-1 (37 acides aminés) sont sécrétés par des cellules endocrines de 1’épithélium
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intestinal qui sont respectivement les cellules K du duodénum et les cellules L de 1’iléon et
du cblon proximal en réponse au repas (Guillausseau et al., 2008). Leur action passe par
leur liaison a des récepteurs spécifiques, mais dépend aussi de mecanismes indirects
impliquant le systéeme nerveux (Figure 18 et 19). Les incrétines (GIP et GLP-1) exercent
un effet insulinosécrétagogue strictement glucose-dépendant, ne s’exprimant qu’en cas
d’hyperglycémie, et disparaissant quand la glycémie est inférieure a 0,55 g/l (Virally et al.,
2008). Ces deux hormones sont dégradées par une enzyme, la dipeptidyl-peptidase-1V. Au

cours du diabéte de type 2, I’effet “incrétine® est globalement réduit.
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Figure 18 :
Effets physiologiques du GLP-1 (Virally et al., 2008)

46

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015

Assaad Sila These en cotutelle Etude Bibliographique
Systéme nerveux centrale
Os /
. EREEY. e
\ Intestin .’.1 ok T 4
S A\ .0‘ A prolifération eellulez progénitnices
g: .\\ /{
N ; “ L :.\ ’ L
A formation esseuse ) :
W nésorption ossause 3 G I P 1 \
| / “
S, G /-/’
) =
Tissu 3
adipeux Pancreas
‘ lipoginase 2 T * sacrétion d'insuling
B
f \ * prolifénation des callules P s
(\ ' ¥ cpoptose des cellules p S —“;h
\\\ 5
Figure 19 :

Effets physiologiques du GIP (Virally et al., 2008)

La dipeptidyl-peptidase-1V

V1.6.3. Le diabéte et la dipeptidyl-peptidase-1V

Les dipeptidyl-peptidases sont des protéases qui liberent des dipeptides spécifiques a

I’extrémité N-terminale des protéines. Selon leur spécificité enzymatique et leur

localisation cellulaire, elles sont rangées dans dix classes et désignées par un chiffre

romain ou arabe. La dipeptidyl-peptidase-1V (DPP-1V) est une glycoprotéine, composée de

776 acides aminés, qui hydrolyse les petits peptides, en raison des difficultés d’acces au

site d’action. La DPP-IV est exprimée de maniére ubiquitaire, en particulier, dans la moelle

osseuse, la bordure en brosse des entérocytes et dans I’endothélium vasculaire (Matteucci,

2009). La DPP-IV agit sur les peptides et libére un dipeptide a partir de I’extrémité

N-terminale de la potéine. Elle agit sur les peptides qui présentent un résidu proline,

alanine ou hydoxyproline en avant derniere position au niveau de 1’extrémité N-terminale.

Les oligopeptides sont ses substrats préférentiels (Matteucci, 2009).
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Les incrétines, GIP et GLP-1, sont les principaux substrats de la DPP-1V. Elles sont
tres rapidement inactivées par la DPP-1V qui clive leur partie N-terminale, les transformant
en métabolites inactifs. Cette dégradation par la DPP-IV est responsable de la brieveté de

la demi-vie des incrétines (Virally, 2008).

«» Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-1V

L'inhibition de la DPP-1V entraine une augmentation importante de la concentration
de GLP-1 et de GIP (Figure 20) et donc peuvent exercer leurs effet « incrétine » de fagon
plus marquée et plus prolongée (Guillausseau et al., 2008). Ceci provoque une
augmentation de la sécrétion d'insuline et une diminution de la sécrétion de glucagon,
propriété permettant d'améliorer I'équilibre en sucre chez le diabétique et par la suite une
prévention contre le diabéte de type 2 (Scheen, 2007 ; Debaty et al., 2008 ; Guillausseau et
al., 2008). Donc ces nouveaux agents antidiabétiques fondés sur D’effet “incrétine®,
représentés par les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-1V, peuvent étre utilisés pour le
traitement du diabete de type 2 (Verspohl, 2009). Ces agent sont appelés “Les
antidiabétiques oraux‘ (Debaty et al., 2008).

—

Libération des
incrétines

GLP-1+GIP

GLP-1 inactaf GIP inactif

Figure 20 :
Inhibition de la dipeptidyl-peptidase-1V (Guillausseau et al., 2008)

Les inhibiteurs de la DPP-IV augmenteraient de deux a trois fois la concentration
circulante sanguine de GLP-1 sous forme active (Herman et al., 2006) ce qui suggére que
chez le sujet diabétique, 1’absence de GLP-1 est du a un exces d’expression et/ou d’activité
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de la DPP-IV ou proviendrait d’un défaut de sa sécrétion. En effet, chez les sujets
diabétiques ont remarque une augmentation de 1’activité de la DPP-IV dans I’intestin, le
foie et le rein (Yang et al., 2007). De point de vue métabolique, I’utilisation des inhibiteurs
de la DPP-IV en traitement thérapeutique chronique chez les rongeurs (Reimer et al.,
2002 ; Mu et al., 2006) et les patients diabétiques (Ahren et al., 2002 ; Utzschneider et al.,
2008), diminue la glycémie et la sécrétion de glucagon, et inversement augmente la
sécrétion d’insuline. A long terme, 1’effet de ces agents thérapeutiques augmenterait le
nombre d’ilots B du pancréas, tout au moins chez 1’animal, ce qui favoriserait donc le

maintien du contréle de la glycémie (Buteau, 2008).

V1.6.4. Le diabéte et les peptides anti-dipeptidyl-peptidase-1V
Au cours des ces derniéres années, plusieurs peptides posseédants des activités

anti-DPP-IV ont été mis en évidence dans des hydrolysats protéiques d’origines animales
et végétales. Le Tableau 4 précise quelques exemples de peptides doués d’activité anti-
dipeptidyl-peptidase-1V.

Tableau 4 :
Exemples de peptides anti-dipeptidyl-peptidase-1V

Origine Séquence 1Cso (LM) Références
Lait Trp-Trp-Trp 216 Nongonierma et al., 2014
Ile-Pro-lle 3,5
Trp-Pro 44,2
Lactosérum Ile — Pro-Ala-Val-Phe 44,7 Silveira et al., 2013
Caséine Phe-Leu-GIn-Pro 65,3 Nongonierma et al. 2013
Thon Pro-Gly-Val-Gly-Gly-Pro-Leu-Gly- 116,1 Huang et al., 2012
Pro-lle-Gly-Pro-Cys-Tyr-Glu
Cys-Ala-Tyr-GIn-Trp-GIn-Arg-Pro- 78,0
Val-Asp-Arg-lle-Arg
Pro-Ala-Cys-Gly- Gly-Phe-Try-lle- 96,4
Ser-Gly-Arg-Pro-Gly
Jambon Lys-Ala 6270 Gallego et al., 2014
Ala-Ala-Ala-Thr-Pro 6470
Gélatine porcine  Gly-Pro-Hyp 49,6 Hsu et al., 2013
Gly-Pro-Ala-Gly 419
Riz Leu-Pro 2370 Hatanaka et al., 2012
lle-Pro 410
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Les crevettes sont des crustacés décapodes dont le corps est recouvert par une carapace
chitineuse. En Tunisie, les crevettes représentent environ 25% des exportations des produits
de la mer. Les transformations des crevettes génerent une quantité importante de sous-
produits (environ 50% du poids total). L’élimination de ces sous-produits a toujours été
dispendicuse et a souvent eu un impact nuisible sur 1I’environnement (Islam et al., 2004). Les
paramétres des diverses possibilités de traitement des sous-produits considérées comme
acceptables pour 1’environnement ne sont pas le plus souvent fixés. En effet, le circuit
d’élimination des sous-produits de la filiére péche et aquaculture est généralement la mise en
décharge et I’incinération. Cette lacune s’est révélée étre le point faible de la lutte contre les
dommages environnementaux, comme le montrent plusieurs problemes de pollution causés
par des incinérateurs ou des décharges (Muzzarelli, 1997). Donc des stratégies innovatrices
devraient étre mises en ceuvre afin d’optimiser 1’utilisation de la biomasse débarquée et la
diversification du secteur. Grace aux progres techniques, il est maintenant possible, de
transformer ce flux de sous-produits en produits utiles et commercialisables. C’est pour cela,
Iindustrie de valorisation des ressources halieutiques apparait aujourd’hui comme une
composante d'avenir de la filiere péche. Les procédés de valorisation des sous-produits de
crevettes sont nombreux et trés variés. On note principalement la fabrication de farine et
I’extraction de la chitine. Les sous-produits de crevettes peuvent étre aussi une source

importante de caroténoides a usage alimentaire et pharmaceutique.

Les caroténoides constituent une famille de pigments naturels largement répandus dans
le monde vivant. Leur variété structurale (configuration cis ou trans, groupements
hydroxylés...) conditionne leurs propriétés physico-chimiques qui influencent leur absorption
au niveau intestinal, leur répartition tissulaire ou leur activités biologiques. La couleur, qui
varie du jaune au rouge est 1’élément caractéristique de ces molécules. Les caroténoides sont
souvent responsables des couleurs vives de certains animaux, fruits et légumes (Britton et al.,
1995). L'astaxanthine (dihydroxy-3,3"-dioxo-4,4"-B-carotene) est un pigment caroténoide
appartenant a la classe des xanthophylles. Il est présent spécialement dans 1’environnement
aquatique. La crevette contient ’astaxanthine comme le principal pigment. Elle absorbe ce
pigment dans I’alimentation et le transforme en des dérivés hydroxylés (Latscha, 1990).
L astaxanthine, chez les crustacés, peut se complexer avec différents type de molécules tel
que les acides aminés (carotenoprotéines), les acides gras (caroténolipoprotéeines) et la chitine
(chitinocarotenoides) (Armenta and Legarreta, 2009). L'astaxanthine est un compose lipophile

qui peut étre extrait par : les solvants (Ruen-ngam et al., 2010 ; Ranga Rao et al., 2010), les
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acides (Mendes-Pinto et al., 2001 ; Ni et al., 2008), les huiles végétales (Ranga Rao et al.,
2007), le CO, supercritique (Andrea et al., 2011), et les méthodes enzymatiques (Armenta and
Legarreta, 2009).

Comme les autres caroténoides, 1’astaxanthine posséde des propriétés biologiques et
médicinales puissantes. Plusieurs études ont montrées que [’astaxanthine assure une
protection contre les radicaux libres meilleure que celle du B-caroténe et la lutéine (Ranga
Rao et al., 2007 ; Ranga Rao et al., 2013). L'astaxanthine peut également protéger les cellules
B pancréatiques contre la toxicité du glucose (Uchiyama et al., 2002). 1l empéche également la
néphropathie diabétique par la réduction du stress oxydant (Naito et al., 2004 ; Manabe et al.,
2008). L'astaxanthine est, également, un agent thérapeutique potentiel contre les maladies
cardiovasculaires (Pashkow et al., 2008 ; Fassett et al., 2011) et oculaire (Ngo et al., 2011a;
McCarty, 2011). Plusieurs autres activités biologiques de 1’astaxanthine ont été aprouvées tel
que P’activité antiprolifératives (Wang et la., 2013 ; Saw et al., 2013 ; Kavitha et al., 2013),
’activité anti-inflammatoire (Park et al., 2013 ; Chew et al., 2013 ; Bhuvaneswari et al., 2014)
et I’effet protecteur sur le systéme nerveux (Chang et al., 2013 ; Zhang et al., 2014).

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés a 1’extraction, la caractérisation et
I’étude des activités antioxydante, antiproliférative et antidiabétique, in vitro et in vivo, de

I’astaxanthine extrait a partir des sous-produits de crevettes.
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Article 1:

Assaid Sila, Moncef Nasri, Ali Bougatef (2012).

Isolation and characterisation of carotenoproteins from deep-water
pink shrimp processing waste. International Journal of Biological
Macromolecules. 51, 953-959. (IF : 3.096)
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Isolement et caractérisation des caroténoprotéines a partir

des sous-produits de la crevette rose du large

Assaad Sila, Moncef Nasri, Ali Bougatef

Les processus de transformation de crevettes générent une quantité importante de
sous-produits. Ces derniers sont une source de contamination environnementale importante.
La non récupération et la non valorisation de ces sous-produits engendrent un codt
économique (et environnemental) de plus en plus élevé a la charge des industries. Cependant,
ces sous-produits sont riches en protéines et en caroténoides, il semble donc intéressant
d’adopter une stratégie de récupération de ces biomolécules et de voir s’il est possible de les
utiliser notamment comme ingrédients dans les produits alimentaires. L’objectif de ce travail
consiste a extraire les caroténoprotéines, a partir des sous-produits de la crevette rose du large
(Parapenaeus longirostris), par voie enzymatique en utilisant la trypsine de barbeau (Barbus
callensis). Ces carotenoprotéines ont servi, par la suite, pour isoler 1’astaxanthine moyennant

cette méme trypsine.

Les sous-produits de crevettes (carapaces, tétes, telsons et appendices) utilisés dans cette
étude sont issus d’une industrie de transformation et de conditionnement des produits de la
mer : Société Calembo située au port de Sfax. Ces sous-produits sont riches en protéines
(31,3% + 0,61) et qu’ils se caractérisent également par une richesse en chitine (34,86%) et en
sels minéraux (28,61% = 0,79) et par une faible teneur en lipides (3,97% + 0,42). L’étude de
la composition minérale a montré que le calcium est le plus abondant dans cette fraction et
I’analyse de la composition en acides gras a révéelé que ces acides sont majoritairement de
type insaturé (54,15%). Le pourcentage des acides gras saturés est de 1’ordre de 34,68%.
L’acide palmitique (C16:0), I’acide gras saturé majoritaire, représente 13,43%. L’acide
icosapentanoique EPA (C20 :5) et I’acide oléique (C18:1) sont les acides gras insaturés les
plus abondants (19,14% et 16,42%) dans la fraction lipidique.

Les caroténoprotéines ont éte récupérées a partir de sous-produits de crevettes suite a
une homogénéisation, hydrolyse enzymatique, filtration, récupération du filtrat, centrifugation

et lyophilisation du surnageant.
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L’effet de la trypsine de barbeau sur I’extraction des caroténoprotéines a partir des
sous-produits de crevettes a été étudié. L'addition de la trypsine de barbeau a I'nomogénat des
sous-produits de crevettes améliore considérablement ’efficacité de la récupération des
protéines. Le taux de récupération de protéines dans les fractions solubles augmente au cours
du temps. La teneur en protéines récupérée évolue rapidement au cours des premieres
60 minutes puis elle tend a se stabiliser. Ceci suggere que la réaction enzymatique a atteint la
phase d'équilibre aprés 60 min. L’ajout de la trypsine de barbeau influe également sur la
quantité de caroténoides extraite. La teneur totale en caroténoides dans 1’homogénat des
carapaces de crevettes, déterminée avec et sans traitement enzymatique, a atteint son
maximum apres 1 heure (62,4 pg/g pour le contrdle, alors qu’elle est d’environ 135,14 pg/g
en ajoutant la trypsine de barbeau). Aprés 1 heure d’incubation, la teneur totale en caroténoide
a diminué. Cette diminution en fonction du temps peut étre attribuée a I’instabilit¢ des

caroténoides dans le milieu réactionnel.

L’effet de concentrations croissantes en trypsine sur le taux de récupération de protéines
et de caroténoides a partir des sous-produits de crevettes a été ensuite étudié. Les résultats ont
montré que la teneur en protéines augmente en fonction du nombre d’unité enzimatique
jusqu’a 1 unité/g de sous-produits de crevettes, au-dela la teneur en protéine tend a se
stabiliser. Le méme phénomeéne a été observé lors de la quantification de caroténoides apres
traitement enzymatique. La récupération des protéines et des caroténoides avec la trypsine de
barbeau a été comparée a celle de la trypsine bovine. Pour un méme nombre d’unité
enzymatique (1 unité/g de sous-produits de crevettes), les deux trypsines ont manifesté une
efficacité dans I'extraction des caroténoprotéines, par rapport au controle (sans ajout
d’enzyme). Toutefois, la trypsine de barbeau s’est montrée plus efficace dans la récupération
de protéines et de caroténoides, par rapport a la trypsine bovine. En conclusion, la
concentration de la trypsine utilisée et le temps d’hydrolyse affecte considérablement le
rendement d’extraction des carotenoprotéines. Le meilleur rendement a €té obtenu en utilisant

un niveau d’activité trypsique de I’ordre de 1 U/g pendant 1 h a 25 °C.

L’étude comparative de la composition physicochimique des caroténoprotéines
récupérées avec ou sans ajout de la trypsine de barbeau reléve une variation de la teneur en
protéines. Les carotenoprotéines récuperées moyennant la trypsine de barbeau présentent une
teneur en protéines plus élevée (71,09% = 0,19) en comparaison avec le contréle. Toutefois,
elles ont des faibles taux en cendres (7,78% + 0,12) et en chitine (1,79% £ 0,04). La

composition en acides aminés des deux caroténoprotéines obtenues sans ou avec traitement
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par la trypsine de barbeau sont comparables. Elles sont riches en glutamate (13,62% et
13,18%) et en aspartate (10,25% et 10,92%) pour la trypsine de barbeau et le contrdle,
respectivement. La glycine, ’alanine, la leucine et la lysine sont également présentes a des

pourcentages assez importants dans les deux carotenoprotéines.

L’astaxanthine a été récupéré a partir des caroténoprotéines suite a une hydrolyse
enzymatique pendant 24 h a 30 °C, trois activités enzymatiques ont été utilisées a savoir : la
trypsine bovine, la trypsine de barbeau et le mélange des deux enzymes. Ensuite, une

filtration sur membrane d’ultrafiltration avec un seuil de coupure de 30 kDa a été réalisée.

L’analyse par HPLC des trois hydrolysats a montré que I’hydrolysat obtenu par
traitement avec le mélange des deux trypsines, présente la teneur en astaxanthine la plus
importante de I’ordre de 67 ng/g. Les teneurs en astaxanthine dans les hydrolysats traités avec
la trypsine de barbeau ou avec la trypsine bovine sont de ’ordre de 59 pg/g et 51 pg/g,
respectivement. Les résultats obtenus prouvent I’effet synergique des deux enzymes dans
I’hydrolyse des caroténoprotéines et la libération de I’astaxanthine. Les teneurs en
xanthophylles et en protéines solubles dans les trois hydrolysats ont été déterminées. Les
résultats ont confirmé ceux obtenus lors de 1’analyse par HPLC. En effet, I’hydrolysat obtenu
par traitement avec le mélange des deux enzymes a présenté les meilleures teneurs en
xanthophylles (93,21 pg/g) et en protéines totales (7,42 mg/g). Les caroténoprotéines
hydrolysées par le mélange des deux trypsines ont été ensuite fractionnées avec une
membrane d’ultrafiltration (30 kDa). La majorité de xanthophylles a été récupérée dans le
perméat (80,15 + 3,5 pg/g). Ceci prouve que les liaisons entre les pigments et les protéines

ont été clivées moyennant I’activité protéolytique des deux enzymes utilisées.
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Abstract

The effect of barbel (Barbus callensis) trypsin on the recovery and characteristics of
carotenoprotein from pink shrimp (Parapenaeus. longirostris) waste was studied. The
recovery of carotenoprotein was maximized by the hydrolysis of shrimp waste using 1.0
trypsin Units/g of shrimp waste for 1 h at 25 °C. Freeze dried carotenoproteins recovered
contained 71.09+0.19% protein, 16.47+£0.68% lipid, 7.78+0.12% ash, 1.79+£0.04% chitin,
87.42+2.54 g total astaxanthin/g of sample and are rich in glutamate (13.18%) and aspartate
(10.92%).Protein-pigment splitting, for astaxanthin recuperation, was carried out using barbel
and bovine trypsins and the mixture of the two enzymes; then the protein was separated from
the pigment by ultrafiltration. The hydrolysate obtained by treatment with the mixture of the
two enzymes presented the best levels (p< 0.05) of xanthophylls (80.15 ug/g) and total
protein (7.42 mg/g), respectively. Splitting the protein-pigment complex allows studies on
pigment absorption, stability and application.

Keywords: Parapenaeus longirostris, barbel trypsin, carotenoprotein, enzymatic hydrolysis,

Astaxanthin.

59

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats & Discussion

1. Introduction

Oceans constitute an extremely diversified alimentary richness (algae, crustaceans,
shellfish, molluscs, and fish). According to the FAO [1], more than 145.1 million of tons of
fish are actually caught or farmed annually worldwide. In 2010, the quantity of global releases
was estimated at 24 million of tons, i.e., about 16.54% of the total catch. Commercial fish
production and seafood processing generate large amounts of fish waste, which create
burdensome disposal problems and environmental concerns. This biowaste contains, however,
several biomass materials that can be biotechnologically exploited for the production of useful
marketable products. It contains large amounts of biomolecules with high added-value that
can be used for the formulation and development of various pharmaceutical, medicinal, and
nutritional products. In fact, fish waste has traditionally been transformed into flour used as
fertilizer or animal feed [2]. The low value-added flour-products of fishing have led
researchers and seafood processors to search for new routes to adding value to these co-
products. Shrimp processing involves the removal of the head and hard carapace, which
account for about 70.0% of the whole animal [3] and produces large amounts of wastes;
thereby posing a disposal problem for the shellfish industry. Shrimp and other crustacean-
processing waste are a rich source of valuable by-products, such as protein, carotenoid
pigments, flavor compounds, as well as chitin and chitosan [4]. Because of its high protein
content, this shrimp waste could be a good source of protein for salmonid nutrition. Protein
extracted from crustacean has been shown to be a good animal feed supplement in rations of
farmed fish, such as salmon, trout or lobster or as a colorant and flavorant for use in food
products [3]. During the past decades, increasing concerns have been expressed over the
safety of several synthetic colorants, leading to strong pressures for the restriction and
banning of their use in the food industry [5-7]. These rising concerns have triggered a
pressing search for alternative food colorants from natural origins. In fact, several natural
substitutes have been explored during the last few decades. Their effectiveness in real life
applications seems, however, to be still challenged by the specific characteristics of the foods
and conditions of application. According to Hendry [8], natural colors are derived from
natural edible sources and are permitted throughout the world. The most widely distributed
pigments are carotenoids, distinctive red to yellow colors in plants and animals. Astaxanthin
is a red-orange carotenoid found in several bird and fish species, though being associated
mainly with invertebrate animals, such as shrimp, crabs, and lobsters. The pigment is
composed of 3 stereoisomers in a racemic mixture, forming a complex with a protein that

accumulates in the crustacean exoskeleton [9]. This complex can be green, purple, or blue in
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the living animal, acquiring a red color when subjected to heat treatment [10]. Protein-free
astaxanthin can be used in a variety of products, such as foods, cosmetics, and
pharmaceuticals. The red-orange color of astaxanthin is associated with high quality in
various foods, such as salmon and trout; the inclusion of this pigment in their diets could,
therefore, result in improved quality. It is also worth noting that natural carotenoids have
often been reported to play important roles in fish reproduction [11].

Considering the potential for use, the present study was undertaken to investigate the
potential recovery of lipids and carotenoprotein from the waste of shrimp processing, namely
of pink shrimp (P. longirostris), one of the major species exploited in Tunisia. We also
investigated the recuperation of astaxanthin, using an enzymatic hydrolysis process.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Astaxanthin, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Na-benzoyl-DL-arginine-p-
nitroanilide (BAPNA), glycine, bovine serum albumin was purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis MO, USA). Tris (hydroxymethyl) aminomethane was procured from Panreac
Quimica SA (Spain). Other chemicals and reagents used were of analytical grade.

2.2. Collection of samples

The Deep-water pink shrimp (Parapenaeus longirostris) waste consisted of heads,
thorax and appendix, were obtained in fresh condition from the shrimp processing plant
located in Sfax, Tunisia. Prior to use, the shrimp shells were washed thoroughly with distilled
water and grounded. The shells were then stored at -20 °C until further analysis.

The barbel (Barbus callensis) used in the present work were obtained from Barrage
SIDI SAAD, Kairouan, Tunisia. The samples were packed in polyethylene bags, placed in ice
(sample/ice ratio of about 1:3 (w/w)), and transported to the laboratory within 2 h after
collection. The internal organs were separated and then stored in sealed plastic bags at -20 °C.
2.3. Preparation of alkaline crude protease extract from barbel viscera

Crude protease extract was prepared according to the method of Sila et al. [12]. Viscera
from B. callensis were washed with water then with buffer A (10 mM Tris-HCI, pH 8.0). The
cleaned viscera (100 g) were defatted by homogenization with cold acetone at a ratio of 1:2
(w/v) for 30 s using a Moulinex R62 homogenizer (Organotechnie, Courneuve, France). The
homogenate was filtered using Whatman No.4 paper. The acetone insoluble material was
washed three times with cold acetone and then dried at room temperature overnight. The

acetone dried powder was homogenized for 2 h with buffer A at 4 °C (at a ratio of 1:10

61

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats & Discussion

(w/v)). The homogenate was centrifuged at 8,500xg and 4 °C for 30 min. The resultant
supernatant was collected and used as the crude protease extract.
2.4. Barbel trypsin purification

Trypsin was purified from the viscera of B. callensis using ammonium sulphate
(0-80.0%) precipitaion, Sephadex G-100, and Mono Q-Sepharose ion exchange
chromatography as described by Sila et al. [12].
2.5. Assay for trypsin activity

Amidase activity was measured according to a slightly modified version of the method
of Erlanger et al. [13] as described by Benjakul et al.[14] using BAPNA as a substrate. The
reaction was initiated by adding 200 ul of trypsin with an appropriate dilution to the
preincubated reaction mixture that contained 1000 pl of 0.5 mM of BAPNA in reaction buffer
(0.1 M glycine-NaOH, pH 10.0) and 200 pl of distilled water. The blend was mixed
thoroughly and then incubated for 10 min at 30 °C. The enzymatic reaction was terminated by
adding 200 pl of 30.0% (v/v) acetic acid and the reaction mixture was then centrifuged at
8000xg and room temperature for 3 min. Trypsin activity was measured by the increase in
absorbance at 410 nm due to the release of p-nitroaniline. Trypsin amidase activity was then

calculated using the following formula:

(A — Ao) x Final volume of themixture (ml)x1,000
8,800x Time of thereaction (min) =x0.2(ml)

Amidase activity (U/ml) =

Where 8800 M cm™ is the extinction coefficient of p-nitroaniline; A and Agare Ajyo of
the sample and the blank, respectively. One unit of activity was defined as the amount of
enzyme required to release 1 pmol of p-nitroaniline per min. Values are the means of three
independent experiments.

2.6. Extraction of Carotenoprotein

Carotenoprotein from shrimp waste was recovered by the method of Simpson and Haard
[3], with slight modification. Ground shrimp waste (25 g) were blended with three volumes of
0.5 M EDTA (pH 10.0) using a waring blender. The mixture was added with barbel or bovine
trypsin at a level of 1.0 U/g sample and shaken at 200 rpm in a shaking incubator (DAIHAN
Labtech CO., LTD) at 25 °C for various time intervals (0, 1, 3, 5 and 7 h). For carotenoprotein
extraction using bovine trypsin, the hydrolysis was conducted using the enzyme at the same
level at 25 °C for 1 h. A control study was performed by incubating the mixture at 25 °C
without trypsin for different times. At the time designated, the mixtures were filtered through
several layers of cheesecloth, and the filtrate was adjusted to pH 4.5 with 2 M HCI. The

precipitate was recovered by centrifugation at 5,000 g for 30 min at 4 °C using a refrigerated
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centrifuge (MED-instrument MPW-350 R). The pellet obtained was dissolved in cold 20 ml
of 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7. The sample was lyophilized and the dry matter was
referred to as “carotenoprotein.”

To determine the effect of enzyme concentration on the recovery of carotenoprotein,
different amounts of barbel trypsin (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 and 3.0 U/g sample) were used. The
hydrolytic reaction was carried out at 25 °C for 1 h, and the recovery of carotenoprotein was
performed as previously described.

2.7. Protein Concentration

The protein content of the samples was measured by the Biuret method [15] using
bovine serum albumin as a standard. Prior to analysis, 100 mg of sample were dissolved in
10 ml of 0.5 M NaOH for 1 h at 85 °C, followed by centrifugation at 9,000 g for 10 min. The
supernatant was subjected to protein determination.

2.8. Estimation of Total Carotenoid Content

Total carotenoid content was determined according to the method of Saito and Regier
[16] and Simpson and Haard [3], with slight modification. One gram of carotenoproteins,
previously prepared, was homogenized in 25 ml of cold acetone (- 20 °C) for 2 min and the
homogenate was filtered through a Whatman No. 1 filter paper under vacuum. The filtrate was
placed in a separatory funnel and was partitioned with 25 ml of petroleum ether. The
separatory funnel and contents were shaken gently and were left to stand at room temperature
(25 °C) for 10 min. The lower layer was drawn off. The top layer was washed twice with
25 ml of distilled water. The petroleum ether layer obtained was dried by occasional shaking
with 15 g of anhydrous sodium sulphate for 30 min. The dried material was filtered through a
coarse sintered glass funnel. The residual sodium sulphate was then washed with small
volumes of petroleum ether for several times to remove all pigments. The washings were
pooled with the filtrate and then evaporated under vacuum at 50 °C using a rotary evaporator
(Rotary evaporator, Stuark, UK). The residue was dissolved in petroleum ether and made up
to a final volume of 10 ml. The absorbance of the extract, appropriately diluted, was measured
at 468 nm. The concentration (C) of carotenoid in the extract was calculated using the
equation given by Saito and Regier [16]:

Aussx volume of extract xdilution
0.2xweight of sample used in grams

C (ug/g sample) =

Where 0.2 is the A4eg of 1 pg/ml standard canthaxanthine

63

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats & Discussion

2.9. Compositional Analyses

The moisture and ash contents of shrimp shells and the carotenoprotein recovered with
or without barbel trypsin were determined according to the [17]. Total nitrogen content was
determined by using the Kjeldahl method. Crude protein was estimated by multiplying total
nitrogen content by the factor of 6.25. Fat were determined gravimetrically after Soxhlet
extraction of dried samples with hexane. All measurements were expressed on a dry weight
basis and were performed in triplicate.

Chitin was determined according to the method of Spinelli et al [18] as modified by
Simpson and Haard [3]. Samples (2 g) were mixed with 30 mL of 2.0% NaOH at 25 °C for
6 h. The mixture was filtered under vacuum using a Whatman No. 1 filter paper. The residue
was shaken with 15 ml of 1 M HCI for 30 min at 25 °C, filtered and washed with deionized
water. The washed residue was then homogenized with cold acetone (- 20 °C) to remove the
pigment. After washing, 30 ml of 0.3% NaOCI were mixed with the sample and stirred for
6 h at 25 °C. The mixture was then filtered and washed with deionized water. The residue was
dried at 60 °C for 24 h using a Universal oven (Karl Kolb. Scientific Technical Supplies,
Germany) and dried material was referred to as “chitin.”

2.10. Determination of amino acid composition

In order to determine the amino acid composition, dry carotenoprotein was dissolved in
distilled water at 1 mg/ml, and 50 ml of a sample was dried and hydrolyzed in vacuum-sealed
glass tubes at 110 °C for 24 h in the presence of constant boiling 6 N HCI containing 0.1%
phenol and using norleucine (Sigma Aldrich, Inc., St . Louis. MO, USA) as the internal
standard. After hydrolysis, samples were again vacuum-dried, dissolved in application buffer
and injected into Beckman 6300 amino acid analyzer (Beckman Instruments Inc., Fullerton,
Calif., U.S.A). Determinations were performed in triplicate and data correspond to mean
values. Standard deviations were in all cases lower than 2.0%.

2.11. Fatty acids analysis

Upon lipid extraction, the fatty acids methyl esters (FAMES) were prepared according to
the method of Metcalfe et al. [19]. FAMEs were analysed by an Auto System XL gas
chromatograph (Perkin—Elmer, Waltham, MA) equipped with a flame ionisation detector was
used to analyse the fatty acids pattern. The column used was an Elite-5 (cross-bond 5.0%
diphenyl-95.0% dimethyl polysiloxane) capillary column (30 m x 0.53 mm i.d., 0.50 pm film
thicknesses; Supelco, Bellefonte, PA). The oven temperature was held at 110 °C for 1 min,
and then increased to 250 °C at 30° C/min, where it was held for 1.0 min, followed by an

increase of 25 °C/min to 285 °C, where it was held for 2.0 min, when all peaks appeared. The
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injector and detector were held at 285 and 290 °C, respectively. Helium was used as carrier
gas at 3.0 cm/s linear velocity. Fatty acids were identified by comparison of retention times
with known standards. The gas chromatography—mass spectrometry (GC-MS) analyses were
performed on a single quadrupole mass spectrometer (Varian 1200L, Varian Inc., Palo Alto,
CA) under electron impact (El, ionisation energy 70 eV) conditions with an on-column
injector set at 110 °C for confirmation of the identities of the fatty acids.
2.13. Protein-pigment hydrolysis

Dried carotenoprotein (100 mg) was resuspended in 100 ml of 0.05 M phosphate buffer,
pH 7.0. Three enzymatic systems were tested, each one equivalent to 5 enzymatic Units
(BAPNA Units): bovine and barbel trypsins; and the mixture of the two using 2.5 BAPNA
Units of each enzyme. One unit of activity was defined as the amount of enzyme required to
release 1 pmol of p-nitroaniline per min. Proteolysis was carried out at 30 °C with continuous
stirring. Soluble protein concentration and total xanthophylls were determined at a 24 h of
incubation.

Soluble protein concentration was determined in the hydrolysate according to the
method reported by Gornall et al. [15].

Xanthophyll ~ concentration expressed as ug pigment/g  residue, was
spectrophotometrically determined at A = 474 nm. Pigment concentration was obtained from

the equation [17]:
a [17] total xanthophylls (ug/g) = (A>< D
Px236

)(1000)

where A is absorbance at A = 474 nm; D is dilution factor; P is sample weight; and 236 is
translutein specific absorption.
2.14. Astaxanthin and peptide separation and analysis

The hydrolyzed protein and pigment moieties in the reaction mixture were separated by
ultrafiltration using stirred ultrafiltration cell (Millipore 8400) with 30.0 KDa. MW cut-off
membrane (PBGC membrane, Millipore). The extract was concentrated by lyophylization
and further resuspended in phosphate buffer.

Total xanthophylls concentration in the three hydrolysates (proteins and pigments), was
evaluated according to the method described before. The three hydrolysates were analyzed for
astaxanthin content using HPLC system equipped with refractive index detector (RID), the
column was C-18 reversed phase analytical (250 mm x 4.6 mm Eurosphere 100-5
KNAWER).

The separation of different components of the hydrolysate was performed using a

gradient of methanol (2.0% in water) and acetonitrile at the flow of 1 min/ml. Astaxanthin
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was eluted in the fraction between 10.0% and 35.0% acetonitrile as a single peak and
identified on the basis of retention time in comparison with that of standard astaxanthin.
Calibration curves were established by injecting pure astaxanthin (Sigma-Aldrich, Germany)
at different concentrations as a standard in the HPLC mobile phase.
2.15. Statistical analysis

All data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and differences between
means were evaluated by Duncan’s Multiple Range Test. The data were analyzed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 10.0 (Chicago, lllinois, USA).
Differences were considered significant at p < 0.05.
3. Results and discussion
3.1. Physicochemical characterization of shrimp waste

Table 1 shows the chemical composition of the pink shrimp residues. The crude protein
content obtained (31.3%+0.61) showed that the pink shrimp residues were rich in this
component, in agreement with values reported in the literature. lbrahim et al. [20] reported
values of 47.75% and 47.43% protein in the heads and shells of Penaeus spp. shrimp. Nargis
et al. [21] found 49.47% protein in a mixture of residues from the species Penaeus monodon
and Macrobrachium rosenbergii. In the same context, Sanchez-Camargo et al. [22] reported a
protein content in Brazilian redspotted shrimp waste (Farfantepenaeus paulensis) reaching
49.0%. In addition to the high protein content, the analyses also showed high ash content of
28.16%. It was also noted that P. longirostris waste contains high percentages of chitin
(34.86%z= 1.67).

Table 1

The fatty acid composition of P. longirostris lipids was determined (Table 2). Four fatty
acids are highly represented in the lipidic composition of the shrimp waste: palmitic, stearic,
oleic and bosseopentanoic acid. These fatty acids account for 6.54%, 13.43%, 16.42% and
19.14% of the total fatty acids of shrimp waste lipids, respectively. Among saturated fatty
acids (SFAs), palmitic and stearic acids prevail. Among, monounsaturated fatty acids
(MUFAS), oleic acid was the major component, with amount of 16.42%. The oleic acid
content is two fold higher than that of M. galloprovincialis (8.90%) [23]. Polyunsaturated
fatty acids (PUFA) representing 22.48% of the total fatty acids in the shrimp waste with »-6
being the most abundant.

Table 2
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3.2. Carotenoprotein extraction by barbel trypsin

3.2.1. Effect of the extraction time on carotenoprotein recovery from shrimp waste

In a previous work [12] we have reported the effect of barbel trypsin at 1.0 U/g of
shrimp waste on protein hydrolysis of pink shrimp waste. The findings suggested that only
after 60 min did the enzyme reaction reach the equilibrium phase. The addition of barbel
trypsin was also noted to have significant effect (p< 0.05) on the amount of carotenoids
extracted. As 1 hour was the most efficient hydrolysis time, the rest of the study reported here
was carried out with this time value.

3.2.2. Effect of barbel trypsin concentration on the recovery of carotenoprotein

The recovered protein was used as an indicator for barbel trypsin efficiency in the
cleavage of the peptide bonds of the proteins from carotenoprotein complex. The total
carotenoid pigment reflects the amounts that could be recovered after enzymatic hydrolysis.
The effect of increasing trypsin concentrations on the recovery of protein and carotenoids
from shrimp waste was then investigated (Fig. 1).

Figure. 1

The results presented in Fig. 1A show that the protein content increased with the
addition of trypsin to a 1.0 U/g of shrimp waste, beyond which the protein tended to stabilize.
The final amount of protein recovered was 8.5 mg/g for trypsin concentration of 3.0 U/g of
shrimp waste. A similar amount was also recorded for the carotenoids (Fig. 1B) that were
treated with barbel trypsin. In fact, Cano-Lopez et al. [24] previously reported that the
increase in protease concentration had a positive effect on proteolysis and improved the
recovery yields of proteins and carotenoid pigments, which was further demonstrated in the
work of Klomklao et al. [25].

The recovery yields of protein and carotenoids attained with barbel trypsin were higher
(p< 0.05) than those obtained with bovine trypsin. The two trypsins were noted to show more
efficiency in the extraction of carotenoprotein compared to the control (without addition of
enzyme). In the same context, Cano-Lopez et al. [24] showed that atlantic cod trypsin was
more efficient in the extraction of carotenoprotein from shrimp waste than bovine trypsin.
Likewise, Chakrabarti [26] showed that the recovery yield of carotenoprotein from shrimp
waste using trypsin was higher than that obtained by pepsin or papain.
3.3. Chemical composition of carotenoprotein

The waste from the pink shrimp (P. longirostris) was made up to 34.86 £ 1.67% by the
dry weight of chitin. The protein obtained was relatively high, in the range of 31.31 + 0.61%.
This waste was, however, noted to have low lipid content (3.97 £ 0.42%) (Table 1). The
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comparative study on the proximate composition of the carotenoprotein recovered with and
without the addition of barbel trypsin showed a change in protein content.

The carotenoprotein recovered through trypsin showed higher protein content (71%)
when compared to the control (p< 0.05) (Table 1). The high levels of protein and fat could be
attributed to the solubilisation of protein during hydrolysis and the elimination of non-protein
substances. The carotenoprotein derived by hydrolysis with barbel trypsin was observed,
however, to have low ash (7.78 % + 0.12) and chitin (1.79% £ 0.04). Similar shortages in
terms of those two components were previously reported for carotenoprotein recovered from
shrimp waste (Pandulus borealis) [3] and lobster [4,27]. Low levels of ash and chitin in
carotenoprotein extracted from shrimp waste were also reported in the work of Chakrabarti
[26].

3.4. Amino acid composition of carotenoprotein

The amino acid composition of carotenoprotein obtained with or without barbel trypsin
treatment is presented in Table 3. The findings revealed comparable (p> 0.05) amino acid
compositions. Both the carotenoproteins obtained with barbel trypsin and that of the control
were rich in glutamate (13.62% and 13.18%) and aspartate (10.25% and 10.92%),
respectively. This is, in fact, in agreement with the findings of Klomklao et al. [25] and
Zagalsky and Herring [28], reporteing on the high abundance of glutamate and aspartate in
the carotenoprotein from shrimp and black zebra cocoped, respectively. Likewise, Simpson
and Haard [3] reported that the carotenoprotein extracted from shrimp waste treated with
bovine trypsin was also rich in these amino acids.

Table 3

Glycine, alanine, leucine, and lysine were present in relatively large percentages in both
carotenoproteins. Fish are unable to synthesize about half of the amino acids, including
arginine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, cystine, tyrosine, threonine, tryptophan, and
valine [27, 29]. For rearing salmonids, these amino acids must be supplemented to the diet to
meet the protein requirements of these fish. The results showed that the carotenoprotein
recovered by means of trypsin barbel was relatively rich, and can, therefore, be used as a
supplement in the diet of salmonid fish.

3.5. Recovery after carotenoprotein enzymatically hydrolysis of astaxanthin

Astaxanthin is a Ketocarotenoid oxidized from B-carotene, which plays biological roles

and possesses a number of desired features for food applications, such as natural origin, nil

toxicity, high versatility, and both hydro and liposolubility [30]. Its attractive pink color, its
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biological functions as vitamin A precursor and antioxidant, make astaxanthin widely sought
for food and medical applications [31].

Astaxanthin was recovered from carotenoprotein after enzymatic hydrolysis for 24 h at
30 °C and filtration through an ultrafiltration membrane with a cut-off of 30 kDa; the filtrate
was lyophilized to obtain a homogeneous fine powder called astaxanthin. To recover
astaxanthin from the hydrolysate of carotenoprotein, three enzymes including: barbel and
bovine trypsins, and a mixture of both enzymes, were used. The HPLC analysis (Fig. 2) of the
three hydrolysates showed that the ones obtained by treatment with mixed trypsins presented
the highest astaxanthin content (p< 0.05) reaching about 67 pg/g of carotenoprotein.

Figure. 2

The levels of astaxanthin in each of the hydrolysates treated with barbel trypsin or
bovine trypsin were in the order of 59 ug/g of carotenoprotein and 51 pg/g of carotenoprotein,
respectively. These results reflected the synergistic effect of both enzymes in the hydrolysis of
carotenoprotein and the release of astaxanthin. The small peaks recorded at the end of the
profile presumably corresponded to oxidized forms of astaxanthin. In fact, similar results
were reported by Armenta-Lopez et al. [32].

The levels of xanthophylls and soluble proteins in the three hydrolysates were
determined. The results shown in Figs. 3 A and B, corroborated those obtained in the HPLC
analysis. In fact, the hydrolysate obtained by treatment with the mixture of the two enzymes
presented the best levels (p< 0.05) of xanthophylls (93.21 pg/g) and total protein (7.42 mg/g),
respectively.

Figure. 3

The carotenoprotein hydrolyzed by a mixture of barbel and bovine trypsins were then
fractionated with an ultrafiltrated membrane (30 kDa).The levels of xanthophylls and protein
were then determined (Table 4). A small fraction of proteins passed through the membrane.
The majority of xanthophylls was, however, recovered in the permeate (80.15 pg/g). This
shows that the links between the pigments and proteins were cleaved through the proteolytic
activity of the two enzymes used.

Table 4
4. Conclusion

In line with several reports in recent research showing that fishing biowaste can be
biotechnologically exploited to produce various marketable products with high added value,
the present study was undertaken to extract and characterize carotenoprotein from fishing

biowaste, namely shrimp waste (P. longirostris), using trypsin barbel. The findings revealed
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that trypsin concentration and hydrolysis time greatly affected the carotenoprotein extraction
yields. The best results were obtained using a trypsin activity level of about 1.0 U/g of shrimp
waste for 1 h at 40 °C. The study then aimed to isolate astaxanthin, from the carotenoprotein
complex obtained during the first extraction. Different proteolytic preparations were used:
barbel and bovine trypsins, and a mixture of the two latter enzymes. The astaxanthin levels
that were obtained were in the ranges of 51.85, 59.31, and 67.42 pg/g of carotenoprotein,
respectively. Further analysis using HPLC confirmed the purity of this molecule.
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Figures
Figure 1. Recovered protein (A) and total carotenoid (B) contents of pink shrimp waste
homogenate in the presence of different levels of barbel and bovine trypsins. The hydrolytic

reaction was conducted at 25 °C for 1 h.

Bars represent standard deviation from triplicate determinations.

Figure 2. HPLC profiles of hydrolysates obtained by treatment with barbel trypsin, bovine
trypsin and mixture of both enzymes.

Figure 3. Total soluble protein (A) and total xanthophylls (B) obtained by 3 enzymatic

treatments (bovine and barbel trypsins; and the mixture) of carotenoprotein.
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Table 1. Proximate composition of deep-water pink shrimp shell and

carotenoprotein recovered with or without barbel trypsin

Shrimp waste Carotenoprotein

Compositions Control Barbel trypsin-aided
(% dry weight basis)

Protein 31.3+0.61 60.45+ 0.31 71.09+0.19
Fat 3.97+£0.42 12.89+ 0.02 16.47+ 0.68
Ash 28.61+ 0.79 14.71+ 0.09 7.78+0.12
Chitin 34.86+ 1.67 5.96% 0.07 1.79+ 0.04
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Table 2. Fatty acid composition of shrimp waste (% of total fatty acids)

Fatty acids Shrimp waste (%)
SFA 34.68 + 0.81
MUFA 31.67+0.77
PUFA 2248 £ 0.5
UFA 54.15+1.01
UFA/SFA 1.61+0.01
PUFA/MUFA 0.71+£0.01
>n-3 564 +£0.19
>'n-6 22.02+0.91
n-3/n-6 0.26 £ 0.03
>n-9 6.34 £ 0.84
C12:0 0.14 £0.01
C13:0 0.07 £0.01
C14:0 3.36 £ 0.50
C15:0 2.55+0.20
C16:0 13.43+£1.30
C16:1n-3 5.64 £0.22
Cl6:1 1.24 +0.04
C17:0 2.98£0.10
C18:0 6.54 £ 0.15
C18:1n-9 1.30 £ 0.09
C18:1 16.42 £ 1.15
C18:2n-6 0.85 £ 0.07
C19:0 0.60+0.11
C19:1n-9 0.54 +£0.01
C20:0 1.03+0.12
C20:1n-9 3.82+£0.71
C20:2 2.49 +0.46
C20:5n-6 19.14 + 2.64
C21:0 0.64 £ 0.09
C22:0 3.03+£0.75
C22:1n-9 0.68 £ 0.09
C24:0 0.31+£0.02
C24:1 n-6 2.03+0.31

SFA: C12:0 + C13:0+ C14:0+ C15:0 + C16:0 + C17:0 + C18:0 + C19:0 + C20:0 + C21:0 +
C22:0 + C24:0

MUFA: C16:1 + C16:1 n-3+C18:1 +C18:1n-9+ C19:1 n-9+ C20:1 n-9 + C22:1 n-9 +
C24:1 n-6

PUFA: C18:2 n-6 + C20:2 + C20:5 n-6
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Table 3. Amino acid composition of carotenoprotein recovered with or without

barbel trypsin

Carotenoprotein
Amino acid composition  Control Barbel trypsin-aided

(mol %) (mol %)
Asp + Asn 10.25 10.92
Thr 5.08 5.10
Ser 6.11 6.23
Glu + GIn 13.62 13.18
Pro 5.06 5.01
Gly 9.32 9.13
Ala 8.62 8.70
Cys 0.82 0.66
Val 5.23 5.50
Met 2.73 2.75
lle 4.82 4.65
Leu 8.49 8.44
Tyr 3.56 3.50
Phe 3.72 3.71
His 2.12 2.12
Lys 7.52 7.51
Arg 6.30 6.41

Table 4. Total xanthophylls and soluble protein in the hydrolyzed carotenoprotein,
obtained by treatment with the mixture of two trypsins, before and after separation

by ultrafiltration

Hydrolysat de caroténoprotéines  Retentéat Perméat
Xanthophylle (1g/g) 93,21 + 2,54 587+0,75 80,15+35
Protéine (mg/g) 7,42 +0,88 6,54 +£0,33 0,43+0,07
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Figure 1
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Article 2:

Assaid Sila, Yosra Ayed-Ajmi, Nadhem Sayari, Moncef Nasri, Oscar
Martinez-Alvarez, Ali Bougatef (2013).

Antioxidant and anti-proliferative activities of astaxanthin extracted
from the shell waste of deep-water pink shrimp (Parapenaeus

longirostris). The Natural Products Journal. 3, 82-89.
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Activités antioxydante et antiproliférative de 1’astaxanthine extrait a
partir des sous-produits de la crevette rose du large

(Parapenaeus longirostris)

Assaad Sila, Yosra Ayed-Ajmi, Nadhem Sayari, Moncef Nasri,
Oscar Martinez-Alvarez, Ali Bougatef

L'utilisation des pigments caroténoides par I'nomme a subi une expansion rapide depuis
le début des années cinquante. En aviculture et en aquaculture les animaux et les poissons
recoivent maintenant dans leur alimentation des suppléments de pigments caroténoides leur
permettant d'obtenir les caractéristiques pigmentaires propre a leur espece et, dans certains cas,
de subvenir a leurs besoins physiologiques en caroténoides. Au-dela de leur réle pigmentaire,
ces composés sont susceptibles d'avoir des activités biologiques, certaines d'entre elles étant
fondamentales: précurseurs de la vitamine A, activité antioxydante ou immuno-stimulante. Ces
pigments sont aussi d'excellents anticancérigenes et possédent des vertus antitumorales. Dans
ce contexte et dans le cadre de la valorisation des sous-produits de la mer, les sous-produits de
la crevette rose du large (Parapenaeus longirostris) ont été utilisés comme matrice pour
I’extraction de 1’astaxanthine. Les activités antioxydante et antiproliférative de ce dernier ont
été évaluées.

Afin d’extraire ce pigment, deux solvants ont €té utilisés a savoir ’acétone et I’éther de
pétrole. La teneur en astaxanthine est de I’ordre de 72,42 ug/g de sous-produits. L’analyse de
ce caroténoide par chromatographie sur couche mince a montré la présence de trois bandes
distinctes. Ceci suggére la présence de trois types de caroténoides. Les valeurs des rapports
frontales R¢ de ces trois bandes sont 0,33, 0,61 et 0,80 qui correspondent probablement a

I'astaxanthine, I'astaxanthine monoester et I’astaxanthine diester, respectivement.

L'astaxanthine appartient a la grande famille des caroténoides dont elle possede de
puissantes propriétés antioxydantes. La capacité de ce pigment a neutraliser I'oxygeéne singulet
et a éliminer les radicaux libres de I'oxygéne a éveillé I'intérét des chercheurs. L’activité
antioxydante ne peut pas étre mesurée directement mais plutét déterminée par 1’effet de
I’antioxydant sur 1’étendu de la réaction d’oxydation. Au cours de cette étude, nous avons

utilisé plusieurs tests : le test d’inhibition du radical libre DPPH, le test de réduction des ions
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Fe** (pouvoir réducteur), le test de blanchiment du B-caroténe et le test d’inhibition de
I’oxydation de I’ADN.

Le pouvoir antiradicalaire de I’astaxanthine a été évalué moyennant le test au DPPH®.
Ce test a montré que 1’astaxanthine utilisé a des concentrations de 150 et 200 pg/ml présente
un pouvoir antiradicalaire qui est de I’ordre de 100%. L’astaxanthine a une concentration de
150 pg/ml possede un pouvoir réducteur puissant qui est de I’ordre de 1,8. Quelques soit la
concentration testée, les valeurs obtenues sont supérieures a celles du BHA (utilisé comme
antioxydant de reférence). L’addition de 1’astaxanthine au mélange d’acide linoléique-f-
carotene empéche le blanchiment de ce dernier, ce qui témoigne qu’il s’agit d’un puissant
piégeur de radicaux libres. Les activités antioxydantes déterminées a des concentrations de
I’ordre de 100 et 150 pg/ml d’astaxanthine sont de I’ordre de 98,2% et 100%, respectivement.

L’oxydation de I’ADN est un probléme assez grave chez les organismes vivants. Le
radical hydroxyle est considéré comme la principale espéce réactive de 1’oxygene causant
I’oxydation de I’ADN cellulaire. Ce radical est produit in vivo par des réactions de type
Fenton induite par les métaux de transition. Afin d’évaluer la capacité de 1’astaxanthine a
inhiber 1’oxydation de I’ADN et sa dégradation sous 1’action des radicaux hydroxyles le
plasmide pCR™II TOPO a été utilisé. La capacité de 1’astaxanthine a inhiber la dégradation
de I’ADN plasmidique est évaluée par 1’observation des produits de migration du plasmide
sur gel d’agarose. Les résultats ont montré que les radicaux hydroxyles générés par la réaction
de Fenton dégradent complétement I’ADN plasmidique qui était initialement sous ses deux
formes superenroulée et circulaire ouverte. Alors qu’au niveau des puits renfermant le
plasmide, le réactif de Fenton et différentes concentration en astaxanthine on a remarqué une

protection de I’ADN contre 1’oxydation.

L’activité antiproliférative de ’astaxanthine a été mise en évidence moyennent des
cellules tumorales de carcinome laryngé humain (cellules Hep-2). Pour cela deux tests
colorimétriques de cytotoxicité ont été réalisés : le test du sel de tétrasolium (test MTT) et le
test du rouge neutre (test RN).

Le test MTT est un test de viabilité cellulaire basé sur la mesure de ’activité d’une
enzyme mitochondriale : la succinate déshydrogénase. La conversion du succinate en
fumarate peut étre couplée a la reaction colorimétrique de réduction du MTT de couleur jaune
en formazan de couleur bleue détectable spectrophotomeétriqguement a 540 nm. La diminution
ou I’absence de 1’absorbance correspond a I’inactivation de la succinate déshydrogénase et
donc a D’inactivit¢é mitochondriale qui indique une mortalité cellulaire. L’exposition des

cellules Hep-2 a des doses croissantes d’astaxanthine pendant 24 heures a montré une nette
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diminution du pourcentage de viabilité cellulaire qui a passé de 94,7% + 0,04 a 40,9% = 0,02
respectivement pour les concentrations en astaxanthine allant de 20 & 350 pg/ml. Cette
augmentation est dose dépendante. La concentration inhibitrice de 50% des cellules (Clso)

déterminée est de 1’ordre de 320 ug d’astaxanthine/ml.

Le rouge neutre, utilisé dans le test de cytotoxicité RN, est un colorant cationique
faible qui péneétre facilement dans les membranes cellulaires et s’accumule au niveau
intracellulaire dans les lysosomes. L’altération de la surface cellulaire de la membrane
lysosomale sensible entraine une diminution de la fixation du rouge neutre, sur la base de
laguelle on peut distinguer les cellules vivantes, des cellules mortes ou abimeées. Les résultats
obtenus par ce test sont similaires a ceux obtenus par le test MTT. Une diminution de la
prolifération cellulaire des cellules Hep-2 est nettement observée en présence de
concentrations croissantes de l'astaxanthine. L’activité antiproliférative de 1’astaxanthine est

donc dose dépendante avec une Clso de 1’ordre de 300 pg d’astaxanthine/ml.
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Abstract

Shrimp processing waste is the single largest industrial waste in Tunisia causing diverse
environmental problems. Extraction of astaxabthin from the shell waste of the deep-water
pink shrimp (Parapenaeus longirostris) was investigated. A hight astaxanthin yield was
obtained using acetone (72.42 pg/g). Thin layer chromatographic separation of carotenoid
extracts from P. longirostris yielded three distinct bands. The Rt values for the three bands
were respectively 0.33, 0.60, 0.80 which corresponded to astaxanthin, astaxanthin monoester
and astaxanthin diester.

The antioxidant activities of astaxanthin at different concentrations were evaluated
using various in vitro antioxidant assays, including 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radical scavenging, reducing power, B-carotene bleaching and DNA nicking assays.
Interestingly, astaxanthin extract showed strong antioxidant activity. The radical scavenging
activities and reducing powers of astaxanthin were close to and even better than those of the
synthetic antioxidant BHA. The astaxanthin extract from shrimp shell waste exhibited high
inhibition of B-carotene bleaching and also showed a well DNA protection against
degradation by hydroxyl radicals. The anti-proliferative activity of the astaxanthin extract was
also investigated. The inhibition concentration (Clsg) of proliferation of tumor cells of human
laryngeal carcinoma (Hep 2 cells) was 300 pg astaxanthin /ml.

Keywords: Antioxidant activity, antiproliferative activity, Astaxanthin, Parapenaeus

longirostris, Shrimp waste.
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INTRODUCTION

In several of the major fish-producing countries, the by-products of seafood harvesting
comprise about 50% of the entire harvest. These materials, which represent an environmental
problem to the fishing industry, constitute an important source of proteins, enzymes and
carotenoids.

Shrimp processing is one of the important marine industry in Tunisia that generates
considerable quantities of solid waste in the form of head and body carapace. These body
parts comprise 48-56% depending on the species [1]. Shrimp waste is one of the important
sources of natural carotenoids [2]. The recovery of these valuable components from the waste
would not only improve the economy for shrimp processors, but also would minimize the
pollution potential of the shrimp waste. These by-products could be the cheapest raw
materials for carotenoid recovery, and later could be a better alternative to synthetic
carotenoid. The major carotenoids in the wastes of shrimps are astaxanthin and its esters [1].
The carotenoids would find use as a pigment source in feed for cultured salmonand shrimps
and also as a food colorant particularly in seafood analogs [2].

Synthetic antioxidants have been widely used in the stabilization of food. The two most
commonly used are butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT),
which are added to fatty and oil foods to prevent oxidative deterioration [3]. However, the use
of these chemical compounds has begun to be restricted because of their induction of DNA
damage and their toxicity [4]. Moreover, both BHT and BHA appear to be involved in tumor
promotion [5]. Therefore, there is great interest in finding new and safe antioxidants from
natural sources.

Astaxanthin (3,3’-dihydroxy-p,3-carotene-4,4’-dione) is a ketocarotenoid derived from
the oxidation of B-carotene. Its structure contains both ketonic and hydroxylic functional
groups, which are responsible for its exceptional antioxidant properties in free radicals
scavenging and in quenching singlet oxygen [6]. Astaxanthin, the main carotenoid found in
crustaceans, has been shown to be an effective pigment when incorporated into feeds for
salmonidae and crustaceans [7, 8, 9]. Astaxanthin also has other important applications in
food industries [10]. This pigment is a potent antioxidant and has a possible role in human
health, according to Guerin et al [10] .

The present study was undertaken to investigate the potential recovery of astaxanthin
using organic solvents from the waste of shrimp processing, namely of pink shrimp (P.
longirostris), one of the major species exploited in Tunisia. The in vitro antioxidant property

and anti-antiproliferative activity of shrimp shell astaxanthin were also studied.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), butylated hydroxyanisole (BHA), B-carotene
and linoleic acid were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) medium, Foetal Calf Serum (FCS), Phosphate Buffer Saline
(PBS), Trypsine-EDTA, Penicilline and Streptomycin mixture were from GIBCO-BCL (UK),
3-4, 5-dimethylthiazol-2-yl, 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). All other chemicals,
namely potassium ferricyanide, trichloroacetic acid (TCA), ferric chloride, sodium hydroxide,
Folin-Ciocalteu reagent, aluminium chloride, sodium nitrite, sodium carbonate, Tween 40 and

other solvents, were of analytical grade. All solutions were freshly prepared in distilled water.

Raw material

The shrimp (Parapenaeus longirostris) shell consisted of heads, thorax and appendix,
were obtained in fresh condition from a local shrimp processing plant at Sfax, Tunisia. Prior
to use, the shrimp shells were thoroughly washed with distilled water and grounded. The

shells were then stored at —20 °C until further use.

Compositional Analyses

The moisture and ash contents of shrimp shells were determined according to the AOAC
[11]. The total nitrogen contents were measured by Kjeldahl in an automated apparatus
(Buchi, Switzerland). Protein contents in the shells and crude chitin were determined (in three
replicates) by extracting (0.5 g/50 ml) samples with 10% (w/v) NaOH for 20 min at 121 -C.
The supernatant was retained by filtration and diluted to 100 ml with distilled water. This
extract (10 ml) was used for protein determination (Nx6.25) according to the Kjeldahl
procedure. Fat were determined gravimetrically after Soxhlet extraction of dried samples with
hexane. All measurements were expressed on a dry weight basis and were performed in

triplicate.

Astaxanthin extraction

Astaxanthin was extracted according to the method of Sindhu and Sherief [12]. One
hundred grams of shrimp shells were mixed with 200 ml of acetone containing 100 mg of
BHT/I. The mixture was mechanically agitated for 16 h in the dark at 4°C. The red pigmented
solvent was recovered under slight vacuum filtration (filter paper no. 1, Whatman, SIGMA,
USA). Fresh acetone (125 ml) was added to the flasks and they were agitated for another 2 h.

The pooled extract was collected in a separating funnel, 125 ml of petroleum ether and 94 ml
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of 0.73% (w/v) NaCl solution were added. After thorough mixing the epiphase was collected.
To the lower phase an equal volume of water was added, mixed and the epiphase was
collected, the pooled epiphase was concentrated under vacuum (Rotary evaporator, Stuark,

UK) at temperatures not exceeding 45°C.

Quantification of astaxanthin
The organic solvent extracted astaxanthin was quantified by measuring absorbance at
470 nm and using the equation of Kelley and Harmon [13]

A =< Dx10°
100xG xd x EX*

1lcm

AST (ndg) =

Where AST is astaxanthin concentration in pg/g, A is absorbance, D is volume of
extract in hexane, 10° is dilution multiple, G is weight of sample in g, d is cuvette width

(1cm) and E is extinction co-efficient, 2100.

Identification of different components in shrimp shell waste extract by thin layer
chromatography (TLC)

Analysis of different components in the shrimp shell extract was done using thin layer
chromatography (TLC) based on the method of Kobayashi and Sakamoto [14]. For this, a
small volume of the extract was spotted on silica gel G plate and developed using acetone:
hexane 3:7 (v/v). The separated bands were identified using internationally accepted R values

for astaxanthin monoester and astaxanthin diester.
Antioxidant activity

DPPH assay

The DPPH radical-scavenging activity of astaxanthin was determined by the method of
Kirby and Schmidt [15] with some modifications. A volume of 500 pl of astaxanthin at
different concentrations (25 to 200 pug/ml) was added to 375 pl of 99% ethanol and 125 pul of
DPPH solution (0.2 mM in ethanol) as free radical source. The mixtures were incubated for
60 min in the dark at room temperature. Scavenging capacity was measured
spectrophotometrically (Labomed. Inc, USA) by monitoring the decrease in absorbance at 517
nm. In its radical form, DPPH has an absorption band at 517 nm which disappears upon
reduction by an antiradical compound. Lower absorbance of the reaction mixture indicated
higher free radical-scavenging activity. BHA was used as positive control. DPPH radical-

scavenging activity was calculated as:
A control + Ablank — A sample y
A control

DPPH radical — scavenging activity (%) = 100
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Where A control, A blank and A sample are, respectively, the absorbance of the control
reaction (containing all reagents except the sample), the astaxanthin extract without DPPH
solution and the astaxanthin extract with DPPH solution. The test was carried out in triplicate.

Ferric-reducing activity

The reducing power of astaxanthin was determined by the method of Yildirim et al
[16]. Sample solutions (0.5 ml) containing different concentrations of astaxanthin (25 to 200
pg/ml) were mixed with 1.25 ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and 1.25 ml of 10 g/l
potassium ferricyanide solution. The mixtures were incubated for 30 min at 50 °C. After
incubation, 1.25 ml of 100 g/l TCA was added and the reaction mixtures were centrifuged for
10 min at 3000 g. A 1.25 ml aliquot of the supernatant from each sample mixture was mixed
with 1.25 ml of distilled water and 0.25 ml of 1.0 g/l ferric chloride solution in a test tube.
After a 10 min reaction time, the absorbance was measured at 700 nm. Higher absorbance of
the reaction mixture indicated higher reducing power. The control was conducted in the same
manner, except that distilled water was used instead of sample. The test was carried out in

triplicate.

R-carotene bleaching assay

The ability of astaxanthin to prevent -carotene bleaching was assessed as described by
Koleva et al [17]. A stock solution of B-carotene/linoleic acid mixture was prepared by
dissolving 0.5 mg of B-carotene, 25 pl of linoleic acid and 200 pl of Tween 40 in 1 ml of
chloroform. The chloroform was completely evaporated under vacuum in a rotatory
evaporator at 40 °C, then 100 ml of bi-distilled water were added, and the resulting mixture
was vigorously stirred. The emulsion obtained was freshly prepared before each experiment.
Aliquots (2.5 ml) of the B-carotene/linoleic acid emulsion were transferred to test tubes
containing different astaxanthin concentrations (25, 50, 100, 150 and 200 ug/ml). After two
hours incubation at 50 °C, the absorbance of each sample was measured at 470 nm. BHA was
used as positive standard. The control tube contained no sample.

Antioxidant activity in B-carotene bleaching model in percentage was calculated with
the following equation:

Antioxidant activity % = [1 — (Ao — Ay / (A’o — A’)] x 100

Where A, and A’y are the absorbances of the sample and the blank, respectively,

measured at time zero, and A; and A’; are the absorbances of the sample and the blank,

respectively, measured after 2 h. Tests were carried out in triplicate.
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DNA nicking assay

DNA nicking assay was performed using pCRII™TOPO plasmid (invitrogen) by the
method of Lee et al [18] with slight modifications. A mixture of 10 pl of astaxanthin at the
concentration of 25 to 150 pg/ml and plasmid DNA (0.5 pg/well) were incubated for 10 min
at room temperature followed by the addition of 10 ul of Fenton’s reagent (30 mM H»0,, 50
mM L-ascorbic acid and 80 uM FeCl3). The mixture was then incubated for 5 min at 37 °C.
The DNA was analysed on 1% (w/v) agarose gel using ethidium bromide staining.

Anti-proliferative activity

Cell culture and treatment

The tumor cells of human laryngeal carcinoma (Hep 2 cells),(Biovalori, France), were
grown as monolayer culture in RPMI 1640 medium (pH 7-8) supplemented with 10% foetal
calf serum (FCS), 1% L-glutamine (200 mM), 1% of mixture Penicillin (100 pg/ml) and
Streptomycin (100 pg/ml) incubated at 37 °C in an atmosphere of 5% CO..

Determination of cell viability
MTT assay

Cytotoxicity of astaxanthin was defined using the colorimetric method described by
Carmichael et al [19]. This method assesses the ability of viable cells to form MTT formazan
by the mitochondrial enzyme succinate dehydrogenase.

Hep2 cells were seeded on 96-well culture plates (Polylabo, France) at 105 cells/well
and treated with the following concentrations of 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 and 350
pg/ml for 24 hours at 37 °C. At the end of the designed reaction time, the culture medium was
replaced by 200 pl medium containing 0.5 mg/ml MTT and the plates were incubated 3 hours
at 37 °C. The medium was then removed and replaced by 200 ul of (0.04 M HCl/isopropanol)
to solubilize the converted purple dye in culture plates. The absorbance was measured on a
spectrophotometer microplate reader (Dynatech 4000) at 545 nm.

Cell viability was expressed as the relative formazan formation in treated samples as
compared to control cells [(Asss treated cells/Assscontrol cells) 100%]. ICso value defined as
the concentration inducing 50% loss of cell viability.

Neutral Red (NR) assay

This second cytotoxicity assay was carried out using NR dye. This assay is based on the

incorporation of the supravital dye NR, into the lysosomes of viable cells only. The NR assay

was performed as described by Borenfreund and Puerner [20].
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Hep 2 cells were seeded in 96-well plates at a density of 2.104 cells/well. After 24 h,
the growing cells were treated with increasing concentrations of astaxanthin (25, 50, 100, 150,
200, 250, 300 and 350 pg/ml) for 24 h. The solutions were removed from the plates and the
cells were washed with 200 ul of PBS/well. Then, cells received 150 pl of the NR solution
(50 mg/ml NR in RPMI) and were incubated for 3 h, and washed three times with PBS. The
dye within viable cells was released by extraction with a mixture of acetic acid, ethanol and
water (1:50:49). Absorbance of NR was measured using a spectrophotometric microplate
reader at 540 nm. NR uptake, which is proportional to the number of viable cells, was

expressed as a percentage of uptakes as compared to control.

Statistical analysis

All data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and differences between
means were evaluated by Duncan’s Multiple Range Test. The data were analyzed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 10.0 (Chicago, Illinois, USA).
Differences were considered significant at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Physicochemical characterization of shrimp waste

Table 1 shows the chemical composition of the pink shrimp residues. The crude protein
content obtained (31.3%z0.61) showed that the pink shrimp residues were rich in this
component, in agreement with values reported in the literature. Ibrahim et al [21] reported
values of 47.75% and 47.43% protein in the heads and shells of Penaeus spp. shrimp. Nargis
et al [22] found 49.47% protein in a mixture of residues from the species Penaeus monodon
and Macrobrachium rosenbergii. In the same context, Sdnchez-Camargo et al [23] reported a
protein content in Brazilian redspotted shrimp waste (Farfantepenaeus paulensis) reaching
49%. In addition to the high protein content, the analyses also showed high ash content of
28.16%. It was also noted that P. longirostris waste contains high percentages of chitin
(34.86%z= 1.67).

Extraction and quantification of astaxanthin from shrimp shell waste

The raw material used for the present study was shrimp shell wastes of deep-water pink
shrimp (P. longirostris). To ensure maximum yield of carotenoid pigments this deep sea
species was selected. The astaxanthin was quantified in the shrimp shell extract of P.
longirostris in the present study at 470 nm in hexane. The level of astaxanthin was in the

order of 72.42 ug/g. Sachindra et al [24] reported that a mixture of isopropyl alcohol and
91

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



. Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats Fﬁ\

iscussion

hexane gave the highest yield (43.91ug/g wet waste) of carotenoid compared to acetone
(40.60 pg/g wet waste). On the contrary in the study of Sindhu and Sherief [12] highest
carotenoid yield was obtained with acetone (87.14 pg/g), when compared to 60:40 solution of
hexane: isopropanol that yielded (70.27ug/g). Vimala and Paul [25] have reported that
maximum yield of carotenoids from Penaeus monodon waste was obtained with acetone,
compared to other solvents used for extraction.

Our results are better compared to other works may be due to the high polarity of
acetone compared to other solvents and to the use of vegetable oils for extraction. In addition,

the amount of asthaxantin can change from one species to another.

Determination of different components in shrimp shell waste extract by thin layer
chromatography

Thin layer chromatographic separation of carotenoid extracts from P. longirostris
yielded three distinct bands (Photoplate 1). The R; values for the three bands were
respectively 0.33, 0.60, 0.80 which corresponded to astaxanthin, astaxanthin monoester,
astaxanthin diester (Table 2). The R; values obtained for astaxanthin monoester and
astaxanthin diester are in agreement with the results reported by Kobayashi and Sakamoto
[14], 0.60 for astaxanthin monoester and 0.75-0.85 for astaxanthin diester. The R¢value of
astaxanthin obtained in the present study is in accordance with the R value obtained for the
standard astaxanthin and also the R¢ value reported by Todd [26].

Antioxidant activity

DPPH assay

DPPH method is widely used for investigating the free radical-scavenging activities of
compounds. DPPH is a stable free radical that shows maximum absorbance at 517 nm. When
DPPH radicals encounter a proton-donating substrate such as an antioxidant, the radicals
would be scavenged and the absorbance at 517 nm would be reduced [27]. The decrease in
absorbance is taken as a measure for radical scavenging activity.

DPPH radical scavenging activities of astaxanthin and BHA (used as positive control) as
shown in Fig.1 are concentration-dependent. The astaxanthin extracted from shrimp shell was
a strongest radical scavenger with an 1Csq of 15.87 pg/ml.

It is interesting to note that under the same conditions, astaxanthin showed similar (p >
0.05) free radical-scavenging activity as BHA over the entire concentration range tested. For
example, at 150 pg/ml concentrations, the scavenging activities of BHA and astaxanthin were

100%. The obtained results suggested that astaxanthin are significantly strong radical
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scavengers. The radical-scavenging activity of astaxanthin was higher than that of the

Carotenoids from the arabian red shrimp Aristeus alcocki [12].

Reducing power

The reducing power assay is often used to evaluate the ability of an antioxidant to
donate electron or hydrogen [27]. Different studies have reported that there is a direct
correlation between antioxidant activities and reducing powers of some bioactive compounds.

In this study, the ability of astaxanthin to reduce Fe** to Fe?* was determined. BHA was
used as positive control. As shown in Fig. 2, the reducing activity of astaxanthin and BHA
increased with increasing concentration. Astaxanthin had an importent reducing power at all
concentrations tested. Interestingly, astaxanthin displayed higher reducing power activity than
that of BHA. At 25, 50, 100 and 150 pg/ml, the reducing power of astaxanthin were 0.8, 1.5,
1.71 and 1.802, respectively, while those of BHA were 0.6, 1.22, 1.541 and 1.683,
respectively.

R-carotene bleaching assay

The antioxidant assay using the bleaching of B-carotene is widely used to measure the
antioxidant activity of bioactive compounds. In this assay, the oxidation of linoleic acid
produces hydroperoxyl radicals evolving towards lipid hydroperoxides, conjugated dienes,
and volatile by-products, which simultaneously attack the highly unsaturated [-carotene
resulting in bleaching of the reaction emulsion [28]. In this test, B-carotene undergoes a rapid
discolouration in the absence of antioxidant, which results in a reduction in the absorbance of
the test solution with increasing reaction time. The presence of antioxidant can hinder the
extent of B-carotene-bleaching by neutralizing the linoleic hydroperoxyl radicals formed [29].

The antioxidative activities of astaxanthin extracted from shrimp shell, as well as the
positive control BHA, as measured by the bleaching of B-carotene, are presented in Fig. 3. In
this assay, the antioxidant activity of astaxanthin extracts increased with increasing extract
concentration. The antioxidant activities of astaxanthin at a concentration of 100 and 150
pg/ml were 98.2% and 100 %, respectively. The control, without sample, rapidly oxidized and
the absorbance at 470 nm tends to zero. Therefore, the high detected antioxidant activity of
astaxanthin suggests their possible efficiency in preventing the oxidative degradation of

membrane lipids.

DNA nicking assay
Hydroxyl radical is the most reactive free radical. It has the highest 1-electron reduction

potential (2310 mV) [30] and can react with everything in living organisms: lipids,

93

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



. Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats Fﬁ\

iscussion

polypeptides, proteins and DNA, especially thiamine and guanosine [31]. In order to find new
compounds to control oxidative DNA damage which has been particularly implicated in
carcinogenesis, the effect of astaxanthin at 25, 50, 100 and 150 pg/ml concentrations on DNA
cleavage was investigated (Fig. 4).

Hydroxyl radicals generated by the Fenton reaction are known to cause oxidative
induced breaks in DNA strands to yield its open circular or relaxed forms. Figure 4 shows the
agarose gel electrophoresis pattern of plasmid DNA incubated with Fenton’s reagent in the
absence and presence of astaxanthin. Lane 1 showed an untreated plasmid with its two forms:
the upper one is open-circular (nicked) DNA and the faster migrating band corresponded to
supercoiled (closed circular) plasmid. Incubation of plasmid DNA with Fenton’s reagent in
the absence of astaxanthin resulted in the complete degradation of the two DNA bands (native
supercoiled circular DNA and open circular form) (lane 2). This DNA damage was reduced in
the presence of astaxanthin.

The results show that the protective affect of astaxanthin is dose dependent (line 3 to 6).
The astaxanthin at a concentration of 150 pg/ml is most protective against DNA degradation
by hydroxyl radicals. Indeed, the increases in the intensity of the circular shape open at the
expense of that of the supercoiled form means there are few hydroxyl radicals that have
escaped the action of astaxanthin and that contributed to the conversion of supercoiled form in
a relaxed shape.

Anti-proliferative activity

In this study, we performed tow tests to assess the cytotoxicity of astaxanthin after 24
hours. The effect of astaxanthin on cell viability was investigated by the MTT assay. Growing
cultures of Hep 2 cells were exposed to increasing concentrations of astaxanthin: 25, 50, 100,
150, 200, 250, 300 and 350 pg/ml for 24 h; a concentration-dependent decrease in the cell
viability was observed (Fig.5. a). After 24 h of treatment, the ICso determined was 320 pg/ml.

Similar results (Fig.5. b) were obtained with the NR assay. A dose-dependent decrease
of cell proliferation was clearly observed with increasing concentrations of astaxanthin (25,
50, 100, 150, 200, 250, 300 and 350 pg/ml), for 24 h, with an 1Cs, value was of 300 pg/ml.

The NR cytotoxicity assay is based on the incorporation of the supravital dye neutral
red, into the lysosomes of viable cells. Compounds that injure the plasma or lysosomal
membrane decrease uptake and subsequent retention of the dye [32]. NR was successfully
used to determine the cytotoxic effects of astaxanthin on cultured Hep 2 cells. Results
demonstrated that Hep 2 cells are extremely sensitive to astaxanthin. Results obtained by
MTT assay, which monitors a reduction of yellow tetrazolium salt by mitochondrial
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dehydrogenase (enzyme of metabolically active/viable cells) to purple formazan crystals [33-
35], were slightly different.

In addition, astaxanthin affected cultured cells, inducing mortality. By mean of these
assays, the I1Csy was determined after 24 h which are respectively of 300 pug/ml by NR assay,
and 320 pg/ml by MTT assay. This cytotolethality was dose dependent as shown in Figure 5.
The 1Cs values measured by the NR assay were obviously lower than the ones measured by
MTT assay at equivalent astaxanthin treatments (Fig.5. a and b). This suggests that NR assay
is the most suitable to evaluate astaxanthin induced cytotoxicity. The differences obtained
from each assay might reflect a differential mode of action of astaxanthin extract on cells. In
fact, while the NR assay reflects the lysosome integrity, the MTT assay measures the
mitochondrial activity. Thus, the higher sensitivity revealed by the NR assay, could be
explained by the fact that lysosomes are primarily affected by astaxanthin extract followed by
the mitochondria or other organelles. Therefore, our results on Hep 2 cells suggest that the NR
assay is an important tool to evaluate cytotoxic effects of astaxanthin extract in this cancer

cell line.

CONCLUSION

The Industrial shrimp shell discards can be utilized for the isolation of important
bioactive compounds like natural carotenoids, mainly astaxanthin. The antioxydant and
antiproliferative activities of astaxanthin extracted from shrimp shell were very interesting.
The extracts of astaxanthin may be an alternative additive in food, pharmaceuticals and
cosmetic preparations instead of many toxic synthetic antioxidants. Although the results
obtained are for the waste from the species P.longirostris, it would be applicable to waste
from other species of shrimps. The residue available after astaxanthin extraction may be used
for the preparation of chitin/chitosan, thus having an integrated approach for efficient

utilization of shrimp waste.
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Table 1. Proximate composition of deep-water pink shrimp shell

Shrimp waste

Compositions *

(% dry weight basis)
Protein 31.3+0.61
Fat 3.97+0.42
Ash 28.61+0.79
Chitin 34.86+ 1.67

* Values expressed are means of three independent determinations.

Table 2. Rf value of different form of astaxanthin in the extract from Parapenaeus

longirostris, (Mean of three determinations)

Different form of astaxanthin Rt value

Astaxanthin diester 0.80

Astaxanthin monoester 0.60

Astaxanthin 0.33
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Photoplate. 1. TLC of different form of astaxanthin extract. Lanes 1, 2, 3, 4, 5: different

concentrations of astaxanthin.

Fig. 1: DPPH free radical-scavenging activities of astaxanthin at different concentrations.

BHA was used as reference antioxidant (The test was carried out in triplicate).

Fig. 2: Reducing power of astaxanthin at different concentrations. BHA was used as reference

antioxidant. Values are means = SD (n =3).

Fig. 3: Antioxidant activity of astaxanthin at different concentrations measured by the -
carotene bleaching method. BHA was used as reference antioxidant. (The test was carried out
in triplicate).

Fig. 4: Gel electrophoresis pattern of the plasmid pCRII™TOPO incubated with Fenton’s
reagent in the presence and absence of astaxanthin at different concentrations (10 to 50 pg).
Lane 1: untreated control: native pCRII™TOPO DNA (0.5 ug); lane 2: DNA sample
incubated with Fenton’s reagent; lanes 3, 4, 5, 6, 7, 8: Fenton’s reagent + DNA + 25 to 150

pg astaxanthin.

Fig. 5: Cytotoxic effects of astaxanthin on Hep2 cells after 24 h. Cell viability was
determined using MTT (@) and NR uptake (b) and expressed as percentages of control, which
was exposed to vehicle only. Control value was taken as 100%. (The test was carried out in

triplicate).
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L'astaxanthine extrait a partir des sous-produits de crevettes améliore
la néphropathie chez les rats diabétiques

Assaad Sila, Zohra Ghlissi, Zeineb Kamoun, Mohamed Makni, Moncef Nasri,

Ali Bougatef, Zouheir Sahnoun

Le diabete de type 2 est une maladie chronique qui a atteint des proportions épidémiques
dans le monde. Ce diabéte est caractérisé par une défaillance des cellules B qui ne peuvent
plus faire face a la demande. Une fois le diabéte installé, la fonction de ces cellules s'effondre,
conduisant a l'aggravation progressive de la maladie et a la nécessité de recourir a un
traitement médicamenteux de plus en plus compliqué, y compris le passage a une
insulinothérapie. Cette maladie demeure la premiére cause de neuropathie douloureuse et
d’insuffisance rénale chronique avant et sous dialyse. Les complications du diabéte sont
fortement liées a certain nombre de facteurs. A coté de I’hyperglycémie chronique et la
glycation non enzymatique des protéines, un facteur trés important impliqué dans la genése de
ces complications est le stress oxydatif. Ce stress est défini comme un déséquilibre entre les
processus biochimiques de production des radicaux libres d’une part et ceux des défenses
antioxydantes d’autre part. Le patient diabétique présente une surproduction d’especes
oxygeénées activées d’une part et d’autre part, une diminution des antioxydants, ce qui génere
un ¢état de stress oxydatif. Lorsque 1’un des systeémes protectifs de 1’organisme contre la
toxicité des radicaux libres montre un échec, 1’action des radicaux libres devient
incontrolable, ce qui conduit & des dommages au niveau des cellules-p. La prévention et le

traitement du diabete de type 2 constituent ainsi des enjeux majeurs.

Le présent travail a pour objectif la mise en évidence, in vivo, des effets antidiabétique
et néphroprotecteur de 1’astaxanthine, extrait a partir des sous-produits de crevettes, Nous
avons évalue les paramétres du stress oxydant et de I’aspect histologique rénal chez des rats
rendus diabétiques moyennent ’alloxane (agent diabétogeéne) qui est un agent oxydant fort.
Ce dernier exerce une activité cytotoxique sur les cellules-p par le produit de sa réduction,

I’acide diallurique.

Au cours de cette étude, 24 rats males de souche Wistar (~ 200g) ont été répartis en
quatre groupes de six rats : un groupe témoin (C), un groupe diabétique (D) recevant par
gavage 120 mg d’alloxane /Kg de poids corporel, un groupe (D+As) diabétique traité, pendant

21 jours, par gavage avec de I’astaxanthine (20 mg/ Kg de poids corporel) dissout dans 1’huile
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d’olive et un 4°™ groupe (D+0OO0) diabétique recevant de 1’huile d’olive. La période
expérimentale a duré 30 jours. L'alimentation et I'eau ont été fournies a volonté pendant toute
la période du traitement. A la fin de la période d’expérimentation, ces rats ont été sacrifiés par
décapitation afin d’éviter le stress supplémentaire. Le sang a été collecté dans des tubes
héparinés. Aprés centrifugation, le sérum a été séparé puis stocké a -20 °C pour I’analyse des
paramétres biochimiques. Apres la dissection, les reins de chaque rat ont été rapidement
prélevés et bien rincés avec 1I’eau physiologique. Ensuite, ces organes ont été coupés en petits
morceaux et homogénéisés dans un tampon phosphate. L’homogénat obtenu a été centrifugé
et le surnageant a été stocké a -20 °C pour les dosages tissulaires. Pour 1’étude histologique,
aprés le ringage avec I’ecau physiologique froide, les échantillons de reins ont été

immédiatement fixés dans une solution de formol (10%).

Les rats des groupes C, D, D+As et D+OO ont été pesés avant et apres 1’étude
expérimentale. Les résultats obtenus ont montré qu’il n’y a pas une différence significative
(p > 0,05) entre les poids des rats des quatre groupes. La concentration de glucose dans le
plasma a été mesurée. La glycémie des rats diabétiques (D) est significativement plus élevée
(p < 0,001) par rapport aux rats normaux (C) puisqu’elle a dépassé 17 Mm a la fin de la
période du traitement. Par contre, on a noté une diminution significative (p < 0,001) de la
glycémie chez les rats diabétiques traités avec I’astaxanthine (6,8 mM). Pour le groupe D+OO
traité avec I’huile d’olive seule, la baisse de la glycémie était faible, voire non significative
(p > 0,05). On a constaté également qu’il y a une variation positive de 1’insulinémie dans le
sang des rats traités avec 1’astaxanthine. En effet, les valeurs de I’insulinémie obtenues pour le
groupe D+As étaient significativement élevées par rapport a celles des rats diabétiques non
traités (p < 0,01).

L’effet du traitement avec de 1’astaxanthine sur les taux de 'urée, la créatinine, 1’acide
urique et le malondialdéhyde a été étudié. Les résultats ont montré que les taux plasmatiques
de la créatinine, de 1’urée et de ’acide urique sont significativement (p < 0.001) plus élevés
chez les rats du groupe diabétique (49, 58 et 16%, respectivement) que ceux chez les rats du
groupe contrble. Chez les rats diabétiques traités avec 1’astaxanthine (D+As), on a noté que
ces parameétres ont gardé des taux presque normaux. Le traitement des rats diabétique avec
I’huile d’olive (D+0OQ0) n’aboutit a aucun changement significatif par rapport au groupe des
diabétiques non traités (D). Les taux du malondialdéhyde (MDA) ont été a la fois déterminés
au niveau plasmatique et rénal. Une augmentation significative des taux du MDA dans le
plasma (149%) et le rein (90%) chez les rats diabétique (D) par rapport au groupe témoin (C)

a été détectée. L’administration de l'astaxanthine chez les rats diabétiques a induit une
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diminution significative (p < 0.001) du taux de MDA plasmatique (42%) et rénale (38%) par
rapport au groupe D. Une diminution significative (p < 0.01), au niveau plasmatique et rénale,
des activités des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase et catalase) et du taux du
glutathion (GSH) a été enregistrée chez les rats diabétiques non traités. Pour les rats
diabétiques traités du groupe D+As, une augmentation hautement significative (p < 0,001) de
ces parameétres a été observée par rapport au groupe D. L’activité de la glutathion peroxydase
tissulaire a manifesté une baisse significative (p< 0.001) chez les rats diabétiques et les rats
diabétiques traités avec de I’huile d’olive (60 et 50%, respectivement) par rapport aux rats
normaux témoins (C). Le taux de protéines carbonylées a été également déterminé au niveau
rénal. On a constaté une élévation hautement significative (p < 0.001) chez les rats
diabétiques et les rats recevant de I’huile d’olive (2,44 et 2,2 pg/mg de protéine,
respectivement) par rapport au groupe témoin non diabétique (0,99 pg/mg de protéine). Le
gavage de I’astaxanthine aux rats du groupe D+As semble tres efficace car le niveau de
protéines carbonylées chez les rats de ce groupe était tres proche a celui détecté chez les rats
témoins du groupe C. A fin de confirmer ces résultats biochimiques, une étude histologique a
été réalisée sur les reins des rats des quarte groupes C, D, D+As et D+0O0. Les analyses des
coupes histologiques sont en corrélation avec les analyses biochimiques. L’histologie des
tissus rénaux des rats témoins (C) et des rats diabétiques traités avec I’astaxanthine (D+As) a
montré la présence de glomérules uniformes avec des membranes bien définie. L’architecture
du tissu rénal chez les rats diabétiques est severement altérée ou la plus part des glomérules
sont nécrosés et délattés avec des espaces glomérulaires réduits. La méme observation a été

notée pour les rats du lot diabétique traité avec de I’huile d’olive.
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Abstract

Aim: This study investigated the hypoglycemic and antioxidant effects of shrimp astaxanthin
on the kidney of alloxan-induced diabetic rats.

Methods: Animals were distributed into four groups of six rats each: a control group (C), a
diabetic group (D), a diabetic group supplemented with Astaxanthin (D+As) dissolved in
olive oil and a diabetic group supplemetend with olive oil (D+0O0). In vitro antidiabetic effect
was tested in plasma and kidney tissue.

Results: The group D of rats showed significant (P<0.05) increase of glycemia, creatinine,
urea and uric acid levels compared to those of the control group (C). Moreover, plasma and
kidney malonaldialdehyde (MDA) and protein carbonyl (PCO) levels for the rats of the group
D were significantly increased compared to the control group. Contrariwise, antioxidant
enzyme activities such as catalase (EC 1.11.1.6), superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) and
non-enzymatic levels of reduced glutathione (GSH) were significantly (P<0.05) decreased in
the plasma and kidney of diabetic rats compared to the control ones. The astaxanthin
supplementation in rats diet improved the antioxidant enzyme activities and significantly
decreased the MDA and protein carbonyl levels compared to diabetic rats. Indeed, no
significant (P>0.05) improvement was observed for the fourth group (D+0O0) compared to
the control group (C). Histological analysis of kidney showed glomerular hypertrophy and
tubular dilatation for the diabetic rats. For D+As rats, these histopathological changes were
less prominent.

Conclusions: Our results suggest that shrimp astaxanthin may play an important role in
reduction of oxidative damage and could prevent pathological changes in diabetic rats

suggesting promising application of shrimp astaxanthin in diabet treatment.

Keywords: Astaxanthin; diabetes; oxidative stress; lipid peroxidation; nephropathy.
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Introduction

The industrial processing of fish has become a problem for both environment and
processing plants. Indeed, about 45% of processed seafood consists of shrimp waste which is
composed of exoskeleton and cephalothorax [1]. Shrimp processing generates considerable
quantities of waste mainly composed of heads, tails, and cephalothorax [2]. Shrimp waste is a
rich source of biomolecules like chitin, proteins, enzymes, flavors, nutritive components, and
carotenoids [3]. Therefore, the valorization of such wastes is of economical impact and has
drawn much interest from researchers in recent years. Shrimp waste is one of the important
natural sources of carotenoids [4]. In Tunisia, the shrimp waste generated by shrimp
processing industries is not exploited for the recovery of valuable components. Moreover, it
forms one of the cheapest raw materials for recovery of carotenoids.

Astaxanthin is a ketocarotenoid oxidized from B-carotene, which plays biological roles
and possesses a number of desired features for food applications, such as natural origin, nil
toxicity, high versatility, and both hydro and liposolubility [5,6]. Astaxanthin can be
synthesized by plants, bacteria, some fungi and green algae. Astaxanthin can also be extracted
from the crustacean byproducts, including shrimp, crawfish, crabs and lobster. Astaxanthin
represents between 74 and 98% of the total pigments in crustacean shells [7]. In addition, to
its pigmentation function, one of the most important properties of astaxanthin is its
antioxidant activity which is ten times higher than other biomolecules such as polyphenolic
compounds, canthaxantin, [3-carotene and zein [8]. Several in vitro and in vivo studies have
identified astaxanthin antioxidant mechanisms that quench active oxygen species and free
radicals [9]. Regarding its antioxidant properties, astaxanthin may have a role in the treatment
of chronic diseases such as cardiovascular diseases, some types of cancer and diabetes.

Diabetes mellitus (DM) is a health problem that affects millions of individuals all over
the world. The World Health Organization (WHO) predicts that 300 millions of people will
have diabetes mellitus by the year 2025 [10]. DM is a prevalent systemic disease with well
documented devastating effects [11]. Hyperglycemia has been found to play a key role in
reactive oxygen species (ROS) generated damage [12]. Oxygen free radicals are formed
disproportionally in diabetes by glucose oxidation, non-enzymatic protein glycation and
subsequent oxidative degradation of glycated proteins [12]. Several reports indicated that
diabetic complications are associated with overproduction of ROS and accumulation of lipid
peroxidation byproducts [13]. In diabetes, major damage occurs in tissues such as kidney
where the glucose entry is not regulated by insulin [14]. Free radicals generated in diabetes
may lead to several kinds of diabetic complications including nephropathy, neuropathy,

cardiopathy and many other diseases. Many biomolecules used as single agents or in different
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oral formulations have been recommended to prevent diabetes mellitus since they are less
toxic than oral hypoglycemic agents such as sulfonylureas, metformin, etc. [15]. Antioxidants
play a major role in protection against molecular oxidative damage [16]. The World Health
Organization recommended the evaluation of traditional agrifood for prevention and possibly
treatments of chronic diseases such as diabetes because they are effective, non-toxic, with less
or no side effects and considered as excellent candidates for oral therapy [17].

The main objectives of this research were to explore the antidiabetic and
nephroprotective effects of astaxanthin extracted from the shrimp waste in alloxan diabetic
animals, which is one of the frequently used beta-cytotoxic agents for the induction of
diabetes in animal models to evaluate the therapeutic potential of drugs and dietary
antioxidants [18,19, 20].

Materials and methods
Astaxanthin extraction

Astaxanthin was extracted from shrimp shell waste (head, thorax and appendix)
according to the method of Sila et al. [21]. Astaxanthin purity was verified by high-pressure
liquid chromatography. Astaxanthin was identified on the basis of retention time in
comparison with a standard (Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA)).

Experimental design

Male Wistar rats (~ 200 g) were obtained from the Central Pharmacy of Tunisia
(SIPHAT, Tunisia). They were maintained under standard laboratory conditions (22 + 3 °C,
12h light/dark cycle), with pellated food (Industrial Company of Rodent Diet, Sfax, Tunisia)
and tap water given ad libitum during 30 days of experimental period. Animals were handled
in accordance with the guidelines of the Animal Care Committee at the Faculty of Medicine,
Sfax University (Tunisia). The present study was conducted with four groups of six rats each:
control rats (C), diabetic rats (D). Animals of the third group (D+As) were fed during 21 days
with daily gavage of astaxanthin (20 mg /kg BW) dissolved in 200 pl olive oil (0.9% free
fatty acids) seven days after the administration of alloxan. The fourth group (D+OO)
represented diabetic rats treated with olive oil alone. After 2 weeks of acclimatization,
diabetes was induced in male rats by receiving 120 mg/kg BW of alloxan monohydrate
(Sigma-Aldrich, Germany) freshly prepared in normal saline (9 g/l NaCl), according to
Mansour et al. [22]. Rats were orally supplemented with 20% glucose solution (5-10 ml) after
6 h. The rats received 5% glucose water solution for the next 24 h. Rats which harbour
moderate diabetes and blood glucose concentration about 2-3 g/l were selected for further

experimental tests.
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After treatment, the rats were weighed and sacrificed by decapitation and the blood
collected into clean dry beakers for serum preparation and the serum was prepared as
described by Akanji and Nlumanze [23]. The kidney of each rat was excised, homogenized in
ice-cold normal saline, and centrifuged at 5000 g for 20 min. The obtained supernatants were
frozen and stored at -80 °C for further biochemical study.

Biochemical assays

Protein content was measured by the method of Lowry et al. [25] using bovine serum
albumin as standard. Glucose levels in plasma were assayed by enzymatic methods, using the
Enzymatic Colorimetric (GOD-PAP) glucose assay kit (Biomaghreb, Tunisia) according to
the manufacturer instruction. Plasma insulin level was determined using rat insulin enzyme
linked immunosorbent assay kit ref. RIT-461 No. AKRIN-010T (Shibayagi, Japan). The
levels of urea, uric acid and creatinine in plasma were estimated spectrophotometrically using
commercial diagnostic Kits, respectively (Refs. 20151, 20143, and 20091) purchased from
Biomagreb (Ariana, Tunisia). Concentrations of malonaldialdenyde (MDA), an index of lipid
peroxidation, were determined spectrophotometrically according to Draper and Hadley [25].
Antioxidant system assays in plasma and kidney

Total superoxide dismutase (EC 1.15.1.1) activity was estimated according to
Beauchamp and Fridovich [26]. Catalase (EC 1.11.1.6) activity was assayed by the method of
Aebi [27]. Reduced glutathione (GSH) was determined by the method of Jollow et al. [28].
Glutathione peroxidise (EC 1.11.1.9) activity in the kidney was determined as described by
Flohe and Gunzler [29]. The level of protein carbonyl (PCO) in the kidney homogenates was
measured as described by Reznick and Packer [30].

Histopathological examination

All kidneys removed from the control and tested rats were cleaned and fixed in 10%
buffered formalin solution. They were then embedded in paraffin and stained with
hematoxylin—eosin for histopathological studies. All sections were evaluated for the degree of
tubular and glomerular injury and necrosis.

Statistical analysis

The obtained data were analyzed using the statistical package program Stat view 5
Software for Windows (SAS Institute, Berkley, Calif.,, U.S.A.). Statistical analysis was
performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s protected least
significant difference (PLSD) test as a post hoc test for comparison between the groups. All

values were expressed as mean = SD. Differences were considered significant when P <0.05
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Results
Body weights and biochemical assays

The obtained results showed no significant intra-group variation in the basal body
weight of rats. The plasma glucose concentration in the diabetic group (D) increased
significantly (P<0.05) comparing to the normoglycemic group (C) (Table 1). Astaxanthin
administration to rats with hyperglycemia resulted in significant decrease of plasma glucose
level in comparison with the results obtained for the diabetic group. The plasma glucose level
of D+OO rats don’t change in comparison to group (D). Insulin concentration in plasma of the
diabetic treated group decreased in comparison to the control group (Table 1). Treatment with
astaxanthine increased insulin concentration as compared with the diabetic rats. In diabetic
rats, urea, creatinine and uric acid levels were significantly higher in plasma (49%, 58% and
16%, respectively) comparing to the control ones (Table 2). The administration of astaxanthin
to diabetic rats significantly reversed these changes to near normal values. The levels of urea,
creatinine and uric acid in group D+OO significantly decreased in comparison with the
control group (C). MDA levels were determined in plasma and kidney. Results (Table 3)
showed significant increase in MDA levels in plasma (149%) and kidney (90%) for the group
D of rats compared to the control group C. Diet supplemented with astaxanthin induced a
significant decrease of MDA levels in plasma (42%) and in kidney (38%) compared to the
group D. Unlike, astaxanthin supplemented diet, MDA level seemed to be not affected in
D+0O0 group when compared to C and D+AS groups.
Antioxidant system assays in plasma and kidney

GSH levels and antioxidant enzyme activities (catalase and superoxide dismutase) in
plasma and kidney of the control and tested groups are presented in Table 3. In diabetic group
(D), a significant decrease of GSH levels, catalase and superoxide dismutase activities was
observed in plasma (51%, 36% and 55%) and in kidney (26%, 36% and 18%), respectively.
Indeed, D+As group harbour significant improvement of GSH levels, catalase and superoxide
dismutase activities in plasma (79%, 37% and 108%) and kidney (19%, 35% and 17%),
respectively, as compared to those of the group D. Therefore, as observed in MDA
determination, GSH levels and antioxidant enzyme activities in plasma and kidney were not
affected in the group D+OO compared to the diabetic group (D). In the present study, we have
also investigated the contribution of Glutathione peroxidase (EC 1.11.1.9) in response to
oxidative stress. As shown in Table 3, glutathione peroxidase activity in diabetic kidney (39 £
3 nkat/mg protein) significantly decreased after 4 weeks of experiment compared to the
control animals (99 + 11 nkat/mg protein) (P<0.001). Furthmore, significant increase of

glutathione peroxidase level was observed in the astaxanthin treated group (D+As) (78 + 4
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nkat/mg protein) when compared to diabetic group. Co-administration of olive oil did not
affect glutathione peroxidase level compared to the diabetic group (D). Protein carbonyl
levels (PCO) was also determined in the kidney. Results (Table 3) showed higher protein
carbonyl levels in diabetic group (D) when compared to those of control group (C). Gavage of
astaxanthin to diabetic rats (D+As) significantly decreased the levels of protein oxidation
products compared to the diabetic group. No significant improvement was observed for the
group (D+00) compared to the control group.

Light microscopy study of kidney tissue

The kidney histological examination of control and D+As groups showed normal cells
architecture (Figure 1 A and C). Alloxan treatment elicited significant morphological changes
in renal of the group D of rats. This changes were manifested by a severe injury of tubular and
glomeruli (Figure 1B). Kidney histological examination of the group D+OO showed damaged
cells’ architecture (Figure 1D).

Discussion

In diabetic patients, chronic hyperglycemia depletes the activities of antioxidative
defense systems [31] and increased the generation of reactive oxygen species (ROS) [32]. The
present work shows the protective effects of astaxanthin extracted from the shell waste of
shrimp on diabetes and their complications in kidney functions. We showed that the
supplementation of astaxanthin indicating its ability to suppress oxidative stress.

Fasting blood glucose level in diabetic rats is an important basal parameter for
monitoring diabetes [33]. We showed that the administration of astaxanthin for diabetic rats
led to hypoglycemic and antihyperglycemic effects by reducing the fasting blood glucose
level. This significant decrease in the fasting blood glucose levels for the D+As group of rats
may be explained by the stimulation of the residual pancreatic mechanism, regeneration or
protection of pancreatic cells that were partially destroyed by alloxan, potentiating of insulin
secretion from protected B-cells of the islets of Langerhans [34], and probably by increasing
peripheral utilization of glucose [35].

In fact, the concentrations of the metabolites increased in blood during renal diseases or
damage associated with uncontrolled diabetes mellitus [36]. This may be due to metabolic
disturbance in diabetes reflected in high activities of xanthine oxidase, lipid peroxidation, and
increased triacylglycerol and cholesterol levels [37]. In the present study, we found an
increase in urea, uric acid and creatinine in the D group indicating renal damage. In the other

hand, a significant decrease in these parameters was observed in the animals of D+As group

114

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



. Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats Fﬁ\

iscussion

but no significant improvement was observed in the rats of group (D+0OQ) in comparison to
group (C).

Nephrotoxicity was also evidenced by a significant increase in kidney PCO and MDA
contents after the administration of astaxanthin. These parameters were used by Makni et al.
[32] to determine early kidney oxidative stress. They were also used to investigate the
oxidative damage of protein and lipid peroxidation of the membrane and lipoproteins as
possible pathogenic mechanism for kidney injury [38]. Astaxanthin has been shown to exert
higher antioxidant properties than -carotene in some in vitro studies [39]. The antioxidant
activity of astaxanthin has been found to be 80 times stronger than a-tocopherol and twice as
strong as [-carotene [40].

Free radicals and associated reactive oxygen species have been implicated in diabetes
and their complications [31]. It has been suggested that a variety of antioxidants scavenging
the reactive oxygen species might improve hyperglycemia and prevent diabetic complications.
Several recent studies have identified astaxanthin antioxidant mechanisms that quench active
oxygen species and free radicals [9]. Other in vitro studies reported that astaxantin is an
effective inhibitor of peroxidation in the microsomal membrane [41]. Antidiabetic activity of
astaxanthin may be due to its protective role in quenching free radicals and inhibition of lipid
peroxidation to ensure beneficial role in survival of pancreatic -cells.

The biochemical parameters were correlated with the renal histological studies. In fact,
we revealed that alloxan caused a significant damage in renal structure showing marked
glomeruli and tubular damages, due probably to the generation of reactive radicals and to
subsequent lipid peroxidation induced by alloxan. So, hydroperoxides accumulated in kidney
could cause cytotoxicity associated with membrane phospholipids peroxidation, the basis for
renal cellular damage and necrotic renal cells. The administration of astaxanthin for diabetic
rats improved the histological alterations induced by alloxan, which could be attributed to its
strong antioxidant activity.

Conclusion

In this experimental study, the authors demonstrated that astaxanthin extracted from the
shell waste of shrimp had significant hypoglycemic effect on alloxan-induced diabetic rats.
Astaxanthin can be effective in inhibiting hyperglycemia, oxidative stress and cell damage in
kidney, by enhancing antioxidant enzyme activity, scavenging ROS and eventually by
contributing to the improvement of tissue dysfunction in diabetic rats. Due to its safety and
activity, astaxanthin from shrimp waste is an ideal lead molecule for further antidiabetic drug

development.
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Table 1. Body weights, blood glucose levels and plasma insulin levels in control group (C),
diabetic rats (D) and those treated with astaxanthin (D+As), olive oil (D+0Q) alone. Values

are given as means = standard deviation (mean of six determinations).

Parameters C D D+As D+00
and treatments
Weights of rats (g)
Initial 196 + 2 194 + 2 197 + 3 193 + 4
At sacrifice 280 + 3 261+ 4 276 + 2 264 + 4
Glucose (mM) 59+0.1 17.1+06  6.8+03% 168+0.6
Insulin (nM) 0.18 £0.02 0.12+0.02”" 0.15+0.01% 0.12+0.03"

Significant differences between the D, D+As or D+0O0 and C groups: *P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P < 0.001.
Significant differences between the D+As and D groups: ¥ P < 0.05; ¥¥ P < 0.01 and ¥¥¥ P < 0.001.

Table 2. Plasma levels of creatinine, urea and uric acid of C, D, D+As and D+0O0O
experimental rats. Values are given as means + standard deviation (mean of six

determinations).

Parameters c D D+As D+00
and treatments

Creatinine (LM) 109+5 173+8 115+6°" 162+9

Uric acid (LM) 301+7 345+1277 308+8* 341+6

Urea (mMM) 81+1 106+2° 7.6+1% 98+1"

Significant differences between the D, D+As or D+0O0 and C groups: *P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P < 0.001.
Significant differences between the D+As and D groups: ¥ P < 0.05; ¥¥ P < 0.01 and ¥¥¥ P < 0.001.
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Table 3. Malonaldialdehyde levels (MDA), glutathione levels (GSH) and enzymes activities
(SOD, CAT) in plasma and kidney and renal glutathione peroxidase levels and kidney protein
carbonyl levels of control group (C), diabetic rats (D) and those treated with astaxanthin
(D+As), olive oil alone (D+00). Values are given as means * standard deviation (mean of six

determinations).

Parameters and

C D D+As D+00
treatments
MDA?
Plasma 43+0.1 10.7+017 59+007% 99+04""
Kidney 48+04 91+06 56+07% 81+1"
GSH"
Plasma 91+1 45+047 80+05"™ 49+02"
Kidney 6.2+04 48+05 58+04 % 5005
Superoxide dismutase ° » .
Plasma 336+3 152+ 1 316 +4¥¥ 151 +38
Kidney 334+3 264+ 1" 320 + 2% 267 +1
Catalase ° N ) N
Plasma 945+10 604+5 82+3 ¥  585+4
Kidney 264+20  170+5 260+ 12" 191+16.7"

Glutathione peroxidise® 99 + 11 39+37 78 + 47 51+3"

Protein carbonyl’ 099+0.02 244+03 1+02% 22+047

Significant differences between the D, D+As or D+0O0 and C groups: *P < 0.05; ** P < 0.01 and *** P < 0.001.
Significant differences between the D+As and D groups: ¥ P < 0.05; ¥¥ P < 0.01 and ¥¥¥ P < 0.001.

# MDA = nmol/ml in plasma and nmol/100 mg tissue in kidney.
® GSH = mg/ml in plasma and mg/mg protein in kidney.

¢ Superoxide dismutase = nkat/mg protein.

¢ Catalase = nkat/mg protein.

® Glutathione peroxidise = nkat/mg protein.

"Protein carbonyl = pmol/mg protein.
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Figure 1. Kidney histological sections in control rats (A), diabetic rats (B) and those treated
with astaxanthin (C) and olive oil (D) alone. Optic microscopy: H.E (x 400).

Arrows indicate: === : Tubular dilatation, —» : Glomerular space reduction; —: Necrosis.
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Capacité de l'astaxanthine naturel extrait a partir des sous-produits
de crevettes a atténuer le stress oxydatf hépatique

chez les rats diabétiques

Assaad Sila, Zeineb Kamoun, Zohra Ghlissi, Mohamed Makni, Moncef Nasri,

Zouhaier Sahnoun, Naima Nedjar-Arroume, Ali Bougatef

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est défini comme un déséquilibre
profond de la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers. Ce
désequilibre peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par
I’augmentation d’espéces oxygénées activées (pro-oxydants) ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants. Les pro-oxydants
peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en
dégradant de nombreuses cibles. Dans le diabete, il a été observé a la fois une augmentation
de la production des pro-oxydants et une diminution des défenses antioxydantes, conduisant a
une augmentation des marqueurs du stress oxydant. Les pro-oxydants générés lors de
I'nyperglycémie causent principalement des dommages de I'ADN, des protéines et des lipides.
En plus, il est évident que dans le diabéte de type 2, l'activation des voies de stress sensible a
I'élévation du glucose conduit & la dysfonction des cellules B sécrétrice de l'insuline.
La présente étude est focalisée sur 1’évaluation de I’effet de 1’astaxanthine, extrait a partir des
sous-produits de crevettes, sur les parametres du stress oxydant et les dommages qu’il peut

provoquer au niveau hépatique chez des rats atteints du diabéte type 2.

Au cours de cette étude, 24 rats males de souche Wistar (~ 200g) ont été répartis en
quatre groupes de six rats : un groupe témoin (C), un groupe diabétique (D) recevant par
injection intrapéritoniale 120 mg d’alloxane /Kg de poids corporel, un groupe (D+As)
diabétique traité, pendant 21 jours, par gavage avec de 1’astaxanthine (20 mg/ Kg de poids
corporel) dissout dans I’huile d’olive et un 4°™ groupe (D+0O0) diabétique recevant de I’huile
d’olive. La période expérimentale a duré 30 jours. L'alimentation et I'eau ont été fournies a
volonté pendant toute la période du traitement. A la fin de la période d’expérimentation, ces

rats ont été sacrifiés par décapitation afin d’éviter le stress supplémentaire.

L'alloxane a provoqué une augmentation significative (p < 0,001) de la glycémie et une

diminution des taux d'insuline chez les rats diabétiques des groupes D et D+As par rapport
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aux témoins (C). L'administration de 1’astaxanthine aux rats diabétiques du groupe D+As a
induit une diminution hautement significative (p < 0,001) de la glycémie et une augmentation
des taux d'insuline, par rapport aux rats du groupe D.

Généralement, le diabéte sucré est associé a une hyperlipoprotéinémie. Pour cette raison,
quatre paramétres lipidiques, a savoir le cholestérol total (TC), les triglycérides (TG), les
lipoprotéines de faible densité (LDL-C) et les lipoprotéines de haute densité (HDL-C), ont été
évalués. L’analyse de ces paramétres a montré que chez les rats diabétiques (groupe D) et les
rats diabétiques recevant de I’huile d’olive (groupe D+0O) les taux de TC, TG et LDL-C sont
¢levés par rapport a ceux mesurés chez les rats du groupe C. L’administration de
I’astaxanthine aux rats diabétiques (groupe D+As) a induit une diminution de 40% du
cholestérol total, 33% de triglycérides et 58% de lipoprotéines de faible densité, par apport
aux rats diabétiques. On a noté également, une augmentation significative (p < 0.001) du taux
des lipoprotéines de haute densité chez les rats diabétiques (31%) par rapport aux rats témoins
(C), alors qu’il a significativement (p < 0.001) diminué chez les rats diabétiques traités avec
I’astaxanthine (D+As).

Le malondialdéhyde (MDA) est I’un des produits terminaux de la décomposition des
acides gras polyinsaturés sous I’effet des radicaux libres libérés au cours du stress. Le
traitement des rats diabétiques avec ’astaxanthine (D+As) a significativement (p < 0.001)
réduit le taux du MDA hépatique (7,18 nmol/g) par rapport a celui détecté chez les rats
diabétiques (14,97 nmol/g). Aucune amélioration significative n’a été observée chez les rats

diabétiques du groupe D+OO traités par I’huile d’olive (14,61 nmol/g).

Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques jouent un réle important dans la
lutte contre le stress oxydant. Les activités enzymatiques de la superoxyde dismutase (SOD),
la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) au niveau du foie et le taux du glutathion
hépatique (GSH) ont significativement (p < 0.001) baissé chez les rats diabétiques du groupe
D (7,17 U/mg de protéine, 2,12 umol H,O,/mg de protéine, 4,24 nmol GSH/min/mg de
protéine et 3,93 ug/g de foie, respectivement) par rapport aux rats du groupe témoins (C). Par
contre, chez les rats du groupe D+As les taux de ces parameétres sont proches a ceux
enregistres chez les rats du groupe C. Donc ’astaxanthine a amélioré 1’efficacité du systéme

antioxydant au niveau du foie.

Les taux des bio-marqueurs (I'aspartame aminotransférase, I'alanine aminotransférase et
la phosphatase alcaline) dans le sang augmentent lorsqu'il existe une lésion cellulaire
principalement au niveau du foie. Leur dosage est donc utile dans le diagnostic de certaines

maladies tel que le diabéte. Les résultats ont montré que, les taux de ces bio-marqueurs chez
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les rats diabétiques et les rats du groupe D+OO sont elevés par rapport a ceux enregistrés chez
les rats normaux utilisés comme témoins (groupes C). L’administration de I’astaxanthine aux
rats diabétiques (groupe D+As) a induit une diminution significative (p < 0.01) par rapport

aux rats diabétiques (D) non traités.

L’histologie du foie d’un rat du groupe contréle (C) a montré des cellules hépatiques
normales, un cytoplasme granuleux et absence de toute nécrose cellulaire. Chez les rats
diabétiques (D) et les rats diabétiques traités avec de 1’huile d’olives (D+OQ) on a noté une
altération sévere de I’architecture du foie avec dégradation des membranes cellulaires,
infiltration leucocytaire, inflammation et nécrose. Pour les rats diabétiques traités avec

I’astaxanthine, 1’histologie du foie est normale avec absence de nécrose et d’inflammation.

En conclusion, il existe une évidence considérable a partir de cette étude, c¢’est qu'une
hyperglycémie semble augmenter les perturbations métaboliques et par conséquent
I’apparition du stress oxydant chez les diabétiques. En absence d’une réponse compensatoire
appropriée par les antioxydants endogénes cellulaires, le systeme devient plus faible. Le stress
oxydant résultant de I’hyperglycémie est ultimement responsable du développement des
complications diabétiques. La présente étude est réalisée pour évaluer I’effet de
’astaxanthine, extrait a partir des sous-produits de crevettes, contre le diabete. On a révélé
son effet positif non seulement sur I’hyperglycémie mais aussi sur les perturbations
métaboliques associées et principalement sur le stress oxydant qui résulte de cet état
pathologique.
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Abstract

Background: Reactive oxygen species play a crucial role in the pathogenesis of diabetes and
its complications. The present study was undertaken, in vivo, to examine the protective effect
of astaxanthin extracted from the shell waste of deep-water pink shrimp (Parapenaeus
longirostris) against oxidative stress of alloxanic adult male rats.

Results: Alloxan treatment revealed a significant elevation in plasma glycemia and lipid
parameters such as total lipid, total cholesterol and triglycerides compared to the control
group (C). In addition, liver malonaldialdehyde levels (MDA), an index of lipid peroxidation,
significantly increased compared to control group. The activities of antioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and
glutathione reductase (GR) and reduced glutathione (GSH) levels decreased significantly
compared to control group. Moreover, diabetic rats (D-D) presented a significant increase in
the activities of aspartate transaminase (AST) alanine transaminase (ALT) and alkaline
phosphatase (ALP) in plasma, indicating considerable hepatocellular injury. Astaxanthin
treatment restores these parameters near to control values. Histological studies on the liver
tissue of (D-As) treated rats confirmed the protective effects of astaxanthin.

Conclusions: The results revealed that astaxanthin may be helpful in preventing diabetic
complications in adult rats by reversing hepatotoxicity. It can be one of the ingredients in a

number of healthy products.

Keywords: Diabetes; Rats; Liver; Astaxanthin; Oxidative stress.
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1. Introduction

Diabetes mellitus (DM), characterized by hyperglycaemia and development of diabetic
complication) is a health problem affecting millions of individuals worldwide [1]. Several
experimental studies have suggested the participation of reactive oxygen species (ROS) in the
onset of diabetes. Oxidative stress was caused by an imbalance between antioxidant systems
and the production of oxidant including ROS and was involved in alteration of
physiologically critical molecules such as proteins, lipids, carbohydrates and nucleic acids and
generated damage to the tissues like pancreas, kidney and liver. DM depletes also the capacity
of antioxidative defense. Enzymatic and non-enzymatic antioxidants play important roles
during the process of oxidation by scavenging or preventing the generation of ROS [2].
Natural antioxidants can be provided in many natural product such as fruit and vegetables but
also in by products of seafood harvesting. Many studies have confirmed that exogenic
antioxidants are essential for counteracting oxidative stress [3]. These antioxidants scavenge
free radicals and prevent lipid peroxidation which plays an important role in protection
against problems of chronic disease such as diabetes [4].

In several of the major fish-producing countries, the by-products of seafood harvesting
comprise about 50% of the entire harvest. These materials, which represent an environmental
problem to the fishing industry, constitute an important source of proteins, enzymes and
carotenoids. Shrimp processing is one of the important marine industry in Tunisia that
generates considerable quantities of solid waste in the form of head and body carapace. These
body parts comprise 48-56% depending on the species. Shrimp waste is one of the important
sources of natural carotenoids [5]. The recovery of these valuable components from the waste
would not only improve the economy for shrimp processors, but also would minimize the
pollution potential of the shrimp waste. The major carotenoids found in crustaceans and
salmonidae and in the wastes of shrimps are astaxanthin and its esters [6].

Astaxanthin (3, 3’-dihydroxy-f, B-carotene-4,4’-dione) is a ketocarotenoid derived from
[B-carotene oxidation. Its structure contains both ketonic and hydroxylic functional groups,
which are responsible for its exceptional antioxidant properties by scavenging free radicals
and quenching singlet oxygen [7]. Astaxanthin was reported to be a potent antioxidant and
has a variety of biological activities [8].

Astaxanthin have beneficial effects supporting human health and well-being and by
preventing pathologies. Significant antioxidant powers have been ascribed to astaxanthin,
based primarily on experimental findings. In this context, human brain cells were subjected to
an oxidative stress-induced neuronal cell damage system. Significant protection was found in

cells pre-treated with astaxanthin. Additionally, pre-treatment with astaxanthin inhibited the
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generation of reactive oxygen species. The authors concluded the neuroprotective effect of
astaxanthin is suggested to be dependent upon its antioxidant potential and mitochondria
protection; therefore, it is strongly suggested that treatment with astaxanthin may be effective
for oxidative stress-associated neurodegeneration and a potential candidate for natural brain
food” [9]. Astaxanthin can also protect against damage from ischemia. The researchers
attributed astaxanthin’s benefits to its intense antioxidant activity [10]. Another study found
that pretreatment with astaxanthin 5 hours before ischemia provided protection against brain
damage [11].

Astaxanthin has demonstrated safety in numerous human clinical trials. In one open-
label clinical study on subjects with metabolic syndrome [12], astaxanthin (16 mg/day, for
three months) significantly raised blood bilirubin, potassium, and creatine kinase, although all
three values remained within normal range. Also, astaxanthin significantly lowered the liver
enzyme gamma-glutamyl transpeptidase.

Investigations seeking alternative solutions for the treatment of diabetes have been
subject of interest in the medical science, including the administration of compound with
antidiabetic properties and its potential as a therapeutic agent. Antioxidant therapy has shown
positive effects, inhibiting the progression of late diabetic complications. The biological
potential of astaxanthin is related to its antioxidant capacity and the protective action of
astaxanthin in the treatment of diabetes can be related to its ability as a ROS scavenger of
singlet oxygen, superoxide radical and peroxyl radical species involved in tissue damage. We
focus in this study to confirm this important role in combating diabetes complication.

2. Materials and Methods
2.1. Collection of samples

The deep-water pink shrimp (Parapenaeus longirostris) waste consisted of heads,
cephalothorax, shells and appendix, which were obtained in fresh condition from a shrimp
processing plant located in Sfax, Tunisia. Prior to use, the shrimp shells were washed
thoroughly with distilled water and grounded. The shells were then stored at -20 °C until
further analysis.

2.2. Astaxanthin extraction
Astaxanthin was extracted according to the method of Sila et al. [13]. One hundred
grams of shrimp shells were mixed with 200 ml of acetone containing 100 mg of BHT/I. The
mixture was mechanically agitated for 16 h in the dark at 4°C. The red pigmented solvent was
recovered under slight vacuum filtration (filter paper no. 1, Whatman, SIGMA, USA). Fresh
acetone (125 ml) was added to the flasks and they were agitated for another 2 h. The pooled

extract was collected in a separating funnel, 125 ml of petroleum ether and 94 ml of 0.73%
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(w/v) NaCl solution were added. After thorough mixing, the epiphase was collected. To the
lower phase an equal volume of water was added, mixed and the epiphase was collected, the
pooled epiphase was concentrated under vacuum at temperatures not exceeding 45°C.

2.3. Quantification and identification of astaxanthin

The organic solvent extracted astaxanthin was quantified by measuring absorbance at
470 nm and using the equation of Kelley and Harmon [14].

Sample was analyzed for astaxanthin purity using HPLC system equipped with refractive
index detector (RID), the column was C-18 reversed phase analytical (250 mm x 4.6 mm
Eurosphere 100-5 KNAWER). Analysis was performed using a gradient of methanol (2.0% in
water) and acetonitrile at the flow of 1 min/ml. Calibration curves were established by
injecting pure astaxanthin (Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA)) at different
concentrations as a standard in the HPLC mobile phase

2.5. Animals

The investigation was conducted in accordance with the International Principles for
Laboratory Animal Use and Care as found in the guidelines [15], and in accordance with the
guidelines of the Animal Care Committee at the Faculty of Medecine, Sfax University
(Tunisia).

Twenty-four male adult Wistar rats, weighing ~ 200 g, were purchased from the Central
Pharmacy (Tunisia) and were maintained under conditions of controlled temperature
(22 °C 1), relative humidity of 40% and a daily 12 hours photoperiod.

2.6. Experimental procedure

Diabetes was confirmed after the injection of alloxan monohydrate (Sigma-Aldrich,
Germany) by measuring the fasting blood glucose concentration. The rats with blood glucose
level > 200 mg/dl were considered to be diabetic and were used in the experiment. The
treatment with astaxanthin was started 7 days after diabetes confirmation and continued for 30
days.

The animals were allocated randomly to four groups of six animals each:

o [Control group], group C: rats received as vehicle 0.9% NaCl (w/v) and
served as negative controls.

o [Alloxan treated group], group D: rats received a subcutaneous dose of
alloxan (120 mg/kg of body weight) and included in study as diabetic rats.

o [Alloxan and astaxanthin treated group], group D-As: diabetic rats received
astaxanthin (20 mg kg/ body weight) dissolved in olive oil with daily gavage. The rats
received single-dose per day in the morning.

130

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



. Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015
Assaad Sila These en cotutelle Résultats Fﬁ\

iscussion

o [Olive oil treated group] group D-OO: diabetic rats received olive oil.

All treatments were made by gavage during 21 days. During the experimental period,
the rats had free access to tap water and commercial standard pellet diet (Industrial Company
of Rodent Diet, Sfax, Tunisia). At the end of experimental period, rats were sacrified by
decapitation to avoid stress.

2.7. Samples

Blood samples were collected into clean dry beakers for serum preparation. They were
centrifuged at 5000 g for 20 min and plasma samples were drawn and kept at -20°C until
analysis. Livers were quickly removed, cleaned and washed with saline solution and cut in
small parts. They were homogenized in 10% (w/v) phosphate buffer (pH 7.4) using an
ultraturax (JANKE & KUNKEL IKA, type T25) and centrifuged at 10000 xg for 15 min at
4°C. For histological examination, some portions of livers were immediately fixed in 10%
formalin solution.

2.8. Biochemical assays
Determination of plasma glucose and insulin levels

Plasma glucose level was assayed by enzymatic methods, using commercial reagent kits
purchased from Biomaghreb (Ariana, Tunisia). Plasma insulin level was determined using rat
insulin enzyme linked immunosorbent assay kit Ref. RIT-461 No. AKRIN-010T (Shibayagi,
Japan).

Protein content

Protein content in tissue was determined according to the method of Lowry, et al. [16]
using bovine serum albumin (BSA) as standard.
Analysis of lipid parameters in plasma

Plasma lipid parameters such as total cholesterol (TC), triacylglycerol (TG) and high-
density lipoprotein-cholesterol (HDL-C) levels were determined by enzymatic methods, using
commercial kits from Biomaghreb (Ariana, Tunisia). The low-density lipoprotein-cholesterol
(LDL-C) fraction and atherogenic index (Al) were determined according to the Friedewald
equations:

LDL-C = TC— (Triglycerides/5 + HDL—C)
Al = (TC-HDL-C/HDL-C)

Determination of malondialdehyde (MDA) level
MDA level, index of lipid peroxidation, was estimated spectrophotometrically by
measuring thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) which were expressed in terms of

malondialdehyde content according to the method of Draper and Hadley [17]. Briefly,
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aliquots of 0.5 ml of liver homogenates were mixed with 1ml of trichloroacetic acid solution
(TCA) and centrifuged at 4000 xg for 10 min. Then 1ml of thiobarbituric acid reagent (TBA,
0.67%) was added to 0.5 ml of supernatant and incubated at 95°C for 15 min. The absorbance
was measured at 532 nm. The MDA values were calculated and expressed as nmoles of
MDA /g of tissue.

2.9. Determination of antioxidant parameters
Superoxide dismutase (SOD)

SOD activity was estimated according to the method of Beauchamp and Fridovich [18].
The reaction mixture contained 50 mM of tissue homogenates in potassium phosphate buffer
(pH 7,4), 0.1 mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), 13 mM L-methionine,
2 mM riboflavin and 75 mM Nitroblue Tetrazolium (NBT). The developed blue color in the
reaction was measured at 560 nm. One unit of SOD activity was defined as the amount of
enzyme required to inhibit the reduction of NBT by 50% and activity was expressed as
units/mg protein.

Catalase (CAT)

CAT activity was determined as described by the method of Aebi [19]. Enzymatic
reaction was initiated by adding an aliquot of 20 ul of the homogenized tissue and the
substrate (hydrogen peroxide, H,O,) to a concentration of 0.5 M in a medium containing
100 mM phosphate buffer, pH 7.4. Change in absorbance was recorded at 240 nm. The
enzyme activity was expressed as pmoles H,O, consumed/ minute/ mg protein.

Glutathione peroxidase (GPx)

GPx activity was determined as described by the method of Flohe and Gunzler [20].
GPx catalyzes the oxidation of GSH by cumene hydroperoxide. In the presence of GSH
reductase and NADPH, the oxidized GSH is immediately converted to the reduced form with
a concomitant oxidation of NADPH-NADP*. The enzyme activity was expressed as
nanomoles GSH oxidized/minute/mg of protein.

Glutathione reductase (GR)

GR activity was assayed by the modified method of by Mohandas et al. [21]. The
enzyme activity was quantified by measuring the disappearance of NADPH at 340nm and was
calculated as nmol NADPH oxidized/minute/mg of protein.

Reduced glutathione level (GSH)

Hepatic GSH was estimated according to the method of Jollow et al. [22]. The method
based on the development of yellow color when DTNB (5,5-dithio-bis2-nitrobenzoic acid)
was added to samples containing sulphydryl groups. Total GSH content was expressed as jig

GSH/qg of tissue.
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2.10. Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and
phosphatase alkaline (PAL) activities

AST, ALT and PAL activities in plasma, used as biochemical markers for hepatic
damage, were determined by enzymatic methods using commercial reagent kits from
Biomaghreb (Ariana, Tunisia).

2.11. Histopathological studies

The tissues fixed in formalin solution were washed with distilled water and processed
through a series of alcohol baths, embedded in paraffin and sectioned at 5-6 um thickness.
They were stained with hematoxylin-eosin and examined by light microscopy.

2.12. Statistical analysis

The data were analyzed using the statistical package program Stat view 5 Software for
Windows (SAS Institute, Berkley, CA). Statistical analysis was performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s protected least significant difference
(PLSD) test as a post hoc test for comparison between groups [(D-D, D-As) vs. (C)] and
[(D-As) vs. (D-D)]. All values were expressed as mean + SD. Differences were considered
significant if p <0.05.

3. Results and Discussion
3.1. Astaxanthin extraction

Astaxanthin (3,3’-dihydroxy-B,B-carotene-4,4’-dione) is a ketocarotenoid derived from
[B-carotene oxidation. Its structure contains both ketonic and hydroxylic functional groups,
which are responsible for its exceptional antioxidant properties in free radicals scavenging
and in quenching singlet oxygen [7].

The raw material used for the present study was shrimp shell wastes of deep-water pink
shrimp (P. longirostris). To ensure maximum yield of carotenoid pigments this deep sea
species was selected. The astaxanthin was quantified in the shrimp shell extract of P.
longirostris in the present study at 470 nm in hexane. The Purity of astaxanthin extracted
from shrimp shell waste was verified by a high-pressure liquid chromatography (HPLC).
Astaxanthin was eluted in the fraction between 10.0% and 35.0% acetonitrile as a single peak
(474 nm) and identified on the basis of retention time in comparison with that of standard
astaxanthin.

3.2. Plasma glucose and insulin levels

As demonstrated in our previous data, the present study confirms that alloxan provokes
an increase of glycemia and a decrease in insulin levels in the diabetic rats compared to the
control group [3]. Glycemia of group D-OO (Figure 1A, B) still elevated compared to the

control one that means that olive oil does not affect glycemia in diabetic rats. The
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administration of astaxanthin to diabetic rats induced a significant decrease in the glycemia
and an increase in insulin levels compared to the diabetic group. Astaxanthin play a crucial

role in combating hyperglycemia.
3.3. Plasma lipid profile

Figure 2 shows the levels of total cholesterol (TC), triglycerides (TG), LDL-cholesterol
and HDL-cholesterol. Diabetic rats developed an increase in TC, TG and LDL-c levels and a
decrease in HDL-c levels, after 30 days of treatment, compared to control rats.

Previous studies of Merzouk and Khan [23] and Makni et al. [3], have demonstrated
that diabetes induced alterations in lipid metabolism objectified by an increase plasma TG and
TC levels. The administration of astaxanthin to diabetic rats ameliorate significantly plasma
lipid profile as confirmed by the decrease of TC, TG, LDL-c levels and the increase of HDL-c
level compared to the diabetic group. The capacity of astaxanthin to restore theses lipid
parameters near to normal values can be attributed to the potential therapeutic agent in
cardiovascular disease as demonstrated by Fassett and Coombes [24].

3.4. Oxidative stress and antioxidant parameters

A various experimental studies have suggested the participation of ROS in the onset of
diabetes mellitus and development of diabetic complications [3] demonstrated by induction of
lipid peroxidation and depression of antioxidant defense systems.

Hepatic MDA levels are shown in Table 1. A significant increase in MDA levels was
observed in diabetic rats when compared to those of control group. This suggested that
alloxan induce free radicals formation such as hydrogen peroxides and hydroxyl radical,
leading to cellular damage and oxidative stress. There is a wide agreement that the excessive
production of ROS induced oxidative stress and played an important role in the pathogenesis
of diabetic complications [25]. Administration of astaxanthin decreased significantly the
levels of lipid peroxidation in D+As rats compared to the diabetic group.

Astaxanthin can scavenge the free radicals and/or inhibited their formations. As
astaxanthin belong to the carotenoid family found in aquatic animals and many popular types
of seafood, it is very good at protecting membrane phospholipids and other lipids against
peroxidation. Astaxanthin is closely related to other well-known carotenoids, such as
[-carotene, zeaxanthin and lutein, thus it shares many of the metabolic and physiological
functions attributed to carotenoids. Epidemiologic studies have shown an inverse relationship
between the presence of various cardiovascular diseases and high intake of carotenoid
containing food, such as fruits and vegetables [26]. A part from their provitamin A activity,

carotenoids exhibit antioxidant properties and can affect cell growth regulation, and modulate
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gene expression and immune response, all of which are possible mechanisms of
relevance [27].

Study of Kurihara et al. [28] confirmed that astaxanthin has up to several-fold stronger
free radical antioxidant activity than vit E and B-carotene. This scavenging ability is believed
to have a key role in several other diseases.

Genesis of diabetes mellitus not only enhances reactive oxygen species generation, but
also depletes the capacity of antioxidative defense. Enzymatic and nonenzymatic antioxidants
play important roles during the process by scavenging ROS or preventing their formation [2].
Our data showed a significant decrease of SOD, CAT, GPx, GR activities and GSH level in
liver of diabetic rats compared to controls (Table 1). The inhibition of enzymes involved in
free radical removal led to the accumulation of H,0,, which promoted lipid peroxidation and
modulation of DNA, altered gene expression and cell death [29]. Our previous studies
reported that diabetes mellitus reduced the activities of these enzymes [3].

Our results corroborated with previous studies of Badary et al. [30] who suggested that
the reduction in the activity of the antioxidative enzyme activities indicated the inefficient role
of these enzymes to scavenge ROS. In fact, superoxide and hydrogen peroxide radicals might
be implicated in oxidative inactivation of enzymes.

The supplementation of astaxanthin to diabetic animals improved the antioxidant status
as compared to those of diabetic rats and restored their activities near to normal values, thus
emphasizing its effects as an antioxidant product.

The chemical composition of astaxanthin promotes its antioxidant properties because
oxygenated groups contained in each additional ring structure of the molecule reduce the
effect of peroxyl and superoxide radicals and singlet oxygen [13]. In this study, it was
observed the positive effect of astaxanthin in the hepatic tissue of diabetic rats. Astaxanthin
normalizes the activity of the antioxidant enzymes from supplemented diabetic rats.
Astaxanthin presented mild effects on the liver with stimulation of glutathione system.

GSH level reduced significantly in the diabetic rats (Table 1). According to Yao et al.
[31], glutathione is considered as the major nonprotein thiol in mammalian cells and tissues.
Its role in the detoxification of ROS is important [32]. The decrease level of GSH might be
due to the generation of ROS caused by hyperglycemia in diabetes mellitus. Similar results
are observed in the study of Obrosova et al., [33] in diabetic patients and in experimental
models.

3.5. Plasma transaminase
The transaminases are the most sensitive biomarkers directly implicated in the extent of

cellular damage and considered as bioindicators of hepatic injury [34]. AST, ALT and PAL
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activities are represented in Figure 3. Our results demonstrated a significant increase in
plasma AST, ALT and PAL activities of diabetic rats compared to those of controls. Elevation
in ALT and AST indicates the utilization of amino acids for the oxidation or for glucogenesis
and is used to determine liver damage [35]. The administration of astaxanthin to diabetic rats
reduced the activities of these transaminases near to control values.
3.6. Histology study

Biochemical modifications were confirmed by histological study. Histopathological
evaluation revealed that alloxan caused extensive damage in hepatocyte cells of diabetic rats,
such as lipid vacuolization, membrane cell degradation, leucocytes infiltration and cell
necrosis and death (Figure 4). In fact, the cytotoxic action of this diabetogenic agent is
mediated by the formation of reactive oxygen species [36]. Light microscopic findings
showed that the administration of astaxanthin prevented alloxan-induced diabetic hepatic
dysfunction by the inhibition of the generation of free radicals in the hepatic tissue, and these
agents appear to play a cytoprotective role in the liver insulted by alloxan -induced diabetes.

We conclude that treatment with astaxanthin significantly improved the structure of
hepatic cells. We therefore suggest that astaxanthin is effective in reversing hepatotoxicity
caused by diabetes status.
4. Conclusion

The present observations reflect that diabetes could be a driving force for the disease
process in terms of oxidative stress and inflammation. With the addition of astaxanthin, it is
possible to prevent an early liver injury as the result of diabetic complication. Astaxanthin is
of interest to many recent researchers because of the anti-inflammatory and anti-atherogenic
effects, which stem from its antioxidant role. Besides antioxidant function, other effects
specifically receptor activation or interaction with endogenous bioactive factors by
astaxanthin must also be considered in future. Astaxanthin can be one of the ingredients in a
number of healthy products.
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Table 1. Liver malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione péroxydase (GPx) activities and reduced glutathione (GSH) levels. Values are

means + SD for six rats in each group.

Group MDA SOD CAT GPx GSH

C 7.28+0.37 13.43+3.8 6.08+0.15 0.9+1.74 7.28+0.28
D 14.97+0.24"  7.17+2.09° 212403377 4.24+1.97  3.96+0.13"
D+As 7.18+0.17%  10.07+1.21% 5.88+0.26 ¥  7.58+1.7*  6.03+0.23"%
D+00 14.61+0.517" 7.27+1.8" 2.7+0.37" 5.20+1.037  4.16+0.22""

Treated group (D; D+As; D+0O0) vs control group (C): * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001.
Treated group (D+As) vs diabetic group (D): ¥ p< 0.05; ¥ p< 0.01; *¥ p< 0.001.

MDA: nmoles/g of liver

SOD: U/ mg protein

CAT: umolesH,0, /mg protein
GPx: nmol GSH/min/mg protein
GSH: ug/g of liver
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Figure 1. Plasma glucose (mg/dl) (A) and insulin (B) levels in control rats (C), diabetic rats
(D-D), astaxanthin (D-As) and olive oil (D-OO). Each value represents the mean + SE of six
rats per group. Treated group (D; D+As; D+0O) vs control group (C): * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001.
Treated group (D+As) vs diabetic group (D): ¥ p< 0.05; ¥ p< 0.01; ¥** p< 0.001.

Figure 2. Plasma total cholesterol(A), Triglyceride (B), HDL-cholesterol (C) and LDL-
cholesterol (D) levels in control rats (C), diabetic rats (D-D), astaxanthin (D-As) and olive oil

(D-O0). Each value represents the mean + SE of six rats per group. Treated group (D; D+As;
D+00) vs control group (C): * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001. Treated group (D+As) vs diabetic group (D):
¥ p< 0.05; ¥ p< 0.01; ¥ p< 0.001.

Figure 3. Plasma AST, ALT and ALP activities in control rats (C), diabetic rats (D-D),
astaxanthin (D-As) and olive oil (D-O0). (A): Aspartate transaminase (AST). (B): Alanine
transaminase (ALT). (C): Alcaline phosphatase (ALP). Each value represents the mean = SE

of six rats per group. Treated group (D; D+As; D+00) vs control group (C): * p< 0.05; ** p< 0.01;
**x n< 0.001. Treated group (D+As) vs diabetic group (D): ¥ p< 0.05; ¥ p< 0.01; ** p< 0.001.

Figure 4. Effect of astaxanthin on histological changes in the liver of diabetic rats (x400).

A: Control group; B: diabetic group; C: D+As group; and D: D+OO group. , : Cell necrosis;

<> : Lipid vacuolization; — : Leucocytes infiltration; _,* : Membrane cell degradation.
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Fig. 2.
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Fig. 3.
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Chapitre Il :

Les peptides bioactifs d’origine
aquatique doués d’'activités
antibactérienne et

anti-DDP-1V
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L'hydrolyse enzymatique est une technique faisant intervenir des enzymes, ou protéases.
Les enzymes sont présentes chez tous les étres vivants : animaux, plantes et microorganismes.
Chaque enzyme possede une spécificité d'attaque plus ou moins élargie, lui permettant de
briser une ou plusieurs liaisons peptidiques. Les protéines peuvent donc étre decomposeées en
peptides plus ou moins caractéristiques en exploitant les activités spécifiques d'une ou de
plusieurs enzymes. Ainsi, chaque enzyme présente des caractéristiques d'activité qui lui sont
propres. Ces caractéristiques influencent fortement la composition peptidique des hydrolysats
formés. Il est donc important de maitriser les parametres intrinseques d'une enzyme afin
d'optimiser son utilisation, a savoir : sa température optimale d'utilisation, son pH optimal, le
rapport enzyme/substrat (E/S) et son temps d'action : ce dernier étant fortement influencé par
les trois premiers et relatif au degré d'hydrolyse souhaité.

Les peptides bioactifs sont des séquences déja présentes dans les protéines, qui
nécessitent d'étre libérées pour étre activées (Korhonen and Pihlanto, 2006). Les peptides
présentent des compositions en acides aminés, des propriétés physicochimiques, des
séquences et/ou des structures particuliéres. La composition en acides aminés et la
digestibilité et les activités biologiques de certains hydrolysats ou de fractions peptidiques
vont conférer d’excellentes propriétés nutritionnelles avec des applications dans les secteurs
de I’alimentation, de la santé et de la nutraceutique. Dans ce contexte les peptides bioactifs
représentent un axe majeur de la recherche dans le monde des aliments fonctionnels et des
nutraceutiques. En effet, de nombreuses bioactivités ont déja été identifiées (peptides
antihypertenseurs, antioxydants, antimicrobiens, antidiabétiques, etc.), a partir de multiples
matrices alimentaires, parmi lesquelles les protéines des produits de la péche qui s'avérent étre
une source importante de peptides bioactifs (Korhonen and Pihlanto, 2006).

Les peptides antibactériens sont de petits peptides présents dans le regne animal et
végétal, capable de défendre 1’hote face aux agressions bactériennes. La majorité des peptides
antibactériens sont des peptides cationiques (x 80%) (Boman, 1995). Les peptides
antibactériens font tous partie d'une des catégories suivantes : les peptides cationiques
linéaires a hélice-a ; les peptides cationiques enrichis en certains acides aminés ; les peptides
contenant des résidus cystéine formant des ponts disulfures ; les peptides a structure «Random
coil» et enfin les peptides anioniques (Brogden, 2005). Six caractéristiques intrinséques au
peptide vont affecter son caractere antimicrobien : sa taille, sa séquence, sa charge, sa
configuration spatiale, son hydrophobicité et son caractére amphiphile. Selon le mode
d’action on peut distinguer deux classes de peptides antibactériens : Les peptides formant des
pores membranaires qui agissent en trois étapes: l'attraction, l'attachement et I'insertion

peptidique entrainant la perméabilité membranaire. La classe des peptides interférant avec le
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métabolisme cellulaire de la bactérie. De nombreuses techniques sont utilisées afin de
comprendre le mécanisme responsable de l'activité antimicrobienne des peptides, parmi
lesquelles la microscopie, l'utilisation de membranes modéles, la formation de canaux
ioniques, le dichroisme circulaire, etc. (Brogden, 2005).

La pathophysiologie classique du diabete type 2 est caractérisée par 1’association d’une
insulinorésistance et d’une baisse de la fonction des cellules béta. L’axe incrétin y joue un
role majeur, car les patients atteints du diabéte type 2 présentent une male régulation de 1’effet
incrétine sur la stimulation de I’insuline, associée a une forte sécrétion de glucagon. Parmi les
stratégies thérapeutiques novatrices envisagées contre le diabete type 2, on trouve celles
fondées sur le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et le glucose-dependent insulinotropic peptide
(GIP) (Gautier et al., 2008). L’effet « incrétine » parait donc particulierement prometteur.
L’effet « incrétine » correspond a la stimulation de la sécrétion d’insuline par des hormones
intestinales : le GIP et le GLP-1(Gautier et al., 2008). Ces deux hormones sont stimulées par
la prise alimentaire et sécrétées au niveau de I’estomac et de I’intestin proximal. Elles ont
plusieurs actions : stimulation de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose ; inhibition de
la sécrétion de glucagon ; ralentissement de la vidange gastrique et diminution de la prise
alimentaire (Virally et al., 2008). Deux types de médicaments ont été développés pour utiliser
I’effet « incrétine » en thérapeutique : Les incrétinomimétiques ou agonistes des GLP-1 et des
le GIP et les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-4 (enzyme qui inactive le GLP-1 et le
GIP). Au cours de ces 10 dernieres années, de nombreux peptides inhibiteurs de la dipeptidyl-
peptidase-1V (DPP-1V) ont été purifiés et identifiés a partir de protéines alimentaires de
sources variées telles que la caséine du lait (Nongonierma et al., 2013), le lactosérum (Silveira
et al., 2013), le jambon (Gallego et al., 2014), la gélatine porcine (Hsu et al., 2013), le riz
(Hatanaka et al., 2012) et le thon (Huang et al., 2012).

Au cours de ce chapitre, le muscle de barbeau (Barbus callensis) a été utilisé comme
source de protéines pour la préparation d’hydrolysats protéiques douées d’activités
antibactérienne et anti-dipeptidyl peptidase-IV et pour I’isolement et I’identification de

peptides responsable de ces activités.
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Préparation de peptides antibactériens par I’hydrolyse enzymatique de
protéines de muscle de barbeau : Activité contre quelques bactéries

pathogénes

Assaad Sila, Naima Nedjar-Arroume, Karima Hedhili, Gabrielle Chataigné, Rafik Balti,
Moncef Nasri, Pascal Dhulster, Ali Bougatef

La croissance microbienne sur les surfaces alimentaires est une cause majeure de la
détérioration des aliments et la contamination bactérienne de produits alimentairs. Plusieurs
facteurs peuvent étre défavorables a la croissance de la flore pathogéne dans ces produits. Par
exemple, les basses températures, les emballages sous atmospheres modifiées ou les additifs
alimentaires sont tous des moyens utilisés afin d'inhiber la multiplication des
microorganismes. Par contre, les additifs possédent plusieurs désavantages lors de leur
utilisation puisqu'ils peuvent causer des réactions allergiques et des défauts de saveur. En
outre, le sel peut augmenter les risques de maladies cardiovasculaires puisqu'il éleve la
tension artérielle. Par conséquent, certains des agents antimicrobiens traditionnels présentent
des risques pour la santé des consommateurs et leur utilisation est de plus en plus limitée et
controversée. Afin de répondre a la préoccupation du consommateur par rapport a sa santé en
matiere d’aliment sain et fonctionnel, les industriels optent & remplacer le maximum de
produit chimique utilisé lors du procédé et de la conservation par des substances naturelles
d’origine animales, végétales ou microbienne assurant ainsi une meilleure salubrité de leur
produits. Plusieurs études ont démontré que certains peptides issus de la digestion
enzymatique des protéines de produits d’origine aquatique, possédaient des propriétés
antimicrobiennes (Sattar et al., 2006 ; Doyen et al., 2012 ; Jiang et al., 2014 ; Beaulieu et al.,
2014 ; Tang et al., 2015). 1II s'avére donc intéressant d’utiliser les peptides antibactériens
isolés des hydrolysats enzymatiques des protéines alimentaires dans la conservation des

aliments.

L’obtention de peptides bioactifs a été réalisé par hydrolyse enzymatique controlée des
protéines de muscle de barbeau moyennent une préparation enzymatique commerciale :
I’Alcalase®. La cinétique d’hydrolyse enzymatique des protéines est caractérisée par une

phase initiale rapide, durant laquelle un grand nombre de liaisons peptidiques est hydrolysé,
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apreés cette phase le degré d’hydrolyse (DH) tend a se stabiliser. Sept hydrolysats ont été
préparés nommés Hi, H,, Hs, Hy, Hs, Hg et H7 en variant le temps d’hydrolyse.

L’étude de la cinétique d’apparition et de disparition de 1’activité antibactérienne au
cours de la protéolyse enzymatique a été réalisée. Cette étude a permis d’optimiser le temps
d’hydrolyse nécessaire et le degré d’hydrolyse adéquat permettant I’obtention d’hydrolysat
fortement enrichis en biopeptides antibactériens. L’activité antibatérienne des hydrolysats
préparés a été évaluée, par la méthode de diffusion, vis-a-vis de dix souches bactériennes : 5
souches a Gram-positif : Listeria monocytogenes (ATCC 43251), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Micrococcus luteus (ATCC 4698) et
Bacillus subtilis, et 5 souches a Gram-négatif : Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
enterica (ATCC 43972), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) et Enterobacter sp. La tétracycline a été utilisée comme antibiotique de
controle.

A une concentration de 1 mg/ml, seuls les hydrolysats (Hi-Hs) ont exercé une activité
antibactérienne. Cependant, aucune activité n’a ¢été détectée avec les protéines non
hydrolysées et les hydrolysats Hg et H7. Selon les résultats obtenus, un rapport E/S égale a
1 U/mg de protéines, un temps d’hydrolyse de 15 minutes et un degré d’hydrolyse égale a
6,6% ont permis d’obtenir I’hydrolysat le plus actif. L’hydrolysat protéique H3 (DH = 6,6%) a
été lyophilisé puis fractionné sur une colonne de gel filtration Sephadex G-25.

Le chromatogramme de cet hydrolysat protéique (Hs) a montré I’existence de siX pics
majoritaires (Fi, Fu, Fui, Fiv, Fv et Fy). Uniquement les fractions Fy, Fy; et Fy; sont douées
d’activité antibactérienne contre les souches testées. La fraction F; a manifesté 1’activité
antibactérienne la plus importante avec des zones d’inhibitions contre Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter sp et Micrococcus luteus de 1’ordre de 2 = 0,3,
2,1+0,2,2+0,1et2,3+0,1cm, respectivement. La fraction F, la plus active, a été soumise
a un nouveau fractionnement par RP-HPLC. Le profil a montré la présence de plusieurs
sous-fractions majoritaires. 4 sous-fractions douées d’activité antibactérienne ont été retenues.
Ces sous-fractions, nommées Fy.1, Fi2, Fis et Fy.4 ont été analysées par spectrométrie de

masse.

Onze peptides antibactériens ont été identifiés. Les masses moléculaires ainsi que les
séquences de ces peptides bioactifs purifiés ont été déterminées par spectrométrie de masse
(ESI/MS) et par spectrométrie de masse en tandem (ESI/MS/MS). Les séquences peptidiques
identifiées au cours de ce travail sont : Gly-Val-His (275 Da); Trp-His-Arg (433 Da);
Trp-His-Phe (452 Da); Leu-Thr-Met (327 Da); lle-Thr-His (333Da)°; Pro-Pro-Ser-Ser
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(350 Da); Ala-Ala-Ala-Leu (308 Da) ; Ala-Ala-Gly-Gly-Val (337 Da) ; Ala-Ala-Val-Lys-Met
(482 Da) et Ala-Ser-Ser-Ser (314). Ces peptides ne présentent pas d’activité hémolytique.
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Abstract

Peptides obtained by enzymatic hydrolysis of fish proteins exhibit not only
nutritional but also biological properties of dietary uses, or even therapeutic potential. The
objective of the present study was to isolate and characterize peptides from the protein
hydrolysates of barbel muscle with antibacterial activity against Gram-positive (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus and
Bacillus cereus) and Gram-negative (Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Enterobacter sp) bacteria. Barbel muscle protein
hydrolysates (BMPHs), obtained by treatment with Alcalase® (DH = 6.6%), was
fractionated by size exclusion chromatography on a Sephadex G-25 and purified by
reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). The molecular
masses and amino acid sequences of these peptides were determined using ESI-MS and
ESI-MS/MS, respectively. Eleven peptides in Fy.;, Fi.2, Fius and Fj4 sub-fractions
separated by RP-HPLC were identified. The most active peptide fraction (F.3) contained
three peptides: Ala-Ala-Ala-Leu; Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-Met.

These peptides don't show hemolytic activity towards bovine erythrocytes. These
results suggest that some peptides from barbel could be a beneficial ingredient for

nutraceuticals.

Keywords: Barbus callensis; protein hydrolysates; purification; identification; antibacterial

peptides.
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Introduction

Antimicrobial peptides (AMPs) are important components of the innate immune
systems of countless animal species, where they act as an effective, largely non-
discriminatory first line of defense against invading pathogens (Jenssen, Hamill, &
Hancock, 2006; Brogden, 2005; Yeaman & Yount, 2003). Spurred by the proliferation of
bacterial strains that exhibit resistance to conventional antibiotics, the last two decades
have seen a flurry of research activities aimed at developing novel therapeutic antibiotics
based on AMPs.

The natural AMPs have been isolated and characterized from practically all-living
organisms, ranging from prokaryotes to humans. The AMPs produced by bacteria are also
termed ‘bacteriocins’ (Boulanger, Bulet, & Lowenberger, 2006; Brogden, 2005). AMPs
usually work against bacteria that are closely related to the producer strains in prokaryotes,
while they play a key role in innate immunity in eukaryotes. These peptides are produced
by several species including bacteria, insects, plants, vertebrates and they have been
recognized as ancient evolutionary molecules that have been effectively preserved in
mammals (Altincicek, Linder, Linder, Preissner, & Vilcinskas, 2007; Konno et al., 2007).
The significant advantage of AMPs resides in the global mechanism of their action, which
is remarkably different from that of conventional antibiotics. Usage of AMPs will gain
widespread increase since more and more bacteria may develop the ability to resist
conventional antibiotics due to the abuse of these drugs worldwide. Since the first AMP
Cecropin was discovered from Hyalophora cecropia in the 1980s by Boman’s research
group, a large number of antimicrobial peptides, which share common features such as
relatively low molecular weight, positive charge and inducibility by injury and
microorganism infection, have been identified (Steiner, Hultmark, Engstrom, Bennich, &
Boman, 1981).

Since the ninety, several peptides with antibacterial activities against Gram-positive
and Gram-negative bacteria were identified and isolated in protein hydrolysates. The
nature of these proteins is very diverse and includes casein (Zucht, Raida, Adermann,
Mégert, & Forssmann, 1995), ovotransferrin (Ibrahim, lwamori, Sugimoto, & Aoki, 1998),
lactoferrin (Bellamy et al., 1992), and B-lactoglobulin (Pellegrini, Dettling, Thomas, &
Hunziker, 2001). While the majority of antibacterial peptides, produced by enzymatic
hydrolysis of proteins, were isolated from milk proteins (Pellegrini, 2003). Several studies

have reported the obtaining of antibacterial peptides by enzymatic hydrolysis of
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hemoglobin (Yaba Adje et al., 2011). Antibacterial peptides derived from marine
organisms by enzymatic treatment have been isolated (Référence???).

The barbel, Barbus callensis, is a group of small carp-like fish of the genus barbus
that has a wide distribution in northern and central Tunisia.

As far as we know, no studies have analysed the antibacterial activity of barbel
protein hydrolysates in vitro and in vivo. In this study, we investigated the antibacterial
activity of barbel muscle protein hydrolysates obtained by treatment with Alcalase®. The
amino acid sequences of peptides in most active sub-fractions were determined.
Materials and methods
Reagents

Common chemicals and solvents of analytical grade were obtained from different
commercial sources. Alcalase® 2.4 L serine-protease from Bacillus licheniformis was
supplied by Novozymes® (Bagsvaerd, Denmark). Sephadex G-25 was purchased from
Pharmacia (Uppsala, Sweden). Water was obtained from a Culligan system; the resistivity
was approximately 18 MQ. All other chemicals and reagents used were of analytical grade.
Enzyme

The serine protease from B. licheniformis (Novozymes®) was used for the
production of hydrolysates. Protease activity was determined according to the method of
Kembhavi, Kulkarni, and Pant (1993) using casein as a substrate. One unit of protease
activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 ug of tyrosine per
minute under the experimental conditions used.

Sample preparation

The barbel (B. callensis) samples used in the present work were obtained from
Barrage SIDI SAAD, Kairouan, Tunisia. The samples were packed in polyethylene bags,
placed in ice (sample/ice ratio of about 1:3 (w/w)), and transported to the laboratory within
2 h after collection. The internal organs were separated and then stored in sealed plastic
bags at -20 °C.

Preparation of barbel muscle protein hydrolysates (BMPHSs)

Barbel muscle (500 g), in 500 mL distilled water, was first minced using a grinder
(Moulinex Charlotte HV3, France) then cooked at 90 °C for 5 min to inactivate
endogenous enzymes The cooked muscle sample was then homogenised in a Moulinex®
blender for about 2 min. The sample was adjusted to optimal pH and temperature for
Alcalase® (pH 8.0; 50 °C). The hydrolysis reaction was started by the addition of the
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enzyme at a 1:1 (U/mg) enzyme/ protein ratio. The reaction was conducted at 50 °C and
pH 8.0 for 2 h. During the reaction, the pH of the mixture was maintained at the desired
value by continuous addition of 4 N NaOH. After the required digestion time, the
enzymatic hydrolysis was stopped by addition of disodium tetraborate (0.32 M, pH 12.7)
up to a final pH of 12. Protein hydrolysates were then centrifuged at 5000g for 20 min to
separate soluble and insoluble fractions. Finally, the soluble fractions, referred to as protein
hydrolysates, were freeze-dried at -50 °C and 121 mbar (Modulyod-230, Thermo- Fisher
Scientific, Waltham, MA) and then stored at -20 °C for further use.
Determination of the degree of hydrolysis

The degree of hydrolysis (DH), defined as the percent ratio of the number of peptide
bonds cleaved (h) to the total number of peptide bonds in the substrate studied (h:), was
calculated from the amount of base (NaOH) added to keep the pH constant during the

hydrolysis (Adler-Nissen, 1986) according to the following equation.

DH @)= x100=2N0 1 1 100
tot MP a htot

Where B is the amount of NaOH consumed (ml) to keep the pH constant during the
proteolysis of the substrate. Nb is the normality of the base, MP is the mass (g) of the
protein (N X 6.25), and a represents the average degree of dissociation of the a-NH;

groups in the protein substrate expre 107 PF
o =

IETST RS

Where pH and pK are the values at which the proteolysis was conducted. The total number
of peptide bonds (hy) in the protein substrate was assumed to be 8.6 meq/g (Adler-Nissen,
1986).
Purification of the antibacterial fractions by HPLC

The lyophilized hydrolysate (1 g), with a DH of 6.6%, obtained by treatment with
Alcalase® for 15 min, was suspended in 5 ml of distilled water, then separated onto a
Sephadex G-25 gel filtration column (5.2 x 56 cm) pre-equilibrated and eluted with
distilled water. Fractions (4 ml) were collected at a flow rate of 30 ml/h. Fractions (4 ml
each) were collected and elution curves were obtained by measuring absorbance at 226 nm
using an online spectrophotometer. Fractions that showed antibacterial activity were
pooled and lyophilized.

The most active fraction was dissolved in Milli Qwater, filtered through 0.22 pm
filters, and then separated by Reverse-phase high-pressure liquid chromatography (RP-
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HPLC) on a Waters Cyg column (4.6 mm x 250 mm) (XBrideg™, Ireland). Peptides were
eluted with eluent A (water containing 0.1% trifluoroacetic acid (TFA)) for 5 min, then
with a linear gradient of acetonitrile (40-100% for 60 min) containing 0.1% TFA at a flow
rate of 1 ml/min. On-line UV absorbance scans were performed between 200 and 300 nm
at a rate of one spectrum per second with a resolution of 1.2 nm. Chromatographic
analyses were completed with Millennium software.The antibacterial activities of the
eluted peaks were determined. The liquid chromatographic system consisted of aWaters
600E automated gradient controller pump module, a Waters Wisp 717 automatic sampling
device and a Waters 996 photodiode array detector. Spectral and chromatographic data
were stored on a NEC Image 466 computer. Millennium software was used to plot, acquire
and analyze chromatographic data.
Identification of antibacterial peptides

The molecular mass and peptide sequencing were done in positive ion mode using
Electrospray ionisation-mass spectrometry (ESI-MS) and the tandem mass spectrometry
(MS/MS), respectively. ESI mass spectrometry was performed using a triple quadrupole
instrument Applied Biosystems API 3000 (PE Sciex, Toronto, Canada) equipped with an
electrospray ion source. The system is controlled by the Analyst Software 1.4, allowing the
control of the spectrometer, the analysis and the processing data. Interpretations of spectra
MS-MS were made with the Bioanalyst software. The freeze-dried samples from RP-
HPLC were dissolved in acetonitrile/water (20/80; v/v) containing 0.1% formic acid for the
positive mode. The solution was injected (nebulised) uninterrupted, by a pump (Model 22,
Harward Apparatus, South Natick, USA) with a flow rate of 5 ul/min. The potential of
ionisation was of 5000 V in positive mode. At the time of the recording of the spectrum, 30
scans on average were added (MCA mode) for each spectrum. The gases used (nitrogen
and air) were pure (up to 99%) and produced by a compressor Jun-Air 4000-40M and a
nitrogen generator Whatman model 75-72 (Whatman Inc, Haverhill, MA the USA). The
polypropylene glycol (PPG) was used for the calibration and the optimisation of the
machine. The peptide sequence was determined from the CID spectrum of the protonated
analyse [M+H]" by MS/MS experiments. Peptide sequences were done using the
bioanalyst software (Applied Biosystems, USA).
Bacteria and antibacterial assays

The antibacterial activity was determined by the method of Parish et al. (2001). Ten

bacterial species were used as test microorganisms for determination of antibacterial
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activity: Bacillus cereus (isolated from food products in our laboratory), Listeria
monocytogenes (ATCC 43251), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Micrococcus luteus (ATCC 4698), Escherichia coli (ATCC
25922), Salmonella enterica (ATCC 43972), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) and Enterobacter sp. These bacterial species were
conserved at —24°C in glycerol containing nutrient broth and were sub cultured twice in
Muller-Hinton (Biokar Diagnostics) at 30 °C under agitation (60 rpm) for M. luteus and at
37 °C for other bacterial species.

After eighteen hours of incubation to 30 °C in nutrient broth, for M. luteus, and 37 °C
for the other bacterial strains, the bacterial cultures were centrifuged at 20000 rpm during 5
min. The cells of the these bacterial species were washed twice in 10 mM Sodium
Phosphate buffer pH 7.5 and were then added at a concentration of 10’ CFU/plate in 10 ml
of the layer containing : Agarose 1 %, Triton X100 0.02 %, and BSA 0.02 %. For M. luteus
the layer contained: Agar 1 %, and Muller Hinton 21 g/I.

After a short vortex homogenization, the 10 ml containing the 10" UFC were quickly
cast in a Petri plate. After solidification, the wells (5 mm diameter) were made and the
peptide (1 mg/ml) prepared in 10 mM Sodium Phosphate buffer, pH 7.5 and was added (20
ul) to wells punched in the agarose layer allowed to diffuse in the layer and incubated in a
humidified close container during 3 hours at 4°C for M. luteus and at 37 °C for other
strains. Following this diffusion period, 10 mL of 1 % Agar and 42 g/l Muller Hinton were
added as a top layer and plates were incubated 24 H at 37 °C. With M. luteus, no top layer
was used and plates were incubated 24 hours at 30 °C.

The antibacterial activity was measured as the diameter of the clear zone of growth
inhibition compared with a positive control, chloramphenicol, and a negative control,
sodium phosphate buffer in Petri plates.

Hemolytic activity

The hemolytic activity of the active peptide fractions was determined by methods of
Strub et al. (1996) and Dathe et al. (1996), slightly modified. Five milliliters of bovine
blood was centrifuged at 3500 rpm for 10 min to isolate erythrocytes, which were then
washed three times with 10 mM sodium phosphate, pH 7.5, containing NaCl 9 g/l
(NaCl/Pi). The cell concentration stock suspension was adjusted to 10° cells/ ml. The cell
suspension (12 pl) along with varying amounts of sub-fractions stock solution and the
buffer were pipetted into Eppendorf tubes to give a final volume of 50 ul. The Eppendorf
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tubes with 2.5 x 10° cells/ ml were then incubated at 37 °C during 40 min. After
centrifugation (5000 rpm, 5 min), 30 pl of supernatant was diluted in 500 uL water. The
absorbance of the diluted solution was measured at 420 nm. The absorbance obtained after
treating erythrocytes with only NaCl/Pi and SDS (0.2%) was taken as O and 100%,
respectively.

A large number of all experiments were carried out to verify their reproducibility.
Results and discussion
Production of barbel muscle protein hydrolysates (BMPHS)

Bioactive peptides can be produced by one of four methods: solvent extraction,
chemical treatment, enzymatic hydrolysis and microbial fermentation of food proteins
(Alasalvar, Shahidi, Miyashita, & Wanasundara, 2010). The enzymatic hydrolysis is
method is preferred in the food and pharmaceutical industries because the other methods
can leave residual organic solvents or toxic chemicals in the products. Bioactive peptides
are inactive within the sequences of the parent proteins. They are released by enzymatic
hydrolysis and then they may exert various physiological functions (Vercruysse, Van
Camp, & Smagghie, 2005; Lahl & Braun, 1994).The biological activities of protein
hydrolysates depend on the protein substrate, the specificity of the enzyme used for the
proteolysis, the conditions used during hydrolysis and the degree of hydrolysis (Kristinsson
& Rasco, 2000). Kinetics studies of hydrolysis of barbel muscle using Alcalase® were
followed at different degrees of hydrolysis (Hi-H;) (2.8%, 5.1%, 6.6%, 10.45, 13%,
14.58% and 16.2%) in order to generate a maximum of intermediate peptides of medium
size (Fig. 1).

The hydrolysis curve of barbel proteins with Alcalase® after 2 h of incubation is
shown in Fig. 1. The hydrolysis of barbel proteins was characterized by a high rate of
hydrolysis for the first 1 h. The rate of enzymatic hydrolysis was subsequently decreased,
and then the enzymatic reaction reached the steady-state phase when no apparent
hydrolysis took place. The shape of the hydrolysis curve is typical of those previously
published for muscle proteins of capelin (Shahidi, Han, & Synowiecki, 1995), Pacific
whiting solid wastes (Benjakul & Morrissey, 1997), yellow stripe trevally (Klompong,
Benjakul, Kantachote, & Shahidi, 2007), silver carp (Dong et al., 2008) and smooth-hound
(Bougatef et al., 2009).
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Antibacterial activity of BMPHs

It is well known that biological properties of peptides are to a larger extent influenced
by their molecular structure (amino acid composition and/or sequence) and length, which
in turn greatly affected by hydrolysis degree. The hydrolysis of proteins, which is
measured in terms of degree of hydrolysis, is an important parameter for obtaining
hydrolysate with a reproducible biological activity. Therefore, it is imperative to control
and optimize the hydrolysis of proteins to obtain reproducible and highly biologically
active hydrolysates.

The antibacterial activity of the barbel muscle protein hydrolysates was tested on ten
strains: five Gram-negative (E. coli, S. enterica, P. aeruginosa, K. pneumoniae and E. sp)
and five Gram-positive (L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, M. luteus and B. cereus).
The antibacterial activity was measured as the diameter of the clear zone of growth
inhibition.

At the tested concentration (1 mg/ml), as shown in table 1, five protein hydrolysates
(H1-Hs) showed antibacterial activity towards several strains. However, no antibacterial
activity was detected with the undigested barbel muscle protein, Hg and Hy. Interstingly,
only barbel muscle protein hydrolysate with a DH of 6.6% (H3) showed a strong
antibacterial activity toward eight strains. Therefore, this hydrolysate was selected for
further study.

Isolation and purification of antibacterial peptides

The barbel muscle protein hydrolysate (Hs), obtained with a DH of 6.6%, was
fractionated on a Sephadex G-25 gel filtration chromatography. As reported in Fig. 2a,
there are six major absorbance peaks (F;—Fvi) at 226 nm. Fractions associated with each
peak were collected, concentrated by lyophilisation and then evaluated for antibacterial
activity. As shown in Table 2a, antibacterial activity at 1 mg/ml was widely observed only
in three fractions (F, Fy, and Fy;;) and was absent in fraction Fy, Fy and Fy,. Among the
three actives fractions, fraction F; was the most active against tested bacterial species.

Fraction F,; was further separated by RP-HPLC on a Waters C;g column and
fractionated into thirteen major sub-fractions (Fy.1.—Fy.13). The elution profile of the
peptides is shown in Fig. 2b. Fractions were collected separately through repeated
chromatography using reversed- phase HPLC column and concentrated in vacuo prior to
testing the antibacterial activities. As reported in Table 2b and Fig. 3, only, four peptide
sub-fractions showing antibacterial activity were obtained and designated F.1, Fii2, Fii-3
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and Fy 4. These sub-fractions Fy..—Fj.4 were further analysed for peptide identification.
The antimicrobial activity of the peptide fraction F,_3 with different molecular weights for
several bacteria is shown in Table 2b. For the 10 strains, the bacteria manifesting the most
sensitivity to the fractions were E. coli, P. aeruginosa, K. Pneumonia, E. sp, S. aureus and
M. Luteus. This fraction was strongly protective against pathogenic bacteria. It is generally
agreed that peptides need to interact with cell membranes as part of their action against
microbes (Hancock & Patrzykat, 2002). Some of these interacting antimicrobial peptide
mechanisms have already been reviewed (Gobbetti, Minervini, & Rizzello, 2004; Hancock
& Patrzykat, 2002; Patrzykat & Douglas, 2005), and describe the tendency to form discrete
channels in lipid bilayers, disturbance of the lipid bilayer because of carpet-like peptide
binding, specific peptide-lipid interaction that results in phase separation, detergent-like
solubilization of the membrane and even peptides that enter the cell leaving the membrane
intact.

Identification of antibacterial peptides

Peptides in sub-fractions Fy.;-Fj.4 were analysed by ESI-MS for molecular mass
determination and ESI-MS/MS for the identification of peptides (Table 3).

Fraction F,..3 was composed of three peptides (Ala-Ala-Ala-Leu, Ala-Ala-Gly-Gly-
Val and Ala-Ala-Val-Lys-Met). Peptides in fraction Fll.3had the highest hydrophaobic ratio
(> 80%) among peptides in other fractions. Ala-Ala-Ala-Leu, Ala-Ala-Gly-Gly-Val and
Ala-Ala-Val-Lys-Met had hydrophobic ratio of 100%, 100% and 80% respectively. The
antibacterial activity of cationic peptides can be modulated through modification of net
charge or the ratio of hydrophobicity (Kustanovich, Shalev, Mikhlin, Gaidukov, & Mor,
2002; Zelezetsky, Pag, Sahl, Tossi, 2005). Nevertheless, the exposed basic residues of
anionic peptides are not essential for their antibacterial activities. Results in Table 3
indicate that the antibacterial activity of F).; fraction may be due to its hydrophobic
characteristics.

The amino acid analysis showed that sub-fractions Fy.1, Fj. and F;4 mainly
contained three, three and two peptides, respectively. The amino acid sequences of theses
antibacterial peptides were identified as Gly-Val-His, Trp-His-Arg, Trp-His-Phe; Leu-Thr-
Met, lle-Thr-His, Pro-Pro-Ser-Ser and Gly-Val-His, Ala-Ser-Ser-Ser.

Hemolytic activity of antibacterial peptides

The hemolytic activity of all sub-fractions (Fy.1-Fj.4) was tested on bovine

erythrocytes. Several concentrations for each peptide were tested. For each peptide, the
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highest concentration tested corresponded 1 mg/ml. For all peptides, no hemolysis was
observed. These results show that these peptides would be non-toxic even if used at high

concentrations.
Conclusion

In conclusion, the current research has demonstrated that enzymatic protein
hydrolysates from barbel muscle have a potential antibacterial activity. The antibacterial
peptides from barbel hydrolysates were purified using gel filtration chromatography and
RP-HPLC, and sequences were identified using ESI-MS/MS. Eleven peptides in Fy.1, Fyi-2,
Fi-3 and F 4 sub-fractions were separated and the amino acid sequences were determined.

Given the current context of food safety and food protection by means of natural
products, such a high number of antibacterial peptides derived from barbel protein
hydrolysates could prove useful as preservatives for storage and distribution of meat based
products.
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Figure 1.

Hydrolysis curve of barbel muscle treated with Alcalase®. Hydrolysis was conducted at the
following conditions: enzyme (U)/protein (mg) ratio of 1:1, pH 8.0 and at 50 °C for 2 h.
Figure 2.

a. Gel filtration chromatography of hydrolysate Hs obtained by traitement with Alcalase®
on a Sephadex G-25.

b. Elution profile of fraction F, separated by reversed-phase high performance liquid
chromatography.

Figure 3.

Antibacterial activity of sub-fractions Fy.1, Fy2, Fis and Fy.4 against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus and Listeria
monocytogenes.

Fig. 1.
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Fig. 2 a.
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Figure 3.

Escherichia coli

Micrococcus luteus | jsteria monocytogenes

T+: positive control; T-: negative control
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Table 1. Antibacterial activity of barbel (B. callensis) muscle protein hydrolysates

obtained by treatment with Alcalase®.

Undigested Barbel muscle protein hydrolysates

Bacteria strains muscle
Hi Hp Hs Hs Hs Hs Hy
Escherichia coli - - 4+ 4+ o+ - -
Salmonella enterica - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - e T - T =
Klebsiella pneumoniae - + 4+ o+ o+ - - -
Enterobacter sp - - - 4+ - - -
Listeria monocytogenes - - - + - - - -
Staphylococcus aureus - -+ o+ o+ - -
Enterococcus faecalis - - - - - - -
Micrococcus luteus - o
Bacillus cereus - - - ++ - - - -

Inhibition zones: +++: > 1.5 cm; ++: 0.5-1.5 cm, + : <0.5 cm, and -: no activity
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Table 2. Antibacterial activity of (a) fractions of hydrolysate Hs and (b) sub-fractions Fy.s,

Fi-2, Fu-zand Fyps.

a
Sephadex G-25 Fractions
Bacteria strains FF' Fn Fu Fv Fy Fy
Escherichia coli +++ +++ + - - -

Salmonella enterica - - - - - .
Pseudomonas aeruginosa  ++ +++ - - - -

Klebsiella pneumoniae +++  +++ - - - -
Enterobacter sp - ++ - - - -
Listeria monocytogenes - + - - - -
Staphylococcus aureus ++  +++ - - - -
Enterococcus faecalis - - - - - -
Micrococcus luteus +++ +++ ++ - - -
Bacillus cereus - ++ - - - -

Inhibition zones: +++: > 1.5 cm; ++: 0.5-1.5 cm, + : <0.5 cm, and -: no activity

b
RP-HPLC Fractions
Bacteria strains Fii Finz Fus Fia
Escherichia coli - ++  ++ o+
Salmonella enterica - - - -
Pseudomonas aeruginosa - ++ 4+
Klebsiella pneumoniae - - ++ o+
Enterobacter sp - ++
Listeria monocytogenes ++ - + +
Staphylococcus aureus - + 4+ -
Enterococcus faecalis - - - -
Micrococcus luteus ++ 4+
Bacillus cereus + - + +

Inhibition zones: +++: > 1.5 cm; ++: 0.5-1.5 cm, + : <0.5 cm, and -: no activity
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Table 3. Peptides identified by MS/MS in Fy.; — Fyj.4 sub-fractions separated by RP-

HPLC.

Peptide fractions Molecular masses (Da) Amino acid sequences Hydrophobic ratio®

(%)
Fiia 275 Gly-Val-His 33
433 Trp-His-Arg 33
452 Trp-His-Phe 66
Fii 327 Leu-Thr-Met 66
333 lle-Thr-His 33
350 Pro-Pro-Ser-Ser 0
Fiis 308 Ala-Ala-Ala-Leu 100
337 Ala-Ala-Gly-Gly-Val 100
482 Ala-Ala-Val-Lys-Met 80
Fiia 275 Gly-Val-His 33
314 Ala-Ser-Ser-Ser 25

& Calculated on the percentage of hydrophobic residues (lle, Val, Leu, Phe, Cys, Met, Ala,

Trp) in the peptide sequence.
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Article 6:

Assadd Sila, Karima Hedhili, Rémi Przybylski, Semia Ellouz-
Chaabouni, Pascal Dhulster, Ali Bougatef and Naima Nedjar-
Arroume (2014).

Antibacterial activity of new peptides from barbel protein
hydrolysates and mode of action via a membrane damage

mechanism against Listerra monocytogenes. Journal of Functional
Foods. 11, 322-329. (IF : 4.48)
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Activité antibactérienne de nouveaux peptides identifiés a partir
d’hydrolysats protéiques de muscle de barbeau : Etude de mode
d'action par le mécanisme de la perméabilisation de la membrane

contre Listeria monocytogenes

Assaad Sila, Karima Hedhili, Rémi Przybylski, Semia Ellouz-Chaabouni,
Pascal Dhulster, Ali Bougatef, Naima Nedjar-Arroume

L'innocuité alimentaire représente un enjeu majeur dans le domaine alimentaire et
celui de la santé publique puisque de 200 a 250 maladies sont transmises par
I'intermédiaire des aliments (OMS, 2013). La contamination des produits alimentaires par
des bactéries pathogenes entraine d'importantes répercussions économiques chez les
producteurs, les commercants et les institutions. Les agents pathogénes les plus souvent
signalés sont Escherichia coli, Campylobacter et Listeria monocytogenes. Cette derniére
est une bactérie Gram + ubiquitaire qui peut étre trouvée dans le sol, les réseaux hydriques,
sur les végétaux ainsi que dans 1’environnement industriel des ateliers de production et de
transformation des aliments. Cette bactérie peut également étre présente dans le tractus
intestinal des animaux et de I’homme sous forme de portage asymptomatique.
L. monocytogenes est un pathogene d’importance majeure en santé¢ publique parce qu’il
génere un treés haut taux de mortalité chez les populations susceptibles telles que les
personnes ageées, les gens immuno-supprimeés ainsi que les nouveau-nés et les femmes
enceintes. Elle est I’agent étiologique de la listériose, une infection grave d’origine
alimentaire causée par la consommation de produits alimentaires contaminés,
particulierement les plats cuisinés carnés et les fromages de lait cru.

Les bactéries ont depuis quelques année, développé des mécanismes de défense
contre ’action des antibiotiques utilisés dans la pharmacopée. 1l s’est alors avéré essentiel
de trouver et d’identifier de nouvelles molécules antimicrobiennes possédant un
mécanisme d’action différent de celui des antibiotiques classiques. Les peptides
antimicrobiens possédent un mécanisme d’action assez complexe. Celui-ci dépend de la
structure du peptide et du type de la bactérie cible. Le caractere amphiphile de ces peptides

permet leur intégration dans la membrane bactérienne. Le mécanisme d’action des peptides
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antibactériens se fait en plusieurs étapes (Bowman et al., 1994; Oren and Shai, 1998; Cudi
and Otvos, 2002): la fixation initiale des peptides sur la membrane bactérienne,
I’interaction des charges positives des peptides avec les charge négatives des
phospholipides des membranes bactériennes et finalement l'intégration des peptides dans la
membrane qui aboutisse a la mort cellulaire.

Dans ce contexte, le présent travail se focalise sur 1’é¢tude de [Dactivité
antibactérienne de peptides déja purifiés et identifiés a partir de I’hydrolysat enzymatique
de muscle de barbeau. Le mécanisme d’action des peptides les plus actifs, contre

L. monocytogenes, a été également étudié.

Les peptides utilisés au cours de ce travail ont été purifiés et identifiés au cours d’un
travail précedent. Leurs séquences peptidiques sont : Ala-Ala-Ala-Leu; Ala-Ala-Gly-Gly-
Val; Ala-Ala-Val-Lys-Met; Trp-His-Arg, Trp-His-Phe; Pro-Pro-Ser-Ser,Gly-Val-His, et
Ala-Ser-Ser-Ser. Afin de bien étudier leurs activités antibactériennes et leurs modes
d’action, ces peptides ont été synthétisés chimiquement. Un modele mathématique
(http://pbil.ibcp.fr) a été utilisé pour étudier la nature de ces peptides et leurs
caractéristiques structurales : le nombre d’acides aminés, le pourcentage de résidus
hydrophobes, la charge globale, et la structure secondaire. Tous les peptides actifs étudiés
présentent les caractéristiques des peptides antibactériens. lls contiennent un petit nombre
de résidus d'acides aminés, ayant une partie importante de résidus hydrophobes et une

structure linéaire.

L’activité antibactérienne des peptides a été évaluée, par la méthode de diffusion, vis-
a-vis de six souches bactériennes : Bacillus cereus, Listeria monocytogenes (ATCC
43251), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Micrococcus luteus (ATCC 4698),
Escherichia coli (ATCC 25922) et Enterobacter sp. La tétracycline a été utilisée comme
antibiotique de contréle. Pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI),
I’activité antibactérienne a été testée en milieu liquide sur microplaque dans du milieu
Muller-Hilton contenant des concentrations variables de peptides. L’activité
antimicrobienne est détectée par absence de croissance dans les puits contenant la souche
et le peptide a la concentration testée. Cette méthode permet de calculer la concentration
minimale inhibitrice qui correspond a la plus faible concentration de 1’agent antimicrobien

capable d’inhiber la croissance de la souche bactérienne testée apres un temps d’incubation
de24ha37°C.
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Les peptides synthétisés ont manifesté une activité antibactérienne contre les souches
testées. Pour chaque peptide testé a une concentration correspondant a la CMI, et quelles
que soient les espéces bactériennes, la population de cellules a diminué apres 24 heures
d’incubation. Les valeurs de CMI obtenues pour les différents peptides synthétiques sont
en accord avec ceux obtenus pour les mémes peptides dérivés de I'hydrolyse enzymatique
des protéines de barbeau. Parmi les peptides testés, trois sont les plus actifs a savoir : Ala-
Ala-Gly-Gly-Val; Ala-Ala-Val-Lys-Met et Ala-Ala-Ala-Leu. Le peptide Ala-Ala-Gly-Gly-
Val semble étre le plus actif contre S. aureus, E. coli et L. monocytogenes (CMI de I’ordre
de 0,37, 1,48 et 0,37 uM, respectivement). Les résultats obtenus avec les tests contre
B. cereus et M. leteus étaient moins frappants. L’activité des peptides les plus actifs a été
confirmée par le test de D’activité antibactérienne par culture en milieu liquide. Les

résultats ont montré également que ces peptides ne posseédent pas d’activité hémolytique.

L’ion potassium (K") est un élément indispensable pour les fonctions biologiques des
micro-organismes procaryotes et de toutes les cellules vivantes (Richey et al., 1987). Son
transport du milieu intracellulaire au milieu extracellulaire est énergie dépendant et se fait
via des pompes potassium qui se trouve au niveau de la membrane cytoplasmique. En
effet, toutes les cellules vivantes rejettent dans le milieu extracellulaire les ions Na* et
accumulent les ions K* qui sont impliqués dans la régulation du pH intracellulaire (Bakker,
1993). Ils sont activateurs de certaines enzymes (Svelter, 1970), et interviennent dans la
régulation de la pression de turgescence chez les procaryotes (Epstein, 1986). Plusieurs
fonctions vitales chez les bactéries sont assurées par la membrane plasmique a savoir la
perméabilité sélective, le maintien du gradient de concentration, la synthése du

peptidoglycane, le transport de nutriments (Yeaman and Yount, 2003).

C’est dans cette optique que 1’ion potassium a été utilisé comme marqueur des
perturbations de la perméabilité membranaire pour étudier le mode d’actions des peptides
antibactériens issus de I’hydrolyse enzymatique de muscle de barbeau. La bactérie utilisée
pour ces fins est la L. monocytogenes. Ajoutés a une solution concentrée de la
L. monocytogenes les peptides antibactériens peuvent entrainer une perte de potassium
intracellulaire a travers la membrane bactérienne due aux pores causes a ce niveau.
L'intensité de la fuite de potassium dans le milieu extracellulaire est directement liée a

’activité et le mode d’action du peptide ainsi que le nombre d'acides aminés.
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L’évolution de la concentration du potassium extracellulaire dans une suspension
bactérienne de L. monocytogenes incubée a 30°C, avec et sans glucose (5g/l), a été étudié
afin de déterminer le réle du glucose dans le transport inter-membranaire de cet ion. Les
résultats ont montré que I’addition du glucose aux cellules a 5 min d’incubation, induit un
appauvrissement du milieu en ion K*. La consommation du glucose permet aux cellules la
synthése de ’ATP ce qui provoque I’activation des systémes de transport des ions K.
Dans le milieu extracellulaire, la concentration de cet ion a passe ainsi de 72,2 a 30,5 ppm
en 25 min de la cinétique. Cependant, en absence de glucose la bactérie était incapable de
pomper le K" extracellulaire. Ceci montre que le transport du potassium est énergie
dépendant. Pour étudier D’effet des peptides antibactériens sur le transport inter-
membranaire du potassium chez L. monocytogenes, les peptides antibactériens ont été
injectés a 20 min dans la suspension bactérienne de L. monocytogenes incubée a 30 °C
avec glucose (5g/1). La cinétique des mouvements de K* a travers la membrane cellulaire
de L. monocytogenes a été suivi pendant 90 min. Ceci a permit de mettre en évidence le
pouvoir perméabilisant ou non des peptides testés. Les résultats ont montré que 1’addition
des peptides engendre une sortie massive, immédiate et rapide des ions potassium
intracellulaires pour les peptides Ala-Ala-Gly-Gly-Val et Ala-Ala-Val-Lys-Met alors que
I’effet du peptide Ala-Ala-Ala-Leu est lent. Ceci a prouvé que les deux premiers peptides
agissent aux niveaux membranaires par des phénoménes osmotiques rapides alors que le
troisiéme peptide agit par I’inhibition de mécanismes intra-cytoplasmiques. Le peptide
Ala-Ala-Gly-Gly-Val semble étre le peptide qui perméabilise le plus la membrane

cellulaire de L. monocytogenes.
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Abstract

There is great interest in the development of antimicrobial peptides as a potentially
novel class of antimicrobial agents. In this study we evaluated the mode of action of new
peptides (Gly-Val-His, Trp-His-Arg, Trp-His-Phe, Pro-Pro-Ser-Ser, Ala-Ala-Ala-Leu, Ala-
Ala-Gly-Gly-Val, Ala-Ala-Val-Lys-Met, Ala-Ser-Ser-Ser), previously characterized, from
barbel protein hydrolysates against Listeria monocytogenes via a membrane damage
mechanism. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of these peptides towards six
strains and their haemolytic activity towards bovine erythrocytes were determined.

Prediction of peptide secondary structure indicated that these peptides should have
random coil structures and high content of hydrophobic amino acids. In addition, results of
the determination of extracellular potassium, which is considered a good marker of
membrane permeability, revealed that treatment with pure barbel peptides could cause
morphological changes of L. monocytogenes and destruction of the cell integrity via
irreversible membrane damage. The results could provide information for investigating the

antibacterial model of antibacterial peptides derived from fish protein hydrolysates.

Keywords: Peptides; antibacterial activity; mode of action; membrane permeability;
Listeria monocytogenes.
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1. Introduction

The control of microbial pathogens in foods is a significant concern, and a broad
spectrum of methods have been employed to prevent the growth of pathogenic bacteria in
food including the use of synthetic and natural antimicrobial agents. Compounds including
lactoferrin, lysozyme, bacteriocins, monolaurin, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
and lactic acid have been evaluated resulting in varying degree of success in controlling
bacteria in food (Panitee & Vanee, 2007).

Because of the extensive use of antibiotics, the frequent emergence of resistant
bacteria has resulted in a significant threat to human health. Bacterial resistance is mainly
caused by the mutation of one or more genes that are associated with detoxification of one
or more toxins. Consequently, the mutated bacteria become resistant to conventional
chemotherapeutic agents, and their survival is physically or genetically enhanced.
Therefore, novel antimicrobial agents are urgently needed. Antimicrobial peptides (AMPS)
constitute the first line of defense against the invading microorganism. To date, more than
1,600 cationic antimicrobial peptides have been purified from a wide range of organisms or
chemically synthesized based on the sequence of purified peptides (Wang & Wang, 2004).
Antimicrobial peptides are relatively small molecules that are less than 100 amino acids in
length and have a broad spectrum of antimicrobial activity. They serve as an ancient
defense mechanism against pathogenic microorganisms that easily come in contact with
the host through the environment (Sugiarto & Yu, 2004). AMPs are now considered a
fundamental component of the innate immune system (Radek & Gallo, 2007).
Antimicrobial peptides have caught researchers’ attention for their broad spectrum of
applications, including their therapeutic potential. The AMPs are produced throughout the
prokaryotic and eukaryotic kingdoms, from bacteria, fungi, plants, insects, invertebrates
and mammals. Some are products of innate and adaptive immunity designed to protect the
host from infection (Bulet, Hetru, Dimarcq, & Hoffmann, 1999; Ganz & Lehrer, 1998;
Garcia-Olmedo, Molina, Alamillo, & Rodriguez-Palenzuela, 1998; Van’t Hof, Veerman,
Helmerhorst, & Amerongen, 2001).

Antimicrobial resistance currently represents one of the biggest challenges facing
human health and the medical community. The misuse of antibiotics over the past decades
has resulted in the emergence of several multi-drug resistant strains of microorganisms

(Heymann, 2006). This problem has created an urgent need to develop novel classes of
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antimicrobial agents with different modes of action than the conventionally, used
antibiotics to control this problem (Paphitou, 2013; Rice, 2009).

Peptides are increasingly making their way into clinical applications. Natural
therapeutic peptides are also known in present days for reduced health concerns (Sato,
Viswanathan, Kent, & Wood, 2006). Unique intrinsic properties of bioactive peptides
make them attractive therapeutic agents, as they show high biological activities associated
with low toxicity and high specificity. Dietary proteins/peptides also possess specific
biological properties, which make them potential ingredients in functional or health-
promoting foods. Some of these antimicrobial peptides are not obtained by synthesis but by
the proteolytic degradation of some proteins present within the organism.

The majority of antibacterial peptides, produced by enzymatic hydrolysis of proteins,
were isolated from milk proteins (Pellegrini, 2003). Several studies have reported the
obtaining of antibacterial peptides by enzymatic hydrolysis of haemoglobin (Yaba Adje,
Balti, Kouach, Dhulster, Guillochon, & Nedjar-Arroume, 2011; Catiau, Traisnel, Delval-
Dubois, Chihib, Guillochon, & Nedjar-Arroume, 2011; Daoud et al., 2005; Nedjar-
Arroume et al., 2008). Antibacterial peptides derived from marine organisms by enzymatic
treatment have been described (Beaulieua, Thibodeaua, Bonnet, Bryl, & Carbonneauc,
2013; Doyen, Saucier, Beaulieua, Pouliot, & Bazinet, 2012).

The purpose of the present study was to investigate the antibacterial activity and
mode of action of eight peptide sequences from barbel muscle protein hydrolysates,
previously characterized as antibacterial peptides. The barbel, Barbus callensis, is a group
of small carp-like fish of the genus Barbus that has a wide distribution in northern and
central Tunisia. Barbel protein hydrolysate, was obtained by using added enzyme
(Alcalase®) under controlled digestion. The amino acid sequences of theses antibacterial
peptides were identified as Gly-Val-His, Trp-His-Arg, Trp-His-Phe, Pro-Pro-Ser-Ser, Ala-
Ala-Ala-Leu, Ala-Ala-Gly-Gly-Val, Ala-Ala-Val-Lys-Met, Ala-Ser-Ser-Ser (Sila et al.
2014).

2. Materials and methods
2.1. Materials

Common chemicals and solvents of analytical grade were obtained from different
commercial sources. Acetonitrile was of HPLC grade. Water was obtained from a
Millipore MilliQ system; the resistance was about 18 MQ. All aqueous HPLC eluents were
bubbled with Waters In Line Degasser.
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2.2. Peptide preparation by Fmoc/tert-butylc solid phase peptide synthesis

Each peptide was synthesized on a Fmoc-Arg(Pbf)-WangTentagel® S resin (0.25
mmol/g from Iris Biotech, 50 umol scale) using an Intavis peptide synthesizer (Proteigene)
and standard Fmoc/tert-butyl solid phase peptide synthesis procedures (Fields & Noble,
1990). Activation of the amino acids (10 eq) was performed separately prior to the
coupling step using a mixture of TBTU/HOBt/DIEA: 10 eq/10 eg/30 eq in DMF. A
capping step was performed after each coupling with a mixture of acetic anhydride/N-
methylmorpholine/dimethlyformamide (Ac,O/NMM/DMF): (5:10:75, v/v/v). At the end of
the synthesis, the Fmoc protecting group was removed using 20% piperidine in DMF. The
resin was washed with DMF (4 x 2 min) and CH,Cl, (4 x 2 min) and dried in vaccuo.
Deprotection and cleavage of the peptide from the resin was performed with a mixture of
TFA/TIS/H20: at room temperature for 1 h. The mixture was precipitated in cold diethyl
ether. The peptide was collected by centrifugation, dissolved in deionized water and
lyophilized. The peptides were purified by RP-HPLC.

2.3. Bacteria and antibacterial assays

The antibacterial activity was determined by the method of Parish et al. (2001). Six
bacterial species were used as test microorganisms for determination of antibacterial
activity: Bacillus cereus (isolated from food products in our laboratory), Listeria
monocytogenes (ATCC 43251), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Micrococcus
luteus (ATCC 4698), Escherichia coli (ATCC 25922) and Enterobacter sp. These bacterial
species were conserved at -24°C in glycerol containing nutrient broth and were sub
cultured twice in Muller-Hinton (Biokar Diagnostics) at 30 °C under agitation (60 rpm) for
M. luteus and at 37 °C for other bacterial species.

After eighteen hours of incubation to 30 °C in nutrient broth, for M. luteus, and 37 °C
for the other bacterial strains, the bacterial cultures were centrifuged at 26800 g during
5 min. The cells of the these bacterial species were washed twice in 10 mM sodium
phosphate buffer pH 7.5 and were then added at a concentration of 10’ CFU/plate in 10 mL
of the layer containing : Agarose 1 %, Triton X100 0.02 %, and BSA 0.02 %. For M. luteus
the layer contained: Agar 1 %, and Muller Hinton 21 g/L.

After a short vortex homogenization, the 10 ml containing the 10’ UFC were quickly
cast in a Petri plate. After solidification, the wells (5 mm diameter) were made and the
peptide (1 mg/ml) prepared in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5 and was added (20
pl) to wells punched in the agarose layer allowed to diffuse in the layer and incubated in a
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humidified close container during 3 hours at 4°C for M. luteus and at 37 °C for other
strains. Following this diffusion period, 10 ml of 1 % Agar and 42 g/l Muller Hinton were
added as a top layer and plates were incubated 24 H at 37 °C. With M. luteus, no top layer
was used and plates were incubated 24 hours at 30 °C.

The antibacterial activity was measured as the diameter of the clear zone of growth
inhibition compared with a positive control, tetracycline, and a negative control, sodium
phosphate buffer in Petri plates.

2.4. Minimum Inhibitory Concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the peptide was determinate by
liquid growth inhibition assay in a microtiter plate assay system (Froidevaux et al., 2001).
MIC is the lowest concentration of the peptide that completely inhibited the strain growth
after 24 h of incubation. Cell suspension (100 pl) was distributed in a microtiter plate well
and
100 pl of the peptide were added. Cells were enumerated on Nutrient Agar medium before
and after 24 h of incubation at 37 °C.

2.5. Preparation of late exponential-phase cell suspensions

The preculture of Listeria monocytogenes was prepared by inoculating 10 ml of
medium brain heart broth (BHB) with 100 pl of a suspension of 10° CFU / ml. After 24
hours of incubation at 37 °C the cells concentration was around 10° CFU / ml. Isolation
was done in parallel to ensure the purity of the strain. Cultures were prepared by
inoculating 500 ml of preculture in 500 ml of sterile BHB. Then, the cultures were
incubated at 30 °C for 24 hours. After incubation, the culture was centrifuged for 15 min at
26800 g at 4 °C (Beckman J2-21M centrifuge) in order is to concentrate bacterial cells.
The pellets were resuspended in 100 ml of 30 mM PIPES buffer [Piperasine Sodium-N-N'-
bis (ethane sulfonate)] at pH 6.5. After a second identical centrifugation, the pellet was
resuspended in 50 ml of 30 mM PIPES buffer, pH 6.5. 1 ml of a KCI concentration 5¢g/I
prepared in PIPES buffer pH 6.5 was added to the cell suspension solution. The cell
suspension was divided into two equal volumes in two bottles butyl stoppers. A control
flask was used with no added glucose. In the second flask, 1 ml of a solution of glucose
concentration 5¢/l (PIPES buffer pH 6.5) was added after five minutes of incubation at 30
°C to increase the ATP available. Then after 20 min incubation at the same temperature,
1.5 ml of the peptide preparation were tested (at t = 20 min). The addition of glucose or
peptide to the cell suspension was carried out by injection through the central butyl
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stoppers. To monitor the concentration of ions (K*) in the solution, the time samples were
taken from each flask after 0; 2.5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 45; 55 and 65 minutes. The
samples were filtered at 0.45 microns. Each 500 pl sample was added to 4.5 ml of sulfuric
acid with 1M/CICs 1.1 g/I.

2.6. Potassium concentration determination

Potassium concentration in late exponential-phase cell suspensions was determined
by flame atomic absorption spectroscopy according to Schonheit and Perski (1983).

The determination of concentrations of potassium ion was performed by atomic
absorption spectrophotometer, Nova AA300 (Analytical Jena, Germany). The absorbance
of samples was measured at a wavelength A = 766.5 nm. The analysis is based on the
absorption of photons by atoms in the ground state, and liquid solution is used generally
for this purpose. Then, the solution was sprayed in a flame resulting from the combustion
of a mixture of air (40 ml/min) and acetylene (C,H,) (20 ml/min). Its temperature was
about 2300 °C where it was converted into atomic vapor. The vapors are sent on a
characteristic of the radiation dose to which carbon is produced by the source in a hollow
cathode lamp containing the element to be assayed. Atoms not excited by the path of the
light absorb radiation.

Starting from the equation of the line obtained after plotting the calibration curve, we
can determine the concentration of potassium containing the test solution, this technique is
simple, quantitative, highly selective and relative, and a curve calibration must be used.
2.7. Antibacterial activity in liquid medium

The antibacterial activity was determined as described by Hammami et al. (2009).
Antibacterial activities of pure peptides in liquid medium were tested against
L. monocytogenes. The strain was inoculated in Mueller—Hinton broth medium. The
preculture was performed on a rotary shaker for 24 h (200 rpm) at 37 °C, in 250 ml
Erlenmeyer flasks with a working volume of 25 ml. After incubation the cells
concentration was around 10° CFU / ml. Cultures were prepared by inoculating 1 ml of
preculture in 25 ml of sterile Mueller—Hinton broth. Then 1 ml of pure peptides were added
and incubated at 4 °C for 1 hour. A control flask was used without peptides. After
incubation at 4 °C the Erlenmeyer flasks were then incubated at 37 °C (200 rpm) for 10 h.

The CFU were counted every 60 min.
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2.8. Haemolytic activity

The hemolytic activity of the active peptide was determined by methods of Dathe et
al. (1996), slightly modified. Five milliliters of bovine blood was centrifuged at 3290 g for
10 min to isolate erythrocytes, which were then washed three times with 10 mM sodium
phosphate, pH 7.5, containing NaCl 9 g/l (NaCl/Pi). The cell concentration stock
suspension was adjusted to 10° cells/ ml. The cell suspension (12 pl) along with varying
amounts of sub-fractions stock solution and the buffer were pipetted into Eppendorf tubes
to give a final volume of 50 pl. The Eppendorf tubes with 2.5 x 108 cells/ ml were then
incubated at 37 °C during 40 min. After centrifugation (6720 g, 5 min), 30 pl of
supernatant was diluted in 500 puL water. The absorbance of the diluted solution was
measured at 420 nm. The absorbance obtained after treating erythrocytes with only
NaCl/Pi and SDS (0.2%) was taken as 0 and 100%, respectively. The test was carried out
in triplicate.

2.9. Statistical analysis

All data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and differences between
means were evaluated by Duncan’s Multiple Range Test. The datawere analysed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 10.0 (Chicago, Illinois, USA).
Differences were considered significant at p<0.05.

3. Results and discussion
3.1. Antibacterial activity

We recently isolated ten new antibacterial peptides from the barbel muscle proteins
and their molecular masses and amino acids sequences were determined using ESI-MS and
ESI-MS/MS, respectively (Sila et al., 2014). However, the mode of action of these peptides
has not yet been investigated.

The antibacterial activity of each pure peptide was tested towards six strains: two
Gram-negative (E. coli, E. sp) and four Gram-positive (L. monocytogenes, S. aureus, M.
luteus and B. cereus). The antibacterial activity of each peptide was carried out according
to the double-layer technique. After 24 h incubation of the bacterial strains with the
peptide, the antimicrobial activity of the peptide was detected by the appearance of a zone
of growth inhibition around the well containing the strain and the peptide. The validation
of the test was carried out in triplicate and by the use of blanks: an antibiotic, tetracycline
at a concentration of 0.1 mg/ml. Seven peptides showed an antibacterial activity against
these bacterial species (Table 1). However, no antibacterial activity was detected with Gly-

185

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015

Assaad Sila Thése en cotutelle Résultats & Discussion

Val-His peptide. Among these active peptides, three are the most active (Ala-Ala-Gly-
Gly-Val; Ala-Ala-Val-Lys-Met and Ala-Ala-Ala-Leu).

Searching for these sequences in the Antimicrobial Peptide Database (APD,

http://aps.unmc.edu/AP/main.html) revealed that they were a novel AMP. The structural
characteristics of these peptides were studied (Table 2) using the Network protein sequence
analysis software, in order to find out the link between the activity of the peptide, its
mechanism of action and its structural properties. All of these peptides are small and have
a substantial portion of hydrophobic residues. Also all peptides present a random coil
structure. This was deduced by a mathematical model of the Network Protein Sequence

analysis Internet server of the Pole Bio-informatique Lyonnais (http://pbil.ibcp.fr).

Surprisingly, these results show that peptides which are shorter than other
antibacterial peptides are active. These peptides do not have the classical characteristics of
antibacterial peptides.

Based on their side-chain arrangement and structural motif features, AMPs display
potent antimicrobial activity and specificity to the microbial target. AMPs can be further
categorized based on their amino acid content and proportion, e.g., some have a high
content of one or two amino acids such as proline (Otvos 2002), arginine (Chan et al. 2006;
Dong et al. 2012) and/or glycine (llic” et al. 2013).

Barbel peptides are different from the classical antibacterial peptides. They are small
(3 and 5 AA), with different portion of hydrophobic residues, and a random coil structure.
These active peptides probably have a mechanism of action different from that generally
described for antibacterial peptides: the hydrophobic part insertion generally structured in
the membrane which involves pore formation.

Song, Wei, Luo, and Wang (2012) reported the isolation and identification from the
pepsin hydrolysate of half-Fin anchovy (Setipinna taty) of five cationic peptides
(MLTTPPHAKYVLQW, SHAATKAPPKNGNY, PTAGVANALQHA,
QLGTHSAQPVPF and VNVDERWRKL) and three anionic  peptides
(LATVSVGAVELCY, NPEFLASGDHLDNLQ and PEVVYECLHW). In the same
contest Tang, Zhang, Wang, Qian, and Qi (2015) reported the purification of antimicrobial
peptide (GLSRLFTALK) from anchovy cooking wastewater. These peptides are shorter
than those described in this study.
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Generally, antibacterial peptides with a random coil structure and which are
positively charged can be structured in aqueous solution when they are in contact with
biological membrane (Powers & Hancock, 2003).

In this study, we demonstrated that berbel peptides possessed antimicrobial activities
against spoilage and pathogenic microorganisms pertinent to food. The new peptides with
efficient and safe features could be a good possible candidate for food preservation.

3.2. MIC determination of antibacterial peptides

The MIC is the lowest concentration of the peptide that completely inhibited the
strain growth after 24 h of incubation (Table 3). At a concentration corresponding to the
MIC, all peptides, (except: Gly-Val-His), decreased cell population after 24 h of
incubation, regardless of bacterial species. The MIC for each peptide was determined on E.
coli, E. sp, L. monocytogenes, S. aureus, M. luteus and B. cereus. According to the MIC
value, the identified peptides inhibit the growth of Gram-positive and Gram-negative
bacteria in micromolar concentrations. The eight new antimicrobials peptides (except: Gly-
Val-His), show a significant antimicrobial activity with a low MIC. Among the seven
antimicrobials peptides, peptide Ala-Ala-Gly-Gly-Val was the most antibacterial active
against S. aureus, E. coli and L. monocytogenes. The minimum inhibitory concentrations
of this peptide against these bacterial species were 0.37, 1.48 and 0.37 UM, respectively.

Based on the evaluation the diameter of the clear zone of growth inhibition (Table 1)
and the determination of minimum inhibitory concentrations values (Table 3), the most
active peptides were: Ala-Ala-Gly-Gly-Val; Ala-Ala-Val-Lys-Met; Ala-Ser-Ser-Ser;
and Ala-Ala-Ala-Leu.

3.3. Membrane depolarization involving K" release: Effect of antimicrobials peptides
on Listeria monocytogenes permeability

The classic action mechanism of AMPs involves their ability to cause cell membrane
damage. AMPs can interact with microorganisms by electrostatic forces between their
positive amino acid residues and negative charges exposed on cell surfaces. It has been
suggested that the composition of cell surface drives the specificity of AMPs. In this sense,
the sensitivity of prokaryotic and eukaryotic cells is directly related to the different
physico- chemical properties of the lipids found on both cell membranes (Dathe &
Wieprecht, 1999; Matsuzaki, 1999).

Listeriosis is a foodborne illness caused by Listeria monocytogenes. Listeriosis is a

sporadic disease but has the highest fatality rate of 20 - 30% and hospitalization
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requirements of approximately 90% of foodborne illnesses (Murphy & Meullenet, 2006;
Lou & Yousef, 1999). This bacterium causes two types of illness manifestations. One is
non-invasive, which is commonly called listerial gastroenteritis, where symptoms range
from nothing to fever, vomiting, and diarrhea in healthy adults (Lou & Yousef, 1999).
Invasive listeriosis, the second and most serious form of the disease, affects infants,
pregnant women including their fetuses, immunocompromised individuals, such as AIDS
and cancer patients, children, and the elderly (Murphy & Meullenet, 2006; Lou & Yousef,
1999).

To investigate the ability of most active barbel peptides (Ala-Ala-Ala-Leu, Ala-Ala-
Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-Met) to change the membrane potential of intact
L. monocytogenes, a membrane depolarization experiment was conducted. Monitoring the
concentration of potassium ions in the supernatant of a concentrated cell suspension of
L. monocytogenes in the presence or absence of glucose (5 g/l) at 30 °C was made. Figure 1
showed that the potassium concentration without sugar remained constant at around 72.2
ppm. The addition of glucose at 5 min to cell suspension induced depletion of the
environment of K. In the culture medium, the concentration of this ion decreased from 72.2
to 30.5 ppm. However, in the absence of glucose, the bacteria were unable to pump the
extracellular K™ (Figure 1). Glucose consumption allows cells’ synthesis of ATP which
causes the activation of the transport systems of K *. This showed that the potassium transport
was energy dependent as shown for other bacteria like Petinatus frisingensis (Chihib, Crepin,
Delattre, & Tholozan, 1999).

Antibacterial peptides tested in this study were added at 20 min of the kinetic
monitoring of movements of K" across the cell membrane of L. monocytogenes. This helped
to highlight the membrane permeabilizing power of tested peptides. Figure 2 showed that the
addition of peptides resulted in a rapid and massive release of potassium ions through cellular
membrane for all tested peptides except of Ala-Ala-Ala-Leu, which had a later action. The
peptide
Ala-Ala-Gly-Gly-Val seemed to be the most permeabilizing peptide of the cell membrane of
L. monocytogenes. The extracellular K* ion concentration increased by 33 ppm (when this
peptide was added).

Measurement of the amount of extracellular K* confirmed that barbel peptides
caused an imbalance of K* movement, leading to significant K* release through cellular
membrane. The sustained release of K triggers membrane depolarization. Therefore, these
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results confirm that barbel peptides exert antibacterial activity via membrane active
mechanisms. Peptides (Ala-Ala-Ala-Leu, Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-
Met) presented the strongest inhibitor activity towards L. monocytogenes with complete
inhibition of bacterial growth.

The results showed also the release of a quantity of potassium with a relatively low
speed and a trend of decrease over time for the peptide Ala-Ala-Ala-Leu. We can suppose
that the peptide had not a fatal and permanent effect on the bacteria but only a temporary one.
Perhaps the peptide did not penetrate into the membrane, therefore there was no pore
formation, but it adhered to the surface causing a stress effect that disrupted the biological
functions of bacteria including membrane transfers.

The antibacterial activity was confirmed in liquid medium by adding peptides to
L. monocytogenes culture medium. As shown in Figure 3, pure peptide affects in a higher
extent the antibacterial activity on L. monocytogenes, showing significant differences with
respect to the control (without peptides). The inhibitory effect, against
L. monocytogenes, displayed by peptide Ala-Ala-Gly-Gly-Val was significantly (P < 0.05)
higher than those exhibited by the peptide Ala-Ala-Val-Lys-Met and by the peptide Ala-
Ala-Ala-Leu.

We then analyzed the killing activities of the peptides after 10 h of incubation with
L. monocytogenes in liquid medium culture. Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-
Met induced a reduction in the number of viable cells at peptide concentrations of 10
pg/ml. In contrast, Ala-Ala-Ala-Leu exhibited a weak antibacterial activity in comparison
with the control and both peptides.

These results confirm that Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-Met are able
to display antibacterial activity at liquid culture medium. One explanation for the reduced
efficacy of Ala-Ala-Ala-Leu compared with Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-
Met is that it is due to their amino acid content and proportion. Alternatively, liquid
medium components can bind to the surfaces of Listeria cells and make it more difficult
for the peptide to reach and permeate the target microbial membrane. Interestingly, both
peptides (Ala-Ala-Gly-Gly-Val and Ala-Ala-Val-Lys-Met) gave rise to a significant
reduction in the number of living bacteria.

3.4. Haemolytic activity of antibacterial peptides

Haemolysis of erythrocytes was measured to assess the cytotoxicity of peptides

against normal mammalian cells. Barbel peptides did not cause haemolysis. The
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haemolytic activity of most active peptides was tested on bovine erythrocytes. Several
concentrations for each peptide were tested (Ala-Ala-Ala-Leu (1.6-16 uM); Ala-Ala-Gly-
Gly-Val (0.37-10 uM); Ala-Ala-Val-Lys-Met (0.25-14 uM)). For each peptide, the highest
concentration tested corresponded to five times the highest MIC values obtained for these
peptides (Table 3). For all peptides, no haemolysis was observed up to a peptide
concentration corresponding to five times the MIC. These results show that these peptides
would be non-toxic even if used at high concentrations.

4. Conclusion

In conclusion, the current research has demonstrated that peptides from barbel
protein hydrolysates (Gly-Val-His, Trp-His-Arg, Trp-His-Phe, Pro-Pro-Ser-Ser, Ala-Ala-
Ala-Leu, Ala-Ala-Gly-Gly-Val, Ala-Ala-Val-Lys-Met, Ala-Ser-Ser-Ser)  showed
antibacterial activity against some bacterial species. The most active peptides showed
promising antibacterial activity against the Gram-positive Listeria monocytogenes via a
membrane damage mechanism. According to the results obtained, peptides substantially
altered the integrity of membrane cells by causing K* ion release, which increase
membrane permeability. In the context of food safety and food protection by the way of
natural products, using antibacterial peptides from agricultural proteins could be of interest
as a preservative for storage and distribution of food products.
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Table 1. Antibacterial activity of synthetic peptides (1mg/ml).

Inhibition zones: +++: > 1.5 cm; ++: 0.5-1.5 cm, + : <0.5 cm, and -: no activity

Peptides Bacillus  Staphylococcus Enterobacter Escherichia Listeria Micrococcus
cereus aureus sp coli monocytogenes luteus
Gly-Val-His - - - - - -
Trp-His-Arg +++ - - - - 4
Trp-His-Phe ++ - - - + St
Pro-Pro-Ser-Ser - + + ++ - ++
Ala-Ala-Ala-Leu ++ - + - + ++
Ala-Ala-Gly- +++ +++ ++ ++ +++ +4++
Gly-Val
Ala-Ala-Val- ++ ++ + + +++ +++
Lys-Met
Ala-Ser-Ser-Ser + - ++ + + ++

Table 2. Structural characteristics of the pure antibacterial peptides.

Peptides Masse Percentage of hydrophobic amino Prediction of secondary
(Da) acids (%0)* structure
Gly-Val-His 275 33 100% Random Caoil
Trp-His-Arg 433 33 100% Random Caoil
Trp-His-Phe 452 66 100% Random Caoil
Pro-Pro-Ser-Ser 350 0 100% Random Coil
Ala-Ala-Ala-Leu 308 100 100% Random Coil
Ala-Ala-Gly-Gly-Val 337 100 100% Random Coil
Ala-Ala-Val-Lys-Met 482 80 100% Random Caoil
Ala-Ser-Ser-Ser 314 25 100% Random Coil

The structural characteristics were obtained from the network protein sequence analysis
internet server of the Po” le Biolnformatique Lyonnais (http://pbil.ibcp.fr).

#Calculated on the percentage of hydrophobic residues (lle, Val, Leu, Phe, Cys, Met, Ala,
Trp) in the peptide sequence.

195

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Assaad Sila, Lille 1, 2015

Assaad Sila Theése en cotutelle Résultats & Discussion

Table 3. Minimum inhibitory concentration values (1uM) of the synthetic antibacterial

peptides.
Peptides Bacillus  Staphylococcus Enterobacter Escherichia Listeria Micrococcus

cereus aureus sp coli monocytogenes luteus
Gly-Val-His - - - - - -
Trp-His-Arg 0,57 - - - - 0,57
Trp-His-Phe 1,0 - - - 2,0 0,27
Pro-Pro-Ser-Ser - 2,8 2,8 1,49 - 2,8
Ala-Ala-Ala-Leu 1,6 - 3,2 - 3,2 1,6
Ala-Ala-Gly-Gly-Val 0,74 0,37 1,48 1,48 0,37 1,86
Ala-Ala-Val-Lys-Met 1,37 0,51 1,37 2,74 0,51 0,25
Ala-Ser-Ser-Ser 3,18 - 1,59 3,18 3,18 0,79
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Fig. 1. Effect of glucose addition on intracellular potassium of cell suspensions of

L. monocytogenes.

Fig. 2. Effect of barbel peptides addition on intracellular potassium of cell suspensions of

L. monocytogenes.

Fig. 3. Determination of the antibacterial activity of barbel peptides. Activity against

L. monocytogenes in liquid culture medium.
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Purification, identification et étude de la relation structure-fonction
des peptides anti-DPP-IV issus de I’hydrolyse enzymatique des

protéines de muscle de barbeau

Assaad Sila, Oscar Martinez Alvarez, Anissa Haddar, Fakher Frikha, Pascal Dhulster,
Naima Nedjar-Arroume, Ali Bougatef

Le diabete est une maladie qui touche de plus en plus de personnes. La prévalence de
cette maladie sur la population mondiale atteint actuellement 7% et pourrait facilement
atteindre 10% dans les 10 prochaines années. Le diabéte apparait lorsque le pancréas
produit trop peu ou pas du tout d'insuline ou bien lorsque le pancréas fournit de l'insuline
mais que l'organisme y est devenu résistant. Depuis quelques années une nouvelle classe
d’antidiabétiques est disponible reposant sur D’effet “incrétine qui correspond a la
stimulation de la sécrétion d’insuline par des hormones intestinales, hormones dont la
sécrétion est stimulée par la prise alimentaire. Cette nouvelle voie thérapeutique semblerait
une alternative avant le passage a ’injection de I’insuline. Le métabolisme des incrétines
pourrait étre augmenté dans le diabete de type 2. En effet, il a été prouvé que
I’hyperglycémie augmentait 1’activité de la dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V) des cellules
endothéliales in vitro. Les inhibiteurs de la DDP-1V ont pour réle de bloquer I’action de la
DPP-IV afin d’augmenter la concentration des incrétines (GLP-1 et GIP) & des niveaux
restant physiologiques (Zambrowicz et al., 2013). Une nouvelle possibilité de traitement
thérapeutique du diabéte type 2 peut €tres donc utilisée, c’est I’inhibition de la DDP-IV
afin d’augmenter la durée d’action des incrétines naturelles. Au cours des ces dernieres
années, plusieurs peptides possédants des activités anti-dipeptidyl-peptidase-1V (anti-DPP-
IV) ont été mis en évidence, in vitro, dans des hydrolysats de protéines. Vu que les
produits et les sous-produits de la péche sont caractérisés par une teneur importante en
protéines, ils peuvent donc étre considérés comme étant une source potentielle, aprés
hydrolyse enzymatique, de peptides bioactifs a usage nutraceutique et pharmaceutique.
Dans ce contexte, le muscle de barbeau (Barbus callensis) a été utilisé comme source de
protéines pour la préparation d’hydrolysat protéique douée d’activité anti-DPPIV, et pour

I’isolement et 1’identification de peptides responsable de cette activité.
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Au cours de ce travail, un hydrolysat protéique de muscle de barbeau enrichi en
biopeptides a été préparé, par I’action de I’ Alcalase®. La conétique d’hydrolyse montre que
le degré d’hydrolyse (DH) augmente en fonction du temps. D’autre part, il en ressort que
cette cinétique est caractérisée par une phase initiale rapide durant les 60 premiéres
minutes, durant laquelle un grand nombre de liaisons peptidiques est hydrolysé, apres le
DH tend a se stabiliser (DH=16,4). Cet hydrolysat présent une teneur en protéines élevée
(81,43 %). L’étude de I’activité anti-DPP-IV, de I’hydrolysat enzymatique de muscle du
barbeau, montre que cette activité est dose dépendante. La Clso de 1’hdrolysat brute est de
I’ordre de 1,94 mg/ml.

L’hydrolysat protéique (DH = 16,4 %) a été fractionné sur une colonne de gel
filtration Superdex peptide 3.2/30. Cing pics majoritaires (F-Fy) ont été collectés et leurs
activités anti-DPP-1V ont été determinées in vitro. Toutes les fractions sont capables
d’inhiber I’activité de la DPP-IV. La fraction Fy est la moins active avec une Clsy de 1’odre
de 7,32 mg/ml alors que la fraction Fy;, a présenté le pouvoir d’inhibition le plus important
avec une Clsp de I’ordre de 1,23 mg/ml. Cette fraction (Fy) a été retenue en vue d’isoler
les peptides actifs. F;; a été soumise a un nouveau fractionnement par une chromatographie
liquide haute performance sur colonne TRACER-Excel 1200 DS-A en phase inverse. Deux
sous-fractions actives exercant une activité anti-DPP-IV nommées (SF; et SF,) ont été
retenues pour I’identification. La sous-fraction SF, a présenté la meilleure activité
inhibitrice de la DPP-IV (Clsp = 0,21 mg/ml). Cette sous-fraction a été soumise a un
nouveau fractionnement par chromatographie liquide haute performance sur une colonne
HALO Peptide. Le profil HPLC a montré la présence d’un seul pic majoritaire avec une
Clso de 'ordre de 96 pg/ml. Ce pic a été retenu pour I’identification des peptides
anti-DPP-1V.

Les masses moléculaires ainsi que les séquences des peptides purifiés ont été
déterminées par spectrométrie de masse et par spectrométrie de masse en tandem. Deux
peptides inhibiteurs de la DPP-IV ont été identifiés. Les séquences en acides aminés de ces
nouveaux peptides sont: Trp-Ser-Gly (330 Da) et Phe-Ser-Asp (349 Da). Ces deux

peptides n’ont pas manifesté d’activité hémolytique.

Les peptides, malgré qu’ils soient des molécules d’avenir pour le développement des
biotechnologies sont a ce jour le parent pauvre au niveau des méthodes de modélisation

disponibles. Pourtant, de plus en plus de sociétés pharmaceutiques tentent de contrecarrer
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la pénurie relative en nouvelles molécules médicamenteuses en utilisant des peptides
comme agents thérapeutiques, voire comme outils de conception de nouvelles petites
molécules. Il s’agit donc d’un domaine qui mérite 1’attention des chercheurs et en
particulier des «modélisateurs». Si la fonctionnalité des peptides dépend évidemment de
leur séquence et donc des fonctions chimiques qu’ils portent, elle est également
grandement modulée par leur structure et donc par la maniere dont ces fonctions sont
orientées dans I’espace. A ce jour, pas mal de méthodes expérimentales de détermination

de structures peptidiques existent.

Dans ce contexte, la suite du travail a porté sur la prédiction in silico de la structure
des peptides anti-DPP-1V. On le sait, la fonction des peptides, comme celle des protéines,
est intimement liée a leur structure. Plusieurs programmes de modélisation in silico,
principalement des méthodes de docking pour la conception de petites molécules. Le
programme utilisé au cours de cette étude est le "Molgrow virtual docker”. Gréce aus
resultats obtenus, nous avons pu mettre I’hypothése que 1’activité anti-DPP-1V est due
essentiellement au peptide Trp-Ser-Gly qui présente plus d’affinité envers la DPP-IV que
le peptide Phe-Ser-Asp.
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Abstract

DPP-1V inhibitory peptides are gaining increasing attention particularly because the
promising opportunities they offer for the enhancement of glycemic control in diabetic
patients by preventing the rapid breakdown and, hence, prolonging the physiological action
of incretin hormones. The present study aimed to investigate the DPP-IV-inhibitory
activity of Barbel muscle protein hydrolysate (BMPH) that was enzymatically treated with
Alcalase®. This hydrolysate was noted to exhibit excellent DPP-1V inhibitory activity, with
an ICsp value of 1.94 mg/ml. It was fractionated into five major fractions (Fi—Fy) by size
exclusion chromatography using a Superdex peptide. The Fy, fraction was noted to display
the highest inhibitory activity, with an ICsy value of 1.23 mg/ml, and was, therefore,
further fractionated by RP-HPLC. Four major peptide sub-fractions (SF;, SF,, SF; SF4 and
SFs) were selected. The results revealed that the SF4 sub-fraction showed the highest DPP-
IV inhibitory activity, with an 1Csg value of 0.21 mg/ml. This sub-fraction was submitted
to RP-HPLC, ESI-MS, and ESI-MS/MS analyses. The findings indicated that SF4
consisted of two peptides, namely PP1 and PP2, whose structures were identified as Trp-
Ser-Gly (330 Da) and Phe-Ser-Asp (349 Da), respectively. This is the first report of these
sequences from barbel proteins.

The two peptides were rationalized through docking simulations using Molgrow
virtual docker. The modeling results with DPP-IV showed that the Trp-Ser-Gly peptide
bound to DPP-IV with high affinity. Both peptides show no hemolytic activity towards
bovine erythrocytes. Overall, the results suggested that BMPH can be considered as a

promising natural source of DPP-1V inhibitory peptides.

Keywords: Barbel; Protein hydrolysates; degree of hydrolysis; anti-DPP-1V peptides;

molecular docking.
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1. Introduction

Diabetes mellitus is a serious metabolic disorder and a major health problem
worldwide. Its prevalence is increasing in virtually all populations and age groups, and
recent estimates indicate that the number of diabetic patients will rise to 333 million by
2025, with type 2 diabetes representing about 90-95% of the currently diagnosed cases
(Pratley and Salsali 2007).

Recent reports indicate that about 50-60% of the total insulin secreted after a meal
results from incretin response, mainly mediated by the combined effects of glucose-
dependent insulinotropic polypeptide (GIP) and glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
(Creutzfeldt and Nauck 1992). These incretin molecules are secreted in response to the
presence of nutrients in the intestinal lumen and act by stimulating glucose-dependent
insulin secretion in the pancreatic B-cells (Mentlein 2005). Over 95% of GIP and GLP-1
are cleaved and, thereby, inactivated by the action of a specific serine protease, namely
Dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V). In fact, DPP-1V is a pluripotent molecule that plays a
several physiological function, such as a regulatory protease and as a binding protein. This
molecule is widely distributed in various tissues in the human body where it plays multiple
critical functions. It can, for instance, act as an adhesive molecule by binding non-substrate
polypeptides, such as collagen (Loster et al. 1995) and fibronectin (Cheng et al. 1998). It
can also serve as a receptor for another enzyme, such as adenosine deaminase-ADA
(Torimoto et al. 1991), and act as a costimulatory molecule in transducing the signal via
CD3 on T lymphocytes (Fleischer et al. 1994).

Due to its incretin hormone regulatory effects, DPP-IV has increasingly become a
major target for the treatment of diabetes (MclIntosh et al. 2005). Several DPP-1V
inhibitors have recently emerged as a new class of oral agents for the treatment of type 2
diabetes. Animal experiments have demonstrated that specific DPP-1V inhibition increases
the half-life of total circulating GLP-1, decreases plasma glucose, and improves impaired
glucose tolerance (Mitani et al. 2002).

Furthermore, several studies have demonstrated that, in addition to their nutritional
protein value, bioactive peptides play a wide range of biological activities, including opioid
(Matinez-Alvarez 2013), antioxidant (Sila et al. 2014), antihypertensive (Bougatef et al.
2008) activities and may, therefore, serve as promising therapeutic agents in various body
systems. Based on their of amino acid sequences, which are in the range of 2-20 amino

acids (Meisel and FitzGerald 2003), these bioactive peptides can exhibit diverse activities
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in the digestive, immune (such as antimicrobial and immunomodulatory), cardiovascular
(such as antithrombotic and antihypertensive), and / or nervous (such as a sedative and
analgesic effect) systems by inhibiting key risk factors (including enzyme, coenzyme, and
substrates). Many of the known bioactive peptides are multifunctional and can exert
several activities (Najafian, Leila., & Babji, 2014; Wang et al. 2014; Lee et al. 2014; Hong
et al. 2014; Voa et al. 2013). In fact, and due to their health-enhancing potential and safety
profiles, several bioactive peptides have been introduced as components in functional
foods and nutraceuticals. Bioactive peptides with dipeptidyl-peptidase 1V Inhibitory
activity have, for instance, been reported for certain food proteins, such as whey
(Nongonierma and FitzGerald 2003; Tulipano et al. 2011), sodium caseinate, skim milk
powder, and milk protein concentrate hydrolysates (Lacroix and Li-Chan 2012a).

Although DPP-1V inhibitory peptides have been produced from enzymatic
hydrolysates of various sources, little data is currently available on the isolation and
identification of DPP-IV inhibitory peptides from marine organisms by enzymatic
treatment. The few studies currently available on such peptides include those from salmon
skin gelatin (Li-Chan et al. 2012) and tuna cooking juice (Huang et al. 2012) hydrolysates.

We have earlier reported the antioxidant (Sila et al. 2013), angiotensin I-converting
enzyme inhibitory (Sila et al. 2013) and antibacterial (Sila et al. 2014b; 2014c) activities of
hydrolysates from barbel muscle protein hydrolysates. Accordingly, the present study was
undertaken to investigate the feasibility of producing DPP-1V inhibitory peptides from
Barbel protein muscle hydrolysate (BMPH) following enzymatic treatment by Alcalase®.
The DPP-IV-inhibitory activity of BMPH was evaluated, and the DPP-IV-inhibitory
peptides were identified by liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS). The
objective of this study was to purify and identify the peptides associated with the observed
DPP-1V inhibitory activity. We assess also the effect structural of these peptides and
provide new data on their functional effect.

2. Materials and Methods
2.1. Reagents

Chemicals and solvents of analytical grade were obtained from different commercial
sources. DPP-IV from porcine kidney (0.75 Unit) and its chromogenic substrate (H-Gly-
Pro-AMC<HBr) were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Acetonitrile was

of HPLC grade. Alcalase 2.4 L serine-protease from Bacillus licheniformis was supplied
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by Novozymes (Bagsvaerd, Denmark).All other chemicals and reagents used were of
analytical grade.
2.2. Materials

The barbel (Barbus callensis) samples used in the present work were obtained from
Barrage SIDI SAAD, Kairouan, Tunisia. The samples were packed in polyethylene bags,
placed in ice (sample/ice ratio of about 1:3 (w/w)), and transported to the laboratory within
2 h after collection. Muscle was separated, rinsed three times with distilled water to
remove salts and other contaminants, and then stored in sealed plastic bags at -20 °C until
they were used for protein hydrolysates production.
2.3. Proteolytic enzymes

Alcalase® (Novozymes) was used for the production of hydrolysates. Protease

activity was determined according to the method of Kembhavi et al. (1993) using casein as
a substrate. One unit of protease activity was defined as the amount of enzyme required to
liberate 1 ug of tyrosine per minute under the experimental conditions used.
2.4. Preparation of barbel muscle protein hydrolysates (BMPHSs)

Five hundred grams of Barbel muscle were firstly grinded in 500 ml distilled water
by using a grinder (Moulinex® Charlotte HV3, France), and further cooked at 90 °C for 5
min to inactivate endogenous enzymes. The cooked sample was then homogenised for
about 2 min using a Moulinex R62 homogenizer (Organotechnie, Courneuve, France). The
sample was adjusted to optimal pH and temperature for Alcalase® (pH 8.0; 50 °C). The
hydrolysis reaction was started by the addition of the enzyme at a 1:1 (U/mg) enzyme/
protein ratio. The reaction was conducted for 4 h. During the reaction, the pH of the
mixture was maintained at the desired value by continuous addition of NaOH (4 N). After
the required digestion time, the reaction was stopped by heating the solutions for 15 min at
80 °C to inactivate enzyme. Protein hydrolysate were then centrifuged at 5000 g for 20
min, using a refrigerated centrifuge (Hettich Zentrifugen, ROTINA 380R, Germany), to
separate soluble and insoluble fractions. Finally, the soluble fractions, referred to as protein
hydrolysate, were freeze-dried at -50 °C and 121 mbar (CHRIST, ALPHA 1-2 LD plus,
Germany) and then stored at -20 °C for further use.
2.5. Determination of the degree of hydrolysis

The degree of hydrolysis (DH), defined as the percent ratio of the number of peptide

bonds cleaved (h) to the total number of peptide bonds in the substrate studied (ht), was
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calculated from the amount of base (NaOH) added to keep the pH constant during the
hydrolysis (Adler-Nissen 1986) according to the following equation.

DH (%) =x100= N0 L L 100
tot MP a htot

Where B is the amount of NaOH consumed (ml) to keep the pH constant during the
proteolysis of the substrate. Nb is the normality of the base, MP is the mass (g) of the
protein (N x 6.25), and a represents the average degree of dissociation of the a-NH;

groups in the protein substrate expressed as:
pH-pK

10
EETET S

Where pH and pK are the values at which the proteolysis was conducted. The total
number of peptide bonds (hyt) in the protein substrate was assumed to be 8.6 meq/g
(Adler-Nissen 1986).

2.6. Assessment of the DPP-1V inhibitory activity

The DPP-1V-inhibiting activity of the hydrolysates was measured according to a
modified version of the method described by Tulipano et al. (2011). In brief, the assays
were performed in 96-well plates where in 10 pL of DPP-1V (0.014 mg/ml; 10.64 mUnits),
which were previously diluted in 100 mM Tris HCI buffer, pH 8, were incubated in the
absence or presence of different sample concentrations (final volume 300 pL per well) at
37 °C for 15 min. Previously, the samples were lyophilized and further dissolved in 0.2 M
Tris HCI buffer at pH 8.

The reaction was started by the addition of 100 uL of assay buffer containing the
fluorogenic substrate (H-Gly-Pro-AMC<HBr) at a final concentration of 25 uM. The
change in fluorescence at 355 nm/460 nm was monitored at 2-min intervals for 30 min
using an Appliskan Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
The recorded data were plotted versus time, and the inhibitory activity of the hydrolysates
was quantified from the initial (maximal) slopes obtained in the absence or presence of the
test sample at different concentrations. The ICsq value, or concentration of samples needed

to inhibit 50% of DPP-IV activity, was calculated using logarithmic regression.

2.7. Chemical Composition
The moisture and ash content were determined according to the AOAC standard
methods as 930.15 and 942.05, respectively. Total nitrogen content was determined by
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using the Dumas method, following AOAC992.15 in a LECO model FP-2000
protein/nitrogen analyser calibrated with EDTA. Crude fat was determined gravimetrically
after Soxhlet extraction of dried samples with hexane. All measurements were performed
in triplicate.

2.8. Amino Acid Analysis

Barbel muscle protein hydrolysates was dissolved (1 mg/ml) in ultrapure water and
hydrolysed in vacuum-sealed glass tubes at 110 °C for 24 h, in presence of continuously
boiling 6N HCI containing 0.1% phenol and norleucine (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis,
MO, USA) as internal standard. After hydrolysis, the sample was again vacuum-dried,
dissolved in 0.2 M sodium citrate loading buffer (pH 2.2), and injected onto a Biochrom 20
amino acid analyser (Pharmacia, Barcelona, Spain).

2.9. Purification of DPP-1V inhibitory peptides

The freeze-dried hydrolysate (0.25 g) was suspended in 10 ml of distilled water and
then loaded onto a gel filtration column, Superdex peptide 10/30, pre-equilibrated with
ammonium acetate buffer (pH 5.0). Fractions (4.5 ml) were collected at a flow rate of
2.5 ml/min, and absorbance was measured at 215 nm to determine the elution profile of the
sample.

The fractions that showed anti-DPP-1V activity were pooled and freeze-dried. The
most active fraction was dissolved in distilled water, filtered through 0.22 ml filters, and
then separated by RP-HPLC (Shimadzu LC-10ADVP,Japan) on a TRACER-Excel 1200
DS-A 5um (25 x 0.78) column (Teknokroma, Barcelona, Spain). A linear gradient of
acetonitrile in water (0-60% v/v, in 54 min) containing 0.01% TFA at a flow rate of 1.5
ml/min was maintained, and elution peaks were collected at 215 nm.

The fraction showing the highest DPP-IV inhibiting activity from the second
chromatographic separation was analysed by using a HALO Peptide ES-C18 column
(2.1 x 150 mm, 2.7 um, Advanced Materials Technology, USA). A linear gradient of
acetonitrile in water (0-60% v/v, in 55 min) containing 0.01% TFA at a flow rate of 0.4
ml/min was maintained, and elution peaks were collected at 215 nm.

2.10. Mass spectrometry analysis

The molecular mass and peptide sequencing were done on positive ion mode using
electrospray ionisation-mass spectrometry (ESI-MS) and the tandem mass spectrometry
(MS/MS). ESI mass spectrometry was performed using a triple quadrupole instrument
Applied Biosystems APl 3000 (PE Sciex, Toronto, Canada) equipped with an electrospray
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ion source. The system is controlled by the Analyst Software 1.4, allowing the control of
the spectrometer, the analysis and the processing data. Interpretations of spectra (MS/MS)
were made with the BioAnalyst software. The freeze-dried samples from RP-HPLC were
dissolved in acetonitrile/water (20/80; v/v) containing 0.1% formic acid for the positive
mode.

The solution was injected (nebulised) continuously, by a pump (Model 22, Harward
Apparatus, South Natick, USA) with a flow rate of 5ul/min. The potential of ionisation
was of 5000 V in positive mode. At the time of the recording of the spectrum, 30 scans on
average were added (MCA mode) for each spectrum. The gases used (nitrogen and air)
were pure (up to 99%) and produced by a compressor Jun-Air 4000-40M and a nitrogen
generator Whatman model 75-72 (Whatman Inc., Haverhill, MA, USA). The
polypropylene glycol (PPG) was used for the calibration and the optimization of the
machine. The peptide sequence was determined from the CID spectrum of the protonated
analyse [M+H]" by MS/MS experiments. Peptide sequences were determined using the
BioAnalyst software (Applied Biosystems, USA).

2.11. Hemolytic activity

The hemolytic activity of the active peptide fractions was determined according to
Dathe et al. (1996) with slight modifications. Five milliliters of bovine blood (obtained
from a slaughterhouse) were centrifuged at 3500 rpm for 10 min to isolate erythrocytes,
which were then washed three times with 10mM sodium phosphate, pH 7.5, containing
NaCl 9 g/l (NaCl/Pi). The cell concentration stock suspension was adjusted to 10° cells/ ml.
The cell suspension (12 ul) along with varying amounts of sub-fractions stock solution
(250 pg/ml-1 mg/ml) and the buffer were pipetted into Eppendorf tubes to give a final
volume of 50 pl. The Eppendorf tubes with 2.5 x 10° cells/ ml were then incubated at 37
°C during 40 min. After centrifugation (6720 g, 5 min), 30 ul of supernatant were diluted
in 500 pl water. The absorbance of the diluted solution was measured at 420 nm. The
absorbance obtained after treating erythrocytes with only NaCl/Pi and SDS (0.2%) was
taken as 0 and 100%, respectively.

2.12. Software

The Molecular Operating Environment 2009.10 (MOE) software was used for
modelling and structures visualization. The Visualization was performed with PyMol
version 0.99beta06 (28). The figures were generated by PyMol program. The Molegro

Virtual Docker v.6.0.0 software was used for docking substrates.
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2.13. Docking

The 3-D coordinates of the porcine dipeptidyl peptidase IV in complex with the
tripeptidetert-butyl-Gly-L-Pro-L-lle (DPP-1V) (PDB code: 2AJBA) was extracted from the
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org).The 0QG (3-methyl-L-valyl-L-prolyl-L-
isoleucine) and the BPR ((2R)-N-[(2R)-2-(Dihydroxyboryl)-1-L-Prolylpyrrolidin-2-YL]-N-

[(5R)-5-(Dihydroxyboryl)-1-L-Prolylpyrrolidin-2-YL]-L-Prolinamide) ligand in complex with
the DPP-1V (2AJB and 2AJD, respectively) were extracted from the Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org). The tripeptide Trp-Ser-Gly (PP1) and the tripeptide
Phe-Ser-Asp (PP2) were modeled by using the Molecular Operating Environment 2009.10
program. The Molegro Virtual Docker v.6.0.0 software was used for docking substrates,
PP1, PP2, 0QG or BPR to the DPP-1V protein. The potential binding sites (also referred to
as cavities or active sites) were being identified using the built-in cavity detection
algorithm, expanded Van der Waal with 0.3 A grid resolutions and 1.2 A Probe size. After
preparation of the protein and the ligand, the docking was performed using MolDock Score
function, MolDock SE search algorithm, 100 runs, energy minimization and optimize H-
Bonds after docking, 15000 iterations and 7500 steps Simplex Evolution to generate the
best 50 poses scores which were visually analyzed. Only the poses correctly bound to the
active site with a high score was used. The protein-substrate complex was then subjected to
molecular mechanics optimization using CHARMM27 force field until the gradient of 0.05
kcal/(A.mol) was reached. The Score of the final protein-substrate complex was evaluated
using the total interaction energy between the active site and the substrate.

2.14. Statistical analysis

Analytical values were determined by using three independent determinations. The
values of the different parameters were expressed as the mean (n = 3).

All data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA) and differences between
means were evaluated by Duncan’s Multiple Range Test. The data were analyzed using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 10.0 (Chicago, Illinois, USA).
Differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Preparation and characterization of barbel muscle protein hydrolysate (BMPH)

In the present work Alcalase® was used for the hydrolysis of barbel muscle proteins
in order to obtain peptides with different amino acid sequences and peptide lengths. The
specificity of the enzyme used for proteolysis, conditions of hydrolysis (time and
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temperature), and enzyme/substrate ratio were noted to have significant effects on the
molecular weight and amino acid composition of the protein hydrolysates and, hence, their
biological activities (Van-der-Ven et al. 2002).

The extent of protein degradation by proteolytic enzymes was estimated by assessing
the degree of hydrolysis (DH). The hydrolysis curve of barbel protein with Alcalase® after
4 h of incubation is shown in Fig. 1. The profiles illustrated in Fig. 1 show that the DH was
16.4%. The shape of hydrolysis curves was similar to those previously reported for other
hydrolysates from shrimp byproducts (Sila et al. 2014a), Sardinelle (Bougatef et al. 2008),
Atlantic salmon (Kristinsson and Rasco 2000), Silver carp (Dong et al. 2008), and barbel
(Sila et al. 2013; 2014b).

The proximate composition of BMPH (Table 1) showed that it had high protein
content (81.43 + 0.73%), which could presumably be attributed to the solubilisation of
protein during hydrolysis, removal of insoluble undigested non-protein substances, and
partial removal of lipid after hydrolysis (Benjakul and Morrissey 1997). The lipid and
moisture contents of the hydrolysate were 10.53 + 0.11% and 2.21 + 0.09%, respectively.

The amino acid composition of BMPH is shown in Table 1. The findings revealed
that BMPH contained glutamic acid/glutamine and alanine as the major amino acids,
followed by aspartic acid/asparagines glycine, lysine, leucine, arginine and proline. The
results obtained in terms of total amino acids and essential amino acids strongly suggest
that BMPH could serve as a promising source for highly valued nutrients.

3.2. DPP-1V inhibiting activity of BMPH

The control of DPP-IV activity is an insulin regulatory strategy for the treatment of
type 1l diabetes. To date, a number of peptidic components similar in structure (amino
acids composition, length, charge,...) to the incretin hormones, GIP and GLP-1, have
shown promising results as DPP-IV inhibitory components. Some of these components are
food-protein-derived peptides (Boots 2006; Van-Amerongen and Beelen-Thomissen 2009;
Tulipano et al. 2011; Uchida et al. 2011; Li-Chan et al. 2012; Nongonierma and FitzGerald
2013b; Uenishi et al. 2013). However, so far and to the authors’ knowledge, little data is
currently available in the literature on the inhibition of DPP-IV by fish-protein-derived
hydrolysates. In this respect, the present study is the first to report on the isolation of DPP-
IV inhibitory peptides from barbell fish byproducts.

The DPP-IV inhibitory activity of barbel muscle protein hydrolysate at different
concentrations was studied (data not shown). The DPP-IV inhibitory activity of the barbel
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protein hydrolysate increased with the increase in concentration. This hydrolysate was
found to exhibit DPP-1V inhibitory activity with an ICs value of 1.94 mg/ml. Lacroix and
Li-Chan (2012b) reported an ICs value of 0.075 mg/ml for a whey protein hydrolysate
with pepsin for 60 min. In the same context Silvana et al. (2013) reported an ICsg value of
1.51 mg/ml for peptides generated by tryptic hydrolysis of a whey protein.

3.3. Isolation and purification of anti-DPP-1V peptides

To purify anti-DPP-IV peptides, the barbel protein hydrolysate treated with
Alcalase® was fractionated by size exclusion chromatography on a Superdex peptide 10/30
column. As illustrated in Fig. 2A, five separate peaks, designated as F-Fy, were obtained.
The fractions associated with each peak were collected separately and freeze-dried.
Chromatographic separations were repeatedly performed to obtain a sufficient amount of
purified peptide.

The results presented in in Fig. 2B indicate that all the fractions (at 1 mg/ml)
displayed DPP-1V inhibitory activity. Among the five fractions collected, fraction F; was
noted to exhibit the highest inhibitory activity with an ICs, value of 1.23 mg/ml. The DPP-
IV ICs, value obtained for barbel protein hydrolysate fraction in this study was similar
(1.23 £ 0.08 mg/ml) to those values reported previously for Palmaria palmata (1.65 + 0.12
mg/ml, Harnedy & FitzGerald, 2013a), lysozyme (0.4-1.5 mg/ml, Van Amerongen et al.,
2009), casein (0.88-1.11 mg/ml, Nongonierma & FitzGerald, 2013a), whey (1.00-1.43
mg/ml, Nongonierma & FitzGerald, 2013a, 2013b) and lactoferrin (1.09 + 0.11 mg/ml,
Nongonierma & FitzGerald, 2013a) hydrolysates.

The peptides recorded by size exclusion chromatography for fraction Fy,, were
further separated by reverse phase-HPLC, TRACER-Excel 1200 DS-A 5um column using
a linear gradient of acetonitrile. The RP-HPLC profile revealed a large number of peaks,
evidencing for the abundance of the peptides generated (Fig. 3A). Five major peptide sub-
fractions (SF;, SF,, SF3;, SF, and SFs) were selected. Those sub-fractions were collected
separately through repeated chromotagraphic fractionation using an RP-HPLC column and
freeze-dried. Their DPP-1V inhibitory activities were determined. Among the five sub-
fractions, SF, was noted to show the highest DPP-IV inhibitory activity, with an ICs, value
of 0.21 mg/ml, which was about 5 folds more powerful than SF; whose 1Csy value was
1.09 mg/ml (Table 2). Accordingly, the SF, sub-fraction was submitted to further analysis
by HPLC on a HALO Peptide ES-C18 column. The results presented in Fig. 3.B showed

that one major peak (22 min) was identified. Fractions containing the main peak were
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submitted to ESI-MS analysis. The lyophilized peak showed DPP-1V inhibitory activity,
with an 1Csq value of 96 pg/ml.
3.4. ldentification of anti-DPP-1V peptides

The peptides were analyzed by ESI-MS for molecular mass determination and ESI-
MS/MS for the characterization of peptides. Two purified peptides were identified in sub-
fraction SF4, namely PP1 and PP2 whose structures were identified as Trp-Ser-Gly (330
Da) and Phe-Ser-Asp (349 Da), respectively (Fig.4). To our knowledge these sequences
have not previously been mentioned in the literature. PP1 and PP2 are new peptides.

The results indicated that both peptides contained Ser as the second N-terminal
residue and that the Ser residue was flanked by Trp; Gly and Phe; Asp. The peptides were
also noted to consist mainly of hydrophobic amino acid residues, such as Trp, Gly, and
Phe, and one peptide composed of a charged amino acid, Asp, as the C-terminal residue. In
fact, most of the DPP-1V inhibitory peptides so far described in the literature contain
between two to eight amino acid residues (Lacroix and Li-Chan 2012a).

Compared to the dipeptide, Trp-Val, Trp showed no DPP-IV inhibition when
positioned at the C-terminus (Val-Trp, lle-Trp, Arg-Trp, and Lys-Trp). In fact, another
peptide with a Trp residue at the N terminus, Trp-Pro, was previously reported as a DPP-
IV inhibitor (Lacroix and Li-Chan 2012a; Hatanaka et al. 2012). The inhibition of DPP-IV
could correlate with the Trp positioned at the N-terminus of dipeptides.

Numerous peptide sequences having DPP-IV inhibitory properties have been
reported in the literature. However, it is still not clear which structural/compositional
parameters correlate with potent DPP-IV inhibitory properties. Peptide length does not
appear to govern DPP-IV inhibition as large peptides have been shown to be DPP-IV
inhibitors (Velarde-Salcedo et al., 2013). Amino acid composition is also not the primary
component which would appear to govern DPP-1V inhibitory properties as demonstrated
by the differences in activity between reverse and forward dipeptides (Hatanaka et al.,
2012; Nongonierma & FitzGerald, 2013a). The DPP-1V inhibitory activity associated with
Met-Ala-Gly-Val-Asp-His-lle could potentially be due to the presence of an Ala residue, at
the penultimate N-terminal position. This is one of the structural features which appear to
influence DPP-IV inhibitory activity. Furthermore, the presence of hydrophobic amino
acids, in this case Met, at the N-terminal position is believed to enhance DPP-1V substrate
specificity (Power et al., 2014). Originally, DPP-IV was considered to have narrow
substrate specificity and cleave specifically after a Pro or an Ala residue at the penultimate
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(P1) position. However, studies have shown that DPP-IV also cleaves peptides with Hyp,
Ser, Gly, Val, Thr, or Leu in this position (Lacroix & Li-Chan, 2012b; Power et al., 2014).
Again further studies are required to determine the mode by which these peptides inhibit
DPP-1V.

3.5. Molecular docking

While the structure—activity relationship of DPP-IV inhibitory peptides has not yet
been fully elucidated, studies have shown that several structural features appear to
influence their DPP-IV inhibitory activity (Boots, 2006; Lacroix & Li-Chan, 2012b;
Nongonierma & FitzGerald, 2013c).

The analysis of the structures of the DPP-IV in complex with an analog substrate can
help enhance the current understanding of the interaction modes of the substrate once
embedded in the catalytic pocket. The data currently available on the relationship between
the primary structure and DPP-1V inhibitor potency of food-protein-derived peptides is
very limited. A more profound investigation of the peptide inhibitor binding mode to DPP-
IV could, therefore, open new promising opportunities to fill part of this gap in knowledge.
Accordingly, the PP1 (Trp-Ser-Gly), PP2 (Phe-Ser-Asp), 0QG (3-methyl-L-valyl-L-prolyl-
L-isoleucine) and BPR ((2R)-N-[(2R)-2-(Dihydroxyboryl)-1-L-Prolylpyrrolidin-2-YL]-N-[(5R)-
5-(Dihydroxyboryl)-1-L-Prolylpyrrolidin-2-YL]-L-Prolinamide) substrates were docked into
the active site of the DPP-1V protein. The docking analysis was performed using the
Molegro Virtual Docker v.6.0.0 software (Fig. 5). The results obtained for the protein-
substrate complexes revealed 27 poses of PP1, 14 poses of PP2, 4 poses of 0QG, and 3
poses of BPR near the catalytic triad (Ser630, Glu708, and His740) of the DPP-IV active
site, respectively.

Structure analysis of the protein-substrate complexes share that 6/27 poses
(09,20,27,28,33 and 43) (PP1), 3/14 poses (08, 16 and 39) (PP2), 3/4 poses (06,07 and 47)
(0QG) and 3/3 poses (07,17 and 47) (BPR) for PP1, PP2, 0QG and BPR respectively,
where the ligand is correctly bind to the active site of DPP-IV. Higher the protein-ligand
interaction energy, less stable the ligand in the protein structure. Based in the protein-
ligand interaction energy, one pose has selected for each ligand (pose 28 for PP1, pose 08
for PP2) (the higher absolute protein-ligand interaction energy value). The total interaction
energy (Table 3) between the protein and the target molecule (substrate) is -139.88 and -
133.79 kJ/mol for PP1 and PP2, respectively.
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The surface vdw area and the volume of the selected ligand where (341.273 A?,
286,987 A®) and (344.559 A?, 302.416A%) for PP1 and PP2, respectively. In the case of the
PP1, 16amino acids(Lys122, Trpl124, Argl25, Trp201, Glu205, Tyr547, Trp629, Ser630,
Tyr631, Tyr662, Tyr666, Asp709, Asn710, Asp739, His740, Gly741) of the DPP-IV where
closes to the PP1. These 16 amino acids involve 11HBonds with the ligand. In the case of
the PP2,13 amino acids (Argl25, Glu205, Glu206, Ser209, Phe357, Arg358, Tyr547,
Trp629, Ser630, Tyr631, Tyr662, Tyr666, His740) of the DPP-IV where closes to thePP2.
These 13 amino acids involve 08HBonds with the ligand.

According table 4, the steric and the hydrogen bonds energy of PP1 in absolute value
are greater than PP2. All these result are in line with the fact that the affinity of PP1 is
higher than PP2 to DPP-IV.

3.6. Hemolytic activity of antibacterial peptides

To determine whether purified peptides might result in increased toxicity, the
hemolytic activity of peptides was tested against bovine erythrocytes. No hemolytic was
observed in the range of concentrations tested. Barbel peptides did not cause hemolysis.
These results show that these peptides would be non-toxic even if used at high
concentrations.

4. Conclusion

The present study reported on novel active peptides that were isolated from fish
protein hydrolysate and noted to display DPP-1V inhibiting activity. The results from
consecutive chromatographic analyses revealed that the structure of the active peptides
namely PP1 and PP2, were Trp-Ser-Gly (330 Da) and Phe-Ser-Asp (349 Da), respectively.
The DDP-1V inhibition activity of PP1 may correlate with the Trp positioned at the N-
terminus of the dipeptide. Both peptides did not show hemolytic activity towards bovine
erythrocytes. Overall, the results suggest that barbel protein hydrolysates can be considered
as a promising source of DPP-IV inhibitory peptides for use as natural food ingredients
against type 2 diabetes. Further studies, some of which are currently underway in our
laboratory, are, therefore, needed to further confirm in vivo the results obtained in vitro in
this work and investigate the optimum conditions for the production of such promising
marine-derived DPP-1V inhibitory peptides.
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Table 1. Chemical constituents of BMPH

Composition (%) BMPH
Protein 81.43+0.73
Fat 2.21+£0.09
Moisture 10.22 + 0.27
Ash 10.53+£0.11

Aminoacids composition
(Number of residues/1000)

Asx? 101
Thr 47
Ser 57
GIx? 155
Gly 99
Ala 106
Cys 4
Val 40
Met 27
lle 31
Leu 75
Tyr 19
Phe 30
OHlys 4
His 24
Lys 81
Arg 44
Pro 44
OHPro 12

& The aspartic and glutamic acid contents include, asparagine and glutamine, respectively.
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Table 2. 1Cso values HPLC sub-fractions against DPP-1V activity

HPLC Sub-fractions

IC 50 DPP-1V inhibition

(mg/ml)

SFq
SF;
SF3
SF4
SFs

No activity
No activity
1.09
0.21
No activity

Table 3. Docking analysis for ligand lisinopril and pentapeptide using an automated

docking software Molgro Virtual Dockerv.6.0.0.

Inhibitors

Interaction energy  Docking score

Trp-Ser-Gly
Phe-Ser-Asp

BPR
0QG

-139.88
-133.79
-59.87
-105.73

-124.76
-104.92
-53.48
-85.37

0QG: (3-methyl-L-valyl-L-prolyl-L-isoleucine)

BPR :((2R)-N-[(2R)-2-(Dihydroxyboryl)-1-L-Prolylpyrrolidin-2-YL]-N-[(5R)-5-(Dihydroxyboryl)-1-L-

Prolylpyrrolidin-2-YL]-L-Prolinamide)

Table 4. Calculated energy of the Protein-Ligand interactions, number of amino acids

close to the ligand, number of hydrogen bonds involved, the surface and the volume of the

ligand.

Descriptors Trp-Ser-Gly ~ Phe-Ser-Asp  BPR 0QG

Docking Score -124.76 -104.92 -53.48 -85.37
Protein-Ligand interactions -139.887 -133.501 -59.87 -105.73
Steric (by PLP) -124.005 -99.057 -51.138 -91.532
Hydrogen bonds -17.017 -12.194 -8.739 -14.940
Electrostatic (short range) 2.789 -22.861 0 0
Electrostatic (long range) -1.654 0.611 0 0.742
Number of amino acids 16 13 08 05
Number of Hydrogen bonds 11 08 08 06
Surface VDW area 341.273 A*> 344559 A> 237877 A* 36512 A?
Volume 286,987 A®> 302416 A> 186.778 A 317.312 A°
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Figure legends

Fig. 1. Hydrolysis curves of barbel muscle proteins treated with Alcalase®.

Fig. 2. (A) Elution profile of BMPH separated by size exclusion chromatography on
Superdex peptide 3.2/30 (upper panel) and ICso(mg/ml) values of the separated fractions
(B) (lower panel). Superdex peptide 10/30 column was pre-equilibrated with ammonium
acetate buffer (pH 5.0). Fractions (4.5 ml) were collected at a flow rate of 2.5 ml/min, and

the absorbance was measured at 215 nm to determine the elution profile of the sample.
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Les industries de la péche et de I’aquaculture générent une quantité¢ considérable de
sous-produits au cours des opérations de transformation. Les colts économiques et
environnementaux qui en reésultent sont éleves. Il convient de trouver de nouvelles
utilisations pour ces biomasses. Notre étude s’inscrit dans le cadre générale de la
valorisation biotechnologique des produits et sous-produits de la péches on vu d’obtenir
des composés a hautes valeurs ajoutées.

Dans la premicre partie, on s’est intéressé a la valorisation des sous-produits issus
des industries de transformation des crevettes. L’extraction des caroténoprotéines, par voie
enzymatique, a partir des sous-produits de la crevette rose du large (P. longirostris) a été
réalisée. Le meilleur rendement d’extraction a été obtenu en utilisant un niveau d’activité
trypsique de I’ordre de 1 U/g pendant 1 h a 25 °C. La caractérisation physicochimique a
montré que les caroténoprotéines présentent une teneur en protéines élevée et des faibles
taux en cendres et en chitine. Par la suite, 1’astaxanthine a été récupéré a partir du
complexe caroténoprotéique suite a une hydrolyse enzymatique. L’analyse par HPLC a
montré que I’hydrolysat obtenu par I’action de mélange de trypsine bovine et la trypsine de
barbeau, présente la teneur en astaxanthine la plus importante (67 pg/g). Les analyses des
teneurs en xanthophylles et en protéines solubles ont confirmé les resultats obtenus lors de
I’analyse par HPLC. En effet, I’hydrolysat obtenu par le traitement avec le mélange des
deux enzymes a présenté les meilleures teneurs en xanthophylles (93,21 pg/g) et en
protéines (7,42 mg/g).

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a I’extraction de
’astaxanthine, a partir des sous-produits de crevettes, moyennent les solvants organiques a
savoir I’acétone et I’éther de pétrole. L’analyse de ce caroténoide par chromatographie sur
couche mince a montré la présence de trois bandes distinctes. Ceci suggére la présence de
trois types de caroténoides. Les valeurs des rapports frontales Rs de ces trois bandes sont
0,33, 0,61 et 0,80 qui correspondent probablement a l'astaxanthine, I'astaxanthine
monoester et astaxanthine diester, respectivement. La suite a porté sur 1’étude des activités
biologiques de ce caroténoide. L’astaxanthine a manifesté un pouvoir antiradicalaire
puissant, ce pouvoir est dose dépendant. Les résultats ont montré également que
I’astaxanthine a une concentration de 150 pg/ml posséde un pouvoir réducteur puissant qui
est de I'ordre de 1,8. Quelques soit la concentration testée, les valeurs obtenues étaient
supérieures a celles du BHA. L’analyse des résultats du test de blanchiment de la

-caroténe a prouvé qu’il s’agit d’un puissant piégeur de radicaux libres. La capacité de
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I’astaxanthine a inhiber la dégradation de I’ADN plasmidique a été¢ également évaluée.
L’astaxanthine présente également une activité antiproliférative importante contre les
cellules cancéreuses du larynx (cellules Hep-2), avec des Clso de I’ordre de 320 pg/ml (test
MTT) et 300 pg/ml (test RN).

A fin d’étudier I’activité antidiabétique de I’astaxanthine, une étude, in vivo, sur des
rats a €té réalisée. Les résultats ont montré que I’administration de I’astaxanthine a des rats
diabétiques a conduit a une diminution significative (p < 0,001) de la glycémie et une
augmentation des valeurs de I’insulinémie. Au niveau plasmatique, nous avons enregistre
une augmentation des activités des enzymes antioxydantes (la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx)) et du taux du glutathion
(GSH). Toutefois, les taux de 1’urée, la créatinine, 1’acide urique, le malondialdéhyde et
des bio-marqueurs (lI'aspartame aminotransférase, I'alanine aminotransférase et la
phosphatase alcaline) ont baissé par rapport a ceux enregistres chez les rat diabétiques non
traités. L’analyse des parametres lipidiques, a savoir le cholestérol total (TC), les
triglycérides (TG), les lipoprotéines de faible densité (LDL-C) et les lipoprotéines de haute
densité (HDL-C) a montré que le traitement avec 1’astaxanthine permet, également, de
baisser les taux du TC, des TG et des LDL-C, et d’augmenter le taux des lipoprotéines de
haute densité par rapport au rats diabétiques. Au niveau tissulaire, rénal et hépatique,
I’administration de I’astaxanthine chez les rats diabétiques a induit I’augmentation des
activités des enzymes antioxydantes et du taux du glutathion par rapport aux rats
diabétiques non traités. A fin de confirmer ces résultats biochimiques, une étude
histologique a été réalisée aux niveaux rénal et hépatique. Les analyses des coupes
histologiques sont en corrélation avec les analyses biochimiques. L’architecture tissulaire
chez les rats diabétiques était séverement altérée alors que pour les rats diabétiques traités
avec I’astaxanthine, 1’histologie a presenté une structure presque normale avec absence de
nécrose et d’inflammation.

Dans la deuxiéme partie, consacrée a la génération, la purification et 1’identification
de biopeptides, nous avons élaboré différents hydrolysats proteiques enrichis en peptides
antibacteériens et anti-dipeptidyl-peptidase-1V a partir de muscle de barbeau (B. callensis)
moyennant 1’Alcalase®.

L’étude a porté tout d’abord sur la génération de peptides antibactériens. Pour cela
Sept hydrolysats ont été prépares. Les cinétiques des hydrolyses enzymatiques des
protéines de muscle de barbeau sont caractérisees par une phase initiale rapide, apres cette
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phase le degré d’hydrolyse tend a se stabiliser. L’activité antibactérienne des hydrolysats
préparés a été evaluée, par la méthode de diffusion, vis-a-vis de cing souches bactériennes
a Gram-positif et cing souches a Gram-négatif. Selon les résultats obtenus, un rapport E/S
égale a 1 U/mg de protéines, un temps d’hydrolyse de 15 minutes et un degré d’hydrolyse
égale a 6,6% ont permit d’obtenir ’hydrolysat le plus actif (H3). Ce dernier a éteé fractionne
sur une colonne de gel filtration Sephadex G-25 et le chromatogramme a montré
I’existence de six pics majoritaires. La fraction F; posséde 1’activité antibactérienne la plus
importante avec des zones d’inhibitions contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter sp et Micrococcus luteus de ’ordre de 2 + 0,3, 2,1 £0,2, 2 £ 0,1 et 2,3 + 0,1
cm, respectivement. La fraction Fy;, a été soumise a un nouveau fractionnement par RP-
HPLC et le profil a montré la présence de quatre sous-fractions actives douées d’activité
antibactérienne. Ces sous-fractions ont été identifiées par spectrométrie de masse. Les
séquences peptidiques identifiées au cours de ce travail sont : Gly-Val-His ; Trp-His-Arg ;
Trp-His-Phe ; Leu-Thr-Met ; lle-Thr-His °; Pro-Pro-Ser-Ser ; Ala-Ala-Ala-Leu ; Ala-Ala-
Gly-Gly-Val ; Ala-Ala-Val-Lys-Met et Ala-Ser-Ser-Ser. Ces peptides ne présentent pas
d’activité hémolytique.

La suite du travail a porté sur I’étude du mécanisme d’action des peptides déja
identifiés. Ces peptides ont été synthétisés chimiquement. Les caractéristiques structurales
de ces peptides antibactériens ont été déterminées moyennant un model mathématique. Le
nombre d’acides aminés, le pourcentage de résidus hydrophobes, la charge globale, et la
structure secondaire ont ét¢ déterminés. L’activité antibactérienne de ces peptides a été
évaluée, par la méthode de diffusion, vis-a-vis de six souches bactériennes. Les peptides
synthétisés ont manifestés une activité antibactérienne contre les souches bactériennes
testées. Pour chaque peptide testé la concentration minimale inhibitrice a été déterminée.
Parmi ces peptides, trois sont les plus actifs a savoir : Ala-Ala-Gly-Gly-Val ; Ala-Ala-Val-
Lys-Met et Ala-Ala-Ala-Leu. Le peptide Ala-Ala-Gly-Gly-Val semble étre le plus actif
contre S. aureus, E. coli et L. monocytogenes (CMI de I’ordre de 0,37, 1,48 et 0,37 uM,
respectivement). Les resultats ont montré également que ces peptides ne possédent pas
d’activité hémolytique. A fin d’étudier le mode d’actions des trois peptides antibactériens
les plus actifs, I’ion potassium a été utilisé comme marqueur des perturbations de la
perméabilité membranaire de L. monocytogenes. Les résultats ont montré que 1’addition
des peptides engendre une sortie massive, immédiate et rapide des ions potassium

intracellulaires pour les peptides Ala-Ala-Gly-Gly-Val et Ala-Ala-Val-Lys-Met alors que
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I’effet du peptide Ala-Ala-Ala-Leu est lent. Les deux premiers peptides agissent aux
niveaux membranaires par des phénomeénes osmotiques rapides alors que le troisieme
peptide agit par inhibition des mécanismes intra-cytoplasmiques. Le peptide Ala-Ala-Gly-
Gly-Val semble étre le peptide qui perméabilise le plus la membrane cellulaire de L.
monocytogenes. La concentration extracellulaire en ion K+ augmente de 33 mg/l lorsque
ce peptide est ajouté.

Finalement, I’¢tude a été focalisée sur la purification et I’identification de peptides
anti-dipeptidyl-peptidase-1V (anti-DPP-1V). Pour ce faire, un hydrolysat protéique de
muscle de barbeau enrichi en biopeptides a été préparé, sous 1’action de I’Alcalase®. Le
degré d’hydrolyse final est de I’ordre de 16,4 %. L’étude de ’activité anti-DPP-1V, de cet
hydrolysat enzymatique, a montré que cette activité est dose dépendante. L’hydrolysat
protéique (DH = 16,4 %) a été fractionné sur une colonne de gel filtration Superdex
peptide 3.2/30. Cing pics majoritaires (F-F\) ont été collectés. La fraction Fy; est la plus
active et elle a été soumise a un fractionnement par HPLC. Deux sous-fractions actives
exercant une activité anti-DPP-IV ont été detectées. La sous-fraction SF, a présenté la
meilleure activité inhibitrice de la DPP-IV (Clso = 0,21 mg/ml). Cette sous-fraction a été
soumise a un nouveau fractionnement par HPLC sur une colonne HALO Peptide. Le profil
HPLC a montré la présence d’un seul pic majoritaire avec une Clso de 1’ordre de 96 pg/ml.
Les masses moléculaires ainsi que les séquences des peptides de cette sous-fraction ont été
déterminées. Deux peptides inhibiteurs de la DPP-IV ont été identifiés (Trp-Ser-Gly et
Phe-Ser-Asp). Ces deux peptides ne présentaient pas d’activité hémolytique. L’étude de la
prédiction in silico de la structure des peptides a montré que le peptide Trp-Ser-Gly

présente plus d’affinité envers la DPP-IV.

La suite des travaux portera essentiellement sur :

= Récupération de la fraction peptidique par hydrolyse du complexe
carotenoprotéine et étude des activités biologiques in vitro et in vivo.

= [’optimisation des conditions d’extraction de I’astaxanthine et la mise en
¢vidence d’autres activités biologiques.

= [’utilisation des peptides antibactériens purifiés dans [’élaboration des
emballages actifs.

= Tests in vivo de I’effet des peptides anti-dipeptidyl-peptidase-1V purifiés sur

un modele animal.
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