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Résumé :

Les acides aminés sont 1’un des molécules biologiquement importantes qui s’assemblent pour former des
chaines peptidiques ou des protéines, comme ils sont nécessaires pour de nombreux processus métaboliques.

L’objectif de notre travail est porté sur 1’évaluation de ’activité antioxydante de quelques acides aminés
synthétiques (méthionine, glycine, phénylalanine et acide glutamique) par deux techniques, la méthode de la
réduction de fer FRAP et test de DPPH,

Les résultats obtenus par la méthode du FRAP montrent un pouvoir antioxydant élevé de la glycine par
rapport aux autres acides aminés testés, ce dernier a été classé ainsi par la mesure de la concentration efficace la
plus faible EC50, mais cette activité reste inferieur a celle la molécule de référence.

Cependant, I’évaluation de pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage de radical DPPH a révélé que
la méthionine présente une meilleure activité avec une 1C50 de 11.63 mg
/ml. L’activité de la méthionine est attribuée a la présence du soufre qui peut servir d’un donneur d’électron aux
radicaux libres.

Mots clés : acide aminé, DPPH, FRAP, activité antioxydante



Abstract :

Amino acids are one of the biologically important molecules that join together to form peptide chains
or proteins. As they are necessary for many metabolic processes.

The objective of our work is focused on the evaluation of the antioxidant activity of some synthetic
amino acids (methionine, glycine, phenylalanine and glutamic acid) by two techniques, the method of
iron reduction FRAP and DPPH test,

The results obtained by the FRAP method show a high antioxidant power of glycine compared to the
other amino acids tested, the latter was thus classified by measuring the lowest effective concentration
EC50.

However, the evaluation of antioxidant power by the DPPH radical scavenging method revealed that
methionine has better activity compared to other acids with an IC50 of 11.63 mg

/ ml. The activity of methionine is attributed to the presence of sulfur which can serve as an electron
donor to free radicals.

Keywords : amino acid, DPPH, FRAP, antioxidant activity
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La liste des abréviations :

Aa : Acide aminés

BHA : Hydroxyanisole butyle.

BHT :hydroxytoluéne butyle

Do : Densité optique.

DPPH : Radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl.

ER : espéces réactives

ERO : les especes réactives de 1’oxygene

ERN : les especes réactives de 1’azote

ERC : les espéces réactives de chlore

Fe?": Fer ferreux.

Fe®" : Fer ferrique.FeCls: Chlorure ferrique

FRAP : Pouvoir réducteur de fer.

H202 : Peroxyde d’hydrogéne.

IC50 : Concentration inhibitrice de 50 % d‘une activiteé.
K3Fe(CN) 6 : ferricyanure de potassium.

O2—¢: Anion superoxyde.

OH-: Radical hydroxyl.

NADPH : Nicotiamide adenine dinucleotide Phosphate.
SOD : Super oxyde dismutase.

UV : Ultra-violet.
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Introduction générale

Les acides aminés sont une classe de biomolécules importantes (Maloy, 2013) qui
jouent un réle crucial dans la structure, le métabolisme et la physiologie des cellules de tous
les étres vivant connus, en tant que des constituants des peptides et des protéines; chaque
acide aminé confére a la protéine des propriétés chimiques spécifiques (Berrat, 2019).

Le stress oxydatif encore appelé stress oxydant est un déséquilibre de la balance
peroxydant/antioxydant en faveur des pro-oxydants qui entraine les dommages oxydatifs des
biomolécules (Cillard, 2011) et impliqgue la production d'especes réactives de
I'oxygéne(ERO) (Pelletier et al., 2004). Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité,
exercice physigue intense), mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de
facon anormale la production des ERO dans notre organisme. A long terme, ceci peut
contribuer a 1’apparition de diverses pathologies parmi lesquelles nous pouvons citer les
arthrose, 1’asthme, le cancer, le diabéte, les maladies cardiaques ; 1’athérosclérose (Haleng et
al., 2007).

Le terme d'espéces réactives de lI'oxygene est préféré a celui de radicaux libres puisque
le peroxyde d'hydrogéne n'est pas un radical libre. La réactivité chimique des radicaux libres
de I'oxygéne est variable selon la molécule considérée, mais ce sont pour la plupart de
puissants oxydants. Les principaux radicaux libres entrant dans les processus
physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes et hydroxyles, mais d'autres
dérivés de I'oxygene jouent également un role important dans le stress oxydant, en particulier

le peroxyde d'hydrogene et le peroxynitrite (Puppo et Halliwell, 1988).

Pour se protéger des effets nuisibles des especes réactives de I’oxygene notre corps a
besoin de sources d’antioxydants qui sont des molécules naturellement produites par le corps
ou bien apportées par I’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du

stress oxydant (Iserin et al., 2001).

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’effet antioxydant de quelques acides
aminés ; a savoir la réduction du DPPH, le pouvoir réducteur du fer (FRAP).

Pour cela, notre étude englobe deux parties :
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v La premiére partie est d’ordre théorique divisée en deux chapitres ; nous aborderons
dans le premier des données générales sur les acides aminés, le deuxieme chapitre est
réservé aux stress oxydant, les espéces réactives de I’oxygene, les radicaux libres et
les antioxydants et leurs classifications

v La deuxiéme partie est une étude expérimentale qui repose sur évaluation de I’activité
antioxydante de quelques acides aminés synthétiques (méthionine, glycine,
phenylalanine, acide glutamique) par ’application de deux méthodes, la méthode de
réduction du fer (FRAP) et le test de piégeage du DPPH.

v Finalement, la derniére partie est consacrée pour une conclusion générale
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1. Structure générale des acides aminés

Un acide aminé est un composeé bi fonctionnel comportant un groupe carboxylique —
COOH et un groupe amine -NH2 (Goudet&Yindoula, 2008).

Chague molécule contient un atome de carbone asymétrique(C), appelé le carbone o
auquel sont attachés a la fois un groupe amine et un groupe carboxyle. Les deux laissons
restantes de I’atome de carbone a sont généralement satisfaites par un atome d’hydrogéné et
le groupe R (Reddy, 2022).Le groupe R est la seule caractéristique unique de chaque acide
aminé (une exception mineure & cette structure est celle de la proline, dans laquelle
I’extrémité du groupe R est attachée a I’ a-amine), a I’exception de la glycine, qui a un groupe

R constitué d’un atome hydrogene (Ahern et al., 2021) .

T T
rizw”"fc“H“‘r:tf’Hm | : |EN+"’f'::;’I‘-L"‘"rz”fl:I
| |

Figure 1 : La structure générale des acides aminés(Marques, 2013)

1.1 Les acides aminés essentiels et non essentiels
1.1.1 Les acides amineés essentiels

Les acides aminés sont qualifiés d’essentiels lorsque ces derniers ne peuvent pas étre
synthétisés par I’organisme seul et qui doivent étre apporté par I’alimentation ou bien la
supplémentation. Ils sont d’avantages présents dans les sources de protéines (Guillaume,
2022)

Chez I’homme, on compte neuf acides aminés essentiels : le tryptophane, la lysine, la
méthionine, la phénylalanine, la thréonine, la valine, la leucine, 1’isoleucine et I’histidine
(Quéré, 2022)

1.1.2 Les acides aminés non essentiels
Les acides aminés non essentiels peuvent étre synthétisés dans le corps (John & hall,

2021), qui n’est donc pas essentiel a 1’alimentation humaine, il s’agit de : alanine, arginine,
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asparagine, acide aspartique, cystéine, acide glutamique, glutamine, glycine, proline, sérine et
tyrosine (Davis, 2021 ).
1.1.3 Les acides aminés semi essentiels

11 existe deux acides aminés, I’histidine et I’arginine sont dits semi-essentiels car seuls
les nourrissons ont besoin d’un apport exogene (Yahiaoui et Zitouni,2018).
L’arginine est un acide aminé semi essentiel car sa synthése endogene est insuffisante pour
permettre la croissance chez les mammiféres et un apport exogene et nécessaire (Virginie et
Richard, 2011).

1.2 Stéréochimie

Une des caractéristiques principales des acides aminés, plus précisément o -acide
aminés, est de posséder un atome asymétrique, c¢’est-a-dire un atome de carbone avec quatre
substituant déférents. Deux isomeéres, appelé dans ce cas énantiomeéres, sont possible comme
illustré ci-dessous (figure 2). Les formes chirales L et D pour Iévo (gauche) et dextro (droit)
proviennent de leur propriété de faire tourner la lumiere polarisée a gauche ou a droite (d’ou
le terme d’isomérie optique). Les acides aminés L sont aussi appelés les acide aminés S dans
la nomenclature de Cahn-Ingold-Prelog (a ’exception de la L-cystéine qui classé dans la série
R) mais, comme dans le cas des glucides, la nomenclature D, L est préférée dans le monde
des acides aminés. Les acides aminés D (ou R), sont egalement présents dans la nature mais
de fagcon moins abondante (Werner et al., 2010).
Tous les acides aminés entrant dans la composition des protéines sont de la série L (Fergani,
2018).

H R R H
ok !
N SNCOO- CcoO-~ SNH:
Isomere L Isomere D

Figure 2 :La structure des isomeére optique L et D des acides a-aminés(Gilles, 2006).



Synthese bibliographique Chapitre | : Les acides aminés

2. Les différents acides aminés
2.1 Nomenclatures

Plus de 300 acides aminés ont été inventoriés. Cependant, on constate que chez
I’Homme, comme chez de nombreuses especes, seuls vingt acides aminés différents sont
incorporés dans les protéines lors de la traduction (Giles,2006); et les autres, que I’on trouve
soit & I’état libre soit dans des peptides synthétisés par des microorganismes ou des
végétaux(Djarmouni,2017).

Pour plus de commodité, les acides aminés ont un nom ainsi qu’un code
monomeérique a trois lettres ou a une lettre (Blaber, 2020). Les codes sont représentés dans la
liste ci-dessous (tableau 1). Les acides aminés sont caractérisés par la méme structure de base,

mais ils déférent par la nature et les propriétés du radical R fixé sur le carbone (Gilles, 2006).

Tableau 1 : L’abréviation des acides aminés :(Paclet,2015)

Nom Code a 1 lettre Code a 3 lettres
Alanine A Ala
Arginine R Arg
Acide aspartique D Asp
Asparagine N Asn
Cystéine C Cys
Glutamine Q GIn
Acide glutamique E Glu
Glycine G Gly
Histidine H His
Isoleucine I lle
Leucine L Leu
Lysine K Lys
Méthionine M Met
Phénylalanine F Phe
Seérine S Ser
Thréonine T Thr
Tryptophane w Trp
Tyrosine Y Tyr
Valine \% Val
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2.2 Les propriétés chimiques des acides aminés
Les propriétés chimiques sont dues a I’existence d’un groupe carboxyle, d’un groupe

amine, et a la structure de radical R (Kamoun, 2022). Quelques informations pour chacun
des vingt acides aminés notamment : la nature de la chaine latérale et quelques remarques sur
les propriétés associéessont représentées dans la liste ci-dessous (tableaux 2)(Gilles, 2006).

Les acides aminés sont des ampholytes. lls peuvent exister sous différents états ionique
en solution aqueuse, selon la valeur du pH ( Mayer Rouge & Mayer Rouge,2012).
Tableau 2 : Les propriétés des acides aminés (Garret &Grisham, 2000 ; Seve, 2012)

Nom R Pka du Pka du Pka de la Pi Caractéristiques
COOH NH;3* fonction
acidede R
Glycine H 2.3 9.6 - 6.0 Synthése des purines,
acides nucléique,

porphyrine, créatine,

Glutathion, sels
biliaires.
Avec un groupe alkyle
Alanine CHs 2.3 9.7 - 6.0 Synthese des purines,
acides nucléique,

porphyrine, créatine,
Glutathion, sels

biliaires.

Valine CH(CHs)2 203 9.6 - 6.0 Métabolisme du

muscle, croissance et
réparation des tissus.

Leucine CH2CH(CHz), 2.4 9.6 - 6.0 AA aminés essentiel
dans I’alimentation
chez I’homme

Isoleusine CH3CHCH2CH3(S) | 2.4 9.6 - 6.0 AA aminés essentiel

dans ’alimentation
chez I’homme

Phénylalanine ./ N\ 1.8 9.1 - 5.5 AA aminés essentiel
H 2C_ . dans I’alimentation
— chez ’homme

Proline CsH9NO- 2.0 10.6 — 6.3 Pas de rigidité, elle
joué un réle dans les

structure proteique.

Avec fonction hydroxyle

Sérine CH,0OH 2.2 9.2 - 5.7 Site de
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phosphorylation dans

nombreuse protéines.

Thréonine C4HsNO3 2.1 9.1 5.6 AA essentiel dans
I’alimentation.
Tyrosine R\ 2.2 9.1 10.1 5.7 AA essentiel dans
H.C \—/ OH I’alimentation
Avec fonction amine
Asparagine O 2.0 8.8 5.4 Importance dans le
II R
H,C*— CNH2 systéme nerveux
Glutamine o 2.2 9.1 5.7 AA le plus abondant
II s
H,CH,-CNH, chez ’homme
Lysine (CH2)aNH; 2.2 9.0 10.5 9.7 AA  essentiel  dans
I’alimentation
Arginine CsH14N4O> 2.2 9.0 10.5 9.7 AA  essentiel  dans
I’alimentation
Tryptophane | C1;H12N202 2.8 9.4 5.9 AA  essentiel  dans
I’alimentation
Histidine H.C* H 1.8 9.2 6.1 7.6 Le groupement
U imidazole est ionisable
N Aa  essentiel  dans
I’alimentation.
Avec fonction sulfure
Cystéine CHzSH 2.1 10.3 8.2 5.1 AA non essentiel dans
I’alimentation.
Méthionine CH2CH,SCHj3 1.9 9.6 3.7 2.8 Ne forme pas de pont
disulfure.
Aa essentiel dans
I’alimentation
Avec fonction carboxylique
Acide CH,COOH 1.9 9.6 3.7 2.8 Aa essentiel dans
aspartique I’alimentation.
Acide CH,CH,COOH 2.2 9.7 3.4 3.2 Aa non essentiel dans
glutamique

I’alimentation
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3. Classifications des acides aminés
Les acides aminés peuvent étre classés en quatre groupes généraux en fonction des
propriétés du groupe R : les acides amines peuvent étre : (Bailey,2019)
-Polaires qui sont hydrophiles.
-Non polaires qui sont hydrophobes
-Chargés positivement

-Chargés négativement

3.1 Les acides aminés polaires

Les acides aminés hydrophiles sont un type d’acides aminés de nature polaires le nom
« hydrophile » vient attire I’eau, c’est a dire ils peuvent se dissoudre dans 1’eau.

Les acides aminés hydrophiles contiennent soit une courte chaine latérale, soit une
chaine latérale avec un groupe hydrophile, habituellement ces acides aminés se trouvent a la
surface des molécules de protéines. Parmi ces acides aminés hydrophiles : sérine, thréonine,

cystéine, asparagine, glutamine, tyrosine (Madhu, 2018).

3.2 Les acides aminés apolaires

Les chaine latérale de ces acides aminés sont hydrophobes et incapables de former des
laissons ¢€lectrostatiques ou de réagir avec de I’eau. Les acides aminés de cette catégorie sont
I’alanine, la valine, la leucine, isoleucine le tryptophane, la phénylalanine et la méthionine. La
chaine latérale des acides aminés non polaires sont généralement dépourvues d’oxygene et

d’azote (Karp, 2010).

3.3 Les acides aminés basiques

Bases contenant de 1’azote avec une charge nette positive a pH neutre (Blaber,
2020).Ce groupe comprend trois composes : lysine, arginine et histidine. A un pH supérieure
a leur pkales chaine latérale sont non chargées, a un pH inferieure a leur pka, les chaines
latérales de la lysine, arginine et histidine acceptent un proton Hest sont chargées
positivement (Foulquier, 2001), il est faux de supposer que I’histidine est toujours protonée a
des pH typiques. La chaine latérale a un pka d’environ 6.5, ce qui signifie que seulement 10%
environ de I’espéce sera protonée(Betts & Russell,2003) .
3.4 Les acides aminés acides

Le radical peut comporter une fonction acide carboxylique, comme dans le cas d’acide
aspartique et de I’acide glutamique. Au pH physiologique (pH=7),I’acide aminé est chargé
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négativement,(la charge — du radical s’ajoute a la charge — de la fonction -COOH du C-a) et

forme 1’aspartate ou le glutamate (Segarra et al.,2014).

4. Classification biochimique

Les acides aminés peuvent étre groupés en fonction de la nature de leur chaine latéerale
(Seve,2012).
-Les acides aminés aliphatiques avec une chaine latérale linaire ou ramifiée elle comprend :
glycine, alanine, valine, leucine et isoleucine.
- les acides aminés aromatiques qui contiennent un groupe aromatique. Il s’agit de
phénylalanine, tryptophane et tyrosine
-Les acides aminés dicarboxyliquesqui contiennent un groupe carboxyle ce groupe comprend
’aspartate et glutamate.
- Les acides amines dibasiquescontiennent une fonction amine.ll s’agit de la lysine,’histidine
et I’arginine.
-Les acides amines alcools contiennent une fonction alcool.ll s’agit de serine et thréonine
-Les acides aminés soufrés qui contiennent un atome de soufre.Ce groupe comprend deux
acides aminés cystéine et la méthionine.
-Groups iminoacide, I’amine de 1’acide aminé est une amine secondaire (imine).ll s’agit de la
proline (Boulkaboul, 2020)

5. Les propriétés physiques
5.1 La solubilité des acides aminés

La solubilité varie en fonction des acides aminés et en fonction de la polarité de la
chaine latérale, glycine, Alanine bien solubles alors que Leucine, cystéine et faiblement
solubles (Jean-Louis, 2008).

Elle diminue avec le nombre d’atomes de carbone du radical et augmente si ce radical

portent la fonction polaire NH2, COOH ou OH (Assaoui, 2016).

5.2 Lacoloration et absorption des acides aminés

Les acides aminés n’absorbent pas dans le visible, il y a trois acides aminés absorbent
dans I’'UV :la phénylalanine a 260nm, la tyrosine et le tryptophane a 280nm.Cette propriété
d’absorption lumineuse due a la présence dans la molécule d’un noyau aromatique, elle est

utilisée pour 1’évaluation quantitative des protéines(Besbes, 2021)
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6. L’importance médicale et biologique de quelques acides aminés
Glycine :

Un acide aminé impliqué dans des nombreuses fonctions biologiques importantes de
notre organisme. La glycine est le principal neurotransmetteur inhibiteur de systeme nerveux
central (cerveau et la moelle épiniére). Un antioxydant qui joue un réle tres important dans la
protection de notre organisme contre les pathologies liées au stress oxydatif (Bertrand,
2022).

Phénylalanine :
Un acide aminé essentiel, il entre dans la composition de nombreuses protéines. La

phénylalanine a plusieurs roles notamment au niveau du systeme nerveux (Thomas, 2020).

Méthionine :

Un acide aminé indispensable d’en apporter en quantité suffisante pour maintenir un
bon état de santé, essentiel, se trouve dans les produits animaux en majorité (viande, poisson,
produits laitiers).Nécessite la présence de la vitamine B12 peut étre synthétisée et assimilée,
protégée le foie, permet la synthése poétique, souvent utilisée chez le sportif ou pour ses

propriétés antioxydants (Lefebvre & Zubiria,2018).

Acide glutamique

Le glutamate est un acide aminée indispensable a la vie, additif alimentaire de
I’industrie (on le trouve dans les tomates ou le parmesan), nom essentiel et donc un des
constituants des protéines, il est synthétisé par 1’organisme et utilisé dans le cerveau comme

un neurotransmetteur entes les cellules nerveuses (Heimedinger, 2021).

7. Technique de séparation des acides aminés

7.1 L’électrophorese

L’¢électrophorése est une technique séparative. Elle est utilisée le plus souvent dans le
but analytique mais également parfois pour purifier des molécules solubles. Elle n’est donc
pas appropriée pour la séparation des lipides, le principe consiste a soumettre un mélange de
molécules a un champ électrique ce qui entraine la migration des molécules chargées (Gilles,

2009). Une électrophorése peut se faire dans un milieu liquide ou bien sur un support.
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Dans le cas de la séparation des acides aminés cela se pratiqueen générale sur un support,
souvent une feuille de papier buvard (cellulose) ou sur I’acétate de cellulose. A un pH donnés
du milieud’électrolytes, tamponnés, lessens et la vitesse de migration des acides aminés
dépondent de leur état d’ionisation. Si la valeur de leur pHcorrespond au pHtampon, donc les
acides aminés sont sous la forme électroneutre (zwitterionique) et ne migreront pas
(immobilisés au niveau de dépét. Si la valeur de leur pH est inférieure au pH du tampon. Les
acides aminés sont souvent sous la forme électronégative et migrent vers I’anode (+). En
revanche, si la valeur de pH et supérieur au pH du tampon dans ce cas les acides aminés se
trouvent sous la forme d’électropositive et migrent vers la cathode (-).dans les deux derniéres
conditions, leur vitesse de migration est d’autant plus grande que leur charge est élevée en
valeur absolue. Apresla migration, les spots d’acides aminés sont tres élevés a la
ninhydrine(Norbert et al.,2014).

7.2 La chromatographie échangeuse d’ions

Dans cette technique, le parametre qui va permettre la séparation des différents
constituants est la charge nette. Pour cela on utilise des résines chargées positivement
(chromatographie échangeuse d’anions) ou négativement (chromatographie échangeuse de
cations) (Ali & Gilles, 2012).

Dans le cas d’un mélange d’acides aminés déposés sur une colonne échangeuse d’ions,
les acides aminés sont élués de la colonne en fonction de leur Phi (point isoélectrique) et du
pHdu milieu.

L’ordre de sortie des acides aminés suit 1’ordre croissant du point isoélectrique, c’est-
a-dire acides aminés acides, neutres et basiques. Cette technique permet de confirmer la
composition qualitative et quantitative en acides aminés d’une protéine (sans en connaitre la
séquence) et donc de déterminer la masse moléculaire de la protéine ou du polypeptide
(Norbert et al., 2014 ).

8. Oxydation des acides aminés

Les acides aminés ou leurs radicaux carbonés peuvent étre les précurseurs de composés
biologiqguement actif (Université Medicale Virtuelle Francophone, 2011). Les acides
aminés possedent des susceptibilités différents vis-a-vis des espéce oxygenés activees EOA
(Haleng & al., 2007).
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Les cibles majeurs sont les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine) basiques
(arginine, histidine, lysine) et aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane). Citons par
exemple la cystéine dont les oxydations réversibles jouent un réle important dans la régulation

de la fonction des nombreuses protéines (Finkel, 2000).
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1-Stress oxydatif

Le stress oxydatif est généralement défini comme un déséquilibre entre le systeme
oxydatif et la capacité antioxydante d'un organisme, d'une cellule ou d'un compartiment
cellulaire. Cette définition ne rend pas justice a la notion de stress, qui est avant tout une
réponse aux modifications des conditions habituelles de la vie cellulaire(Barouki, 2006).

Le stress oxydant induit par les ERO qui se forment dans nos cellules a été longtemps
considéré comme a I’origine de dommage associé a des pathologies (Cillard, 2011).

Ainsi de point de vue mécaniste, le stress oxydatif peut étre défini comme une
perturbation de la signalisation et du contréle redox (Jones, 2006).

Ce déséquilibre peut étre induit de maniére réglementaire en activant le systeme de
production d’ERO. Les réponses antioxydantes peuvent alors compenser efficacement cette
production, et ce déséquilibre est temporaire. En revanche, dans certaines pathologies
(cancer), la production d’ERO est plus importante et plus longue, et la réponse antioxydante
est insuffisante. Ce déséquilibre est permanent. Cette perturbation de I'noméostasie redox peut
avoir plusieurs origines : stress exogéne (facteurs environnementaux pro-oxydants),
intoxication aux métaux lourds, radiations, carences en antioxydants dans l'alimentation, ou

encore anomalies génétiques (Migdale & serres, 2011).

2. Especes réactives

Les espéces réactives (ER) sont des atomes ou molécules générées par voie
enzymatique ou par des interactions chimiques.

Il existe trois familles des espéces réactives : les especes réactives de 1’azote (ERN),
les espéces réactives de chlore (SRC) et les plus communes, les especes réactives de
I’oxygéne ERO(Hamma et al., 2015).

2.1 Les especes reactives de I’oxygene ERO

2.1.1 Généralités

A D’exception de certains organismes anaérobies et aérobies, I’oxygene est nécessaire a
tous les animaux, plantes et bactéries pour produire de 1’énergie par I’intermédiaire de la
chaine de transport d’électron telles que celle existant dans les mitochondries des cellules
eucaryotes a la cour de 1’évolution.

L’adaptation des espéces vivantes a 1’oxygene s’est traduit parl’apparition d’enzymes
facilitant non seulement sa consommation, mais également la détoxification de ses
métabolites réduits que sont le radical superoxyde O; et le peroxyde d’hydrogéne H.Oz.ces
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espéce sont appelées espece reactives de I’oxygeéne (ERO) car elles sont beaucoup toxique
que ne I’est I’oxygene lui-méme (Gard-Albert et al., 2003).

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe* : Cu”) Glutathion peroxydase
O
Oxygéne Radical ’Peronye Radical Eau
superoxyde d'hydrogeéne hydroxyd
% e % ey " T T M am O
Réduction tétravalente 0,+4e +4H —> 2 H,0
de Poxygéne
0, Anion superoxyde 1 0,+1e —>0,"
H,0, Z?;;;f:geéne 2 0,7+0, (+2H") > H,0,+0,
3 H,0, + Fe?* — "OH + Fe** + OH"
‘OH Radical hydroxyle 4 H,0,+H,0,—>2H,0+0,
5 H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R"+0,— RO,
RO,H Hydroperoxyde 7 RO, + RH—> RO;H + R°
RO’ Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* —> RO" + Fe** + OH"

Figure 3 :L’origine des espéces réactives de 1’oxygene (Migdal & Serres, 2011).
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1-La premiere réduction de 1’oxygene, une consommation d’environ 2 % d’oxygene au niveau
de la mitochondrie en radicaux superoxyde O2+—(1).

2-La production des radicaux superoxydes par les superoxydesdismutase (SDS), qui catalyse
leur dismutation en peroxyde d’hydrogene H202(2).

3-Le peroxyde d’hydrogéne donnent naissance au radical hydroxyle *OH via des réactions de
type « réaction de Fenton » Le glutathion possedent un pouvoir réducteur fort et peut chélater
les ions Cu?* et ainsi limiter leur participation a la génération d’ERO par les réactions de
Fenton (3).

4-La régulation de la quantité de peroxyde par I’enzyme himnique catalase (CAT) qui
accélére sa dismutation (4).

5-La glutathion peroxydase (GPx) qui catalyse sa réduction par le glutathion (5).

6-11 existe des ERO secondaires comme les radicaux peroxyles RO2e¢ (6), les
hydroperoxydesRO2H (7) et les radicaux alkyles RO« (8).(Migdal&Serres,2011 ).

Tableau 3 :Principales especes réactives rencontrées en biologie(Strobel et al., 2011;
Gardes-Albert, 2006)

Symbole Concentration (M)  Demi-vie (37°C) (s)

02 Superoxyde 10-12 210-11 Enzymatique”

OH Hydroxyle - 10°°

ONOO Peroxynitrite 104107 10°°

NO Monoxyde d’azote - 1a10

H,0, Peroxyde 104107’ Enzymatique *
d’hydrogene

“ les demi-vies du radical superoxyde et du peroxyded’hydrogéne varient en fonction de

’activité enzymatique des enzymes assurant leurs métabolismes.

2 .2Les radicaux libres

2.2.1 Définitions

Un radical libre est une molécule dont un ou plusieurs électrons  sont
célibataires sur I’orbitale externe d’un ou plusieurs ses atomes (Bellik, 2020).
Notre corps forme ou acquiert ces molécules (Saudi, 2017) qui interviennent ensuite
dans diverses réaction chimique, lorsque notre  organisme  généré une
superproduction de radicaux libres que nous ne  pouvons  pas  détruire

progressivement, cela crée le stress oxydatif (Pham-huy et al.,2008).
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2.2.2 L’origine des radicaux libres

Il existe plusieurs, facteurs qui contribuent a la production de radicaux libre .le mode
de vie, le stress et I’environnement favorisent la formation excessive de radicaux libres, qui a

pour consequence la production de stress oxydatif (Migdal & serres, 2011).

La consommation d’alcool (Albano, 2006) un taux de sucre élevé dans le sang
(Marfella et al., 2001), une consommation excessive d’antioxydant ou un déficit en
antioxydants (Rahal et al., 2014).

2.2.3 Les différents types des radicaux

Ilexiste trois types différents des radicaux libres :

Radicaux superoxydes (O-2) : un radical libre chargé négativement, de durée de vie
extrémement courte ; capable de provoquer des réactions d’oxydations dans les cellules et
dans les lipides membranaires (dictionnaire médicale de ’académie de médecine, 2022) ;
sont formeés par la capture d’un électron par la molécule d’oxygene (Michel, 2012).

L’ion superoxyde peut étre formé par différents mécanismes : soit au cours du
métabolisme normal de I’oxygene dans la chaine respiratoire mitochondriale, soit par la voie
enzymatique (NADPH) ou encore par des réaction d’auto-oxydation non enzymatiques
(Stéphane et al., 2017).

Radicaux hydroxyles (OH-) : le radical hydroxyle est une molécule composée d’un atome
d’oxygene et d’hydrogeéne possédant un électron non appariés (électron célibataire) sur son
couche externe (Francoise et al., 2009). Est I’oxydant le plus puissant des ERO avec un
constant de vitesse élevée ; est une espéce qui réagit avec des substrats sur son lieu de
production et a une trés faible durée de vie, OH peut oxyder un substrat selon trois modes
d’action : arrachement d’un électron, arrachement d’un atome d’hydrogeéne sur un substrat

organique ou addition sur une double liaison (Migdal& serres, 2011).
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Monoxyde d’azote (NO) : c’est un radical trés diffusible, liposoluble et dont la durée de vie
est courte (6). Le NO favorise la défense immunitaire, ce qui fait de lui un radical libre tres
important dans I’organisme (Gomez, 2006).

Les radicaux libres peuvent également étre classés selon la typologie suivante
(Venereo&Justo, 2022) :

o Radicaux libres primaires : ils sont formés par le transfert d'électrons a l'atome
d'oxygene. lls se caractérisent par une durée de vie moyenne tres courte.

e Radicaux libres secondaires : ce sont ceux formés par le transfert d'un radical
primaire a un atome d'une molécule organique ou par la reaction de deux radicaux
primaires entre eux. lls se caractérisent par une durée de vie moyenne plus longue que
celle des radicaux libres primaires.

o Intermédiaires stables des radicaux libres : ce sont des molécules stables qui ne
sont pas des radicaux, mais a partir desquelles ceux-ci sont formés(Avello &
Suwalsky
,2006).

3.Les conséquences liées au stress oxydant

La varieté des consequences médicales de stress n’a rien de surprenant car en fonction des
pathologies celui-ci se localisera a un tissu et a des types cellulaires particuliéres par exemple
des différents especes radicalaires. Le stress oxydant cause des maladies qui apparaissent aves
I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production des
radicaux mitochondriales.

Avec I’apparition des particules biologiques anormale et surexpression de certains genes,
le stress oxydant sera la cause majeure de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose
laterale

Amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré, les relations entre le stress oxydant et le cancer s’apparait avec les
radicaux libres qui intervient dans I’activation des pro-carcinogenes et carcinogenes créant les
Iésions d’ADN et inhibant des genes suppresseurs de tumeur.

Ce stress est un des facteurs qui stimule I’apparition de maladies plurifactorielles
comme le diabéte, I’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires, des
(Favier, 2003).maladies causées par les radicaux libres induites par des anomalies d’un géne

antioxydant et
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Des maladies neurologiques de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) par mutation de la

CuZn superoxyde dismutase

3.1Les conséquences moléculaires :
3.1.1 Les lipides :

Les lipides, principalement leurs acides gras polyinsaturés cible privilégiés pour
I'attaque des radicaux hydroxyles, ont la capacité a extraire I'nydrogene du carbone entre deux
doubles liaisons, un radical diene se forme conjugués oxydés en radicaux pyroxyle, cette

réaction est appelée la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

3.1.2 L’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de tout I'organisme produit chimique biologique qui
est une molécule tres sensible facilement attaqué par les radicaux libres d'oxygene. Au moins,
cinq grandes catégories de dommages oxydatifs induits par OHe peut étre généré parmi eux :
les oxydes alcalins, site abasique, adduit intra-chaine, casus- ressources pour les brins et les
ponts ADN-protéine. Les bases qui composent 1’ADNen particulier la guanine sont sensibles
a l'oxydation. Les attaques agressives peuvent étre conduisent directement a lI'oxydation de la

base ce qui entraine un grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanines ,8 groupements
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nitro guanine, forme amidepyrimidine, 8-oxoadénine, carboximide uracile, 5-

hydroxycytosine, 5-hydroxyméthyluracile, thymidinediol, oxazolone(Favier, 2003).

3.1.3 Les protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydryle (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires
et protéines de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. D’autres lésions
irréversibles conduisent a la formation d'un intermédiaire radicalaire. Les protéines peuvent
alors soit subir des réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine détectables par
leur fluorescence, soit subir des coupures en cas d'agression forte, soit des modifications de
certains acides aminés en cas d'agressions modérées.

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme,
antienzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des protéases et
notamment du protéasome. Les protéines oxydees deviennent aussi trés hydrophobes, soit par
suppression de groupements amines ionisables, soit par extériorisation des zones hydrophobes
centrales. Elles vont alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas,
associés aux lipides, forment les dépots de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets
agés (Favier, 2003).

4. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules naturellement présentes dans nombreuse aliments
et qui ont pour fonction de capter les radicaux libres (André, 2021).

Ils aideraient nos cellules a vieillir moins vite et protégeraient notre organisme des
maladies cardiovasculaires, inflammatoires et du cancer, les maladies de Parkinson et
d’Alzheimer ou les maladies liées a la pollution ainsi qu’a la toxicité de notre alimentation
(Elodie, 2016).

4.1 Les systemes de défenses antioxydants

Les systemes de défense qui permettent de régulé la production de ERO ou de
neutraliser les oxydants, ces systemes de défense sont enzymatique ou non enzymatique
(Collard, 2010).
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4.1.1 Les antioxydants endogénes enzymatiques

Les antioxydants endogenes sont synthétisés dans les cellules et comprennent a la fois
les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Les principaux antioxydants
enzymatiques sont le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPX) et la
catalase (CAT) (Powers & Jackson, 2018).Et il comprend des protéines (ferritine,
transferrine, albumine) et le systeme de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases.A cela s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le

zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydants (Haleng et al., 2007).

4.1.2 Les antioxydants exogénes non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces ingrédients ne sont pas
synthétisée par le corps humain et doit étre apporté par 1’alimentation, dans cette systéme de
défense on retrouve des oligo-éléments, du glutathion réduit (GSH), de I1’ubiquinone,
cytochrome C et vitamines E et C (Garait, 2006), des antioxydants de synthése Le
butylhyroxyanisole (BHA) (E320) et le butylhydroxytoluéne (BHT) (E321) qui sont les
antioxydants synthétiques les plus utilisé dans 1’industrie agroalimentaire.

Ces deux additifs sont insolubles dans I’eau mais ont une bonne solubilit¢ dans les
milieux lipidiques.

Ils sont stables dans les conditions opératoires de la plupart des procédes industriel ; ils
sont volatils et donc facilement entrainables a la vapeur d’eau ; ils peuvent agir en synergie

avec les galates et I’acides citrique (hamza Karray, 2013).
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

1. Objectif

L’objectif de notre étude est 1’évaluation de ’activité antioxydante de quelques acides
aminés synthétiques, en utilisant les tests de réduction du fer (FRAP) et le 2,2-diphényl 1-
picrylhydrazyle le test de piégeage (DPPH).

L’¢étude a été réalisée au niveau du laboratoire des biochimies de la faculté des sciences de

la nature et de vie SNV, Université de Tlemcen.

2. Matériel et solutions

2.1. Les acides amines synthétiques utilisés

7/
o0

Acide glutamique

K/
L X4

Glycine

X/
°

Méthionine

K/
L X4

Phénylalanine

2.2 Les solutions utilisées et appareil

Ferricyanure de potassium K3Fe(CN) ¢
Tampon phosphate (0.2 M ; pH=6.6)
Acide trichloracétique TCA (10%)
Chlorure ferrique (Fecls)

2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle(DPPH)
Ethanol C2HsOH

Méthanol CH3:OH

Spectromeétre

- F F F F F F ¥
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

Figure 4 : Les solutions utilisées dans la méthode de FRAP

Figure 5 : Spectrométre

3. Préparation des acides aminés

3.1 Méthode de FRAP :
On a pris 0,3 g de chaque acide aminé avec 6000 pl I’eau distillé, a ’exception de la
phénylalanine on a pris 0,3g d’AA avec 3000 ul I’cau distillé et 3000l d’acétone.
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Figure 6 : Préparation les acides aminés avant et aprés I’incubation
3.2 Méthode de DPPH

On a pris 0,75 g de chaque acide aminé avec 15 ml d’éthanol ou méthanol (selon

les solubilisations des acides aminés).
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Chapitre 111 Matériel et méthodes

Figure 7 : Les acides aminés aprés 1’incubation 30 mina 4 °

4. Evaluation de Pactivité antioxydante des acide aminés par la méthode FRAP et
DPPH :
4.1. Principe de méthode de FRAP :

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits a réduire le fer
ferrique initialement jaune, se réduit et devient bleu ou vert en présence d’un atome
d’¢électron. Le changement de coloration est proportionnel a 1’activité antioxydante (Hama et
al.,2019)

FEHE o Fe2*
Mode opératoire :
0,2 ml de I’acide aminés a différentes concentration (5; 4 ; 3; 2 ; 1 mg/ml) est mélangé avec
0,5 ml de la solution tampon phosphate et 0,5 ml de ferricyanure du potassium, ensuite incubé
dans I’étuve a 50°C pendent 20 min.
Aprés I’incubation 0,5 ml d’acide trichloracétique sont ajoutés a une centrifugation a 3000
tr/min pendent 10 minutes (remarque : cette derniére étape ne peut pas étre nécessaires).
0,5 ml de surnageant sont mélangés avec 0,5 ml d’eau distillée et de 0,1 ml de chlorure
ferrique.
La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a 1’aide d’un spectrométre

UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en remplacant 1’acide aminé par 1’cau distillé
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Protocole : 1ml d’extrait a différentes concentrations

<=mm

2,5 ml tampon phosphate (0,2M ; ph 6,6)

<amm

2,5 ml Ferricyanure de potassium (1%0)

<amm

Incubation a 50°C pendent 20 min

<=

2,5 ml de TCA (10%)

<=mm

Centrifugation & 3000 tr/min pendent 10

<=mm

Récupérer 2,5 ml du surnageant

<4=mm

2,5 ml d’eau distillée+0,5 ml FeCl3 a 0,1%

r

Lecture a 700 nm

Figure 8 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur FRAP (Rohman et al., 2010).
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4.2. Principe de méthode DPPH

Le radicale DPPH est une molécule stable soluble dans le méthanol caractérisée par sa
couleur violet forcé (Emmanuel, 2021).

En présence d’un antioxydant, le DPPH se transforme plus au moins rapidement en
diphényl piceylhydrazine (DPPH>) faiblement colorée en jaune par captation d’un hydrogéné
de I’antioxydant (Cherif et al., 2006).

Cette réduction peut suivie par spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de

I’absorbance a 517 nm provoqué par les antioxydants (Molyneux, 2004).

AN
N—O"
o
Wt 7 N N N
/77
4 =
+ -
N—O
//
S

Figure 9 :  Structure chimique du radical libre DPPH (Popovici et al., 2009)

-\ 7
7/ \ // \\
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Figure 10 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite (Endoetal., 2006)
Préparation de solution :

On a pesé 0,006 g de DPPH dans bicher de 100 ml et on a compléter avec I’éthanol jusqu’a

100 ml est placer dans un agitateur pendant 1 heure a température ambiante.
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Un volume de 1 ml d’une solution de DPPH est mélangée avec 1 ml de la solution d’acide
aminé a différentes concentrations (50 ; 40 ; 30 ; 20 ; 10 mg/ml). Le mélange obtenu est ensuit
gardé a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant 30 min, et I’absorbance est
mesurée a 517 nm contre un témoin.

Parallelement un controle négatif est préparé en mélangeant 1 ml d’éthanol avec 1 ml de
solution du DPPH, la lecture de 1’absorbance se fait a 517 nm apres incubation de 30 min a
tempeérature ambiant.

Pour chaque concentration le test est répété 3 fois et les résultats sont exprimés en calculant le
pourcentage d’inhibition.

L’activit¢ antioxydante liee a 1’effet de piégeage du radical DPPH est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a 1’aide de la formule suivant : (Dieng et al., 2017).

(Do contr) — (Do éch)

x 100
(Do contr)

DPPH (%) : pourcentage de réduction du DPPH.
Do contr : Densité optique du tube controle négatif.

Do éch : Densité optique de 1’échantillon.

Les Cl 5o concentrations de 1’échantillon nécessaires pour réduire 50 % des radicaux
libres ont été déterminées graphiquement pour chaque acide aminé de la courbe du

pourcentage de réduction en fonction de la concentration (Samarth et al ., 2008) .
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Résultats et interprétations

1. Réduction de Fer

L’activité antioxydante de quelques acides aminés a été évaluée par la méthode de

pouvoir réducteur de fer.

Pour lire les résultats obtenus et pouvoir les interpréter, en tracant les graphes des
absorbances obtenues en fonction des différentes concentrations utilisées et la molécule de
référence (I’acide ascorbique).

1.1 L’effet de I’acide ascorbique sur la réduction de Fer

sor 0.5
ba y = 4.7643x- 0.0185
R? = 0.9906

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentration (mg/ml)

Figure 11 : Représentation graphiques du pouvoir réducteur du Fer par I’acide ascorbique

D’aprés la figure 11 ; on remarque que I’acide ascorbique a un effet antioxydant
important.

Le pouvoir réducteur de fer d’acide ascorbique augmente avec 1I’augmentation de la

concentration. Alors, on dite que les absorbances proportionnelles aux concentrations.
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1.2 L’effet de I’acide aminé glycine sur la réduction de Fer

0.1
0.09 y = 0.0015x + 0.0064 °
0.08 R2=10.9428 3
0.07 n)
0.06 e
0.05 I
0.04 o~
0.03 e .
0.02
001 |.
0oe

0 10 20 30 40 50 60

Absorbance (700 nm )

Concentration mg/ml

Figure 12 : Graphe représentatif de la variation des absorbance mesurées en fonction des

concentrations de I’acide aminée glycine.

On remarque qu’avec ’augmentation des concentrations de la glycine il y a une
augmentation des absorbances, donc la glycine possede un effet antioxydant sur la réduction
du Fer.

1.3 L’effet de I’acide aminé méthionine sur la réduction de Fer

0.07 y = 0.0012x + 0.0034 !

_ 0.06 RZ=09812  ."®
o’
c o
S 0.05 ’
= 0.04 S
3 Y
< 0.03
- -
o 0.02
(7]
o]
< 0.01
0e
0 10 20 30 40 50 60

Concentration mg/ml

Figure 13 : Représentation graphique de la variation des absorbances mesurées en fonction

concentrations de 1’acide aminée méthionine.
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Les absorbances sont proportionnelles aux concentrations et la méthionine a un effet

antioxydant moins important que celui de la glycine et I’acide ascorbique.

1.4 L’effet de ’acide aminée phénylalanine sur la réduction de Fer

0.07
0.06 s
E 0.05
¢ ..
o
So04 e L]
e y =-0.0007x + 0.067
3 003 R? = 0.9427
o
2 002
<
0.01
0
0 10 20 30 40 50

Concentration mg/ml

Figure 14 : Représentation graphique de la variation des absorbances mesurées en fonctiondes

concentrations d’acide aminé phénylalanine

La figure 14 illustre la variation des absorbances en fonction des concentrations de la
phénylalanine. On peut constater que le pouvoir réducteur de cet acide a diminué avec

I’augmentation des concentrations ; ce qui indique un effet d’antioxydant moins important

que I’acide ascorbique.
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1.5 L’effet de I’acide aminé glutamate sur la réduction de Fer

0.03

€025
C
.02
=
®015
c

©

2.01

[}

n oo
o | e
005 | e

o

15 .20
Concentration mg/ml

25

y = 0.0008x +0.0012
R?=0.9792

30 35

Figure 15 : Représentation graphique de la variation des absorbances mesurées en fonctiondes

concentrations de I’acide aminé glutamate.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que le glutamate a un effet antioxydant

moins important que 1’acide ascorbique ; cela suggére que la réduction du fer est présente

mais moins intéressante.

Par conséquent, nous pouvons déduire que les acides aminés étudiés possédent la

capacité de réduction de fer, mais toujours inférieure de la molécule de référence.

Pour confirmer ces résultats on doit calculer I’ECso, cette valeur est calculée a partir du

graphe des absorbances en fonction des différentes concentrations des acides aminés ou

I’acide ascorbique, par utilisation de 1’équation de la régression linéaire, les résultats obtenues

indiquer dans le tableau 4 :

Tableau 4 : Les valeurs d’ECso des acides amineés étudiés et d’acide ascorbique

Acide aminé

acide ascorbique

Glycine

Méthionine

Phénylalanine

Glutamate

ECso mg/mi

0,109

42,47

50,04

71,85

14,77

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de pouvoir réducteur du fer a montré

que I’acide ascorbique a I’ECspla plus faible (0,109 mg/ml), suivie par la glycine (42,47

mg/ml),
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Suivie par la méthionine (50,04mg/ml), la phénylalanine a une concentration (71,85mg/ml),
et le glutamate qui est supérieur a 1’acide ascorbique et les d’autres acides aminés (74,77

mg/ml).

2. Test de piégeage du radical DPPH

Cette méthode est largement utilisée pour I’étude de D’activité antioxydante de
quelques acides aminés.

Les résultats obtenus sont représentés en pourcentage de réduction du radical libre
DPPH en fonction des concentrations des acides aminés ou de 1‘acide ascorbique utilisé
comme molécule de référence.

2.1 L’effet de I’acide ascorbique sur la réduction du radical libreDPPH

PO g Y = 3463.7x + 2.3705
ur 45 - R?=0.9828

on 0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014
du Concentration en acide ascorbique (mg/ml)

Figure 16 :Pourcentage de réduction du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations d’acide ascorbique.

L’acide ascorbique est utilisé comme un témoin positif ou bien une molécule de
référence pour la vérification les conditions expérimentales. D’aprés la figure 16 on remarque
que le pourcentage de réduction du DPPH est proportionnel aux différentes concentrations

d’acide ascorbique.
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2.2 L’effet de I’acide aminé la méthionine sur le pourcentage de réduction du DPPH

80

y=1.0125 +38.217
R*=0.9747

70 L

60

50 P
40

30

20

10

Pourcentage de réduction du DPPH

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentartion mg/ml

Figure 17 : Représentation graphique de pourcentage de réduction du DPPH en fonction des

différentes concentrations d’acide aminé la méthionine.
La figure 17, illustre la variation des pourcentages de réduction du DPPH en fonction

des concentrations de la méthionine. On peut constater que cet acide aminé présente une

activité importante et intéressante par rapport aux autres acides aminés testes.
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2.3 L’effet d’acide aminé le glutamate sur le pourcentage de réduction du DPPH

60
a ’. 1.1331x + 66.515
=-1. X + 66.
o 50 y 5
() R?= 0.9765
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©
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Figure 18 : Représentation graphique de la variation de pourcentage de réduction du DPPH

mesurées en fonction des différentes concentrations d’acide aminé glutamate

Le glutamate (figurel8), présente une activité moins importante par rapport 1’acide

ascorbique et la méthionine.

2.4 1’effet de ’acide aminé la phénylalanine sur la réduction de radical du DPPH

y=2.261x +2.36
R?=0.9906

S PaxrceNntag% deradicale du DPPH 3

g

0 5 10 Condentration ﬁ\%/ml 25 30 35

Figure 19 : Représentation graphique de la variation de pourcentage de réduction du DPPH
mesurees en fonction des différentes concentrations d’acide aminé la phenylalanine
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Selon les résultats obtenus on note une augmentation de 1’activité antiradicilaire
proportionnelle & I’augmentation de la concentration de I’acide aminé.

Alors, on peut conclure qu’il y a un effet réducteur antiradicilaire moins important que
la molécule référence.

2.5Leffet de I’acide aminé glycine sur la réduction de radical du DPPH

12 y =-0.1892x + 14.382

R?*=0.8491

DPPH
=
o

Pourcentage de radicale du

0 10 20 concentr3aCtion mg/ml40 50 60

Figure 20 :Représentation graphique de la variation de pourcentage de réduction du DPPH

mesurée en fonction des différentes concentrations d’acide aminé glycine

Selon les résultats obtenus dans la figure 20, on remarque qu’avec I’augmentation de
la concentration de la glycine il y a diminution du pourcentage réducteur du DPPH, on peut
constater que I’activité antiradicilaire de la glycine est faible par rapport aux autres acides
amines testes.

Le pouvoir antioxydant de nos différents acides aminés est déterminé a partir des 1Cso.
C’est la concentration en acide aminé nécessaire pour réduit 50% du radical DPPH. Les
valeurs des 1C50 trouvees pour tous les acides aminés testés sont représentées dans le tableau
5:

Tableau 5 : Les valeurs d’Clso des acides aminés étudiées et d’acide ascorbique

Acide aminé | Acide Meéthionine | Glutamate Phénylalanine | Glycine
ascorbique
Clso(mg/ml) | 0,0137 11,63 14,57 21,07 188,25
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On comparant les 1Cso des différents acides aminés étudies par rapport a celle de
I’acide ascorbique, nous remarquons que I’activité antiradicilaire des acides aminés est
inférieure a celle de la molécule de référence (0,0137mg/ml).

Donc en classant nos acides aminés : la méthionine est 1’acide aminés le plus

intéressant (11,63 mg/ml) suivie par le glutamate (14,57 mg/ml), la phénylalanine

(21,07mg/ml), par contre la glycine présentant la valeur d’Clso la plus élevée (188 ,25 mg/ml).
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Discussion

Les acides aminés sont nécessaires pour un grand nombre de processus métaboliques
qui s’effectuent chaque jour dans notre corps ils servent des enzymes, anticorps, de précurseur
hormonaux et composent les protéines qui transportent 1’oxygene et les nutriments dans le
corps (Mortiz, 2022).

L’objectif de notre étude est porté sur 1’évaluation de I’activité antioxydante de
quelques acides aminés synthétiques (méthionine, glycine, phénylalanine et acide glutamique)
par deux méthodes:FRAP et DPPH.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer I’activité antioxydante in vitro tel que le
piégeage de radical peroxyde ROOe par la méthode TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxydant Parameter) et ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Réduction du
radical DPPH et autres.

Concernant le test de réduction de fer (FRAP), la glycine présente une meilleure
activité de réduire le fer suivie par la méthionine, la phénylalanine et le glutamate, mais ces
activités restent toujours inférieures a celle de la molécule de référence (acide ascorbigue).

Selon nos recherches bibliographique et nos connaissances, on n’a pas trouvé des
travaux antérieurs sur 1’activité antioxydante des acides aminés qui ressemble a notre objectif.
Pour cette raison, nos résultats ont été comparés a ceux obtenus pour des plantes. Cependant il
existe un travail réalisé par Merini & Feroui en 2021sur la réduction de fer FRAP, les
résultats ont montré une activité importante de la phénylalanine avec une valeur d’ECsp 24, 68
mg/ml suivie par la leucine (32,038mg/ml), I’aspartate avec une valeur d’ECsg 50,435 mg/ml
et la méthionine avec une valeur d’ECsg 60,156 mg/ml. Par contre, la glutamine présente la
valeur d’ECso 66, 94mg/ml, ces résultats ont montré une activité proche de nos résultats.

Belkacem et al., (2014) ont étudié I’activité antioxydante par la méthode de FRAP des
fruits de Punicagranatum, les résultats ont montré que les différents extraits des fruits de cette
plante présentent une bonne activité antioxydante par rapport a celle des acides aminés testés

dans ce travail.

Les résultats obtenus par Abdou-Latif et al., (2010), concernant le test de FRAP des

extraits phénoliques présentent un pouvoir tres élevé par rapport aux acides amings.

Concernant le test du DPPH en comparant les I1Cso des différents acides aminés testés par
rapport a celle de 1’acide ascorbique, nous remarquons que 1’activité anti radicalaire de tous

nos acides aminés est inférieure a I’activité du piégeage du radical DPPH de la
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substance de référence (,.0137mg/ml). Cette activité est importante dans la méthionine (11,63
mg/ml) suivie par le glutamate (14,57 mg/ml), la phénylalanine (21,07 mg/ml) et la glycine
(188,25 mg/ml), I1 est possible que I’activité de la méthionine est attribuée a la présence du
soufre.

La méthionine est un acide aminé essentiel contenant du soufre (Bronsanet Bronsan,
2006), joue un role essentiel dans la synthése du glutathion, et exerce un effet antioxydant
dans divers réaction physiologique (Atmaca, 2004; Kim et al., 2018) de plus certains études
ont révélé que les dommages oxydatifs peuvent étre supprimés via le systeme méthionine
sulfoxyde réductase, les residus de la méthionine peuvent agir comme antioxydant
catalytique (Métayer, 2008).

La présence des acides aminés contenant du soufre dans le tractus gastro-intestinale
peut étre plus important que d’autres facteurs ce qui concerne le statut antioxydant (Liu et
al., 2016 ; Wang et al., 2016).

Abdou-Latif et al., (2010) ont montré une forte activité des composé phénoliques par
rapport & nos acides aminés testés avec une ICsode 0.52 mg/ml & 8.95 mg/ml.

Les résultats obtenus par Belkacem et al., (2014)concernant le test de DPPH des
extraits de graines de Punicagranatum présentent un pouvoir tres élevé avec une I1Csode 0,10
mg/ml a 0, 50 mg/ml, I’extrait méthanoique de feuilles de Punica granatum présenté une
bonneactivité avec une ICsode 5,62 mg/L

Mendes et al., (2011) ont étudié I’activité antioxydante de fruit de 1’arbousier par la
méthode du piégeage de radical DPPH, les résultats ont montré une activité élevée par
rapporta nos acides aminés avec une ICso de 0,790 + 0,016 mg/ml.

Bouhdid et al ., (2006) et Bounatirou et al., (2007) , ont montré que I’huile essentielle de
T.ciliatus possede un pouvoir antioxydant important avec 1’IC50 de I’ordre de 74,025 pg/ml,
suivie de extrait de T. bleicherianus (ICso = 77,8 ug/ml). L’activité antioxydante de ces trois
thyms est presque quatre fois supérieure a celle de T. spathulifolius (ICso = 243,2 pg/ml,
(Sokmen et al., 2004) et a I’huile essentielle deT. caramanicus (ICso= 263,09 pg/ml) (Safaei-
Ghomi et al., 2009). Les huiles essentielles de différentes espéces de Thymus possédent une

activité antioxydante élevée par rapport a nos acides aminés testée dans cette étude
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A la lumiére de ce modeste travail nous pouvons constater queles acides aminés testés
dans cette étude présentent un pouvoir antioxydant. Cependant cette activité est inférieure a

celle de la molécule de référence (acide ascorbique).
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Conclusion générale

Au terme de ce travail consacré a I’étude d’activité antioxydante de quelques acides
aminés en réalisant deux tests : FRAP et DPPH. Notre étude a été orientée sur les acides
aminés synthétiques (glycine, glutamate, méthionine, phénylalanine).

D’abord on a montré que les acides aminés eétudiés possedent une activité
antioxydante modérée et inférieure a celle de la molécule de référence, les calculs des ECso
par la méthode FRAP et I1Cso par la méthode DPPH de chaque acide aminé nous ont permis de
les classer du plus fort au plus faible en capacité de réduction du fer dans un ordre croissant
des EC50 et en capacité de piégeage des radicaux de chaque acide aminé (ICxso).

Pour le test de FRAP, la glycine présente une meilleure activité de réduire le fer, suivie
par la méthionine, la phénylalanine et le glutamate, avec des ECso de 42,47, 50,04, 71,85 et
74 ,77mg/ml respectivement.

Pour la technique DPPH, la méthionine montre I’activité la plus élevée avec une I1Csp
de 11,63mg/ml, suivie par le glutamate avec une ICso de 14,57 mg/ml, suivie par la
phénylalanine avec une 1Cso de 21,07 mg/ml et la glycine avec une ICso de 188,25 mg/ml.

A la lumiére de ces résultats, cette étude préliminaire nécessite d’autres recherches qui
s’intéressent a :

v Evaluer D’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro : ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), et ABTSe (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-
3ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

v’ Evaluer I’activité antioxydante par d’autres méthodes in vivo.

v’ Etudier d’autres activités biologiques.
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Résumé :

Les acides aminés sont ’'un des molécules biologiquement importantes qui s’assemblent pour
former des chaines peptidiques ou des protéines. Comme ils sont nécessaires pour de nombreux
processus métaboliques.

L’objectif de notre travail est porté sur 1’évaluation de I’activité antioxydante de quelques
acides aminés synthétiques (méthionine, glycine, phénylalanine et acide glutamique) par deux
techniques, la méthode de la réduction de fer FRAP et test de DPPH,

Les résultats obtenus par la méthode du FRAP montrent un pouvoir antioxydant élevé de la
glycine par rapport aux autres acides aminés testés, ce dernier a été classé ainsi par la mesure de la
concentration efficace la plus faible ECso.

Cependant, I’évaluation de pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage de radical DPPH
a révélé que la méthionine présente une meilleure activité avec une ICso de 11.63 mg /ml. L’activité
de la méthionine est attribuée a la présence du soufre qui peut servir d’un donneur d’électron aux
radicaux libres.

Mots clés : acide aminé, DPPH, FRAP, activité antioxydante

Abstract :

Amino acids are one of the biologically important molecules that join together to form peptide chains
or proteins. As they are necessary for many metabolic processes.

The objective of our work is focused on the evaluation of the antioxidant activity of some synthetic
amino acids (methionine, glycine, phenylalanine and glutamic acid) by two techniques, the method of
iron reduction FRAP and DPPH test,

The results obtained by the FRAP method show a high antioxidant power of glycine compared to the
other amino acids tested, the latter was thus classified by measuring the lowest effective concentration
EC50.

However, the evaluation of antioxidant power by the DPPH radical scavenging method revealed that
methionine has better activity compared to other acids with an 1C50 of 11.63 mg / ml. The activity of
methionine is attributed to the presence of sulfur which can serve as an electron donor to free radicals.
Keywords : amino acid, DPPH, FRAP, antioxidant activity
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