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Résumé

Cette mémoire se concentre sur I'évaluation de l'activité antidiabétique et antioxydant de naringine
extraite des citrons. Cette analyse permet de comprendre comment la naringine interagit avec I'enzyme
alpha-amylase, impliquée dans la dégradation de I'amidon, et d'évaluer son potentiel antidiabétique en
inhibant cette enzyme Des expériences in vitro ont également permis d'évaluer I'activité antidiabétique
de la naringine par rapport a l'acarbose, qui est un médicament courant utilisé pour traiter le diabete.
Des tests sont effectués a l'aide de I'enzyme alpha-amylase pour évaluer l'effet de la naringine et de
I'acarbose sur la dégradation de I'amidon et la régulation du glucose. De plus, des tests d'activité
antioxydante sont effectués pour évaluer la capacité de la naringine a neutraliser les radicaux libres et a
protéger les cellules des dommages oxydatifs. La naringine a été comparée a d'autres antioxydants
connus en utilisant I'enzyme alpha-tocophérol réductase pour évaluer sa capacité a réduire les radicaux
libres et a prévenir les réactions oxydatives. Ensuite, l'utilisation de la préparation enzymatique avec la
naringine, dans le milieu réactionnel, permet de déterminer les parameétres : IC50 et AG a partir
desquels on est arrivé a l'activité biologique des composés étudiés. Ces résultats indiquent que la
naringine présente une activité inhibitrice de l'alpha-lamylase, bien qu'elle soit moins puissante que
celle de I'acarbose (naringine IC50 = 1,503 mg/ml et acarbose 1C50 = 1,651x10-1 mg/ml) et qu'elle
possede également une activité inhibitrice moins puissante de la réductase. L'activité de l'alpha-
tocophérol (naringine IC50 = 2,946 x 10-1 mg/ml et alpha-tocophérol IC50 = 0,311 x 10-1mg/ml) et
les constantes de liaison des données relatives et les énergies libres de liaison de la naringine avec
I'alpha-amylase indiquent qu'il est moins efficace que l'acarbose, comme c'est le cas pour leur énergie
libre standard et dans leurs constantes de liaison et leurs énergies libres (-AG) ( Naringine -AG = 18,31
KJ. mol-1et acarbose -AG = 17,98 KJ. mol-1) et dans les constantes de liaison et les énergies libres de
liaison de la naringine avec moins de réduction d'alpha-tocophérol (naringine -AG = 33,63 KJ.mol-1 et
alpha-tocophérol -AG = 46,55 KJ.mol-1) les résultats obtenus par docking moléculaire Confirmer les

résultats au laboratoire.

Les résultats obtenus in silico et in vitro suggerent que le naringin présente une activité
antidiabétique prometteuse en inhibant I'enzyme alpha-amylase et en régulant le glucose. De plus, le
naringin démontre une activité antioxydant en comparaison avec l'alpha-tocophérol par son action sur

I'enzyme réductase.

Mots clés : naringine, réductase, alpha-amylase, activité antidiabétique, activité antioxydante,

acarbose, alpha-tocophérol, docking moléculaire



Abstract:

This thesis focuses on the evaluation of the antidiabetic and antioxidant efficacy of naringin extracted
from lemon . In this thesis an in silico approach was used to predict the molecular interactions and
physical and chemical properties of naringenin. This analysis makes it possible to understand how
naringenin interacts with the enzyme alpha-amylase, which is involved in the hydrolysis of starch, and to
evaluate its antidiabetic potential by inhibiting this enzyme. In vitro experiments were also used to
evaluate the antidiabetic activity of naringin compared to acarbose, which is a common drug. Use to treat
diabetes. Tests are performed using the enzyme alpha-amylase to evaluate the effect of naringin and
acarbose on starch breakdown and glucose regulation. In addition, antioxidant activity tests are performed
to evaluate naringin's ability to neutralize free radicals and protect cells from oxidative damage. Naringin
has been compared with other known antioxidants using the enzyme alpha-tocopherol reductase to assess
its ability to reduce free radicals and prevent oxidative reactions. Then, the use of the enzymatic
preparation with naringenin, in the reaction medium, makes it possible to determine the parameters: 1C50
and AG from which we concluded the biological activity of the studied compounds. These results indicate
that naringin exhibits phalamylase inhibitory activity, although it is less potent than that of acarbose
(naringin 1C50 = 1.503 mg/ml and acarbose IC50 = 1.651x10-1 mg/ml) and that it also has less potent
reductase-inhibiting activity. of alpha-tocopherol activity (naringin IC50 = 2.946 x 10-1 mg/ml and alpha-
tocopherol 1C50 = 0.311 x 10-1mg/ml) and the relative data binding constants and binding free energies
of naringin with alpha-amylase indicate that it is less efficient than acarbose, as is For their standard free
energy and in their binding constants and free energies (-AG) ( Naringin -AG = 18.31 KJ. mol-1 and
acarbose -AG = 17.98 KJ. mol-1) and in the binding constants and binding free energies of naringenin
with less alpha-tocopherol reduction (naringin -AG = 33.63 KJ.mol-1 and alpha-tocopherol -AG = 46.55

KJ.mol-1) the results obtained by molecular docking Confirm the results in the laboratory.

Results obtained in silico and in vitro indicate that naringin shows promising antidiabetic activity by
inhibiting the glucose-regulating alpha-amylase enzyme. In addition, naringin exhibits comparable

antioxidant activity to alpha-tocopherol through its effect on the enzyme reductase.

Keywords: naringin, reductase, alpha-amylase, antidiabetic activity, antioxidant activity, acarbose, alpha-

tocopherol, molecular docking
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A : Angstrom.
Abs :Absorbance.
CCM : chromatographie sur couche mince
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
g : gramme
HPLC: La chromatographie liquide haute performance
IC50 : Concentration causant une inhibition de 50% d’une activité..
I : Inhibition
IR : Spectroscopie Infrarouge

K : constant de liaison

KJ : Kilojoule
L : litre .
M : molaire

Mg : Millgramme .

pH : potentiel hydrogen .

R % : Rendement en pourcentage .
UV :Ultra-violet.

Vis : Visible.

% : pourcentage .

ul : Microliter

°C : Degrés Celsius.

AG : Energie libre de liaison.
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Introduction

La phytothérapie est considérée comme une branche de la médecine complémentaire ou
alternative, car les plantes médicinales jouent un réle important dans la protection de la santé
humaine et I'amélioration du cours de sa vie, et de nombreuses cultures traditionnelles apprécient
encore la valeur des prescriptions a base de plantes et leur importance préventive et curative et
d'autres avantages.

Une plante médicinale est définie comme une plante qui contient dans un ou plusieurs de ses
différents organes une ou plusieurs substances chimiques a faible ou forte concentration, et qui a la
capacité physiologique de traiter une maladie spécifique, ou du moins de réduire les symptdmes
d'une infection par cette maladie. maladie si elle est administrée au malade soit sous sa forme pure
apres extraction de la matiere végétale, soit si elle est utilisée alors qu'elle est encore sous sa forme
originale sous forme d'herbe végétale fraiche ou séchée ou partiellement extraite (naringin).

Et notre pays, I'Algérie, possede une immense richesse de plantes et de fruits naturels qui se
répartissent sur de vastes étendues dans des environnements climatiques différents, ce qui lui
confére une grande diversité botanique.

Dans ce but, un grand nombre de recherches ont été menées sur divers fruits, dont les agrumes.
Récemment, il a été prouvé que les polyphénols d'agrumes avaient de nombreuses applications
thérapeutiques. Des études épidémiologiques ont prouvé que la consommation d'oranges et de
citrons peut protéger la santé contre diverses maladies grace a leur richesse en diverses molécules
d'anticorps antioxydants dont l'acide ascorbique, les caroténoides, les polyphénols et la
naringin(Kim et al.2002).

Apreés cette richesse, l'extraction des composes phénoliques des agrumes a suscité un grand
intérét scientifique pour leur utilisation comme antioxydants naturels, conservateurs principalement
dans l'alimentation mais aussi dans l'industrie pharmaceutique et cosmétique (Ramful et al.
2010).Développé comme traitement antidiabétique potentiel . 1l existe plusieurs mécanismes pour
les médicaments antidiabétiques tels que le retardement de la digestion et de I'absorption des
glucides intestinaux pour I'entretien postprandial. Niveaux de glucose (Menesis et al. 2015). Une
approche thérapeutique de la gestion du diabéte consiste a réduire I'hyperglycémie postprandiale en
retardant la digestion et l'absorption des glucides tels que l'alpha-glucosidase et I'alpha-amylase
dans le tube digestif.

L'objectif de cette mémoire est d'explorer plus en détail I'activité biologique de la naringin
extraite du citron en utilisant une approche in silico et des tests in vitro. Les méthodes in silico

permettent de prédire les interactions moléculaires et les propriétés physicochimiques de la
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naringine, tandis que les tests in vitro évaluent directement son activité antidiabétique et
antioxydante.

La premiére but de cette étude consiste & comparer l'activité antidiabétique de la naringin avec

celle de l'acarbose, un inhibiteur de I'alpha-amylase largement utilisé dans le traitement du diabete.
L'enzyme alpha-amylase joue un role clé dans la dégradation de I'amidon en glucose, et l'inhibition
de cette enzyme peut contribuer a la régulation de la glycémie.
La deuxieme but de la memoire se concentre sur l'activité antioxydante de la naringin , en
comparaison avec l'alpha-tocophérol, un antioxydant bien connu. Les tests in vitro utilisent
I'enzyme réductase pour évaluer la capacité de la naringin a neutraliser les radicaux libres et a
prévenir les dommages oxydatifs.

En résumé, cette mémoire vise a approfondir notre compréhension des propriétés biologiques de
la naringin extraite du citron, en se concentrant sur son activité antidiabétique et antioxydante. Les
résultts de cette étude pourraient contribuer au développement de nouveaux traitements naturels et a
base de plantes pour le diabéte et les maladies associées au stress oxydatif. En outre, I'utilisation de
la naringin comme médecine alternative et naturelle pourrait offrir une approche plus sdre et plus
durable pour la gestion de ces conditions de santé.Pour réaliser cette recherche, elle a été divisée en
deux parties :

- Partie bibliographique
Chapitre 01: Activité anti-diabete et anti-oxydants
Chapitre 02: Naringin.
Chapitre 03: Contexte théorique des différentes techniques expérimentales utilisées
- Partie Expérimentale
Chapitre 01: Matériels et Méthodes.
Chapitre 02: Résultats et Discussion.
Nous avons terminé ce travail par une conclusion générale , nous espérons que ce modeste

travail vaudra de la peine d’étre lu par votre attention.



Partie | :

bibliographique




Chapitre 01

Activité anti-diabete et anti-

oxydant



Chabitre 01: activité anti-diabéte et anti- oxydant

Activité anti-diabete
|.L’alpha amylase:
1-Définition:

L’amylase est une enzyme produite les glandes salivaires et les glandes pancréatiques sous une
forme directement active, et éliminée dans les urines. L’amylase est une saccharides, c’est-a-dire
que cette enzyme brise les polysaccharides (des sucres).

L'alpha amylase est I'une des enzymes industrielles les plus importantes et les plus anciennes
(Gupta et al., 2008). C'est une macromolécule qui appartient a la classe des protéines globulaires
(Alais et al., 2008).
c’est une enzyme digestive (Kelly et al., 1997).

et ubiquitaire, synthétisée chez tous les étres vivants (Merabti, 2006).
Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout d’a-dextrines
(Kelly et al., 1997).
2-Nomenclature :
e Nom codifié : EC 3.2.1.1
e Nom commun : alpha -amylase
e Dautres nom (s): glycogénase, a-amylase; endoamylase; Taka-amylase A, maxilase.
e Nom systématique : 1,4 — alpha -D-glucane-4-glucano hydrolase (Schamburg et Slzmann,
1991 ; Dauter et al., 1999 ; Nouadri., 2011)
3-Les types :

Plusieurs types d'amylase existent, alpha (3.2.1.1), béta (3.2.1.2) et gamma (3.2.1.3)
(Yamamoto, 1995).

La béta-amylase et la gamma-amylase (glucoamylase) sont généralement d'origine végétale ou
microbienne quoique la glucoamylase ait été retrouvée chez certains mammiferes ou espéeces
aquatiques (Shetty., 2006).
4-Structure de ’alpha amylase :

L'alpha amylase est considérée comme une glycoprotéine avec 478 acides aminés et un poids
moléculaire de 57,6 KDa. La premiére structure tridimensionnelle de I’alpha amylase déterminée
experimentalement indique que l'alpha amylase a trois domaines caracteristiques : A, B et C
(Chiba, 1988) ; (Burhan et al., 2003). Ces domaines sont liés par une chaine polypeptidique qui
est principalement des résidus hydrophobes (Banner et al., 1975). Le domaine A est formé d'un
cylindre concentrique d’hélice alpha contenant 8 feuillets béta paralléles (Whintcomb et Lowe,
2007). 1l est composeé de deux résidus d'acide aspartique et un résidu d'acide glutamique qui jouent
un role essentiel dans la catalyse et se trouvent dans le site actif de ce domaine (Sarian et al 2017).

6
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Pour le domaine B, il se compose principalement de feuilles béta et il est adjacent a la structure

cylindrique du domaine A. Le domaine C est constitué d'un tonneau de huit feuillets § antiparalleles

(Alais et al., 2008).

Domain B

Active
. Site

S

Domain C

Figure 01 : Structure de L'alpha Amylase (PDB ID 5TD4;Zhang et al.,2016).

5- Le réle d’alpha-amylase :
La principale source de glucides pour I’homme est la digestion de ’amidon qui commence dans

la bouche. La salive contient de I’a amylase, qui hydrolyse toutes

les liaisons glycosidiques o (1-4) sauf les plus extrémes et celles proches de points de branchement
(Voet.D et Voet.J., 2005).

6- Mécanisme d'action:

L'alpha-amylase (E.C. 3.2.1.1) est une enzyme clé du systeme digestif. Elle déclenche
I'hydrolyse de I’amidon qui est ensuite rupturé par l'alpha-glucosidase en glucose puis transporté
dans le sang (Ben Jamaa et al., 2017). Ses actions peuvent étre menées a bien de différentes
manieres :


http://3.2.1.1/?fbclid=IwAR3rq-cOX4FT2any-EV-as_m9vo47hBUTfeBp0wyuQes1xc-yw0y6qJLNA8
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% Attaque aléatoire : en coupant les liaisons o (1-4) a partir de I’extrémité non réductrice. Cela

entrainera la formation de glucose, de maltose, en particulier de dextrine (Scriban, 1999).

«% Mécanisme uni-chaine : dans lequel I'a-amylase dégrade d'abord une chaine, puis passe a la

suivante (Berry et Paterson, 1990).

«%* Mécanisme multi-chaine : la dégradation des chaines se fait simultanément (Kandra et al.,

1997) .

< Attaque multiple ou répétitive : le déplacement d'enzyme fixée tout au long de la chaine,

provoque plusieurs hydrolyses avant la dissociation du complexe enzyme-substrat (Kandra et
al., 1997) .

a-1.6-Glucosidases |

[Amylogiucosicases

Cases |
A% — .

(O Gucose X manose

Figure 02: la digestion enzymatique de I'amidon (Tormo et al., 2004).
11.2-Anti-Diabete :
1. Définition du diabéte sucré:

est pathologie caractérisée par une hyperglycémie chronique ce qui entraine une défaillance des
mécanismes biologiques de régulation de la concentration de glucose dans le sang causé par un
déséquilibre dans la production d’insuline ou action d’insuline ou les deux (Errajraji et al., 2010 ;
Eddouks et al., 2007).
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I’absorption Un des traitements de I’hyperglycémie consiste a retarder ou réduire la digestion et
des glucides en inhibant les enzymes de digestion telle que 1’a-amylase (Khacheba et al., 2014).
Les inhibiteurs de cette enzyme retarde la digestion des glucides et prolonge sa durée, ce qui
entraine une diminution du taux d'absorption du glucose, qui a son tour conduit a une diminution du

glucose plasmatique aprés un repas (Rhabasa-Lhoret et Chiasson, 2004 ; Bhandari et al., 2008).

Cette hyperglycémie chronique liée au diabéte est associée a d'importantes sequelles a long
terme, particulierement a des lésions, des anomalies et une insuffisance de divers organes, surtout
les reins, les yeux, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins (Saha, et al, 2012).

2.Classification du diabéte:
2.1.Le diabeéte de type 1 (anciennement insulinodépendant DID)

Représente 10 % environ des cas de diabéte et apparait le plus souvent de maniére brutale chez
I’enfant ou le jeune adulte, suite a une destruction auto-immune des cellules B des Tlots de
Langerhans pancréatiques. L’hyperglycémie apparait lorsqu’il ne reste plus que 10 a 20% de
cellules B fonctionnelles .Elle est liée & un déficit en insuline (Zerriouh., 2008).

2.2. Le diabete de type 2 (anciennement appelé le diabete non insulinodépendant DNID)

C’est la forme de diabete la plus répandue représentant pres de 90% des cas diagnostiqués. Ce
type de diabete se manifeste communément chez les adultes apres I'dge de 40 ans, mais son
incidence augmente rapidement chez les plus jeunes. Il est trés répandu et représente 90 % des cas
de diabéte (Boussoussa., 2016). Est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie,
résultant d'une diminution de l'utilisation du glucose par les tissus périphériques, notamment les
muscles, et d’une diminution de la capacité du foie a produire du glucose. (Slama-Chaudhry et al.,
2013).
2.3.Le diabete gestationnel:

Il s’agit d’un trouble de la tolérance glucidique entrainant une hyperglycémie de sévérité
variable, débutant ou diagnostiqué pour la premiere fois pendant la grossesse. Cette forme de
diabéte est géneralement transitoire et disparait dans les semaines suivant 1’accouchement. 1l existe
cependant un risque plus élevé de 50% permanente d’un diabéte lors d’une grossesse ultérieure. Les
femmes ayant souffert de diabete gestationnel risquent davantage de développer un diabéte type 2
par la suite (Pirosa et al., 2019).
2.4.Autres types de diabéte :

le diabéte secondaire (spécifique) Le diabéte sucré peut étre secondaire a une pancréatopathie
(pancréatite chronique ou (aigué, tumeur, 1’hémochromatose), a diverses endocrinopathies
phéochromocytomes, acromégalie, syndrome de Cushing, hyperthyroidie, tumeurs endocrines
pancréatiques et digestives) a des dysfonctionnements d’origine génétique des cellules B (diabéte

9
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MODY [Maturity Onset Diabetes of the Young] et diabete mitochondrial). Elle peut également étre
a Dorigine des médicaments, de composés chimiques ou de composés toxiques. (Azizzi;

Maugendre et al., 2007).

I11- Acarbose
1.Définition:

L'acarbose est le premier inhibiteur de I'a-glucosidase utilisé en thérapeutique pour régulariser la
digestion et lI'absorption des glucides (Faure, 2017).
2.Mode d’action d’Acarbose :

L’acarbose (commercialisée en Algérie sous le nom de Acorbay 50mg) est un oligosaccharide

complexe qui inhibe I’activité des a-glucosidases de la bordure en brosse de I’intestin gréle.
-1l n’accrofit pas I’insulinosécrétion.
- L’action antihyperglycémique de ce médicament résulte de I’inhibition compétitive et réversible
de I’a-amylase pancreéatique et des hydrolases des a- glucosides liées a la membrane intestinale.
- L’a-amylase pancréatique transforme les amidons complexes en oligosaccharides dans la lumiére
de l’intestin gréle, tandis que les a-glucosidases liées a la membrane intestinale transforment les
oligosaccharides, trisaccharides et disaccharides en glucose et autres monosaccharides dans la
bordure en brosse de I’intestin gréle.
- La plupart des inhibiteurs des a-amylase, vont interagir avec les sites actifs d’une maniére
analogue au substrat, le mécanisme d’inhibition se produit a travers le blocage direct du centre actif
de plusieurs sous-sites de I’enzyme (Tormo et al., 1998).
- Chez les patients diabétiques, cette inhibition enzymatique retarde ’absorption du glucose et
atténue la hausse postprandiale de la glycémie, ce qui améliore 1’équilibre de la glycémie.
-Parce que I’acarbose a un mécanisme d’action différent, son effet favorable sur 1’équilibre de la
glycémie s’ajoute a celui des sulfonylurées, de la metformine et de 1’insuline quand on 1’associe a

un de ces médicaments.

\J‘\Ivﬂ
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Figure 03: Formule développée de I’acarbose. Figure 04:l'alpha amyhase en complexe avec
I'acarbose (PDB,.1998)

Activité anti-oxydant

I.1. Le stress oxydatif
Définition
est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des especes réactives de 1’oxygene
et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003).
1-radicaux libres
Une espéce chimique (atome, molécules ou fragment de molécule contenant au moins un électron
celibataire ou non apparié sur sa couche électronique externe ce qui augmente sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour devenir stable (Bonnerfont et al , 2003). Les
radicaux libres proviennent a la fois de sources endogenes (mitochondrie, réticulum endoplasmique,
cellules phagocytaires...) et de sources exogeénes (pollution, alcool, fumée de tabac, solvants
industriels, pesticides et rayonnement) (Phaniendra et al ., 2015). Lorsque ces radicaux livres sont
produits plus rapidement ils ne peuvent étre neutralisés par les systemes de défense antioxydant ce
qui permet le développement de stresse oxydatif (Picchi, 2006).
2-Les différents types des radicaux libres
Parmi les composés oxydants formés apres réduction de 1’oxygeéne que nous respirons. On
distingue:
2.a.Les radicaux libres primaires
IIs dérivent directement de 1’O2 par une réaction de reduction.( Magali, 2013).
2.b.Les radicaux libres secondaires
IIs sont formés par la réaction des radicaux libres primaires sur des composés biochimiques
cellulaires (Magali, 2013) .
2.c. Les espéces actives de I’oxygene
Ce sont des molécules ne possédant pas d’électron non apparié mais au fort pouvoir oxydant car
elles peuvent donner naissance a des radicaux libres (Magali, 2013).
-Les radicaux libres primaires et secondaires et les especes actives de 1’oxygene sont regroupées
sous le nom d’espéces réactives de 1’oxygene ou ERO ou EOA (ou « ROS » en anglais pour
Reactive Oxygen Species).

I1.Les Anti oxydants
1.Définition:
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sont des substances qui peuvent directement ou indirectement piéger les radicaux libres (2002,

Yilmaz) Les antioxydants peuvent étre divisés selon leur méthode d'inhibition du stress oxydatif.

2. Classifications des antioxydants :
Il existe de nombreuses sources d’antioxydants tant fabriqué par 1’organisme que ceux qui sont
fournis par les aliments ou ceux de synthese. Ils sont classes :

2.1-Antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels comprennent de nombreux éléments naturellement présents dans nos
aliments tels que les fruits et légumes, les oligo-éléments et les plantes qui ont un effet combiné

pour aider a protéger les cellules du corps contre I'effet des radicaux libres.

Les fruits et Iégumes : Se concentrent sur les principaux antioxydants : vitamines C et E, béta-

carotene et autres caroténoides et poly phénols.

Les oligo-éléments : Les oligo-éléments se définissent comme une classe de nutriments
nécessaires, en quantité trés faible, a la vie d’un organisme comme les deux oligoéléments le

sélénium et le zinc.

2.2-Antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques, vu leur efficacité, leur faible co(t et leur disponibilité, sont
largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité. Plusieurs
antioxydants synthétiques comme le BHA (L’hydroxyanisolebutylé), le TBHQ (La tert-
butylhydroquinone), le BHT (L'hydroxytoluénebutyl€), sont utilisés dans les cosmétiques et les
huiles végétales. En raison de l'instabilité des antioxydants naturels, de nombreux antioxydants
synthétiques ont été utilisés pour stabiliser les graisses et les huiles (en particulier celles d'origine
animale). L'hydroxytoluéne butyle BHT et I'hnydroxyanisole butyle BHA qui sont des composés
aromatiques utilisés comme additif alimentaire ainsi que dans les produits cosmétiques et d’hygiéne,
Leur utilisation dans les aliments pour les humains et les aliments pour les animaux souleve des
soupcons de toxicité cancérigene, dysfonctionnelle et de perturbation endocrinienne. Cependant, ces
composés sont utilisés depuis 1954 comme antioxydants dans les aliments destinés a la

consommation humaine et peuvent étre les plus utilisés aujourd'hui.

3. Mécanismes d'action des antioxydants :

Les antioxydants peuvent agir contre I’oxydation de deux manieres distinctes : soit en
protégeant les lipides cibles des initiateurs de 1’oxydation, soit en interrompant la phase de
propagation (Leger, 2006). Selon cette classification, certains antioxydants présentent plus d'un
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mécanisme d'activité, par conséquent, appelés antioxydants multiples-fonctions. Une autre
classification couramment utilisée catégorise les antioxydants en antioxydants primaires : piégeurs
de l'oxygéne, et antioxydants secondaires : enzymatiques et chélateurs/séquestrants (Wanasundara
et Shahidi, 2005). Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs (ou retardeurs), empéchent
la formation ou piegent les ERO responsables de I’initiationde 1’oxydation (O-2, 102....). Dans le
second cas, les antioxydants dits briseurs de chaine interceptent les radicaux propagateurs de
I’oxydation (lipoperoxyradicaux, ou ROQOe¢) ou participent indirectement a I’interruption de
I’oxydation.
111-DPPH:
1.Définition:
DPPH - Abréviation commune pour le composé chimique organique 2,2-diphényl-1
Picrylhydrazyle.

C'est une poudre cristalline de couleur foncée composée de radicaux libres stables

Particules.
— Le test au DPPH. LE DPPH (1,1 Diphényl 2 Pycril Hydrazil) est un radical de couleur violet
intense. La mesure de 1’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer des radiaux libres, donc arréter
la propagation de la réaction en chaine) se fait en mesurant la diminution de la coloration violette,

due a une recombinaison des radicaux DPPH
2. Test DPPH :

Dans cette analyse, la couleur violette de la racine DPPH est basée sur la couleur Casserole en
milieu jaune par des molécules antioxydantes. Sa capacité de capture est évaluée a matiére
organique en observant la diminution de I'absorption a -515 par 528 nm jusqu'a ce qu'elle reste une.
(1995 .al et Williams-Brand).La capacité des composés organiques est déterminée L'absorption est
constante sur les antioxydants en mesurant la concentration restante de radical DPPH apres sa

réaction avec les antioxydants (Milardovic et al. 2006).
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I. Généralités sur les agrumes

La culture des agrumes a été pratiquée il y a au moins 4000 ans dans les régions tropicales et
subtropicales du continent asiatique et de l'archipel malaisien(Dugo et Di Giacomo, 2002 ;
Batchelor and Sinclair, 1961). Le commerce, les guerres et I’émigration, associés au parfum et a la
saveur attrayants du fruit ; ont entrainé la diffusion des agrumes au début du Moyen age dans le
Moyen-Orient et le Bassin méditerranéen, grace au Arabes andalou ; dont le mot « orange »
provenant de l'arabe « narandj » aussi bien que eux qui emploient le mot « Tchina », indiquant
l'origine orientale du fruit. Et beaucoup plus tard vers I’Amériques et I’Australie grace a
(Christophe Colombus). Ces fruits sont universellement populaires en raison de leur saveur, de
leur godt et de leurs arémes distinctifs, ainsi que de leurs nombreux avantages pour la santé(Choi
Et al., 2007).Actuellement, on trouve des Citrus cultivés dans toutes les parties du monde jouissant
d'un climat sans hivers rigoureux, entre les latitudes comprises 40 ° N et 40 ° S. La production des
agrumes est la deuxiéme plus importante au monde avec une production algérienne équivalente de
14 millions de quintaux en 2018

Le terme agrumes,agrios ou citricos en espagnol, provient du latin acrumen (aigre), qui signifie
dans I’antiquité la saveur acre(acide)(Ladaniya, 2008 ; Khan et al, 2010 ; Davies and Albrigo,
1994). Les agrumes se répartissent en plusieurs genres dontPoncirus, FortunellaetCitrus.Dans ce
dernier qu’appartiennent les principales espéces cultivées, a savoir :Citrusreticulata(Mandarinier),
Citrus clementina(clémentinier), Citrus grandis (Pomplemoussier), Citrus medica(Cédratier), Citrus
aurantium(bigaradier).Citrus sinensis(Oranger) et Citrus limon(Citronnier). Dans notre partie

pratique, nous allons nous intéresser aux dernier genre.
11- Citron
1. Définition :
Citron est I'un des types de fruits les plus populaires dans le monde entier, largement cultivé dans

les régions tropicales, subtropicales, et bien d'autres domaines. Chaque année sont produites environ

121 millions de tonnes d'agrumes (Patsalou et al.,2017).

Fruits de citron sont riches en composés phénoliques (Al-Qassabi et al., 2018). L'acide
ascorbique est I'une des vitamines les plus importantes pour son activité antioxydante et avantage
nutritionnels, et la teneur en acide ascorbique diminue dans la pate au cours de la maturation des
fruits (Al6s et al., 2014).

Les Fruits de citron peuvent étre utilisés pour la consommation fraiche, la production et la

décoration des plats juicing, selon les préférences des consommateurs (Ngugi et al., 2017).
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Les Citronniers portent des fruits couventine toute I'année et les fruits peuvent étre récoltés a
plusieurs fois par an aussi longtemps qu'il réponde aux normes de maturité et les exigences du
marché. Les fruits de citron sont riches en nutriments et de composeés bioactifs, tels que vitamines,
diététique Fibre, des minéraux, des caroténoides, des composés phénoliques, et des huiles
essentielles (del Rié et al., 2004; Gil-1zquierdo et al., 2004; Gonzélez-Molina et al., 2010).

Le degré de maturité de fruits de citron affecte non seulement la qualité commerciale, mais aussi
les composés phénoliques et de capacité antioxydante dans les fruits (Mcharek et Hanchi al.
2017).

2-Structure et développement

Les citrons sont des fruits de forme ovale, pointus et mamelonnés a leur sommet, de 8 a 12cm
de long. Leur écorce (zeste) épaisse de couleur verte vire au jaune & la maturité contenant une
essence & odeur caractéristique. Sa pulpe est acide et les graines qu’il contient ont des cotylédons
blancs. On pratique 2 récoltes par an : une en été pour les fruits, et I’autre en hiver pour le jus et
I’huile essentielle (Goetz, 2014; Faucon, 2015).

Tous les fruits des Citrus cultivés ont presque la méme structure, ils sont composés
essentiellement de deux parties morphologiques : le péricarpe et 1’endocarpe (pulpe) (Figure
05) (Terol et al. 2010).
e le péricarpe est nommé aussi 1’écorce, il est composé du zeste (épicarpe ou flavédo), partie la
plus externe de ce péricarpe, de couleur orangée ou jaune, contenant de nombreuses poches
sécretrices de type schizolysigénes, riche en huile essentielle(Chavanne, 2011; Faucon, 2015).
e Un meésocarpe (ou albédo) de couleur blanche, de texture souvent cotonneuse ou spongieuse,
de nature cellulosique, d’épaisseur variable, est la partie la plus intérieure du péricarpe
(Janati et al. 2012; Faucon, 2015).
e La partie interne, 1’endocarpe ou pulpe constituée de la pulpe, est divisée en segments (carpelle)
ou se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les variétés) et ont une enveloppe radiale épaisse
(ou endocarpe). Cette partie, riche en sucres solubles, renferme des quantités significatives de
vitamine C, de pectine, de fibres, de différents acides organiques et de sel de potassium, qui donnent

au fruit son acidité caractéristique (Bousbia, 2011).
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Figure 05 : Coupe transversale de fruit d’un Citrus (Duan et al. 2014).

3-Composition chimique :

Comme les autres agrumes, les feuilles et les fruits tres juteux de citron sont des sources de
composés naturels, tels que 90%d’eau, fortement acide (pH inferieur a 3), dont I’acidité est due
essentiellement a 1’acide citrique accompagné de faibles quantités d’acides malique, caféique et
férulique.Le citron est un fruit remarquable par sa haute teneur en vitamine C et d’un large éventail
de vitamines du groupe B avec des quantités considérables de flavonoides (naringosides,
hesperidosides) et des polyphénols.Les citrons frais sont faibles en calories et en sucre, mais les
fibres (cellulose, hémicelluloses et pectines) représentent 2,1% du poids total La teneur en protéines
ne dépasse pas 19/100g.Diverses substances minérales ont été identifiées dans le citron, il est riche

en calcium, magnésium et potassium qui est le minéral le plus abondant.

Composition moyenne donnée a titre indicatif : les valeurs sont a considérer comme des ordres
de grandeur, susceptibles de varier selon les variétés, la saison, le degré de maturité, les conditions
de culture, etc. Les données sur les polyphénols sont issues de la base Phénol-Explorer 3.0. Toutes
les autres données sont issues de la Tableau de composition nutritionnelle des aliments (Ciqual,
2017) Pour chaque nutriment, le tableau apportent une information sur la quantité moyenne pour

100 g net de citron.
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Tableau 01: Composition biochimique moyenne dans 100 g de citron

Constituant

Teneur moyenne

Constituant

Teneur moyenne

Eau (g) 89 Sélénium (ug ) 2.09
Proteéines (g) 0.84 Sodium (mg) 0.99
Glucides (g) 3.1 Zinc (mg) 0.054
Lipides(g) 0.7 Provitamine A Béta- 3
Qaroténe (ng)
Sucres(g) 2.85 Equivalent Vitamine A (ug) | 0.5
Fibres(g) 1.2 Vitamine B1 (mg) 0.043
Acides gras saturés (g) | 0.15 Vitamine B2 (mg) 0.025
Acides organiques (g) | 4.88 Vitamine B3 (mQ) 0.15
Calcium (mg) 13.7 Vitamine B5 (mg) 0.21
Cuivre (mg) 0.034 Vitamine B6 (mg) 0.07
Fer (mg) 0.34 Vitamine B9 (ug ) 21.5
Iode (ng) 0.3 Vitamine C (mg) 51
Magnésium (mg) 8.54 Vitamine E (mQ) 0.48
Manganeése (mg) 0.015 Polyphénols (totaux (mg) ): 36.91
Phosphore (mg) 18.4 Flavonoides (mg) 36.89
Potassium (mg) 157 Lignanes (mg) 0.02

4.Utilisations de citron :

De nombreuses études ont montré que les especes du genre Citrus sont riches en principes actifs

tels que les composés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins thérapeutiques ou dans le

domaine cosmétique ou alimentaire. (Kahkonen et al., 1999 ; Shahib et al., 2011).

* Le citron a été utilisé pour l'insomnie et 'asthme et pour dissoudre les cristaux rénaux ,(Emenik

et Okwu, 2006).

« Stimulation de 1'appétit (Santo et al., 2011 ; Karimi et al. 2012).
+ Activité antimicrobienne, antidiabétique , anti-inflammatoire, antioxydante et anticancereuse

(Del-rio et al., 2004).

* Réduire la tension artérielle et traiter I'obésité ( Ramful et al., 2011)

I11.Les flavonoides

1.Définition :
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Les flavonoides sont des composés polyphénoliques ayant une structure phényl benzopyrone
(Amiot, Marie Josephe Apidologie 20.2 (1989)), représentant deux cycles benzéniques (C6)
reliés par une chaine linéaire a trois carbones (C3), avec un groupe carbonyle en position C. Bien
que les flavonoides soient généralement considérés comme des agents non nutritifs, leur réle
potentiel dans la prévention des principales maladies chroniques a attiré I'attention de nombreux
chercheurs. Les flavonoides d'agrumes comprennent une classe de glycosides, comme la
naringine. Les flavonoides ont augmenté la capacité antioxydante du sérum contre la peroxydation
lipidique et ont réduit le stress oxydatif chez les personnes agées. Ces composes possedent les
effets benéfiques d'anti-inflammatoire, antitumoral et anti-athérosclérose. En outre, ceux-ci
servent également de complément a la chimiothérapie médicamenteuse, au diabéte et aux

médicaments neuroprotecteurs.
2. La classification et les structures chimiques des flavonoides d'agrumes:

Les flavonoides sont subdivises en flavanols, anthocyanidines, flavanones, flavones et
chalcones . La structure générique des flavonoides et le systtme de numérotation utilisé pour
distinguer les positions du carbone autour de la molécule sont présentés dans le tableau 2. Les
trois cycles phénoliques qui composent la molécule de flavonoide sont appelés cycles pyraniques.
Les flavonoides d'agrumes sont divisés en trois types principaux, a savoir les flavanones, les
flavones et les flavonols (Barboni, Toussaint. 2006) . Dans le tableau 2, la classification des
flavonoides d'agrumes et les structures chimiques des principaux flavonoides sont présentées. Les
principaux flavonoides trouveés dans les espéces de Citrus sont I'hespéridine, la narirutine, la

naringine et I'ériocitrine.

Tabieau 02: la classification des flavonoides d'agrumes et les structures chimiques des principaux

flavonoides.
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IV . Naringin :
1. Histoire de naringin

L'histoire de la découverte du naringin remonte au début du 20eme siécle. En 1920, un chimiste
japonais du nom de Yoshimasa Kiso a réussi a isoler pour la premiére fois le naringin a partir
d'extraits de peau de citrons. Le nom "naringin” a été donné a cette substance en référence au nom

botanique de la famille des agrumes, Citrus naringa.

Au fil des années, la recherche sur le naringin a révélé ses nombreuses propriétés médicinales et
ses avantages pour la santé (Douffi 2021), notamment ses effets antioxydants, anti-inflammatoires,
antiviraux, anticancéreux et neuroprotecteurs. Il a également été découvert que le naringin peut
aider a abaisser le taux de cholestérol dans le sang, a réguler la glycémie et a renforcer le systeme

immunitaire.

Le naringin a également connu une utilisation croissante dans Il'industrie alimentaire, ou il est
utilisé comme additif alimentaire pour améliorer la saveur et la texture des aliments et des boissons
(Jaubert, Jean-Noél.2009) . Il est également utilisé comme édulcorant pour masquer les saveurs

désagréables et donner une saveur d'agrumes a certains produits alimentaires.

Aujourd'hui, le naringin est largement utilisé dans les suppléments alimentaires et les produits de
santé, en raison de ses propriétés bénéfiques pour la santé et de ses nombreux avantages potentiels
pour le corps humain. La recherche sur le naringin se poursuit encore aujourd'hui, avec I'objectif de

découvrir de nouvelles utilisations et avantages pour cette substance naturelle.
2. Définition :

Le naringin est un composé végétal appartenant a la famille des flavonoides, présent
naturellement dans les agrumes limon (Taileb, Nadia 2009) , Il a un poids moléculaire de 580,4
g/mol et la formule moléculaire C27H23014. Il est présent en plus grande quantité dans la partie

blanche de I'écorce des agrumes et dans les membranes entourant les segments de pulpe .
3. Liaisons et structures électroniques du naringin :

La structure électronique du naringin est déterminée par les liaisons entre les atomes qui le
composent. La molécule de naringin contient des liaisons covalentes entre les atomes d'oxygene, de

carbone et d'hydrogene(Rouaissia Hamida; 2020).
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Plus préecisément, la naringin est constituée d'un noyau flavone (2-phénylchromén-4-one) qui
contient deux cycles aromatiques fusionnés. Le cycle A est un cycle benzénique (C6H5) et le cycle

B est un cycle pyranique (C5H40).

Le noyau flavone est lié & une chaine latérale de trois unités de sucre : deux molécules de glucose et
une molécule de ramnose. Cette chaine latérale est attachée au cycle A du noyau flavone par une
liaison glycosidique entre le carbone C7 du cycle A et le carbone C1 de la premiére molécule de

glucose.

La naringin possede également un groupe acide, qui est situé a I'extrémité de la chaine latérale de

sucre, attaché au carbone C2 de la ramnose.

La structure électronique de la naringin est déterminée par la répartition des électrons dans les
liaisons covalentes et les orbitales moléculaires (Fiorucci, Sébastien.2006). La présence de groupes
fonctionnels tels que les groupes hydroxyle et acide carboxylique confére a la molécule des

propriétés chimiques uniques (Fiorucci, Sébastien.2006).

En résumé, la naringin est une molécule complexe constituée d'un noyau flavone et d'une chaine
latérale de sucre. La structure électronique de la naringin est déterminée par les liaisons covalentes
entre les atomes qui la composent, ainsi que par la répartition des électrons dans les orbitales

moléculaires (Bendjabeur, Salah. Diss. 2019).

0, _A_ 04 _O. ]
/[ j T H}/.O

T T
0 0

0 ¥

Figure 06 : Structure 2D du naringin. Figure 07 : Naringin 6-311++G(d,p).
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4. Noms et identifiants du naringin :

Le naringin a plusieurs noms et identifiants :

Nom IUPAC : (S)-5,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-2,3-dihydrochromen-4-one 7-

rhamnoglucoside

Autres noms courants : naringine, narirutine, naringoside
Numéro CAS : 10236-47-2

Numéro CE : 233-899-5

Numéro EINECS : 233-899-5

Numéro FEMA : 2772

Numéro MDL : MFCD00150024

SMILES
C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(02)C=C(C=C3)0)0)0[C@@H]4C@@HO0)O

INChl : InChl=1S/C27H32014/c28-10-4-13(32)12-6-22(41-27-25(39)24(38)23(37)19(11-
29)42-27)26(40)21(35)18(34)8-36-20(12)7-14(33)16-15(30)5-3-9(31)17(16)6/h3-5,11-
13,18-19,21-29,31,34-39H,6-10H2,1-2H3/t12-,13-,18-,19-,21+,22+,23- 24+,25-
,26+,27+/m1/s1

Formule moléculaire ;: C27H23014

Ces noms et identifiants sont utilisés pour identifier et caractériser le naringin dans les différentes

applications industrielles et scientifiques.

5. Propriétés du naringin :

5.1. Propriétés chimiques et physiques:

Les propriétés chimiques et physiques du naringin sont les suivantes :

Poids moléculaire : 580,53 g/mol

Point de fusion : 171-174°C

Solubilité : légerement soluble dans I'eau, soluble dans I'éthanol, le méthanol, I'acétone et le
diméthylsulfoxyde (DMSO)
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pH : le naringin est acide, avec un pKa de 7,8
Stabilité : le naringin est stable a pH neutre et acide, mais peut se décomposer en milieu basique

Couleur : le naringin est un solide cristallin blanc a jaune clair (Belhaddad, Oum-elkheir Diss.
2018).

5.2. Propriétés aromatiques de naringin :

Le naringin est un composé phytochimique qui n'a pas d'odeur perceptible a température
ambiante. Cependant, il est possible que le naringin contribue a I'aréme des aliments et des boissons

dans lesquels il est présent en tant que composé naturel.
5.3.Propriétés spectroscopiques et UV visible :

Le naringin présente plusieurs propriétés spectroscopiques et UV-visible qui sont importantes

pour son identification et sa caractérisation (Mihoune, Youssra. 2021):

A. Spectroscopie infrarouge (IR) : Le spectre IR du naringin montre des bandes de vibration
caractéristiques pour les groupes fonctionnels présents dans la molécule, notamment les groupes
OH, CO, et C=C. Ces données peuvent étre utilisées pour identifier la structure de la molécule et

pour confirmer sa pureté.

B. Spectroscopie de résonance magnetique nucléaire (RMN) : Les spectres RMN du naringin
montrent des signaux pour les atomes de carbone et d'’hydrogéne présents dans la molécule (
Chebil, Latifa; 2006). Cette technique permet de déterminer la structure moléculaire et la

connectivité atomique.

C. Spectrophotométrie UV-visible : Le naringin présente une forte absorption dans la région du
spectre UV-visible, avec un maximum d'absorption a environ 283 nm. Cette propriété peut étre
utilisée pour quantifier le naringin dans des échantillons, ainsi que pour étudier ses interactions avec

d'autres composés.

En résumé, les propriétés spectroscopiques et UV-visible du naringin sont utiles pour son
identification, sa caractérisation et sa quantification, ainsi que pour étudier ses interactions avec

d'autres composés et son rdle dans la santé.
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6. Role de naringin :

Le naringin a plusieurs réles importants dans le corps humain en raison de ses propriétés
bénéfiques pour la santé ( Fritah, Khadidja. Diss. 2015). Voici quelques-uns des rdles les plus

importants du naringin :

1. Antioxydant : Le naringin est un antioxydant puissant qui aide a protéger les cellules contre les
dommages causés par les radicaux libres. Les radicaux libres sont des molécules instables
produites par le corps lorsqu'il est exposé a des facteurs de stress environnementaux tels que la
pollution, la fumée de cigarette et les rayons UV. Les radicaux libres peuvent endommager les
cellules et les tissus du corps ( DE ES, I. T. E. N. F. R;2021) , ce qui peut entrainer des

maladies chroniques telles que le cancer, les maladies cardiaques et le vieillissement prématuré.

2. Anti-inflammatoire : Le naringin a des propriétés anti-inflammatoires qui aident & réduire

I'inflammation dans le corps ( Hamideche, Lynda,; 2016). L'inflammation est une réponse
immunitaire normale du corps a une blessure ou a une infection, mais une inflammation
chronique peut entrainer des maladies chroniques telles que I'arthrite, le diabete et les maladies

cardiaques.

3. Anticancéreux : Des études ont montré que le naringin a des effets anticancéreux potentiels en
inhibant la croissance des cellules cancéreuses et en induisant I'apoptose (mort cellulaire

programmée) des cellules cancéreuses (Mahdjoub Wedjdane, 2017).

4. Régulateur de la glycémie : Le naringin peut aider a réguler la glycémie en augmentant la
sensibilité a l'insuline et en inhibant l'absorption du glucose dans l'intestin. Cela peut étre

bénéfique pour les personnes atteintes de diabete de type 2.

5. Abaissement du cholestérol sanguin : Le naringin peut aider a réduire le taux de cholestérol
sanguin en inhibant la production de cholestérol dans le foie et en augmentant I'excrétion de

cholestérol par les selles (Pomerleau, Sonia;2004).

6. Protection du cerveau : Le naringin peut aider a proteger le cerveau contre les dommages

causés par la maladie d'Alzheimer, les accidents vasculaires cérébraux et d'autres maladies

neurodégénératives. Il peut également ameliorer la fonction cognitive et la mémoire.

En résumé, le naringin a des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses,
régulatrices de la glycémie, de réduction du cholestérol sanguin et de protection du cerveau, qui

peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine.
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I-La spectroscopie UV-Visible
1.Définition

est la plus ancienne et la plus utilisée des méthodes d’analyse dans les laboratoires. Elle permet
notamment des applications quantitatives par application de la loi de Beer-Lambert. Cependant, elle

ne fournit que peu d’informations structurales (Analyse qualitative) comparées aux autres méthodes

spectroscopiques (IR, RMN et SM).
2.Principe:

Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies les
plus importantes de la chimie (160 a 665 kJ-mol-1). L’ordre de grandeur des énergies mises en jeu
est celui des énergies de liaison des molécules et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des
ruptures de liaisons. Plus généralement, ils provoquent des transitions électroniques entre les
différents niveaux d’énergie des molécules. L’absorption de photons se traduit par des transitions
d’¢lectrons engagés dans les orbitales moléculaires (les électrons des liaisons o et 7 ainsi que les
non liants n) de 1’état fondamental et les niveaux non occupés des états excités (o* et n*). Chaque
transition est caractérisé a la fois par sa longueur d’onde Amax et par son coefficient d’absorption

molaire: €max a cette longueur d’onde.
3.Propriétés des UV
« 210-280nm propriétés bactéricide (désinfection) UV-C.

e 280-315nm favorise la production de la vitamine D qui est anti rachitique (assimilation du
Calcium) UV-B.

* 315-400nm favorise la pigmentation de la peau UV-A.
4.Loi d’absorption de la lumiére-Loi de Beer-Lambert

L'absorbance d'un rayonnement monochromatique est proportionnelle a la longueur du trajet
d'absorption (£) et a la concentration de l'espéce dans le milieu (C). On exprime générale, la

concentration en mol L-1 et la longueur en cm on a donc la relation

AL =ErL.C

Avec EM : coefficient d'absorption (ou d’extinction) molaire du composé a la longueur d'onde A.

L'unité du coefficient d'adsorption molaire est : Lmol-1 cm-1 , C’est une grandeur qui dépend de
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I’espéce chimique considérée, de la longueur d’onde d’analyse, du solvant et de la

température(Mesplede, J., Randon J. 2004 et Boutiti A., 2010).
5. Condition d’utilisation de la loi de Beer et Lambert:

- La lumiere doit étre monochromatique.

-Les solutions doivent étres diluées (Concentration faibles).

-Les solutions utilisées ne doivent pas étre colloidales. (homogenese) Ce qui éviterait les pertes de

rayonnement par réflexion ou diffusion.
I1-L'amarrage moléculaire :

La premiere problématique de la biologie structurale est le repliement des macromolécules
dans une structure tridimensionnelle biologiquement active. La compréhension de la
communication moléculaire pour échanger des informations, s’activer ou s’inhiber est la seconde
problématique, enjeu majeur de la biologie intégrée (Brut, 2009). L'amarrage moléculaire (ou le

docking moléculaire) est I'un des outils qui confere a résolu ces problemes.
1-Principe :

Le docking est utilisé pour prédire la structure du complexe intermoléculaire résultant de
I’association entre au moins deux molécules. Il permet aussi de connaitre la facon dont un
ligand(petite molécule) interagisse avec un récepteur (macromolécule) et de calculer I'énergie de
liaison entre eux. Il permet aussi de déterminer quel ligand candidat interagira le mieux avec un
récepteur cible (Asses., 2011 ; Lanez., 2016).
2-Les étapes de docking
Le processus du docking est itératif et chaque passe de calcule s'articule en deux étapes :

¢ Le Docking

Est | étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de la molécule et a
échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en ne retenant que
celles qui représentent les modes d'interactions les plus favorables. Les logiciels de docking sont
donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et médecine, car la plupart des principes actifs
sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét thérapeutique
(EL Hadj, 2016 ; LANEZ, 2016).

¢ Le Scoring
Est une méthode mathématiques pour le classement, utilisées pour estimer la puissance d'interaction

et l'affinité de liaison entre deux molécules et de donner un score aux poses obtenues lors de la
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phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposes (EL
Hadj, 2016 ; LANEZ, 2016).

ligand

‘ -
“ docking scoring
recepteur

complexe

.. ete

Figure 08 : Les étapes de docking moléculaire (EL Hadj, 2016).
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Chapitre 01: matériels et méthdes

Notre étude a été menee au laboratoire de recherche sur la valorisation et la technologie des

ressources sahariennes (VTRS) de I'Université d'Echahid Hamma Lakhdar a Eloued.
I. Matériels :

I.1. Réactifs utilisés :

e Alpha Amylase :
Une solution d'alpha-amylase (commercialisée sous le nom de Megamylase avec une activité
specifique de 3000 (U. CEIP/cp) a une concentration de 0.5 mg/ml) a été préparée dans un tampon
phosphate salin (pH = 6.9).

e Acarbose :

Différentes concentrations de solution d'acarbose (commercialisée sous le nom d'Acorbay 50 mg)

ont été préparées dans un tampon phosphate salin (pH = 6.9).

e Substrat :

En tant que substrat, nous avons utilisé de I'amidon soluble. 250 mg d'amidon ont été dissous dans

25 ml d'eau distillée a une température de 50 a 70°C sous agitation.

e Solution Tampon phosphate :

La solution tampon a été préparée en utilisant un mélange de dihydrogénophosphate de potassium
(KH2PO4) et d’hydrogénophosphate de potassium (K2HPO4), dans le but d'obtenir un pH de 7.2.

e Une solution d'alpha-tocophérol :

Une solution d'alpha-tocophérol est une solution contenant une quantité mesurable de
I'antioxydant alpha-tocophérol, généralement dissous dans un solvant approprié tel que I'huile de
mais ou l'huile d'olive. Cette solution est souvent utilisée pour ses propriétés antioxydantes
potentielles (ph=7).

e DPPH:

Préparation de la solution de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) en dissolvant le DPPH dans

une quantité suffisante de solvant (Acétonitrile) , elle utilisé pour mesurer le potentiel antioxydant .

1.2. Matériels de laboratoire :

v" Plaque chauffante v Auto clave v’ Vortex

v' Balance électrique v’ Bain marie v" PH-métre

v UV spectrophotometer v" Portoir pour tubes spéciaux v" Pipettes pasteur
v UV-visible spectroscopy v" Centrifugeuse v' Bec benzéne
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v’ Etuve v Micropipettes ajustables v’ Papier filtre

1.3. Produits chimiques :

Acétonitrile (CH3NC) v Acide hydrochlorique (HCI)

Lugol v' DPPH 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyle
Ethanol (EtOH) v" Phosphate dipotassique (K2HPO4)
Méthanol (MeOH) v' Dichlorométhane (CHCl.)

Phosphate monopotassique (KH2PO4) v Eau distillée (H,0)

1. Méthodes :

11.1. Extraction de Naringin :
Le protocole d'extraction de la naringin a partir de la peau de Limon est généralement effectué en
plusieurs étapes, tel que décrit dans la référence utilisée pour cette expérience (Sudto,

Pornpakakul, and Wanichwecharungruang 2009).

a. Epluchage : 3 kg de Citron limon bien lavé ont été épluchés a I'aide d'un couteau aiguisé Figure
09.

Figure 09 : fruits limon
b. Séchage : Les crodtes ont été séchées a la lumiére du soleil pendant 5 jours. Ensuite, la moitié
des crodtes ont été séchées dans un four de séchage a 40°C pendant 2 jours Figure 10. Le poids

des croltes sechees eétait de 75.95 g.
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Figure 10 : Les croGtes de citron limon pendant le séchage.

c. Broyage : Les cro(tes séchées ont été broyées pour obtenir une poudre Figure 11.

Figure 11 : Poudre de crodtes sec.
d. Extraction : 25 g de la poudre ont été mélangés avec 200 ml de méthanol et laissés pendant 3
jours. La bouillie obtenue a été filtrée et I'extrait méthanique obtenu a été séché avec un

évaporateur rotatif sous pression réduite a 35°C pour évaporer le méthanol Figure 12.
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Figure 12 : Montage d’évaporation a pression réduit
e. Dissolution : Soixante millilitres d'eau distillée ont été ajoutés a I'extrait méthanoique, puis le
mélange a été agité a bain-marie (Figure 13) a une température de 70°C pendant une durée de 30

minutes.

Figure 13 : Montage de chauffage
f. Cristallisation : Le mélange a été transféré dans un ampoule a décanté (Figure 14) et 10 ml de
solution dichlorométhane ont été ajoutés. Le mélange a été enveloppé avec du papier aluminium
pour éviter la lumiere et laissé pendant 3 a 4 jours a 25°C pour permettre la cristallisation du

naringine dans la couche aqueuse.
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Figure 14 : Montage de cristallisation.
g. Récupération : Les cristaux de naringin ont été recueillis par filtration sur papier filtre et lavés
avec de I'eau distillée 3 fois, puis séchés dans une étuve. Cette opération a été répétée 3 fois afin

de collecter le maximum de rendement.

I1.2. Rendement d’extraction :

Le rendement d'extraction est une mesure de I'efficacité d'une méthode d'extraction d'un
composé donné a partir d'une matrice complexe. Il est calculé en comparant la quantité de composé
obtenue apres extraction a la quantité initiale présente dans I'échantillon (Kawashima et al. 2010).
Le rendement d'extraction est exprimé en pourcentage et est souvent utilisé pour évaluer I'efficacité
d'une méthode d'extraction et pour optimiser les conditions d'extraction (Ngamwonglumlert,
Devahastin, and Chiewchan 2017).

L'équation générale pour le calcul du rendement d'extraction est la suivante (Giannuzzo et al.
2003):

Rendement d'extraction (%) = (Masse de Naringin / Masse initiale de plante) x 100

Ou la masse de Naringin est la quantité de composé que nous avez réussi a extraire apres la
procédure d'extraction, et la masse initiale de plante est la quantité de plante a partir de laquelle

I'extraction a été réalisée.

Le rendement d'extraction moyen pour le naringin était de 0.72% (poids sec). Ces résultats
indiquent que la méthode d'extraction par solvant n'était pas efficace pour extraire le naringin du

citron limon .
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11.3. Caractérisation du Naringin :

La caractérisation de naringin est le processus de determination de la structure et des propriétés
physiques et chimiques des de ce composé. Cela implique l'utilisation de diverses techniques
d'analyse pour identifier les différents groupes fonctionnels, les liaisons, les isomeéres et les
stéréoisomeres présents dans la molécule (Chang and Guo 1992; Decesari et al. 2000; Simoneit
1986).

Les informations recueillies lors de la caractérisation d'un composé organique permettent de
déterminer sa composition, sa pureté, sa stabilité, ses propriétés physiques et chimiques, sa
réactivité, ainsi que son potentiel d'application en biologie, en médecine, en pharmacologie, en
chimie, en cosmétique, en alimentation, en agriculture, etc (Rissanen et al. 2006; H. Wang et al.
2013; Wild 2003).

11.3.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de caractérisation et séparation
analytique qui permet de séparer et d'identifier différents composants d'un mélange en utilisant une

phase stationnaire solide et une phase mobile liquide (Spangenberg, Poole, and Weins 2011).

La chromatographie sur couche mince est une technique rapide et économique qui permet de
séparer et d'identifier efficacement différents composants d'un mélange. C'est une méthode courante
en chimie analytique pour la caractérisation de composés organiques et elle est utilisée dans de
nombreux domaines de recherche, notamment la chimie, la biochimie et la pharmacologie (Sherma
2000).

v' Appareillage :
Pour caractériser le naringin par CCM, nous utilise une plaque de silice gel comme phase
stationnaire. Cette plaque est recouverte d'une fine couche de gel de silice, qui est activée en la

chauffant a une température élevée. L’éthanol absolue est utilis¢é comme une phase mobile.

v Procédure :

La procédure de chromatographie sur couche mince pour caractériser le naringin est la suivante :

1. Préparer la plaque de silice gel en coupant la taille souhaitée pour I'expérience et en la marquant
sur un cOté avec un crayon graphite.
2. Préparer la solution de naringin a tester en la diluant dans I’éthanol et en l'appliquant sur la

plaque a l'aide d'une pipette.
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3. Laisser sécher la plague jusqu'a ce que la solution soit completement absorbée et que la plaque
soit séche.

4. Placer la plaque dans une cuve contenant 1’éthanol de maniére a ce que la plaque soit immergée
de quelques millimetres dans le solvant.

5. Laisser la plague dans la cuve jusqu'a ce que le solvant ait migré sur toute la hauteur de la
plaque.

6. Retirer la plaque de la cuve et laisser sécher.

7. Révéler les composants de I'échantillon en utilisant un 1’iode solide, qui fera apparaitre des
taches colorées sur la plaque.

8. Identifier le composant d'intérét en comparant la position de la tache a celle des taches de

référence de composés purs.
11.3.2. Caractérisation par La chromatographie liquide & haute performance (HPLC) :

L’HPLC (High Performance Liquid Chromatography), ou chromatographie liquide haute
performance, est une technique de séparation des composants d'un mélange a travers une colonne de
chromatographie remplie de particules stationnaires, ou les composants sont séparés en fonction de

leurs affinités avec la phase stationnaire et mobile (Zuvela et al. 2019).

v' Appareillage :

Le modele de chromatographie liquide Shimadzu Prominence a été utilisé pour réaliser la
caractérisation du naringin . L'expérience a été conduite a l'aide d'un compartiment de colonne
thermostable, d'un dégazeur en ligne et d'un détecteur UV SPD-20A. Une colonne analytique Shim-
pack VP-ODS C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um, fournie par Shimadzu Co., Japon).

v" Procédure :

La procédure de caractérisation du naringin par HPLC commence par la préparation d'un
échantillon en solution acétonitrile/méthanol a une concentration connue. Cette solution est ensuite
injectée dans la colonne de chromatographie a I'aide d'une pompe a haute pression, qui pousse la
solution a travers la colonne. Les composants du mélange se séparent alors en fonction de leurs
affinités avec la phase stationnaire et mobile. Le détecteur spectrophotométre mesure l'absorption
des composants individuels au fur et a mesure gu'ils traversent la colonne. Les données sont ensuite

enregistrées par le systeme informatique pour analyse ultérieure.
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11.3.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

La caractérisation par infrarouge (IR) est une technique d'analyse qui utilise la spectroscopie
infrarouge pour déterminer la présence de liaisons chimiques dans les molécules (Lopez-Lorente
and Mizaikoff 2016). Le principe de cette technique est basé sur I'absorption de la lumiére
infrarouge par les liaisons chimiques des molécules. Chaque type de liaison chimique absorbe une
fréquence d'onde spécifique, ce qui permet d'identifier les différentes liaisons présentes dans la

molécule (Boskey and Mendelsohn 2005).

v' Appareillage :
L'analyse par IR, a été réaliser sur un spectrophotometre infrarouge modele SHIMADZU.
L'échantillon est préparé sous forme de pastille KBr (bromure de potassium) qui est un matériau

transparent aux infrarouges.

v" Procédure :
L'échantillon est placé dans le spectrophotomeétre et une source de rayonnement infrarouge est
dirigée sur I'échantillon. La lumiére infrarouge qui traverse I'échantillon est ensuite détectée par un

détecteur, et la quantité de lumiére absorbée a chaque fréquence est mesurée.
11.3.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La caractérisation par UV (ou spectrophotométrie UV-Visible) est une technique utilisée pour
étudier les propriétés d'absorption de la lumiere des composés organiques (Jablonsky et al. 2015).
Elle permet de mesurer la quantité de lumiere absorbée par une solution en fonction de la longueur
d'onde (Begum et al. 2018).

v' Appareillage :

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectromeétre UV-Vis (Shimadzu 1800)
et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition de données a été
accompli avec un micro-ordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM 2 Go) doté d’un logiciel UV

probe version 2.34 (Shimadzu). Les donnees sont traitées en utilisant le logiciel OriginLab.

v" Procédure :

Pour la caractérisation du naringin par UV, on prépare une solution de méthanol a une
concentration connue du naringin , puis on la place dans la cuve du spectrophotometre. On
sélectionne ensuite une le domaine de balayage de la longueur d'onde (de 900 a 200 nm) et on

mesure l'intensité de la lumiére transmise par la solution.
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11.4. Méthodes d’évaluation In Vitro des activités biologiques :

Toutes les expeériences in vitro ont été effectuées a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis
(Shimadzu 1800) et d'une cellule de voltamétrie en quartz ayant une capacité volumétrique de 3
mL. Les données ont été acquises a I'aide d'un microordinateur Pentium IV (CPU 4.0 GHz et RAM
2 Go) utilisant le logiciel UV Probe version 2.34 (Shimadzu). Les graphiques ont été tracés et les

calculs ont été effectués en utilisant le logiciel OriginLab version 9.0 (Integral Software, France).
11.4.1. Evaluation in vitro de I’activité antidiabétique :

11.4.1.1. Mode opératoire :

Cette étude a été menée en utilisant une méthode modifiée de Laraoui et all (Laraoui et al.
2023). Pour ce faire, un volume total de 250 uL de naringin (0.3 mg/mL a 10 mg/mL) a été placé
dans un tube et 250 uL de tampon de phosphate de sodium salin 0.02 M (pH = 6.4) contenant une
solution d'alpha-amylase (0.5 mg/mL) ont été ajoutés. La solution a ensuite été pré-incubée a 37 °C
pendant 10 minutes. Aprés cela, 250 pL de solution d'amidon a 1% dans 0.02 M de tampon de
phosphate de sodium salin (pH = 6.4) ont été ajoutés a intervalles réguliers et incubés a 37 °C
pendant 30 minutes. La réaction a été arrétée en ajoutant 500 pL de réactif dinitrosalicylique acide
(DNS). Les tubes ont ensuite été incubés dans de I'eau bouillante pendant 5 minutes et refroidis a
température ambiante. Le mélange réactionnel a été dilué avec 5 mL d'eau distillée et I'absorbance a
été mesurée a 540 nm a l'aide d'un spectrophotometre. Un contrble a été préparé en utilisant la
méme procédure, mais en remplacant le naringin par de I'eau distillée. L'expérience a été répliquée
en utilisant l'acarbose comme médicament antidiabétique standard (contrble positif). L'activité

inhibitrice de l'alpha-amylase a été calculée en pourcentage d'inhibition (Laraoui et al. 2023).

Abs,. . .. —AbS
% Inhibition = Naxgge Controle 1,100 (1)
Naringine

Les concentrations entrainant une inhibition de 50 % de I'activité enzymatique (ICso) ont été

déterminées graphiquement.

La variation des valeurs d'absorbance en fonction de la concentration d'alpha-amylase ou de
acarbose a été utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinséque en utilisant I'Equation 2
suivante (Khennoufa et al. 2021) :

A £G-H eG-H 1
A0-A  €G-£G-H £G—¢G-H Kb[alpha—amylase]

()
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Ou [alpha-amylase] est la concentration d'alpha-amylse , Kb est la constante de liaison, A0 et A
sont respectivement I'absorbance du naringin en l'absence et en présence d'alpha-amylase , €0 et ¢

sont leurs coefficients d'extinction respectifs.
11.4.2. Evaluation in vitro de I’activité antioxydant :

11.4.2.1. Mode opératoire :

Ce test a été réalisé selon le protocole de Bouhamdi et al. (2012). Ce test a été réalisé en
préparant une solution mere de naringin en dissolvant 25 mg de naringin dans 35 ml d'acétonitrile
répartis sur 18 tubes de concentrations différentes . D'autre part, une deuxiéme solution a été
préparée en dissolvant 3 mg de DPPH dans 40 ml d'acétonitrile et ajout de cette solution Pour la
solution mere répartie sur les tubes, a des concentrations égales de 2 ml, puis incubation de ces
tubes a l'obscurité pendant 30 minutes a une température de 37 °C. Ensuite, I'absorbance a été
mesurée a la longueur d'onde de 520 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible. L’a-
Tocophérol est utilisés comme standard antioxydant .

Abs (Control)—Abs(Naringin)
Abs ( Control)

Inhibtion % = ( ) x 100 3)

I1.5. Méthodes d’évaluation In Silico des activités biologiques :
IL.5.1. Evaluation de I’activité biologique par amarrage moléculaire :

L'évaluation de l'activité biologique d'un composé peut étre réalisée par amarrage moléculaire
(Shoichet et al. 2002), une méthode in-silico qui permet de prédire I'affinité et la liaison d'un ligand
a une cible biologique. Cette technique est basée sur la connaissance de la structure
tridimensionnelle de la cible et sur les propriétés physicochimiques du ligand, telles que la charge,
la polarité et la forme. L'amarrage moléculaire peut étre utilisé pour identifier des candidats
médicaments potentiels en évaluant leur capacité a interagir de maniére spécifique avec la cible
biologique (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est particulierement utile pour accélérer le processus
de decouverte de medicaments en réduisant le nombre de composés a synthétiser et a tester in vitro.
Cependant, il est important de noter que les prédictions in silico doivent étre confirmees par des
expériences in vitro pour évaluer I'efficacité et la sécurité du candidat médicament (Jakhar et al.
2020).

11.5.1.1. Préparation des ligands :
Dans le cadre de la réalisation d'études d'amarrage moléculaire, il convient en premier lieu

d'obtenir une structure tridimensionnelle parfaitement optimisee du composé a étudier. Cette étape
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est généralement entreprise en recourant a la théorie fonctionnelle de la densité (DFT), sans recourir
a des contraintes de symétrie (Becke 1993). Les calculs sont réalisés au moyen du logiciel Gaussian
09 (Frisch et al. 2009), en utilisant la fonctionnelle d'échange de Becke ainsi que la fonctionnelle
de corrélation de Lee, Yang et Parr (B3LYP), en combinaison avec I'ensemble de base 6-311G+
+(d,p) (Becke 1993; Frisch et al. 1988). La structure optimisée de composé est représentée dans la

Figure 15.

Pour les structure bidimensionnelle (2D) de l'acarbose celle-ci est été extraite de la base de
données DrugBank (https://go.drugbank.com/) (Wishart et al. 2018) est présenté dans la Figure
16, et la structure tridimensionnelle de 1‘alpha-tocophérol (Numéro d'acces PubChem: 1742129)
provienne du Bank du Médicament (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) est présenté dans la Figure
17 (Clissold SP et al., 1988) .

Figure 16 : Structure de Acarbose extraite de la | Figure 17 : Représentation PyMOL de
base de données DrugBank 1‘alpha-Tocopherol PubChem CID: 1742129
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11.5.1.2. Préparation des récepteurs :

Les structures 3D des récepteurs, y compris le récepteur de l'alpha-amylase pancréatique
humaine (PDB ID : 4GQR) (Williams et al. 2012), enzyme raffinée (PDB ID : 1GRE) (Karplus et
al 1994) . Les informations relatives aux récepteurs, y compris leurs noms et leurs PDB ID, ont été

répertoriées dans le Tableau 03 suivantes.

Les structures ont été obtenues a partir de la banque de données sur les protéines RSCB

(https://www.rcsb.org/) (Rose et al. 2016). Pour préparer ces récepteurs, AutoDock Tools (ADT) a

été utilisé. La préparation impliquait I'élimination de toutes les molécules d'eau et de cofacteurs
pour obtenir la structure brute de chaque protéine. Ensuite, le site actif a été défini a l'aide du
logiciel Molegro Virtual Docker (Bitencourt-Ferreira and de Azevedo 2019), suivi de l'ajout

d'hydrogénes polaires avant l'attribution des charges de Kollman.

Tableau 03 : Les informations relatives aux récepteurs cibles sélectionnées pour les études

d’amarrage moléculaire.

Human Pancreatic alpha-amylase in complex

with myricetin

PDB ID 4GOR
Résolution (A) 1.20

Mutation No

R-Value Free: 0.198
R-Value Work: 0.180
Chaines A

Organisme Homo sapiens

Substrate binding and catalysis by glutathione
reductase as derived from refined enzyme:

substrate crystal structures at 2 angstroms

resolution

PDB ID 1GRE
Résolution (A) 2.00
Mutation No
R-Value 0.155
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Chaines A

Organisme Homo sapiens

11.5.2.3. Expériences d’amarrage Moléculaire :

Toutes les études de docking ont été effectuées sur un micro-ordinateur Pentium de 3.30 GHz,
doté de 4.00 Go de mémoire RAM et d'un systeme d'exploitation Windows 10. Pour les calculs de
docking, le programme AutoDock 4.2 (Morris et al. 2009), fondé sur l'algorithme génétique
Lamarckien (LGA) avec recherche GA (Morris, Huey, and Olson 2008), a été utilisé. Les
simulations de docking ont été réalisees en utilisant les parametres par défaut, tandis que le nombre
de runs a été fixé a 15, avec 150 individus et 2 500 000 evaluations d'énergie. La recherche a été

menée sur une grille de 41 et 51 points par dimension, avec des points séparés de 0.500 A.

Les centres et les tailles de grille ont été déterminés pour chaque récepteur, tel qu’indiqué dans
le Tableau 04, avec un pas de 0.500 centré sur le site actif de récepteur. A I’issue des runs
d’amarrage, une énergie de liaison diverse des ligands a été obtenue avec leurs conformations
respectives ; la pose d’amarrage énergétiquement la plus favorable a été utilisée pour l'analyse de
docking (Morris et al. 1998). Les interactions d’amarrage ont été visualisées en utilisant les options
d'interaction récepteur-ligand dans les logiciels : Discovery Studio v2.5 (Systémes 2016), et

PyMOL (Anaconda 3) (DeLano 2002) ainsi le serveur en ligne Protein-Ligand Interaction Profiler

(https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index) (Salentin et al. 2015).

Tableau 04 : Les parametres de docking sélectionnés pour les récepteurs cible.

Centre de grille Taille de grille (A)
Récepteur

X Y Z
a-amylase 10.800 16.530 39.740 70 70 70
Réductase 59.532 |48 15 60 60 60
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Chapitre 02: Resultats et Discussion

Ce chapitre présente les résultats de I'extraction, de la caractérisation et de I'étude in-silico et in
vitro de l'activité biologique du naringin , un composé présent dans la plante de citron limon .
L'objectif principal de cette étude était de déterminer I'activité biologique potentielle du naringin en
tant que composé actif pour le développement de nouveaux médicaments. Les résultats présentes
dans ce chapitre fournissent des informations détaillées sur la composition chimique du naringin ,
ainsi que sur son activité anti-diabétique, anti-oxydant in vitro et ses interactions avec des protéines
cibles in-silico. Les résultats de cette étude peuvent contribuer a la compréhension de l'activité
biologique du naringin et a son potentiel en tant que composé actif dans le développement de

nouveaux médicaments pour le traitement de diverses maladies.

I.1. Caractérisation :
La caractérisation chimique du naringin a été réalisée pour déterminer sa structure et sa purete.
Des analyses telles que la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie infrarouge (IR) ont éte effectuées

pour caractériser le composé.
I.1.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :

Les résultats de la CCM ont montré que le naringin présentait une tache unique (Figure 18) avec
une Rf (rapport frontal , Rf = distance parcourue par le composé / distance totale parcourue par le
solvent) de 0.7407 lorsqu'il était évalué a l'aide de solvant Hexane-méthanol (7:3). La tache de
naringin a ¢été révélée en utilisant 1’lode solide, qui a montré une coloration orange-brun
caractéristique. Ces résultats ont confirmé la présence et la pureté de naringin dans I'extrait de la

plante de citron limon (Giannuzzo et al. 2003).

Figure 18: Chromatographie sur couche mince (CCM) du naringin

1.1.2. Caractérisation par La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :
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Les résultats de la HPLC ont montré que le naringin présentait un temps de rétention de 34.128 +
0.5 minutes (Figure 19) lorsqu'il était séparé en utilisant le gradient de solvant acétonitrile-
méthanol. De plus, les résultats de la HPLC ont montré que le naringin présentait un pic unique
avec une pureté de 60%. Cela indique que le naringin a été correctement séparé des autres
composants dans l'extrait et que la méthode de purification était efficace (Yusof, Ghazali, and
King 1990).

60
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Figure 19 : Chromatogramme de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) du

naringin
1.1.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

Le naringin extrait de citrons a été caractérisé par spectroscopie infrarouge (IR) pour confirmer
la présence de groupes fonctionnels caractéristiques de la molécule. Le spectre IR du naringin a été

comparé a un spectre IR de référence de naringin , obtenu depuis Alfa Aeser (Figure 20).

Le spectre IR du naringin a montre des pics de vibration caractéristiques pour les liaisons O-H,
C-H, C=0 et C-0. Le pic a 3404.91 cm correspond & la liaison O-H caractéristique des groupes
phénoliques présents dans la molécule de naringin . Le pic & 2933.92 cm™ correspond a la vibration
des liaisons C-H de I'anneau aromatique. Le pic & 1264.53 cm™ correspondent a la vibration de la
liaison C-0O, qui est caractéristique des groupes ester et éther. Dans le cas de la naringin , cette

bande est attribuée & la présence d'un groupement éther. Le pic & 1519.95 cm™ est due a la vibration
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de déformation de la liaison C-C et C-O, qui est caractéristique des cycles aromatiques. Le pic a

1037.76 cm™ est due & la vibration d’¢élongation de la liaison C-O-C, qui est caractéristique des

OH
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Figure 20 : Caractérisation du naringin extrait (Linge noire) et naringin référencie (Linge rouge) par
spectroscopie infrarouge (IR)

En comparant le spectre IR du naringin extrait avec le spectre IR de naringin référencie, il a été
observé que les deux spectres présentent des pics de vibration similaires, confirmant la présence du

naringin dans I'échantillon extrait de citron limon (Ghosal, Ghosh, and Das 2018).
1.1.4. Caractérisation par spectroscopie UV-Visible :

La spectroscopie d'absorption UV-visible a été utilisée pour caractériser le naringin extrait de
citron limon. Les mesures ont été effectuées a une longueur d'onde de 283 nm (Figure 21),

correspondant au maximum d'absorption du naringin.

Le spectre d'absorption UV-visible du naringin a montré un pic intense a 283 nm, correspondant
a une transition n-7* du groupement phénolique. Ce pic est caractéristique de la présence de
groupes phénoliques dans la molécule de naringin , sont responsables de I'absorption dans cette

région du spectre électromagnétique.

En comparant le spectre d'absorption UV-visible du naringin avec celui de la naringin de
référence, il a été observé que les deux spectres présentent des pics d'absorption similaires,
confirmant la présence du naringin dans I'échantillon extrait de citron limon (Cordenonsi et al.
2017).
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Figure 21 : Spectre UV du naringin extrait (Linge noire) et de naringin référencie (Linge rouge)

1.2. Evaluation In Vitro des activités biologiques :
1.2.1. Evaluation de I’activité antidiabétique :

L’activité antidiabétique du naringin a été évaluée par la méthode spectrophotométrique
d’interaction de I’alpha-amylase avec le naringin . L’alpha-amylase est une enzyme digestive
responsable de la dégradation de I’amidon en glucose et est une cible importante dans le traitement
du diabete de type 2 (Park et al. 2000).

L'activité de lI'alpha-amylase a été mesurée en présence et en lI'absence du naringin . La méthode
est basée sur le fait que I'alpha-amylase hydrolyse I'amidon en glucose, ce qui peut étre suivi par la
mesure de la libération de glucose en utilisant un réactif de glucose oxydase-peroxydase (Conway
and Hood 1976). Le potentiel inhibiteur de I'acarbose, un médicament antidiabétique de type 2
standard, sur l'activité de I'a-amylase a également été analysé dans cette recherche pour servir de

contrdle positif.

Les concentrations de naringine et d’acarbose ainsi que les valeurs d’absorbance obtenues a

partir de mesure spectroscopique sont regroupées dans le Tableau 05 suivant :
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Tableau 05 : Valeurs des absorbances tirées a partir du test d’alpha-amylase:

Resultats et Discussion

Composes Concentration mg/ml Absorption
0.00 0.058
25 0.507
6.25 0.319
3.125 0.206

Naringin 1.5625 0.143
3.81x 10* 0.101
1.91x 10* 0.098
9.54x 10° 0.073
4.77x 10° 0.059
0.00 0.124
4.04x 101 0.377
2.02x 101 0.278
1.01x 10? 0.199

Acarbose 5.05% 1072 0.165
2.53x 1072 0.15
1.26x 107 0.14
6.32x 107 0.136
3.16x 10 0.186
1.58x 1073 0.135
7.90x 104 0.125

Les résultats de I’absorbance obtenus révélent une corrélation proportionnelle entre 1'absorbance
et les concentrations croissantes des différents ligands étudiés, suggérant une activité inhibitrice de

I'alpha-amylase.

1.2.2. Activités inhibitrices de I'alpha-amylase (1Cso) :

Le potentiel antidiabétique in vitro de naringin extraits de citron a été étudié en utilisant le
modéle d'inhibition de I’a-amylase et les résultats sont présentés dans le Tableau 06 . A partir des
régressions exponentielles de la concentration de naringin et acarbose (mg/ml) par rapport a
I'inhibition de 1’a-amylase en pourcentage (Figure 22), tous les composés étudiés ont augmenté
significativement l'inhibition de I’a-amylase (%) avec une augmentation correspondante de la

concentration de ligand.
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Figure 22 : Les courbes de régression exponentielle de pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration de Naringin (a) et Acarbose (b)

Tableau 06 : Activité antidiabétique de naringin et acarbose par le test d'inhibition de 1’a-amylase.

Composes Concentration mg/ml Inhibition %
25 88.56
6.25 81.818
3.125 71.845
1.563 59.44
Naringin 3.81x 10 42.574
1.91x 10* 40.816
9.54x 10° 20.548
4.77x 10° 1.695

1Cs0 = 1.503 mg/ml

4.04x 101 67.11
2.02x 101 55.396
1.01x 101 37.688
5.05% 107 24.848
Acarbose 2.53x 10? 17.33
1.26x 107 11.429
6.32x 10 8.824
3.16x 107 33.33
1.58x 107 8.148
7.90x 10* 0.8

1Cs0 = 0.1651 mg/ml
La naringine montre une inhibition de l'alpha-amylase croissante avec l'augmentation de sa

concentration. A une concentration de 1.503 mg/ml, l'inhibition est de 59.44%, et elle augmente

progressivement pour atteindre 88.56 % a une concentration de 25 mg/ml. A des concentrations
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plus faibles de naringine (inférieures a 25 mg/ml), I'inhibition diminue, avec 1.695 % d'inhibition a
une concentration de 4.77x 10° mg/ml. L'IC50 de la naringine, c'est-a-dire la concentration

nécessaire pour inhiber 50 % de I'activité de I'alpha-amylase, est de 1.503 mg/ml.

En comparaison, l'acarbose, un médicament couramment utilisé comme inhibiteur de l'alpha-
amylase dans le traitement du diabete, montre une inhibition plus forte de l'activité de l'alpha-
amylase . Par exemple, a une concentration de 7.90x 10* mg/ml, l'inhibition de l'acarbose est de 0.8
%, et elle augmente pour atteindre 67.11 % a une concentration de 4.04x 10 mg/ml. L'IC50 de

I'acarbose est de 0.1651mg/ml, ce qui est plus élevé que celui de la naringine (environ 0.11 fois).

Ces résultats suggérent que la naringin présente une activité inhibitrice de I'alpha-amylase, bien que
moins puissante que celle de l'acarbose a des concentrations équivalentes. Cependant, il est
important de noter que la naringine est un composé naturel présent dans certains aliments (Ghosal,
Ghosh, and Das 2018), tandis que I'acarbose est un médicament synthétique prescrit sous forme de
médicament (Shibata and Ogawa 1989). Par conséquent, la naringine peut étre considérée comme
une alternative naturelle et potentiellement bénéfique a I'acarbose dans le contexte de la régulation

de la glycémie et du traitement du diabete (Laraoui et al. 2023).
1.2.2.1. Constantes de liaison :

La diminution graduelle des valeurs d'absorption de la solution d'a-amylase par I'augmentation des
concentrations de naringin et d'acarbose peut étre exploitée pour calculer la constante de liaison en

appliquant I’Equation 2 citée auparavant.

La valeur de Ky, qui représente la constante de liaison (M), Un graphique de A/(Ao-A) en
fonction de 1/C (Figure 23) a donné une pente de &/(g0-€)Kp €t une intersection "y" égale a &/(go-€),

ou Koy est le rapport de la pente sur l'intersection "y".
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Figure 23 : Tracés des courbes de A/(Ao — A) en fonction de 1/[Naringin] (a) et 1/[Acarbose] (b)

utilisées pour calculer les constantes de liaison

1.2.2.2. Energie libre de liaison :
La variation de ’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant I’ Equation 4 suivante (B. L.
Wang et al. 2020):

AG=-RTInK (4)

Ou AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol?, R est la constante des gaz, 8.32 Jmol*Ktet T

est la température absolue, 298K.

Les valeurs négatives de AG indiquent la spontanéité de l'interaction entre I'a-amylase et les
composés étudiées, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la protéine et les
ligands (Adisa, Choudhary, and Olorunsogo 2011). Les valeurs obtenues pour les constantes de

liaison et leurs énergies libres de liaison correspondantes sont résumées dans le Tableau 07.

Tableau 07 : Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringine et Acarbose avec

I'alpha-amylase calculées a partir des données UV-Vis.

Adduits Equations R? K (MY -AG (KJ.mol?)
Naringin_a-amylase y =-1.33x-0.94 0.935 1.41x10*  17.98
Acarbose_a-amylase y=-2.82 x-1.75 0,907 1.61x 10®  18.31

Pour la naringin, le coefficient de détermination (R?) associé a cette équation est de 0.935, ce qui
indique une bonne adéquation du modéle aux données expérimentales (LANEZ n.d.). La constante
de liaison (K), qui est une mesure de la force de liaison entre la naringin et I'alpha-amylase, est de
1.41 x 10® M. Une valeur plus élevée de K indique une liaison plus forte entre la naringin et
I'enzyme (Hirose 2001). La variation d'énergie libre (-AG), qui représente la spontanéité de la
réaction d'adduction, est de 17.98 kJ/mol.

Pour l'acarbose, un coefficient de détermination (R?) de 0.907. La constante de liaison (K) est de
1.61x 102 M, ce qui indique une liaison plus forte entre I'acarbose et I'alpha-amylase par rapport a

la naringin . La variation d'énergie libre standard (-AG) est de 18.31 kJ/mol.

Ces données indiquent que l'acarbose forme des affinités 1égérement plus fortes avec I'a-amylase
qu'avec la naringin, comme indiqué par une valeur K plus élevée et un changement légerement plus

important de I'énergie libre standard (-AG).
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1.2.2.3. Evaluation de I’activité antioxydante :

Cette section décrit I'évaluation de l'activité antioxydant de la naringine en mesurant sa
capacité a piéger les radicaux DPPH. Les valeurs IC50 ont été calculées en tracant l'activité de
piégeage des radicaux DPPH en fonction des différentes concentrations de naringine pour obtenir
des courbes cinétiques. La capacité antioxydant de la naringine a été exprimeée en tant que 1C50.

La figure 24 montre la courbe d'étalonnage linéaire dans la plage de concentration étudiee
(mg/mL) pour la naringin et 1‘alpha-tocophérol.
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concentration de Naringin (a) et Alpha-tocophérol (b)

Tableau 08: Valeurs des Inhibition tirées a partir du test DPPH

[Naringin] (mg/ml) Inhibition [a-tocophérol](mg/ml) Inhibition
25 40.52 10 82.17
12.5 29.39 2.5 54.16
6.25 10.67 1.22x 10 37.94
3.052x 1073 4.35 1.525% 10* 33.51
7.629% 10* 2.90 7.63x 10 33.24
1.907x 10* 1.97 1.91x 10° 28.55

La naringin montre une inhibition du radicaux liberes croissante avec l'augmentation de sa
concentration. A une concentration de 6.25 mg/ml, l'inhibition est de 10.67 %, et elle augmente
progressivement pour atteindre 40.52 % a une concentration de 25 mg/ml. A des concentrations
plus faibles de naringin (inférieures a 25 mg/ml), l'inhibition diminue, avec 1.97 % d'inhibition a
une concentration de 1.907x 10-4 mg/ml en comparaison l'alpha-tocophérol, un meédicament
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couramment utilisé comme inhibiteur du rdicaux liberes dans le traitement du stress oxydant,
montre une inhibition plus forte du radicaux liberes . Par exemple, & une concentration de 1.91x
10-5 mg/ml, I'inhibition de I'alpha-tocophérol est de 28.55 %, et elle augmente pour atteindre 82.17
% a une concentration de 10 mg/ml. Ces pourcentages correspondent & une inhibition totale du

DPPH reflétée par la décoloration compléte du DPPH du violet en jaune pale.

Dans cette section, les courbes d'étalonnage linéaires ont été construites pour déterminer la
relation entre 1‘absorbance de DPPH (représentée par y) et les concentrations d'échantillons de
naringine et alpha-tocophérol (représentées par x) dans la plage de concentration étudiée. Les

équations obtenues ont été resumees dans le Tableau 009.

Tableau 09 : Valeurs IC50 (mg/mL) obtenues en utilisant I'activité de piégeage des
radicaux DPPH.

Adduits Equations R2 ICso (mg/ml )
Naringin y =158 x + 3,44 0,948 2.946 x 101
Alpha-tocophérol y =4.93 X + 34.65 0,935 0.311 x 10

Ces valeurs d'IC50 indiquent la concentration (exprimée en mg/mL) nécessaire pour que la
moitié des radicaux DPPH soient piégés par les composés testés. La naringine a une valeur d'1C50
plus élevée de 2.946 x 10 mg/mL, ce qui signifie qu'elle est moins efficace pour piéger les
radicaux DPPH par rapport a I'alpha-tocophérol qui a une valeur d'IC50 de 0.311 x 107 mg/mL.

Cela suggeére que I'alpha-tocophérol a une activité antioxydant plus forte que la naringin.

Ces résultats suggerent que la naringine présente une activité inhibitrice de DPPH, bien que
moins puissante que celle de l'alpha-tocophérol . Cependant, il est important de noter que la

naringine est un composé naturel présent dans certains aliments (Ghosal, Ghosh, and Das, 2018).

Il a été démontré que les molécules antioxydantes, telles que 1‘acide ascorbique, tocophérol,
flavonoides et les tanins réduisent et decolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder

1‘hydrogene (Bougandoura & Bendimerad, 2012).

Par ailleurs, il est bien établi que 1‘activité antioxydante est corrélée positivement avec la
structure des polyphénols. Généralement, les polyphénols avec un nombre éleve du groupements
hydroxyles présentent 1°activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir
de donner plus d‘atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de Pinedo et al., 2007), ce qui
peut expliquer en partie que 1‘activité anti-radicalaire est dépendante du nombre, de la position et de

la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxyleés, glycosylés) et le
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degré de polymérisation (Popovici et al., 2010). Ainsi, 1‘effet antioxydant n‘est pas seulement dose-

dépendant mais également structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

1.2.2.4.Etude spectroscopique de ’interaction avec DPPH

Le tableau 10 présente I'indépendance de I'absorbance lors de I'ajout progressif de concentrations

de naringine et alpha-tocophérol au DPPH. Le tableau montre clairement la diminution de

I'absorbance suite a I'ajout des composés étudiés.

Tableau 10 : Valeurs des absorbances obtenues par test DPPH .

[Naringine] (mg/ml)
0.00

25

12.5

6.25

3.052x 1073

7.629% 10*

1.907x 10*

1.2.2.5. Constantes de liaison :

Absorbance

1.93

1.148
1.363
1.724
1.846
1.874
1.892

[a-tocophérol](mg/ml)
0.00

10

2.5

1.22x 10
1.525x 10*
7.63x 10°
1.91x 10%

0.746
0.133
0.342
0.463
0.496
0.498
0.533

Absorbance

La diminution graduelle des valeurs d'absorption de la solution de DPPH par l'augmentation des

concentrations de naringin et d'alpha-tocophérol peut étre exploitée pour calculer la constante de

liaison en appliquant I’Equation 2 citée auparavant.

La constante Kb est obtenue a partir du rapport de l'interception et de la pente du graphique de

AO/(A - A0) en fonction de 1/[composé], Figure 25.

-10

-20

-30

AO0/A-A0

-40 4

-50

500 1000 1500 2000
1/[Naringin] (mM™)

2500 3000

3500

AO0/A-A0

-2.99

-3.04

-3.1

-3.24

-3.34

3.4

-3.5

0

T
5000

T T T T T
10000 15000 20000 25000 30000
1/[o~tocophérol] (mM™)

1
35000

56



Chapitre 02: Resultats et Discussion

Figure 25 : Représente les graphes de A0/(A-A0) en fonction de 1/[Composé] utilisés pour calculer

les constantes de liaison des composeés naringin (a) et alpha-tocophérol (b) avec DPPH.

1.2.2.3. Energie libre de liaison :

La variation de 1’énergie libre de liaison a été calculée en utilisant I’Equation 4 citée auparavant,

Les valeurs sont présentées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Constantes de liaison et énergies libres de liaison pour Naringin et Alpha-tocophérol
avec le DPPH calculées a partir des données UV-Vis a T= 298K.
Adduits Equations R2 K (M?) -AG (KJ.mol)
Naringin y =-0,015x - 11,081 0,737 7.78x10° 33.63
Alpha-tocophérol ~ y=-2022x 10°x-2.88 0983  142x10°  46.55

Les résultats obtenus montrent que la naringine et alpha-tocophérol a une forte affinité avec
DPPH, avec des constantes de liaison élevées de 7.78 x 10° M-1 pour la naringin et 1.42x 108 M-1
pour l'alpha-tocophérol. Ces valeurs indiquent une forte interaction entre la naringine et l'alpha-
tocophérol et la macromolécule biologique étudiée (Khennoufa et al., 2021). En outre, les valeurs
de I'énergie libre de liaison (AG) sont également élevées, de -33.63 KJ.mol™* pour la naringin et de -
46.55 KJ.mol? pour Il'alpha-tocophérol, ce qui suggére que la liaison entre la naringine et l'alpha-
tocophérol et la macromolécule biologique est thermodynamiquement favorable (Lanez, Bechki,
and Lanez, 2019).

L'étude de la variation d‘absorbance en fonction de l'inverse de la concentration de naringin et
alpha-Tocophérol donne des valeurs négatives de 1‘¢énergie libre de Gibbs pour les composés
étudies I'extrait ; en général, quand une molécule interagit avec DPPH et forme un complexe, les
changements d'absorbance se produisent. Les valeurs négatives de 1‘énergie libre de Gibbs
indiquent la spontanéité (la réversibilité) (Hachem Randa, 2020). de l'interaction de cette molécule
avec naringin ou alpha-tocophérol par interaction physique.

Les valeurs négatives de AG indiquent la spontanéité de l'interaction entre DPPH et les
composeés etudiés, tandis que leur magnitude indique une forte liaison entre la protéine et les ligands
(Adisa, Choudhary, and Olorunsogo, 2011).

Pour le naringin, le coefficient de détermination (R2) associé a cette équation est de 0,737, ce qui
indique une bonne adéquation du modéle aux données expérimentales. La constante de liaison (K),
qui est une mesure de la force de liaison entre la naringin et DPPH, est de 37.78 x 10° M-1. Une
valeur plus élevée de K indique une liaison plus forte entre la naringin et I'enzyme (Hirose, 2001).
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La variation d'énergie libre (-AG), qui représente la spontanéité de la réaction d'adduction, est de
-33.63 kJ/mol.

Pour l'alpha-tocophérol, un coefficient de détermination (R2) de 0.983. La constante de liaison
(K) est de 1.42x 10® M-1, ce qui indique une liaison moins forte entre I'alpha-tocophérol et le DPPH
par rapport a la naringin. La variation d'énergie libre standard (-AG) est de -46.55 kJ/mol.

Ces données indiquent que I'alpha-tocophérol forme des affinités légerement plus fortes avec DPPH
qu'avec la naringin, comme indiqué par une valeur K plus élevée et un changement plus important

de I'énergie libre standard (-AG).

1.3. Evaluation In Silico des activités biologiques :
I.3.1. Evaluation de Pactivité biologique par amarrage moléculaire :

L'amarrage moléculaire est une méthode informatique qui permet de prédire I'interaction entre
une molécule cible et un ligand potentiel (Vijesh et al. 2013). Cette méthode est couramment
utilisée en chimie médicinale pour découvrir de nouveaux médicaments ou pour optimiser la
conception de molécules existantes (Hanane and Ahlam 2016). Les résultats de l'amarrage
moléculaire peuvent fournir des informations sur la force et la nature de I'interaction entre le ligand
et la cible, ainsi que sur la conformation du complexe ligand-cible (Pinzi and Rastelli 2019). Dans
cette étude, et afin de confirmer les résultats expérimentaux nous allons discuter des résultats

obtenus par amarrage moléculaire pour différentes activités biologiques.

1.3.1.1. Evaluation de Pactivité antidiabétique :
Le naringin a été amarré a I'a-amylase pancréatique humaine pour comprendre leurs interactions
sur le site actif de I'enzyme. L'acarbose, un médicament antidiabétique de type 2 standard et

inhibiteur de I'a-amylase, a également été amarré a I'a-amylase pour servir de témoin positif.

Les resultats présentés dans le Tableau 12 montrent l'interaction des composés Naringin et
Acarbose avec I'a-amylase pancréatique humaine par amarrage moléculaire. L'affinité de liaison de
I'o-amylase de la naringin étaient plus faibles de celle de I'acarbose (naringin AG = -29,30 kJ/mol,

(acarbose AG = -31,47 kJ/mol) ( naringin 1Cso = 7.27 x 10 mM, acarbose 1Cs0=5.31x 102 mM)

Tableau 12 : Les paramétres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringin et acarbose avec 1’a-

amylase

) o Acide Distance
Adduits Type de liaison o -AG (KJ.mol)  1Cso (MmM)
Aminé (A
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] TRP 59 3.48
Interaction
] TYR 62 3.08
Hydrophobique
ASP 300 3.89
TRP 59 3.72
GLN 63 2.51
ASP 197 4.09
7.27 x 10
Naringin_a-amylase o . GLU 233 2.85 29.30
Liaison Hydrogéne <
HIS 299 2.79
ASP 300 4.10
HIS 305 2.64
ASP 356 4.01
n-Empilements TYR 62 4.53
Ponts de sel HIS 305 3.13
GLN 63 2.63
HIS 101 2.83
- 5.31x 10
Acarbose_a-amylase | Liaison Hydrogéne = THR 163 3.38 31.47

2
ASP 197 2.96

GLU 233 3.61

Pour Naringin , les résultats montrent des interactions hydrophobes avec TRP 59, TYR 62, et ASP
300 avec des distances de liaison de 3.48 A, 3.08 A et 3.89 A respectivement. De plus, des liaisons
hydrogéne ont été observées avec TRP 59, GLN 63, ARG 195, GLU 233, HIS 299, ASP 300, HIS
305, et ASP 356, avec des distances de liaison allant de 2.51 A & 4.10 A. Des n-Empilements avec
TYR 62 et un pont de sel avec HIS 305 ont également été identifiés. Les résultats montrent
également une énergie de liaison de -29.30 kJ/mol et une concentration inhibitrice efficace de 7.27
x 10 mM.

Pour Acarbose, des liaisons hydrogéne ont été observées avec GLN 63, HIS 101, THR 163, ARG
195, et GLU 233, avec des distances de liaison allant de 2.63 A 4 3.61 A. Les résultats montrent
également une énergie de liaison de -31.47 kJ/mol et une concentration inhibitrice efficace de
5.31x 102 mM.

Les résultats suggerent que les composés Naringin et Acarbose ont une forte affinité de liaison a
I'a-amylase pancréatique humaine (HPA). En outre, la Naringin a montré une moins grande activité
inhibitrice que I'Acarbose avec une concentration inhibitrice efficace de 7.27 x 10°mM, contre
5.31x 102 mM pour I'Acarbose.
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A partir des études portant sur la structure cristalline par diffraction des rayons X et la cinétique
enzymatique de I'a-amylase pancreatique humaine, il a été constaté que le site actif de HPA se
caractérise par la présence de trois acides aminés spécifiques, a savoir ASP-197, GLU-233 et ASP-
300, qui contribuent de maniére significative & I'action catalytique globale de I'enzyme dans le
processus d'hydrolyse de I'amidon (Anigboro et al. 2021) L'acide aspartique 197 agit en tant que
nucléophile catalytique lors de I'nydrolyse de I'amidon, le résidu d'acide glutamique 233 joue le role
de catalyseur acide-base, tandis que l'acide aspartique 300 optimise l'orientation du substrat
(Anigboro et al. 2021). Les résultats présentés dans le Tableau 12 révélent que le naringin
interagis avec un ensemble similaire de résidus d'acides aminés au site actif de la protéine. Le
composé naringin , a montré une interaction avec les trois acides aminés clés impliqués dans la
catalyse au site actif de HPA, tandis que 1’acarbose a montré une interaction avec deux des triades
catalytiques (GLU-233 et ASP-197). Cela pourrait indiquer que I'effet inhibiteur contribué par
’acarbose peut étre celui d'une inhibition non compétitive (Blat 2010), tandis que celui de naringin
, peut étre celui d'un mode d'inhibition compétitive (Corsini, Maggi, and Catapano 1995). Dans
I'ensemble, I'analyse in-silico de l'interaction ligand-protéine des composeés etudiées avec les résidus
d'acides aminés présents dans le domaine du site actif de I'a-amylase donne du crédit a I'effet
inhibiteur des composés rapportés dans cette étude. De plus, elle confirme également la possibilité
de l'interaction de liaison entre l'a-amylase et le naringin , qui a été observée en utilisant des

méthodes spectroscopiques.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec l'a-amylase sont présenté dans la

Figure 26 et 27 suivants :

GLN
A63

GLU
A:233

HIS ASP
A:305 A300

ASP
A:356

Figure 26 : Présentation 2D et 3D du ligand naringin avec I'a-amylase
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Figure 27 : Présentation 2D et 3D du ligand acarbose avec I'a-amylase

1.3.1.2. Evaluation de I’activité antioxydant :

Etude de liaison par affinité de la naringin et de I'alpha-tocophérol avec réductase a été réalisée

dans le cadre de I'évaluation de leur activité antioxydante par amarrage moléculaire.

Les résultats ont montré que l'alpha-tocophérol avait une forte affinité de liaison avec la

réductase, avec une énergie de liaison significative (-43.98 KJ/mol). De plus, le naringin a

également montré une affinité de liaison élevée avec la réductase , avec une énergie de liaison de -

33.52 KJ/mol.

Tableau 13 : Les parametres de liaison obtenu par amarrage moléculaire de naringin et alpha-

tocophérol avec la réductase .

Adduits Type de liaison

Interaction

Hydrophobique

Naringin_réductase

Liaison

Hydrogéne
Alpha-tocophérol ~ _ Interaction
réductase Hydrophobique

Acide

Aminé

THR57

GLY29
GLY31
GLY32
GLUS0
SER51
HIS129
ALA155
ASP178
ASN294
LEU337
THRS7
THR156
ALA342

Distance

(A)
3.76

2.60
2.92
3.36
2.71
2.92
3.99
242
2.64
3.91
3.16
3.55
3.28

3.68

-AG (KJ.mol'l) 1Cso (m M)
33.52 2.076 x 107
43.98 1.31x 10°°
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SER51 2.85
Liaison

HIS52 3.81
Hydrogéne

HIS129  3.07

Pour Naringine, les résultats montrent des interactions hydrophobes avec THR57 avec de distance
de liaison de 3.76 A. De plus, des liaisons hydrogénes ont été observées avec GLY?29, GLY31,
GLY32, GLUS0, SER51, HIS129, ALA155, ASP178, ASN294, LEU337, avec des distances de
liaison allant de 2.42 A 23.99 A

Les résultats montrent également une énergie de liaison de -33.52 kJ/mol et une concentration
inhibitrice efficace de 2.076 x 102 mM.

Pour Alpha-tocophérol, des liaisons hydrogenes ont été observées avec SER51, HIS52, HIS129,
avec des distances de liaison de 2.85 A, 3.81 A, et 3.07 A respectivement. De plus, des interactions
hydrophobes avec THR57, THR156, ALA342 avec des distances de liaison de 3.55 A, 3.28 A, 3.68
A respectivement. Les résultats montrent également une énergie de liaison de -43.98 kJ/mol et une

concentration inhibitrice efficace de 1.31x10 ° mM.

Les résultats suggerent que les composés Naringine et Alpha-tocoferol ont une forte affinité de
liaison a réductase. En outre, 1‘alpha-tocoferol a montré une plus grande activité inhibitrice que la
naringine, avec une concentration inhibitrice efficace de 1.31x 10 mM, contre 2.076 x 102 mM
pour naringine. L'IC50 est un indicateur important de l'activité inhibitrice d'un composé sur une

cible biologique.

Les valeurs de distance des liaisons hydrogene observées dans les résultats de I'amarrage
moléculaire sont importantes pour évaluer la force et la stabilité des interactions entre la naringine
et 1‘alpha-tocoferol et les acides aminés cibles. Une distance trop courte peut entrainer une
interaction trop forte et une déformation de la structure moléculaire, tandis qu'une distance trop
longue peut affaiblir I'interaction et compromettre la spécificité et la force de liaison (Perrin and
Nielson, 1997). Dans les résultats donnés, les distances de liaison hydrogene observées sont
cohérentes avec les interactions de liaison hydrogene courantes entre les groupes fonctionnels de la
naringine et les acides aminés cibles, En ce qui concerne les acides aminés impliqués dans les
interactions, il est intéressant de noter que différents types d'acides aminés sont impliqués dans les
liaisons hydrogene formees avec la naringine. En ce qui concerne les types d'acides aminés
impliqués dans les interactions moléculaires entre la naringine et le réductase, il est intéressant de

noter que la naringine se lie a des acides aminés chargés (GLU et HIS) ainsi qu'a des acides aminés
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polaires non chargés (THR et ASP). Cela suggére que la naringine peut former des interactions
moléculaires variées avec différents types d'acides aminés, ce qui peut contribuer a sa polyvalence

dans la liaison a différentes cibles.

En conclusion, les valeurs de distance de liaison hydrogene et les types d'acides aminés
impliqués dans les interactions entre la naringine et alpha-tocophérol et la cible réductase sont des
indicateurs importants de la nature et de la force des interactions moléculaires. 1ls fournissent des
informations clés pour comprendre la stabilité et la spécificité des complexes ligandcible formés

lors de I'amarrage moléculaire.

Les photographies de I’interaction des composés étudiées avec la réductase sont présenté dans la
Figure 28 et 29 suivants :
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Figure 28 : Présentation 2D et 3D du ligand naringin avec la réductase
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40

Gl
ASDL

Figure 29 : Présentation 2D et 3D du ligand alpha-tocophérol avec la réductase
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Le Tableau 13 fournit une analyse comparative approfondie des valeurs d'énergie de liaison et d'ICso
obtenues par des approches expérimentales in vitro et par amarrage moléculaire in-silico, permettant ainsi
d'évaluer la concordance entre les résultats obtenus par ces deux méthodes et d'apporter des informations

importantes sur la validité et la fiabilité des simulations in-silico dans I'étude des interactions moléculaires.

Tableau 14 : Comparaison des paramétres de liaison et d’ICso pour les activités biologiques obtenu par UV

et amarrage moléculaire .

) UV-Vis Amarrage moléculaire
Technique
Activités ICso K -AG ICso K -AG
(mM) (MY (Kimol) (mM) (M1 (Kimol?)
1.41x 7.27 %
- Naringin 1503 17.98 291X 59,30
Antidiabétiq 103 108 10
a-Amylase
ue 1.61x 5.31x 142 x
Acarbose 0.165 18.31 3 31.47
103 102 10
2.946 7.78x 33.63 207 398 x
Naringin ' 33.52
_ : x 107 108 x102  10°
Antioxydante réductase
a - 0311 1.42x 131 921 x
) 46.55 8 43.98
tocophérol ~ x 10" 108 x10% 10

La comparaison entre les résultats obtenus par les tests in vitro (UV-Vis) et in-silico (amarrage
moléculaire) dans le Tableau 14 peut fournir des informations intéressantes sur la corrélation entre

les données expérimentales et les prédictions basées sur la modélisation moléculaire.

Dans le cas de la naringin, les résultats montrent que les valeurs d'ICso obtenues par les tests in
vitro varient de 0.311x 10" mM & 1.503mM, tandis que les valeurs d'ICso prédites par I'amarrage
moléculaire in-silico varient de 1.31x10° mM a 5.31x102 mM. On observe donc une différence
notable entre les deux méthodes, avec des valeurs d'ICso généralement plus élevées obtenues par

I'amarrage moléculaire in-silico par rapport aux tests in vitro.

De plus, les valeurs de K (constante de dissociation) et de AG (énergie libre de liaison) obtenues
par I'amarrage moléculaire in-silico sont en bon accordes avec celles mesurées par les tests in vitro.
Cela peut s'expliquer par les bonnes approximations inhérentes a chaque méthode. Les tests in vitro
peuvent prendre en compte des interactions complexes entre la molécule testée et les cibles

biologiques dans un environnement biologique réel, mais ils peuvent également étre influencés par
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des facteurs expérimentaux tels que la pureté des échantillons, les conditions de test et la variabilité
biologique (Tokath et al. 2015). En revanche, I'amarrage moléculaire in -silico est basé sur des
modeles mathématiques et des simulations informatiques (Terstappen and Reggiani 2001), ce qui
peut entrainer des approximations et des simplifications dans la prédiction des interactions

moléculaires.

Il est important de noter que les résultats obtenus par les tests in vitro et in-silico sont
complémentaires et peuvent fournir des informations utiles dans la compréhension des propriétés
pharmacologiques des molécules étudiées (Di Ventura et al. 2006). Les résultats expérimentaux in
vitro peuvent valider les prédictions in-silico et fournir des données plus proches des conditions
biologiques réelles, tandis que I'amarrage moléculaire in-silico peut aider a la conception de
nouvelles molécules et a la compréhension des interactions moléculaires a un niveau atomique
(Trujillo-Correa et al. 2019).

65



Conclusion generale et

perspective

A



Conclusion générale et perpective:

I. Conclusion :

Ce mémoire a porté sur la caractérisation de la naringine, et son activité biologique in vitro ainsi
que sa prédiction in-silico par amarrage moléculaire et dynamique moléculaire. Les résultats ont
montré que la naringin posséde plusieurs activités biologiques intéressantes, notamment anti-
diabétique et antioxydante , ce qui en fait un composé potentiellement utile pour la médecine et la

pharmacologie.

Les tests in vitro ont révélé que la naringin a une activité nti-diabétique importante en inhibant
I'activité de l'amylase. Elle a également montré une activité antioxydante contre radicaux libres .
Ces resultats suggéerent que la naringin a un potentiel thérapeutique important pour le traitement de

diverses maladies.

Les tests in-silico par amarrage moléculaire ont confirmé les résultats des tests in vitro en
montrant que la naringin se lie aux sites actifs de certaines enzymes impliquées dans le diabéte et le

stress oxydant.

Les prévisions de toxicité ont montré que la naringin était peu toxique, ce qui renforce son
potentiel en tant que composeé thérapeutique. Les résultats de cette étude pourraient aider a orienter
les recherches futures sur l'utilisation de la naringin en tant que médicament potentiel pour le

traitement de diverses maladies.
I1. Perspective :

Les résultats de cette étude ont ouvert de nouvelles perspectives de recherche sur l'utilisation de
naringine pour le traitement de maladies telles que le diabéte et stress oxydant . Des études
complémentaires pourraient étre menées pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires
sous-jacents de l'activité biologique de la naringin , notamment l'effet sur d'autres enzymes

impliquées dans ces maladies.

En outre, I'étude de la structure de naringin pourrait étre approfondie pour améliorer sa bioactivité
en concevant des analogues de naringin plus efficaces. Les méthodes in-silico pourraient étre
utilisees pour prédire l'activité biologique de ces analogues avant leur synthése et leur test in vitro.
Des études cliniques pourraient également étre envisagées pour évaluer I'efficacité de la naringin

chez I'nomme et pour établir une dose thérapeutique optimale.
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Enfin, puisque I'étude a également révélé que la naringin est capable d'étre utilisée contre d'autres
maladies comme le cancer, les infections, les bactéries... il serait trés intéressant de la découvrir et

de la développer.
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