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Résumé :

Les mandarines, tout comme d'autres fruits et légumes, revétent une importance capitale
en tant que source de composés bioactifs, tels que les composés phénoliques, les flavonoides
et l'acide ascorbique. Ces composés exercent des effets bénéfiques sur la santé humaine, du
fait de leurs nombreuses activités biologiques telles que I'activité antioxydante, anti-
inflammatoire et antibactérienne, qui protégent et inhibent les effets néfastes des radicaux
libres sur I'organisme humain. Ainsi, notre travail vise a étudier on in vitro et on in silico l'ac-
tivité antioxydante de la naringine extraite de la crolte de mandarine, tout en déterminant la

structure ainsi que les propriétés physiques et chimiques de ce composé.

L'extraction de la naringine a permis d'obtenir un rendement d'environ 3,5 %. L'analyse
par chromatographie sur couche mince (CCM) a révélé une seule tache (spot) avec des va-
leurs de Rf et une coloration orange-brun caractéristiques, ce qui confirme la présence et la
pureté de la naringine dans I'extrait de la plante de mandarine. Le spectre d'absorption UV-
visible de la naringine a montré un pic extréme a 283 nm, qui est caractéristique de la pré-

sence de groupes phénoliques dans la molécule de naringine.

L'évaluation in vitro du pouvoir antioxydant, réalisée a l'aide de la méthode du DPPH, a
révélé que l'extrait de naringine possede un pouvoir antioxydant relativement modéré par rap-
port a celui de l'alpha-tocophérol. Cette évaluation a également permis de déterminer les pa-
ramétres tels que 1'1C50 et AG. La valeur de I'lC50 de la naringine a révélé une activité inhibi-

trice trés importante, en comparaison avec l'alpha-tocophérol.

Par ailleurs, les résultats obtenus par I'amarrage moléculaire confirment les résultats in vi-
tro, ils présentent des valeurs négatives de AG, traduisant ainsi une bonne affinité des ligands
avec la cible biologique. La formation de liaisons hydrogéne entre la naringine et lI'enzyme
confirme l'efficacité antioxydante de cet extrait, ce qui permet de le considérer comme un po-

tentiel médicament antioxydant pour l'avenir.

Mots-clés : mandarine, naringine, activité antioxydante, chromatographie sur couche

mince, alpha-tocophérol, DPPH, amarrage moléculaire.



Abstract:

Mandarins, like other fruits and vegetables, are critically important as a source of bioac-
tive compounds such as phenolic compounds, flavonoids and ascorbic acid. These compounds
have beneficial effects on human health because of their many biological activities such as
antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial activity, which protect and inhibit the harm-
ful effects of free radicals on the human body. Thus, our work aims to study in vitro and in
silico the antioxiding activity of the naringin extracted from the mandarin peel, while deter-

mining the structure as well as the physical and chemical properties of this compound.

The naringin extraction yielded approximately 3.5%. Thin-layer chromatography (TLC)
analysis revealed a single spot with characteristic orange-brown Rf values. This confirms the
presence and purity of naringin in the extract of the mandarin plant. The UV-visible absorp-
tion spectrum of the naringin showed an extreme peak at 283 nm, which is characteristic of

the presence of phenolic groups in the naringin molecule.

The in vitro evaluation of antioxidant potency, carried out using the DPPH method, re-
vealed that naringin extract has a relatively moderate antioxidant potency compared to alpha-
tocopherol. This assessment also identified parameters such as IC50 and AG. The IC50 value

of the naringin showed very high inhibitory activity compared to alpha-tocopherol.

In addition, the results obtained by molecular docking confirm the in vitro results, they
have negative AG values, reflecting a good affinity of the ligands with the biological target.
The formation of hydrogen bonds between naringin and the enzyme confirms the antioxidant
efficacy of this extract, which allows it to be considered as an antioxidant drug potential for

the future.

Key words: mandarin, naringin, antioxidant activity, thin-layer chromatography, alpha-

tocopherol, DPPH, molecular docking.
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Introduction

Introduction

Aujourd‘hui, il y a un grand nombre de plantes médicinales qui possédent des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines, a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie, et 1°agriculture. Les plantes ont constitué donc
la source majeure des médicaments grace a leur richesse en métabolites secondaires (HAM-
DAOQOUI, N. HEDOUD, H. 2019).

Larboriculture fruitiere fait partie intégrante de la vie économique et sociale des pays a
travers le monde entier. Les agrumes, encore appelés Hespérides dans la mythologie grecque,
se distinguent par leur grande diversité de leurs familles et de leurs ordres. L‘agrumiculture
des pays du bassin Mediterranéen est diversifiée, tant au niveau des espéces cultivées
(oranges, mandarines, clémentines, pomelos, citrons, limes, pamplemousses, pour ne citer que
les plus courants) refléte d‘une certaine manicre la richesse et la variabilité de ces arbres, du

fait de 1°‘extension de cette culture (Abouo, Sadat, Akmel, Assidjo, & Amani, 2016).

Parmi toutes les especes d'agrumes, la mandarine « Citrus reticulata blanco » est tres po-
pulaire (Mukhar et al., 2005; Li et al., 2006). Les différentes variétés de Citrus reticulata
blanco ont été largement utilisées comme médicament par les chinois pendant une longuepeé-
riode en raison de leur activité pharmacologique (Yu et al., 2009). Des études récentes ont
montré que les écorces de citrus reticulata blanco sont une source de composés biologique-
ment actifs. Elles sont riches en vitamine C et en métabolites secondaires tels que les compo-

sés phénoliques et les huiles essentielles (Huang Y, 2010; Moulehi et al., 2012).

Les fruits Citrus reticulata sont riches en flavonoides notamment la naringine (Sun et al.,
2010) est un métabolite secondaire végeétal bien étudié. C'était trouvé pour la premiere fois
par De Vry dans des fleurs de pamplemousse en 1857 (Ragaswami et Seshadri, 1939). Il est
le principal hétéroside des flavonoides du pamplemousse et donne aux jus de pamplemousse
une saveur amere (Hadj Salem, 2009) ; il présent aussi dans les agrumes et de nombreux
médicaments traditionnels chinois (Marais et al., 2006), ou il est 1‘un des principaux citrofla-
vonoides isolée en grands nombres des écorces jetées de l'orange ordinaire Citrus aurantium
L. = I‘oranger amer (Chandrasekhar et al., 2005), Citrus reticulata = le mandarine (Ishii et
al., 1997), Citrus medica = citron (Johnson et al., 2013), et d'autres especes du genre Citrus
(appartenant a la famille des Rutacées) (Keli et al., 1996). Aussi, dans des genres Fabacées,
Bétulacées, Lamiacées, et Papilionacées (I‘argousier (Hippophaé rhamnoides) (Keli et al.,

1996; Fuh et al., 1995).



Introduction

Notre travail s’articule auteur de I’étude de la plante de mandarine ainsi que sur

I’évaluation de I’activité antioxydante d’extrait préparé.

On a s'envisageé cette étude en deux parties ; Dans la premiér partie, nous présontons une
synthése bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier est consacré aux
agrumes, oranges et mandarine. Le deuxieme chapitre concerne le stress oxydative et les an-
tioxydantes. Et enfin, Le troisieme chapitre concerne une contextes théoriques des thech-

niques experimentales utilisees.
La deuxieme partie quant a lui, il est partie en deux chapitres.

Le premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte

Sur :

» L’extraction de naringine.
» I’analyse de I’extrait par CCM, HPLC, Infra rouge, UV-Visible.
» Une étude de l'activité antioxydante de ’extrait par le piégeage du radical libre DPPH.

Dans le dernier chapitre, nous présenterons les résultats obtenus et leur discussion.



Partie | :

Synthese Bibliographigue
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Generalite sur les agrumes




Chapitre | Généralité sur les agrumes

| .1. Les plantes médicinales

|1 .1.1. Définition

Ce sont des especes botaniques utilisés pour trés longtemps en phytothérapie et médecine
populaire pour traiter les maladies courantes et plus graves. Leurs actions proviennent de leurs
composés chimiques: des métabolites primaires et secondaires, et sans doute de la synergie
entre les différents composés présents (Reguieg, 2011).

Les plantes médicinales sont une source importante de substances chimiques qui ont des
effets thérapeutiques bénéfiques sur la santé humaine, et les systémes a base de plantes conti-
nuent de jouer un role essentiel dans les soins de santé primaires de prées de 65% de la popula-
tion mondiale (Farnsworth et al., 1985).

1.1.2. L’utilisation

L‘homme utilise les plantes médicinales pour traiter les maladies depuis des millénaires
Parmi les médicaments obtenus a partir des plantes, on trouve le Paclitaxel qui a sa place
dans le traitement des différents cancers ovaire et poumon (Erick et al., 1997).

La phytothérapie peut se définir comme étant une discipline allopathique destinée a pré-
venir et a traiter certains troubles fonctionnels et ou certains états pathologiques au moyen
de plantes de partiesde plantes ou de préparations a base de plantes qu‘elles soient con-
sommees ou utilisees en voie externe (Wichtl, 2003).

La phytothérapie offre des possibilités tres complétes que bien souvent la chimiothéra-
pie conventionnelle ne peut pas egaler puisque 1°‘on peut aussi bien rétablir les grands équi-
libres physiologiques neuro endocriniens immunitaires qu‘agir sur les fonctions et donc in-
tervenir appareil par appareil locomoteur cardio vasculaire etc. Il est également possible
d‘avoir une action thérapeutique spécifique sur chacun des organes du corps de fagon précise

et ciblée pour chaque plante utilisée (Boggia, 2015).

| .1.3. La phytochimie

C'est la science qui étudie la structure, le métabolisme et la fonction, ainsi que les mé-
thodes d'analyse, de purification et d'extraction des substances naturelles des plantes. Elle est
indissociabled'autres disciplines comme la pharmacognosie (Marouf A., Reynaud J).

Aujourd'hui, la phytochimie utilise couramment les cultures in vitro pour étudier les voies
de biosynthese des métabolites secondaires dans des conditions expérimentales plus favo-
rables que lesplantes entieres, et pour obtenir des molécules pharmacologiquement actives a

bas prix, souvent plus que toute autre méthode de recherche. (Bruneton, 2009).
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| .2. Les métabolites secondaires
|1 .2.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et ac-
cumulées en petites quantités par les plantes autotrophes ; ce sont des produits a structure
chimique souvent complexe, ils sont trés dispersés et trés différents selon le type d‘espéce
(Lutge U et al., 2002). lls pourraient jouer un rdle dans la défense contre les herbivores et
dans les relations entre la plante et son environnement (Abderrazak M, et Joél R, 2007).

Ces molécules biologiques ne sont pas par définition nécessaires et vitaux pour la cellule
ou I‘organisme, mais elles ont la particularité d‘avoir des effets biologiques sur d‘autres orga-
nismes. Elles sont présentes en tres grand nombre et d‘une variété structurale extraordinaire.
Ces composés marquent, de maniére originale, un genre, une famille, ou une espece des

plantes et permettent parfois d‘établir une taxonomie chimique (Gravot, 2008).

| .2.1. Classification des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont produits en trés faibles quantités ; il en existe
plus de 200000 qui sont classees, selon leur apparence chimique, en 1‘occurrence, les ter-
pénes, lesalcaloides, les composes acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques. Nous
citerons ci- dessous quelques importants groupes photochimiques, sources de molécules bio-
logiquement actives et regroupes en trois classes principales :

- Les composés aromatiques (les composés phénoliques, 1‘acide shikimique ou les
dérivés d-acétate).

- Les composes azoteés.

- Les trapénoides et les stéroides.

- La catégorie des hétérosides, constituée de dérivés glycosylés de composeés terpé-
niques, phénoliques et plus rarement d‘alcaloides. Ces glycosylations affectent largement
leurs propriétés biochimiques (dont I'extraction dans différents solvants) mais également leurs
effets biologiques (toxicité, propriétés pharmacologiques).

- Les molécules désignées sous le terme de « composés mixtes » ou « COMPOSEs
d’origine mixte », qui correspondent a des condensations de molécules provenant des catégories

citées plus haut. Mais souvent, les composés mixtes peuvent étre rattachés a 1‘une des catégories pré-
cédentes (Gravot A., 2008).

| .2.3. Les polyphénols

Composés aromatiques possédantes au moins 1 groupement phénol. 11 en existe plusieurs
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sous- groupes : acides phénols, flavonoides, coumarines, tanins. Toute la classe des poly-
phénols est surtout utilisée dans les phytomédicaments pour traiter les troubles de la circula-
tion veineuse. Lesmolécules sont souvent sous forme d hétérosides (ce qui est trés rarement le
cas pour les alcaloides) (khenaka k., 2011).

Ces composés jouent un role important dans la croissance et la reproduction, offrant une
protection contre prédateurs et agents pathogénes (BRAVO, 1998), en plus de contribuer vers
la couleur et de caractéristiques sensorielles fruits et légumes. Le bénéficiaire effets dérivés de
composés phénoliques a été attribué a leur activité antioxydant (BOULANGER et POLON-
VSKI, 1969 ; BALASUNDRAM et al., 2006).

Ces composes ont été signalés de posséder non seulement une activité anti-oxydante,
mais aussi des propriétés antiviraux et antibactériens (KAN Y et al., 2007).

| .2.3.1. Les flavonoides
e Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires majeurs derivés de la voie desphényl-
propanoides végétaux (Wang et al., 2020), sont de faible poids, qui jouent un rdle crucial
dans divers processus biochimiques et physiologiques des plantes (Gharibi et al., 2019), re-
présentant plus de 5000 composes différents (Gonzalez Sarrias et al., 2020).

La famille des flavonoides descend formellement du squelette de base de la 2- phényl-
1,4- benzopyrone (Figure 6) (Barreca et al., 2020), avec la structure genérale du squelette C6
— C3 — C6 dans lequel les deux unités C6 (anneau A et anneau B) En raison du modéle d'hy-
droxylation etdes variations du cycle chromane (anneau C) (Cirkovic Velickovic et Stanic-
Vucinic., 2018).

Les flavonoides fonctionnent également comme des composés antimicrobiens ou des in-
sectifuges défendant contre les phytopathogenes et protégeant les plantes de l'irradiation UV
(Zhang et al., 2017). Plus de 9000 flavonoides trouvés dans les fruits, les légumes, les cé-

réales, I'écorce, les racines, les tiges, les fleurs, le thé (Zhao et al., 2019).

Figure 1 : Structure de la 2-phényl-1,4-benzopyrone (Barreca et al., 2020).
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e Classification des flavonoides

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le

degré d‘oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle C (Pietta., 2000) (tableau

Tableau 1 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; W- Erdman et al.,
Classes Structures chimiques R3 R4 RS Exemples
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e Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides possédent un squelette de base a 15 atomes de carbone, Ce dernier est

constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par unechaines en C3, on parle alors de

chalcones. Ces derniéres représentent le précurseur commun de tous les autres flavonoides
(Heller et Forkmann, 1993 ; Griesbach, 1996 ; Hashimoto et al., 2004).

La biosynthése se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2',4',6'-tétrahydroxychalcone

(figure 2). Cette chalcone métabolisée sous l'action d'enzyme, la chalcone isomérase, en na-

ringine. Sur cette derniere agit la flavone synthase pour donner : apigénine ou ledihydrofla-

vonol. Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase, se métabolise en kaempférol

ou en le leucoanthocyanidol. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3,4-ols et antho-

cyanidols ; ce dernier sous l'action de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme enanthocya-
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noside (Marfek, 2003).
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Figure 2 : Biosynthese des flavonoides (Winkel —Shirley, 2001 ; Subsamanian et al.,
2007).

e Roles et propriétés thérapeutiques des flavonoides

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes ; ce
sont des pigments quasiment universels des végetaux qui sont en partie responsables de la co-
loration des fleurs, des fruits, et parfois des feuilles (Jensen, 1992). C‘est par la couleur de ses
fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, as-
surant par ce biais une étape fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que
les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur golt désagréable, peuvent jouer un
réle dansla protection des plantes (Marfak, 2003).

Sur le plan thérapeutique, leurs propriétés sont largement étudiées dans le domaine médi-
cal,ou on leur reconnait des activités antivirales, anti tumorales, anti-carcinogénes, anti- in-
flammatoires, hypotenseurs, diurétiques, et antioxydants (Harborne & Williams, 2000). Par
exemple : 1‘apigénine une flavone trouvée dans de nombreuses plantes appartiennent a la fa-
milledes astéracées, posseéde encore des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires et anti-
cancéreuses (Shukla & Gupta, 2010).
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I .3. Généralités sur les agrumes
Le mot « agrume » dérive de latin agrus qui, autrefois, désignait les plantes dont les fruits
ont une saveur aigre, par exemple 1_ail ou les oignons. Avec le temps, sa signification évolua
et il fut utilisé pour décrire un groupe de plantes de la famille des Rutacées, en particulier

celles appartenant au genre de Citrus (Colombo, 2004).

Parmi les six genres botaniques de la famille des Rutacées représentant les agrumes, les
plus connus sont originaires du Sud-Est asiatique : Citrus, Fortunella et Poncirus. Les agrumes
des genres Poncirus et Fortunella sont originaires de zones septentrionales de 1°Est de la
Chine, tandis que ceux du genre Citrus ont une origine méridionale entre 1‘Inde et 1‘Indonésie
D).

Cultivés, consommeés et appréciés partout dans le monde, les agrumes sont pratiquement
indispensables de par leur teneur élevée en acide ascorbique. La vitamine C. Les agrumes ont
une grande importance économique, non seulement au niveau de la production du fruit (80
Millions de tonnes par ans) mais également pour d‘autres secteurs, par exemple 1‘industrie des
parfums. N‘oublions pas non plus leurs caractéristiques ornementales : leur port noble, leurs

feuilles persistantes d‘un beau vert brillant, le parfum délicat de leurs fleurs (Colombo, 2004).

I .3.1. Situation économique des agrumes
e Dans le monde

Les agrumes sont les fruits les plus produits dans le monde. Les principaux pays produc-
teurssont le Brésil avec 18.5 millions de tonnes, les Etats-Unis avec 14.9 millions de tonnes,
et la Chine avec 9.3 millions de tonnes (F.A.O, 2002). Dans le bassin méditerranéen,
I‘agrumiculture s‘étend sur une superficie de 600.000 hectares pour une production moyenne
de 9 a 10 millions de tonnes et présente une part de marché sur les exportations mondiales
d‘agrumes de pres de 55% (M.A.P, 1997). Parmi les différentes especes d‘agrumes cultivées
dans le monde, lesoranges prédominent avec un taux de 61,8 % (F.A.O, 2002), Il en est de
méme pour les pays du bassin méditerranéen ; note une prédominance des oranges avec un

taux de 50 % par rapport aux autres especes d‘agrumes.
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Figure 3 : Principaux pays producteurs d‘agrumes dans le monde (Cassin, 1984).

e Lesagrumes en Algérie

Selon (Aouane et Ghezli, 2001). A Iinstar de 1‘arboriculture fruitiére, 1‘agrumiculture
occupe une place primordiale et constitue 1‘une des préoccupations majeurs des décideurs au

niveau du ministre de 1‘agriculture algérien.

Le verger agrumicole algérien occupe une superficie de 64154 ha dont 50873 ha se répar-
tissent en majorité dans Wilaya de Blida (26%). Chlef (9%), Alger (8%).

Les principales especes cultivées dans ces régions sont les oranges, les clémentines, les
citrons, et pomelos. En termes de production, L‘Algérie a atteint le niveau de 8 552 654 quin-
taux soit un rendement moyen de 16.8T/ha, les difféerentes composantes de cette production
sont 72% pour les oranges, 16% pour la cléementine, 7% pour les citrons, 3% pour la man-
darine, et 0.1 % pour les pomelos (MADR, 2009).

| .3.2. Systématique des agrumes

La classification des agrumes dans le regne végétal est présentée comme suit se-
lon (Loussert, 1989).

Regne : Végétal

11
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- Embranchement: Spermaphytes
- Classe: Dicotylédones

- Ordre: Geraniales

- Famille: Rutacées

- Genres: Fortunella; Poncirus; Citrus

| .4. Oranges
| .4.1. Définition de ’orange

L°orange est un petit arbre ou arbuste, pouvant atteindre 10 a 15 m de hauteur environ.
Learbre est a rameaux nombreux ; formant une cime touffue, avec un feuillage vert sombre,
glabre, persistant, et légérement ailé. Les feuilles sont persistantes, cireuses, coriaces et al-
ternes, la floraison blanche trés parfumeée. Le fruit est une baie, rondeou allongée, souvent
pourvue d“un mamelon proéminent du c6té opposeé au pédoncule fructifére. Les fruits mettent
10 a 12 mois pour murir ; ils sont de taille moyenne et de couleur caracteristique orange.
L‘intensité de la couleur et la forme du fruit sont caractéristiques pour chaque variété (Lous-

sert R, 1989).

| .4.2. Cycle de vie des oranges

Les orangers sont des espéces fruitieres a feuilles persistantes ; le cycle de vie de cet
arbre débute par une phase de dormance suivi par une phase de débourrement ou il y a le
gonflement des bourgeons et le développement des feuilles suivis par une phase de floraison
(début, pleine et fin) (Agusti et al., 1997).

| .4.3. Structure d’orange

L°orange est une baie particuliére partagée en une dizaine de « quartiers ». Dans chaque
quartier, les pépins se trouvent insérés pres de 1‘axe (placentation axile). L'épicarpe (zeste)
contient de nombreuses glandes a essences. Le mésocarpe blanc a une consistance spon-
gieuse. L'endocarpe (épiderme interne d'un carpelle) est une fine peau qui entoure les quar-
tiers et émet des poils succulents qui remplissent I'intérieur des loges carpellaires et consti-

tuent la partie charnue consommee (figure 4).

12
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charnus

pépins

axe

Figure 4 : Coupe transversale schématique d‘une orange (a) et détails (b) (Aoudache k,
AribD, 2019).

I .4.4. Les mandarines (Citrus Reticulata Blanco)

Citrus reticulata blanco communement appelée « mandarine » elle est lI'une des trois
agrumes originaux du genre citrus et parmi les agrumes frais les plus commercialisés. Cest
un petit arbre épineux au sommet dense de fines branches, qui aurait été introduit au cours du
huitieme siecle (Apraj et Pandita, 2014). Ses feuilles sont lancéolees, vert foncé, persis-
tantes, et brillantes (Barbelet, 2015). Le fruit est sphérique d'environ 6,5 a 7,5 cm de dia-
meétre, de forme aplati (Dugo et Giacomo, 2002). L écorce est verte au moment de la récolte
et devient orange lors de la maturation (Ladaniya, 2011), et elle a une épaisseur moyenne et
une surface lisse, dans laquelle se trouvent les glandes remplies d‘huiles essentielles (Bous-
bia, 2011). Elles sont cultivées dans les pays méditerranéens. Elle estbeaucoup plus résistante

au froid que 1‘orange douce, et I‘arbre est plus tolérant a la sécheresse (Lim, 2012).
e Lesvariétés

Il existe plusieurs variétés de mandarines :

- Mandarine (Citrus reticulata Blanco)

- Mandarine commune (Citrus reticulata « Ponkan »)
- Mandarine clémentine

- Tangerine

Satsumas (Citrus unshin): mandarines précoces, déja mures quand la peau est
encore verte.
- Mandarine méditerranéenne Willowleaf (Citrus deliciosa): les fruits sont sphé-

riques et aplatis aux pdles avec une peau fine, lisse, colorée en jaune orangée. La pulpe,

13
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orange claire, juteuses, tendre, agréablement parfumée mais présentant de nombreux pépins
Mandarine king (Citrus nobilis) (BOUSBIA N, 2011).

e Composition chimique de la mandarine
Le tableau 2 donne une composition chimique en métabolites primaires et secondaires
de lamandarine.
Tableau 2 : La composition chimique de la mandarine (Tripoli et al., 2007 ; Ma et al.,
2008; Rashid etal., 2013; Rapisarda et al., 2009; Vinson et al., 2002; Tumbas et al.,
2010; Rincon et al., 2005; Menichini et al., 2011; Mukhtar et al., 2005; Lim, 2012).

Composants Localisation
Les sucres : Fructose, Glucose,Saccharose. Fruit, feuilles, écorce.
Protéines et les fibres. Fruit, écorce, feuilles.

Sels minéraux : Calcium, Fer,Mg, Phos-

phore,sodium,Zinc,Cuivre, Mn, Se. Fruit, feuille, écorce

Les vitamines : Thiamine (B1), Riboflavine
(B2), B3,Pyridoxine(B6), Acide ascorbique (C),

Vitamine A, Vitamine E. Fruit, feuilles

Acides aminés : Tryptophane, Isoleucine, Leucine,
Lysine, Méthionine, Cystine, Phénylalanine, Tyro-
sine, Valine,Arginine, Histamine, Alanine, Acide Fruit
Aspartique, Acide Glutamique, Glycine, Proline et

Serine.

Les métabolites Secondaires : Acide Phenoliques, Fla-
vonoides (Flavanone, Flavone,Flavonol, Hespéridine), Fruit, Feuilles, Ecorce
Huiles essentielles, limonoides incluant : obacumone
17 beta D- glucopyranoside, acidemomilinique 17 be-

ta-D glucopyranoside, limonemi, monilline.Fruit,

Feuilles, Ecorce

e Principaux hybrides d’importance commerciale

v" Mandarine (Citrus reticulata Blanco)

v" Mandarine commune: Citrus reticulata _Ponkan‘; Ponkan (suntara); Changasha;

Pixie ;Daisy; Gold Nugget; Fuzhu; antillean.

v' Clémentine: Algerienne; carte noire; Caffin; Clemenules; Clémentine hybride:

14
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Fina ;Marisol ; Monreal; Nour; Sidi Aissa; Oroval.

v' Tangerines: Beauté (Beauté d‘Australic et la Retraite Gley); Dancy (Tangerine
Rouge,Moragne)

v Satsumas: Premiéres variétés ( Wase; Miyagawa; Okitsu; Sito; Miho; Kuno). Variétés
Unshiu tardives (Owari; Silverhill; Dobashi Beni; Kimob rough;Aoshima). Variétés

Satsuma les plus récentes (Amstrong; Dat North; Dart South; Xie Shan).

v' Mandarine méditerranéenne: (Willowleaf)

v" Mandarine King: Cambodgiens (Yellow king); King (de Siam); King Japonaise Les
variétés hybrides issues de croisement entre les mandarines et les mandarines petit-fruits sont:

v' Tangors: Temple; Ortanique; Ellendale; Murcott; Dwett; Ambersweet.

v' Tangelos: Minneola; Pearl; Orland ; Sunshine; Allspice; Mandalo; Wikiwa; Ugli. Hy-
brides Tangelo x Clémentine: Fairchild; Lee; Nova (Clemenvilla); Oscelo; Page;
Robinson (BOUSBIA, 2011).

e [’utilisation

Les mandarines occupent une place de plus en plus importante dans le marché des
agrumes frais, du fait que le marché mondial a considérablement changé durant les 20 der-
niéres années avec une préférence accrue des consommateurs vers des mandarines sans pé-
pins, savoureuses dotées d‘une peau d‘une peau de belle couleur d‘un épluchage facile. Par
conséquent, les mandarines sont désormais le plus grand secteur de I‘industrie des agrumes
frais dans le monde. Le nombre de variétés de mandarines commercialisées est presque égal

au nombre de tous les types d‘agrumes horticoles (BOUSBIA, 2011).

| .4.5. La valeur nutritionnelle de ’orange

L°orange apporte une quantité modeste d‘énergie, de glucides, de fibres alimentaires et
pratiquement pas de protides ni de lipides, elle est assez riche en vitamine C et constitue une
source de calcium, de cuivre et de vitamines (B1, B5, B9), ainsi qui est une source
d‘antioxydants, ils auraient selon certaines études, la capacité d‘inhiber le développement des
cellules cancéreuse et de déduire la tension artérielle et le taux sanguin des triglycérides. La
vitamine C & elle seule,contribue a 1‘essentiel de 1‘activité anti-oxydante de ce fruit. Les dif-
férents caroténoides, le béta- caroténe, la lutéine, et la zéaxanthine, sont présents en quantité

intéressante. Ces substances ont une activité antioxydant avérée (ZAIDI et al., 2012).
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I .5. La naringine

e Découverte
Naringine a été découvert pour la premiére fois par De Vry dans les fleurs de pam-
plemoussiers poussant a Java en 1857, mais il n'a pas publié ses découvertes a cette
époque (Rangaswami S et al., 1939). Des recherches approfondies sur ce « nouveau
composé » ont été menées dans les années a venir par De Vry et Hoffman, puis par Will
(Sinclair WB, 1972). Le nom naringin est probablement dérivé du terme sanskrit « na-
rangi », signifiant « orange » (Sinclair WB, 1972). 1l est présent dans les agrumes et
les raisins, les haricots, les cerises, le cacao, l'origan et les tomates (Ho PC et al., 2000
; Minoggio M et al., 2003). Il est présent dans le jus de pamplemousse jusqu'a des con-
centrations de 800 mg/L (Rouseff RL et al., 1987). La structure chimique de la narin-
gine a éte élucidée pour la premiere fois en 1928 par Asahina et Inubuse (Asahina Y et
al.,1928).
e Définition
La naringine est un important flavonoide soluble dans I'eau isolé des agrumes
(Tripoli E et al., 2007), Il a un poids moléculaire de 580,4 g/mol et sa formule molécu-
laire est C27H23014 (figure 4), Il a un potentiel antioxydant et joue un rdle important
dans le développement des feuilles, des fleurs, des bourgeons, et des fruits des plantes,
Il a induit en outre 'amertume des fruits comme dans le raisin, Cependant, I'amertume

peut étre réduite lors de la réduction par I'enzyme naringinase (Ho PC et al., 2001).

OH oH
0
(o)
(0] \

HO W

HO \ R =

o)
/
H )
é OH 0
HO OHhs

Figure 5 : Structure moléculaire de la naringine (Yuta H et al., 2022).

e Bioapplication de la Naringine

La naringine est un médicament utilisé pour traiter le diabéte, I'herpés, l'insuffisance car-
diaque, l'alcoolisme, et l'insuffisance veineuse chronique. La naringine est fréquemment utili-
sée dans l'industrie de la nutrition pour stimuler l'absorption de suppléments comme la ca-

féine (Choi MS et al., 2001). Il améliore le métabolisme de I'éthanol et atténue les ef-
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fets négatifs de la consommationd'éthanol; il agit comme antioxydant et piégeur de radi-
caux libres; et il inhibe de maniére significative I'oxydation des LDL. Réduit la cytotoxicité,
agit comme un agent anti-apoptotique et posséde des propriétés antifongiques. La naringine
inhibe l'inhibition de la dégradation des protéines endogenes, autophagiques-lysosomales cau-
sée par l'acide okadaique, ainsi que I'absorption et la dégradation des glycoprotéines médiées
par les récepteurs. La naringine peut étre utilisée pour prévenir les pathologies I'nyperphos-
phorylation, les effets secondaires des médicaments chimiothérapeutiques, et les toxines envi-
ronnementales. La naringine (25 mg) augmente la biodisponibilité des nutriments et des mé-
dicaments (Suseem SR et al., 2019).
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Chapitre 11 Le stress oxydative et les antioxydantes

I11.1. Généralités

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années I'attention
s'est portée sur l'activité antioxydant en raison du réle qu'elle joue dans la prévention des ma-
ladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'nypertension, et
la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour, 2001).

I1.1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces
réactives de 1‘'oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommagesoxyda-
tifs. (Boyd et al., 2003)

11.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André., 2004) ; cette molécule est tres instable et réagie rapidement
avec d‘autres composants, essayant de capturer 1‘¢lectron nécessaire pour acquérir la stabilité
; uneréaction en chaine débute lorsqu‘un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquee devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

11.1.3. Production des radicaux libres

La production des especes oxydantes est une consequence inévitable du métabolisme aé-
robie. En effet, 1°organisme a besoin d‘O2 pour produire de 1‘énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de 1°‘oxygéne échappe a sa réduc-
tion en eau au niveau de la mitochondrie ; elle peut alors étre a 1‘origine de la production de
radicaux libres oxygénés (RLO). (Chu et al., 2010).

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories : les
sources endogenes ou les RL sont des produits des réactions de 1‘organisme, et les sources
exogenes, tels que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactifs chimiques,

les solvants industriels, et la pollution (Pastre, 2005).

I1.1.4. Les especes réactives oxygénées

Parmi les espéces réactives oxygénées les plus intéressantes se trouvent les espéces réac-
tives radicalaires qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d‘oxygeéne par addi-

tion d‘un électron. Les principales espéces réactives de 1‘'oxygene radicalaire sont : le radical
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superoxyde (O2 *-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d‘azote (NO¥*), et aussicertains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante, tels que le pe-
roxyde d‘hydrogene (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) (Gutteridge, 1993 ; Jacques et
André, 2004).

Tableau 3 : Especes réactives de 1‘oxygéne (Kohen et Nyska, 2002)

Espéces radicalaires

Espéces non radicalaires

Anion superoxyde O2e

Peroxyde d‘hydrogene H202

Radical hydroxyle OHe

Peroxyde organique ROOH

Radical peroxyle ROO-

Acide hypochlorique HOCI

Radical alkoxyle RO

Oxygéne singulet 102

Monoxyde d‘azote NOe

Peroxynitrite ONOO

I1.1.5. Les conséquences du stress oxydatif

Les radicaux libres sont responsables de dommages sur toutes les molécules biologiques
comme les lipides, les proteines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone (Favier,
2003), En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cata-
racte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmo-
naire, vieillissement accéleré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales, rhumatisme,

I‘athérosclérose, le diabete (Georgetti et al., 2003; Atawodi, 2005).
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Figure 6 : Cibles biologiques et endommagements oxydatifs induits par les EOR (Kohen e
Nyska, 2002).
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11.1.6. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance qui lorsqu'elle est trouvée a des concen-
trations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou prévient significative-
ment I'oxydation de ce substrat (Asgarpanah et Kazemivash, 2012).

e Meécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent protéger 1‘organisme contre les effets néfastes des especes

réactives comme suit :

-Inhibition de la formation des radicaux libres.
-Neutralisation des radicaux libres.
-Augmentation du systéme de défense du corps.

-Réparation des dommages résultants de radicaux libres (Lamina et al., 2013 ; Lio-
chev,2013).

e Types des antioxydants

Pour contrdler la production permanente des espéces réactives, les organismes vivants
possedent des systemes de défense qui les protégent contre les dommages de ces radicaux
(Rajesh et al., 2013). Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules.
Certains sont produits par 1‘organisme, ce sont les antioxydants endogénes ou proviennent de

I‘alimentation ou la médication et sont donc exogeénes.

e Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la défense antioxydant. Les trois enzymes an-
tioxydants majeures sont les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions peroxydases
(GPx), et la catalase (CAT).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de su-
peroxyde et de peroxyde d‘hydrogeéne, conduisant a la formation d‘eau et d‘oxygénemolécu-
laire (Lehucher-Michel et al., 2001).

superoxyde dismutase

202- =+ 2H" H202 +02

v

Catalase
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2H202 2H20 +02

v

Glutathion perooxydase

H202 +2GSH 2H20 +GSSG

v

v La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui élimine 1‘anion superoxyde par une
réaction de dismutation ; elle produit de I‘oxygéne et du peroxyde d‘hydrogeéne.

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur les
ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD), et 1‘autre mitochondriale utilise le manganése comme

cofacteur (MnSOD) (Jacques et André, 2004).

v' La catalase

Est une proteine formée de quatre chaines polypeptidiques, comportant chacune un
groupe heme, qui constituent les sites actifs de la CAT. Elle catalyse la transformation du pe-
roxyde d‘hydrogeéne en eau et oxygeéne moléculaire pour prévenir la formation de radicaux

hydroxyles (Delattre et al., 2005).

v La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue 1‘un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le peroxyde
d‘hydrogene, mais aussi d‘autres hydroperoxydes résultant de 1‘oxydation du cholestérol ou
des acides gras (Ganther, 1999).

La glutathion peroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans les mitochondries ; elle
nécessite la présence de deux cofacteurs importants: le glutathion réduit et le sélénium.

En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion peroxy-
dase catalyse la transformation de peroxyde d‘hydrogéne en deux molécules d‘eau.

Au fur et a mesure de sa consommation par la glutathion peroxydase, le glutathion doit
étre régénéré ; cela est rendu possible par une glutathion réductase qui consomme une molé-

cule de NADPH fourni par la voie des pentoses phosphates (Jacques et André, 2004).

Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active peut étre résumé

dans le schéma suivant :
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N . SOD CAT
Oz—l’ O)_. — P> H;0,——» H, 0+ 20,

N\ _ GSH NADP* -
\"' / "\\_ /, \
GPx | GR|

H,O ‘/\>(;s.s'(‘; /\ NADPH 4/

G6rD

e Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)

Ce groupe comprend plusieurs composés alimentaires aux propriétés antioxydantes, qui
proviennent normalement de sources naturelles telles que les fruits, les légumes, et lesextraits

de plantes (Kruidenier et Verspaget, 2002).

v Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C, ou acide ascorbique représentée par la (figure 7), est une vitamine hydro-
soluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets, et a 1°oxygéne. Apres ingestion, elle passe ra-
pidement dans le sang puis diffuse de facon variable dans tous les tissus. Un apport quotidien
minimal dorigine alimentaire est donc nécessaire ; celui-ci provient essentiellement des
fruits et légumes frais (Fain. O, 2004).

La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la biologie
humaine. La plupart des plantes et des animaux peuvent synthétiser l'acide ascorbique, sauf

les singes et les humains, en raison du manque de 1‘enzyme gulonolactone oxydase (Naidu.

K. A, 2003).

HO OH
N, S
C=C
7 R
0=C CH—CH—CH,0H
e P I
0 OH

Figure 7 : Structure de 1‘acide ascorbique (Hvoslef, 1967).

v La Vitamine E

La vitamine E constitue le principal antioxydant liposoluble dans le corps (Herrera et
Barbas, 2001). La vitamine E naturelle comprend deux groupes de composés liposolubles

étroitement apparentés, les tocophérols et les tocotriénols, En fonction du nombre et de la po-
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sition des groupes méthyles attachés au cycle aromatique, il existe quatre isomeres de toco-
phérol, a, B, v et 6 (Figure 8) (Azzi et Stocker, 2000). La vitamine E joue un r0le scavenger
des radicaux oxygene libres et dans la stabilisation des membranes cellulaires, préservant ain-
si sa perméabilité (Ognjanovié¢ et al., 2003). La vitamine E est présente dans toutes les
plantes et il y a une forte corrélation entre sa teneur et la quantité d'acides gras insaturés dans
les huiles végétales (Herrera et Barbas, 2001).

CHs DA R,

CH; tocopherol
CHy, | CH; |a
CH,| H |[B
H CH; | v
CH; H H |8

CH;

tocotrienol

Figure 8 : Composants naturels de la vitamine E (Azzi et Stocker, 2000).

v" Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels, synthétisés par les plantes et les microorga-
nismes et sont responsables des couleurs de divers fruits et légumes. Ce sont des molécules
hautement lipophiles, généralement situées a l'intérieur des membranes cellulaires (Paiva et
al., 1999; Fiedor et Burda, 2014). Bien que non synthétisés par I'homme et I'animal, ils sont
présents dans le sang et les tissus qui contiennent environ 20 types dont les plus importants
sont: B-caroténe, a-caroténe, lycopene, lutéine, zéaxanthine, B-cryptoxanthine, a- cryptoxan-
thine, y-caroténe, neurosporéne, d-carotene, phytofluéne, et phytoene (Figure 9) (Fiedor et
Burda, 2014). Les caroténoides sont considérés comme antioxydants puissants, ils sont effi-
caces contre les especes réactives de l'oxygene telles que l'oxygene singulier, ainsique des

agents de rupture de chaine radicalaires (Hix et al., 2004).
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Chapitre 111 Contexte théoriques des thechniques expérimentales utilisées

Ces techniques fournissent des données conduisant a l'identification de structures
moléculaires organiques. Les plus utilisés dans nos travaux sont : CCM, HPLC, UV, IR,

L'amarrage moléculaire.

I11.1. Technique chromatographique :

La chromatographie est une technique souvent utilisée pour séparer et identifier les
produits chimiquesqui composent les objets.

Bien que la technique ait été développée a l'origine pour séparer les substances co-
loréespar leur nom (couleur khréma en grec), elle est trés efficace pour I'analyse des subs-
tances organiques (Mohamed, 2010).

I11.1.1. Chromatographique sur couche mince :
e Définition

La chromatographie sur couche mince est un phénomene d'adsorption, principalement
pour l'analyse et la séparation des substances chimiques qui composent les objets, et I'équi-
pement utilisé pour la chromatographie sur couche mince est relativement simple. Il se com-
pose d'une plague et d'une fente rectangulaire pour I'élution. Cette derniére dépend du
choix de la phase stationnaire et de la phase mobile (éluant), les phases stationnaires les plus
couramment utilisées en chromatographie sur couche mince sont le gel de silice, l'alu-
mine etla cellulose en poudre. Nous rapportons ci-dessous le protocole réalise pour I'huile
essentielle de Bryon (Mohamed, 2010).

e Protocole expérimental

Sur une planche en silicone de 2x5 cm, utilisez un crayon pour tracer une ligne hori-
zontale a 0,5 cm du bord inférieur et a 0,2 cm du bord supérieur. Diluer H.E dans de
I'éther et déposer une goutte sur la ligne du bord inférieur. La plaque est ensuite placée
dansune cuve avec éluant : éther/éther de pétrole (1 : 4) a une hauteur de 0,5 cm. Lorsque
I'éluant atteint l'avant de la plaque, retirer la plague du réservoir Puis sécher (Moha-
med, 2010). Les taches apparaissant a l‘aide d‘un révélateur sont caractérisées par un
facteur de rétension (Rf) qui est défini comme étant le rapport entre la distance parcourue

par lasubstance (X) sur la distance parcourue par le front de I‘éluant (Y) :
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1\ Frontd éluant

’ W -« Centre de la tache
- -

Niveau de déposition

/

Figure 10 : Protocole de CCM (Mohamed, 2010).

I11.1.2. La chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

La chromatographie liquide a haute performance consiste a exploiter les interactions des
solutés avec deux phases, 1‘'une mobile et 1‘autre Stationnaire sous haute pression. Les solu-
tés derniers sont sépares en fonction de plusieurs parameétres tels que 1‘affinité du soluté
dans 1‘¢éluant, la polarité, ou la charge électrique. Aprés leur séparation, les solutés sont
identifiés et dosés a 1‘aide d‘un détecteur couple a la colonne chromatographique.Le mode
de fonctionnement de la HPLC est largement décrit. Ainsi, a un instant donng, le mé-
lange a séparer est injecté a I‘entrée de la colonne, et se trouve entrainé par laphase mo-
bile. Les constituants du mélange sont ensuite recueillis et identifiés en fonction de leurs
vitesses d‘adsorption et de désorption. La chromatographie aboutit a un tracé représen-
tatif de constituant (pic) en fonction de leur temps de rétention a la sortie de la colonne :
c‘est un chromatogramme (Panaiva, 2006).

e Principe

Les composés a separer (solutés) sont mis en solution d‘abord, puis elle sera intro-
duitedans la phase mobile liquide (éluant). Grace a la répartition sélective des solutés entre
laphase mobile et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention
exercée par la phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant
lanature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un
tube appelé colonne chromatographique. La phase mobile, poussée par une pompe sous forte
pression, parcourt le systeme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis
transporté a travers le systeme chromatographique. Les composés en solution se répartissent
alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne,
grace a un détecteur approprié, les différents solutés sont représentés par des pics. L‘ensemble
des pics enregistrés est appelé chromatogramme. Le mécanisme de la séparation chromato-
graphique s‘explique par les différences de répartition des molécules des composés d‘un me-

lange entre deux phases non-miscibles: 1‘une mobile et I‘autre stationnaire
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(Jean, 2001).
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Figure 11 : Principe et appareillage d‘une chaine d“HPLC (Colomb, 2016).
e Appareillage
HPLC est composée des éléments suivants (Ghnimi, 2015) :

A. La colonne : généralement, c‘est un tube en acier de 5 a 15 cm de longueur et de
diameétre de 5 mm qui contient une phase stationnaire. Il existe plusieurs types de phases station-

naireparmi lesquelles on trouve principalement

B. Les silices non greffées : Les silices greffées par des groupements polaires: pour
lesquelles 1‘¢luant utilisé estapolaire. On parle alors de chromatographie en phase normale.

C. Les silices greffées par des groupements apolaires (chaines carbonées linaires
plus ou moins longues) : pour lesquelles 1‘éluant utiliser est polaire, dans ce cas il s‘agit dechromato-
graphie en phase inverse.

D. Injecteur : il est constitué d‘une vanne haute pression appelé vanne rhéodyne et
d‘une boucle d‘échantillonnage dune capacité comprise entre 10 et 50 ul. Cette boucle
permet unefois remplie de déposer 1‘échantillon a I‘entrée de la colonne sans
perte de pression.

E. La pompe : elle permet d‘introduire la phase mobile dans 1‘appareil sous un débit
constant eta forte pression.

F. Détecteur : il existe plusieurs types des détecteurs. Parmi les quels, des détecteurs a
absorptiométre dans 1‘'UV-Visible, des réfractometres différentiels ou des détecteurs élec-

trochimiques.
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I11.2. Technique spectroscopique :

L'identification des structures moléculaires organiques est généralement réalisée en uti-
lisant une combinaison de plusieurs techniques spectroscopiques, la spectroscopie UV, la
spectroscopie IR.

I11.2.1. Spectroscopie d'absorption dans le domaine UV-Visible :

Les domaines de longueurs d'onde considérés ici sont, pour la radiation ultraviolette
(UV), compris entre 190 et 400 nm et entre 400 et 800 nm pour la radiation du domaine vi-
sible (Biemont.E, 2008 ; Gratien.E, 2008).

e Principe de spectroscopie d’absorption dans I’UV visible
Dans une molécule, les transitions électroniques UV-visibles mettent en jeu les énergies
les plusimportantes de la chimie (environ de 13000 a 50000 cm, soit 160 a 665 Kj.mol™ ).
L°ordre de grandeur des énergies mises en jeu est celui des énergies de liaison desmolécules,
et ces rayonnements peuvent parfois provoquer des ruptures de liaisons. Plus géneralement,
ils provoquent des transitions électroniques entre les différents niveauxd‘énergie des mo-
lécules (Baudouin. A, 2012).

e Loide Beer-Lambert

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

générale,la concentration en mol L™ et la longueur en cm on a donc la relation:

AL = ELLC
Avec €A : coefficient d'absorption (ou d‘extinction) molaire du composé a la longueur
d'onde A. L'unité du coefficient d'adsorption molaire est : Lmol™® cm™ | C est une grandeur qui
dépend de I‘espéce chimique considerée, de la longueur d‘onde d‘analyse, du solvantet de la
température (Mesplede. J, Randon J, 2004 ; Boutiti A., 2010).

111.2.2. Spectroscopie Infrarouge (IR) :

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique analytique principalement utilisée
pour déterminer la présence de groupes fonctionnels dans la structure des molécules orga-
niques et de certaines molécules simples. Il est basé sur I'absorption du rayonnement infra-
rouge par I'échantillon a analyser. Les fonctions chimiques présentes dans I'échantillon sont
analysées, (Peter et al., 2004). Les nombres d'onde &, il est défini comme :

v=1/2
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Ou A est la longueur d'onde dans le vide mesurée en cm. L unité du nombre d'onde
est donc le cm™.

I11.3. L'amarrage moléculaire :

La premiére problématique de la biologie structurale est le repliement des macromolé-
cules dans une structure tridimensionnelle biologiquement active. La compréhension de la
communication moléculaire pour échanger des informations, s‘activer ou s‘inhiber est la se-
conde problématique, enjeu majeur de la biologie intégrée (Brut, 2009). L'amarrage molécu-
laire (ou le docking moléculaire) est I'un des outils qui confére a résolu ces problémes.

111.3.1. Principe :

Le docking est utilise pour prédire la structure du complexe intermoléculaire résultant
de I‘association entre au moins deux molécules. 11 permet aussi de connaitre la fagcon dont un
ligand (petite molécule) interagisse avec un récepteur (macromolécule) et de calculer
I'énergie de liaisonentre eux. Il permet aussi de déterminer quel ligand candidat interagira le

mieux avec un récepteurcible (Asses., 2011 ; Lanez., 2016).

111.3.2. Les etapes de docking :

Le processus du docking est itératif et chaque passe de calcule s'articule en deux étapes :

e Le Docking

Est 1‘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. Leslogiciels de dock-
ing sontdonc des outils tres utiles en biologie, pharmacie, et medecine, carla plupart des prin-
cipes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique
d‘intérét thérapeutique (EL Hadj., 2016; Lanez., 2016).

e Le Scoring
Est une méthode mathématique pour le classement, utilisées pour estimer la puissance
d'interaction et I'affinité de liaison entre deux molécules et de donner un score aux poses ob-
tenues lors de la phase de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi
toutes celles proposent (EL Hadj, 2016 ; LANEZ, 2016).
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ligand
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Figure 12 : Les étapes de docking moléculaire (EL Hadj, 2016).

111.3.3. Les différents types d’amarrage moléculaire :

Il existe trois grands types de docking moléculaire. Le docking rigide consiste a
obtenir la conformation préférentielle d‘un systeme récepteur-ligand en considérant que
chacune des deux molécules conserve une géométrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation
de la géométrie interne de chaque entité, en interaction dans le complexe, n‘est pas prise en
compte. Cependant, il est tout a fait concevable que les structures de récepteur et du
ligand soientmodifiées durant le processus de docking moléculaire afin d‘optimiser au mieux
I‘interaction entre les deux entités. On parle, dans ce cas, de docking flexible, et le derniére
type le docking semi-flexible. Sont employés pour construire de facon incrémentielle le ligand
au sein du site actif du récepteur. L espace des conformations du ligand est alors restreint au
voisinage d‘un ensemble initial d‘états simplifiés (Asses, 2011).

e Modélisation du potentiel énergétique:

Pour calculer 1‘énergie libre du complexe ligand-récepteur, Autodock Tools utilise
les termes d‘un champ de force traditionnel auxquels sont ajoutés deux termes liés a

I‘entropie.L énergie estdonnée par 1‘équation suivante:

AG = AGvdw+ AGhbond+ AGelec+ AGconform+ AGtor+ AGsol (Garrett, M. M. et al.,
1998)

AGvdw : énergie de dispersion / répulsion des atomes,

AG hbond : énergie des liaisons d‘hydrogene,

AG elec : énergie des interactions électrostatiques,

AGconform : énergie de déviations a partir de géométrie covalente

AG tor : est un terme qui traduit I‘augmentation d‘énergie du systeme due a la restriction
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desrotors libres du ligand et a la restriction des rotations et translations du ligand lors de la

complexation aurécepteur,

AGsol : est un autre terme lie a 1°entropie qui décrit les variations d‘énergie du systéme

lorsde la désolvatation du ligand au moment de la complexation au récepteur (Lanez E, 2016).

Le passage par une relation empirique de type QSAR est nécessaire pour relier la struc-
ture des complexes et 1‘énergie libre de liaison. Le modéle empirique utilisé dans AUTO-
DOCK est une régression linéaire multiple des différents termes de 1‘équation d‘énergie libre.
Chaque terme est ainsi pondéré par un coefficient dérive d‘un jeu étendu de complexes récep-
teur-inhibiteur pour lesquels la constante d‘inhibition Ki est connue. La relation entre la cons-

tante d‘inhibition et 1°‘énergie libre de liaison est donnée par 1°équation suivante :

AG=RTInKi

Ou R : constante des gaz parfaits (1.987 cal K-1 mol-1); T: température absolue
(298.15 K)(Garrett, M. Met al., 1998).

33



Partie 1l :

Experimentale




Chapitre | :

Materiels et Méthodes




Chapitre | Matériels et Méthodes

Notre étude a été menée au laboratoire de recherche sur la valorisation et la technolo-
gie desressources sahariennes (VTRS) de I'Université d'Echahid Hamma Lakhdar a Eloued.
1.1. Matériels :

1.1.1. Matériel végétal :

La plante étudiée Mandarine, a été recoltée dans la région Boufarik (Blida).
Au laboratoire, les croltes sont séchées, broyées, et conservées. La poudre sera utilisée
dans les différentes analyses ultérieures.

1.1.2. Réactifs utilisés :
e Dipheényle-picryl-hydrazyle (DPPH)

Une solution de DPPH a été préparée par 2.4 mg de DPPH dans un 100 ml de méthanol,

conservé a l'obscurité.

e Alpha-Tocophérol

L‘alpha-tocophérol de densité 0.92 a été préparee dans 10 ml méthanol.

1.1.3. Matériels de laboratoire :

v’ Plague chauffante v Auto clave v’ Vortex
v’ Balance électrigue v Micropipettes ajustables v Portoir pour tubes spéciaux

v’ Etuve v’ Papier filtre v’ Bain marie

I.1.4. Produits chimiques :

v Dichlorométhane (CHCl,) v’ Ethanol (EtOH)

v’ Eau distillée (H.0) v' Méthanol (MeOH)

1.2. Méthodes :
1.2.1. Extraction de Naringine :

Le protocole d'extraction de la naringine a partir de la crodte de mandarine est géné-
ralement effectué en plusieurs étapes, tel que décrit dans la référence utilisée pour cette expé-

rience (Sudto, Pornpakakul, and Wanichwecharungruang, 2009).
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a. Epluchage : 5 kg de mandarine bien lavé ont été épluchés a l'aide d'un cou-
teau aiguise.Figure 13.

Figure 13 : La Mandarine

b. Séchage : Les crodtes ont été séchées a la lumiére du soleil pendant 5 jours. En-
suite, lamoitié des cro(tes ont été séchées dans un four de séchage a 40°C pendant

2 jours Figure 14. Le poids des cro(tes séchées était de 117.9615 g.

Figure 14 : Les cro(tes de mandarine apres le sechage

c. Broyage : Les cro(tes séchées ont été broyées pour obtenir une poudre Figure 15.
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Figure 15 : Poudre de crodtes sec.

d. Extraction : 20 g de la poudre ont été melangés avec 200 ml de méthanol et laissés pen-
dant3 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 16.

Figure 16 : Montage d‘évaporation a pression reduit.

e. Dissolution : Soixante millilitres d'eau distillée ont été ajoutés a l'extrait méthanoique, puis le
mélange a été agité a bain-marie (Figure 17) a une température de 70°C pendant une durée de

30 minutes.

Figure 17 : Montage de chauffage.
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f. Cristallisation : Le mélange a été transféré dans une ampoule a décanté (Figure 18)
et 10 ml de solution dichlorométhane ont été ajoutés. Le mélange a été enveloppé avec
du papieraluminium pour éviter la lumiere et laissé pendant 3 & 4 jours a 25°C pour

permettre la cristallisation du naringine dans la couche aqueuse.

Figure 18 : Montage de cristallisation
g. Récupération : Les cristaux de naringine ont été recueillis par filtration sur papier
filtre et laves avec de I'eau distillée 3 fois, puis séchés dans une étuve. Cette opération

a ete répétéetrois fois afin de collecter le maximum de rendement.

1.2.2. 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 (Kawas-
hima et al., 2010). Le rendement d'extraction est exprimé en pourcentage et est souvent uti-
lise pour évaluer l'efficacité d'une méthode d'extraction et pour optimiser lesconditions

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 Naringine / Masse initiale de plante) x 100
Ou la masse de Naringine est la quantité de composé que nous avez réussi a extraire
aprés 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 naringine était de 3,5% (poids sec). Ces résul-
tats indiquent que la méthode d'extraction par solvant a été efficace pour extraire le naringine

du mandarine.
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1.2.3. Caractérisation du Naringine

La caractérisation de naringine est le processus de détermination de la structure et des
propriétés physiques et chimiques de ce composé. Cela implique l'utilisation de diverses
techniques d'analyse pour identifier les différents groupes fonctionnels, les liaisons, les iso-
meres, 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).

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

La chromatographie sur couche mince (ccm) est une technique de caractérisation et se-
parationanalytique qui permet de séparer, et d'identifier les difféerents composants d'un me-
lange en utilisant une phase stationnaire solide et une phase mobile liquide (Spangenberg,
Poole, and Weins 2011).

La chromatographie sur couche mince (ccm) est une technique rapide et economique
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 orga-
niques 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 naringine 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 ac-
tivée en la chauffant a une température élevée. L éthanol absolue est utilisé comme une phase

mobile.

v" Procédure

La procédure de chromatographie sur couche mince pour caractériser le naringine est la

suivante :

1. Préparer la plaque de silice gel en coupant la taille souhaitée pour l'expérience et

en lamarquant sur un cété avec un crayon graphite.
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2. Préparer la solution de naringine a tester en la diluant dans 1‘éthanol et en I'appli-
quant surla plaque a l'aide d'une pipette.

3. Laisser secher la plaque jusqu'a ce que la solution soit complétement absorbée et
que laplaque soit seche.

4. Placer la plaque dans une cuve contenant 1‘éthanol de maniére a ce que la plaque
soitimmergée de quelques millimétres dans le solvant.

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

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

7. Révéler les composants de I'échantillon en utilisant un iode solide, qui fera appa-
raitre destaches colorées sur la plaque.
8. Identifier le composant d'intérét en comparant la position de la tache a celle des

taches de reférence de composés purs.

1.2.3.2. Caractérisation par la chromatographie liquide a haute performance (HPLC):

L‘HPLC (High Performance Liquid Chromatography), ou chromatographie liquide haute
performance, est une technique de séparation des composants d'un melange a travers une co-
lonne de chromatographie remplie de particules stationnaires, ou les composants sont sépares

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 naringine. L'expérience a été conduite a l'aide d'un compartiment de co-
lonne thermostable, d'un dégazeur en ligne, et d'un détecteur UV SPD-20A. Une colonne
analytiqgue 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 naringine par HPLC commence par la préparation
d'un échantillon en solution acétonitrile/méthanol & une concentration connue. Cette solution
est ensuite injectée dans la colonne de chromatographie a l'aide d'une pompe a haute pres-
sion, quipousse 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 spec-
trophotometre mesure l'absorption des composants individuels au fur et a mesure qu'ils tra-
versent la colonne. Les données sont ensuite enregistrées par le systéeme informatique pour

analyse ultérieure.
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1.2.3.4. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

La caractérisation par infrarouge (IR) est une technique d'analyse qui utilise la spectros-
copie infrarouge pour déterminer la présence de liaisons chimiques dans les molécules
(Lopez- Lorente and Mizaikoff, 2016). Le principe de cette technique est basé sur l'absorp-
tion de la lumiere 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 réalisée sur un spectrophotometre infrarouge modéle SHIMADZU.
L'échantillon est préparé sous forme de pastille KBr (bromure de potassium), qui est un maté-

riau transparent aux infrarouges.

v Procédure

L'échantillon est placé dans le spectrophotometre et une source de rayonnement infra-
rouge estdirigée sur I'échantillon. La lumiere infrarouge qui traverse I'échantillon est ensuite

détectée par un détecteur, et la quantité de lumiére absorbée a chaque fréquence est mesurée.

1.2.3.5. Caractérisation par spectroscopie UV-visible :

La caractérisation par UV (ou spectrophotométrie UV-Visible) est une technique utilisée
pour etudier les propriétés d'absorption de la lumiére des composes organiques (Jablonsky et
al., 2015). Elle permet de mesurer la quantité de lumiere absorbée par une solution en fonc-

tion de la longueur d'onde (Begum et al., 2018).

v' Appareillage

Les mesures UV-Vis ont été effectuées en utilisant un spectrométre UV-Vis (Shimadzu
1800) et une cellule de quartz ayant une capacité volumétrique de 3 ml. L'acquisition de don-
nées 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 données sont traitées en utilisant le lo-

giciel OriginLab.

v" Procédure

Pour la caractérisation du naringine par UV, on prépare une solution de méthanol a une
concentration connue du naringine, 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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1.2.4. Méthodes d’évaluation in vitro de I’activité biologique :

Toutes les expériences 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 l'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).

1.2.4.1. Evaluation de I’activité antioxydante (Test de piégeage du radical libre (DPPH))
A. Principe

D'un point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH est recommandé. pour
des composés contenant des groupes SH, NH et OH. Le 2,2-diphenyl-1- Picrylhydrazyle pos-
sede un électron non apparié sur un azote. Ce radical ne forment pas des dimeres, il reste donc

sous sa forme monomeére qui est relativement stable. (Popovici et al., 2009).

La réduction du DPPH par un agent antioxydant en DPPH-H induit une perte de sa cou-

leur violet foncé qui va sa transforme en jaune pale (Figure 19). (Molyneux, 2004).

Cette réaction qui s'effectue a température ambiante pour éliminer tout risque de dégrada-
tion thermique des molécules thermolabiles (Popovici et al., 2009) peut étre suivie spectro-
photométriguement en mesurant la diminution de son absorbance entre 515-518 nm (Mo-
lyneux, 2004).
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Figure 19 : Forme libre et réduite du DPPHe- (Allaoui et al., 2020)

B. Protocol de I'activité anti-radicalaire par le test DPPH

Selon le protocole décrit par (Bouhamdi, 2012). Le DPPH est caractérisé par une couleur
violéte dont l'intensité est mesurée a 515 nm. En présence d'un donneur d'hydrogéne. Le

DPPH est réduit a la forme non radicalaire de couleur jaune pale (forme d'hydrazine).
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e Préparation de délutions d’extrait

Des dilutions dans méthanol va préparer a partir de l‘extrait brut (solution mére 10 mg/ml).
Pour différentes concentrations de 8mg/ml, 7 mg/ml, 6 mg/ml, 5 mg/ml, et 2.5 mg/ml.
En utilisant la formule suivante C1 V1= C2 V2
v C1: Concentration de I'extrait dans 1 ml ;
v C2: Concentration voulu dans la dilution ;
v" V1: Volume rechercher ;
v" V2: Volume final.Une fois le volume rechercher (V1) est calculé. Le reste du vo-

lume est complété pouratteindre le volume final.

v" Mode opératoire

e Nous avons preparé une solution de DPPH (0.024 mg/ml) par solubilisation de 2.4
mgde DPPH dans 100 ml de méthanol.

e Les tubes control contiennent a la place de I'extrait 50 pl de méthanol et 1.950 ml

de lasolution méthanolique du DPPH fraichement préparée.

e Les autres contiennent 50 ul de différentes concentrations de I'extrait et 1.950
ml desolution de DPPH.

e Le mélange est laissé a l'obscurité a la température ambiante pendant 30 mi-

nutes etmesurée a 517 nm

v Expression des résultats

L<activité antiradicalaire est estimée selon 1‘¢équation suivante :

Activité antiradicalaire% = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs controle] x100

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et
12,5mg/ml. Alors que pour l‘antioxydant standard (alpha-tocoferol), est comprises entre O et

0,1 mg/ml.

IC50 : Concentration de l‘extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du

radical DPPH.

1.2.4.2. Méthodes d’évaluation in silico de I’activité biologique :
1.2.4.2.1. Evaluation de Iactivité biologique par amarrage moléculaire :

L'évaluation de l'activité biologique d'un composé peut Etre réalisée par amarrage molé-
culaire (Shoichet et al., 2002). Une méthode in silico qui permet de prédire I'affinité et la liai-

son d'un ligand a une cible biologique, cette technique est basée sur la connaissance de la
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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 spéci-
fique avec la cible biologique (Vijesh et al., 2013). Cette méthode est particulierement utile
pour accélérer le processus de découverte de meédicaments en réduisant le nombre de compo-
sés a synthétiser et a tester in vitro. Cependant, il est important de noter que les pré-
dictions in silico doivent étre confirmées par des expériences in vitro pour évaluer I'efficacité

et la sécurité du candidat médicament (Jakhar et al., 2020).

A. Préparation des ligands

Dans le cadre de la reéalisation d'études d'amarrage moléculaire, il convient en premier
lieu d'obtenir une structure tridimensionnelle parfaitement optimisée du composé a étudier.
Cette étape est generalement entreprise en recourant a la théorie fonctionnelle de la densité
(DFT), sans recourir & 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 combinai-
son avec l'ensemble de base 6-311G+ +(d,p) (Becke 1993; Frisch et al., 1988). La structure

optimisée de composé est représentée dans la figure 20.

La structure tridimensionnelle de 1‘alpha-tocophérol (Numéro d'acces PubChem:
1742129) provienne du Bank du Médicament (https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/) est présen-
té dans la Figure 21 (Clissold SP et al., 1988).

Figure 20 : Structure de naringine optimisé avec B3LYP/6-311++G(d,p)
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Figure 21 : Representation PyMOL de 1‘alpha-Tocopherol PubChem CID: 1742129

B. Préparation des récepteurs

Les études d'amarrage moléculaire des ligands Naringine et Alpha-Tocopherol ont
été réalisées sur une structure cristalline tridimensionnelle (Tableau 4), 1‘enzyme gluta-
thionne réductase (PDB ID: 1GRE) avec une langueur de séquence egal a 478 acide
amine, extrait de la Protein Data Bank (http://www.pdb.org) (Gilles, C et al., 1996).

Tableau 4 : Structure tridimensionnelle de glutathionne réductase (PDB ID : 1GRE).

glutathione reductase

PDB ID 1GRE
Resolution (A) 2.00

Mutation No

R-Value 0.155

Space Group B112
Chains A

Organism Homo sapiens

C. Expériences d’amarrage moléculaire

Toutes les études de docking ont été effectuées sur un micro-ordinateur Pentium de 3.30
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GHz, doté de 4.00 Go de mémoire RAM et d'un systéeme d'exploitation Windows 10. Pour les
calculs de docking, le programme AutoDock 4.2 (Morris et al., 2009), fondé sur I'algorithme
génétique Lamarckien (LGA) avec recherche GA (Morris, Huey, and Olson, 2008), a éte
utilisé. Les simulations de docking ont été réalisées en utilisant les parametres par défaut, tan-
dis que le nombre de runs a été fixé a 15, avec 150 individus et 2 500 000 évaluations d'éner-
gie. 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 le récepteur, tel
qu‘indiqué dans le tableau 5, 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 recepteur-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 5 : Les parametres de docking sélectionnés pour le récepteur cible

Centre de grille Taille de grille (A)
Récepteur
X Y Z
1GRE 59.532 48 15 60 60 60
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Ce chapitre présente les résultats de I'extraction, de la caractérisation, et de I'étude in sili-
co et in vitro de l'activité biologique du naringine, un composé présent dans la plante de man-
darine. L'objectif principal de cette étude était de déterminer I'activité biologique potentielle
dunaringine en tant que composeé actif pour le développement de nouveaux médicaments. Les
résultats présentés dans ce chapitre fournissent des informations détaillées sur la composition
chimique du naringine, ainsi que sur son activité antioxydant in vitro et ses interactions avec
le protéine cible in silico. Les résultats de cette étude peuvent contribuer a la compréhension
de l'activité biologique du naringine et a son potentiel en tant que composé actif dans le déve-

loppement de nouveaux medicaments pour le traitement de diverses maladies.

I1.1. Caractérisation :
La caractérisation chimique du naringine a éte réalisée pour déterminer sa structure et sa

pureté. Des analyses telles que la spectroscopie UV-Vis, la spectroscopie infrarouge (IR) ont

été effectuées pour caractériser le composé.

I1.1.1. Caractérisation par Chromatographie sur couche mince (C.C.M.) :

Les résultats de la CCM ont montré que le naringine présentait une tache unique (Figure
22) avec une Rf (facteur de rétention) de 0.7407 lorsqu'il était évalué a l'aide de solvant
hexane- méthanol. La tiche de naringine a été révélée en utilisant 1‘iode solide, qui a montré
une coloration orange-brun caracteristique. Ces résultats ont confirmé la présence et la pureté

de naringine dans I'extrait de la plante de mandarine (Giannuzzo et al., 2003).

Figure 22 : Chromatographie sur couche mince (CCM) du naringine
11.1.2. Caractérisation par la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

Les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait un temps de rétention de
34.128 + 0.5 minutes (Figure 23) lorsqu'il était séparé en utilisant le gradient de solvant acé-

tonitrile-méthanol. De plus, les résultats de la HPLC ont montré que le naringine présentait un
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pic unique avec une pureté de 60%. Cela indique que le naringine a été correctement séparé
des autres composants dans l'extrait et que la méthode de purification était efficace (Yusof,
Ghazali, and King, 1990).
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Figure 23 : Chromatogramme de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) du

naringine

11.1.3. Caractérisation par Infrarouge (IR) :

Le naringine extrait de mandarine a été caractérise par spectroscopie infrarouge (IR) pour
confirmer la présence de groupes fonctionnels caractéristiques de la molécule. Le spectre IR
du naringine a été comparé a un spectre IR de référence de naringine, obtenu depuis Alfa Ae-

ser (Figure 24).

Le spectre IR du naringine a montré des pics de vibration caractéristiques pour les liai-
sons O- H, C-H, C=0, et C-0O. Le pic a 3404.91 cm-1 correspond a la liaison O-H caractéris-
tique des groupes phénoliques présents dans la molécule de naringine. Le pic a 2933.92 cm-1
correspond a la vibration des liaisons C-H de l'anneau aromatique. Le pic a 1264.53 cm-1 cor-
respondent a la vibration de la liaison C-O, qui est caractéristique des groupes ester et éther.
Dans le cas de la naringine, cette bande est attribuée a la présence d'un groupement éther. Le
pic a 1519.95 cm-1 est due a la vibration de déformation de la liaison C-C et C-O, qui est ca-
ractéristique des cycles aromatiques. Le pic a 1037.76 cm-1 est due a la vibration

d‘élongation de la liaison C-O- C, qui est caractéristique des groupes éther.
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Figure 24 : Caractérisation du naringine extrait (Linge noire) et naringine référencie (Linge

rouge) par spectroscopie infrarouge (IR)

En comparant le spectre IR du naringine extrait avec le spectre IR de naringine réferen-
cie, il a été observé que les deux spectres présentent des pics de vibration similaires, confir-
mant la présence du naringine dans I'échantillon extrait de mandarine (Ghosal, Ghosh, and
Das, 2018).

I1.1.4. Caractérisation par spectroscopie UV-visible :

La spectroscopie d'absorption UV-visible a été utilisée pour caractériser le naringine ex-
trait de mandarine. Les mesures ont été effectuées a une longueur d'onde de 283 nm (Figure

25), correspondant au maximum d'absorption du naringine.

Le spectre d'absorption UV-visible du naringine a montré un pic extréme a 283 nm, cor-
respondant a une transition m-7* du groupement phénolique. Ce pic est caractéristique de la
présence de groupes phénoliques dans la molécule de naringine, sont responsables de l'ab-

sorption dans cette région du spectre électromagnétique.

En comparant le spectre d'absorption UV-visible du naringine avec celui de la naringine
de référence, il a été observé que les deux spectres présentent des pics d'absorption similaires,
confirmant la présence du naringine dans I'échantillon extrait de mandarine (Cordenonsi et
al., 2017).
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Figure 25 : Spectre UV du naringine extrait (Linge noire) et de naringine référencie (Linge

rouge)

11.2. Evaluation In Vitro de Pactivité antioxydant :

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 ob-

tenir des courbes cinétiques. La capacité antioxydant de la naringine a été exprimée en tant

que 1C50.

La figure 26 montre la courbe d'étalonnage linéaire dans la plage de concentration étudiée

(mg/mL) pour la naringine et 1‘alpha-tocophérol.
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Figure 26 : Droites de pourcentage d‘inhibition en fonction de la concentration pour Narin-
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gine (a) et Alpha-tocophérol (b).

On a remarqué que le pourcentage d‘inhibition du radical libre pour les extraits était infe-
rieur a celui des standards pour toutes les concentrations utilisées. Pour une concentration de
2.8 mg/ml le standard ont révélé un pourcentage d‘inhibition de DPPH de 54% pour 1‘alpha-
tocoferol, et de 37% pour 1‘extrait naringine. Concernant le naringine et le standard, pour une
concentration de 5 mg/ml, le pourcentage d‘inhibition de DPPH est de 40 % pour le naringine
tandis que le standard est de 85%. Ces pourcentages correspondent a 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 étudiee.

Les equations obtenues ont été résumées dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Valeurs IC50 (mg/mL) obtenues en utilisant I'activité de piégeage des
radicauxDPPH.

Composé Equation R? IC50
Naringine y = 1.941x+30.66 0.990 0.099
Alpha-tocophérol y=11.619x +26.89 0.998 0.019

Ces valeurs d'IC50 indiquent la concentration (expriméee en mg/mL) nécessaire pour que
la moitié des radicaux DPPH soient piégés par les composeés testés. La naringine a une valeur
d'IC50 plus élevée de 0.099 mg/mL, ce qui signifie qu'elle est moins efficace pour piéger les
radicaux DPPH par rapport a l'alpha-tocophérol qui a une valeur d'1C50 de 0.019 mg/mL. Ce-

la suggere que l'alpha-tocophérol a une activité antioxydant plus forte que la naringine.

Ces résultats suggérent que la naringine présente une activité inhibitrice de DPPH, bien
gue moins puissante que celle de l'alpha-tocoferol a des concentrations équivalentes. Cepen-
dant, 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, tocophé-
rol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a cé-

der I‘hydrogeéne (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 élevé du groupe-

ments hydroxyles présentent 1°activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a
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leur pouvoir de donner plus d‘atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de Pinedo et
al., 2007), ce qui peut expliquer en partic que l‘activité anti-radicalaire est dépendante du
nombre, de la position et de la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hy-
droxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010). Ainsi,
I‘effet antioxydant n‘est pas seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant
(Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).

11.2.1. Etude spectroscopique de I’interaction avec DPPH :

Le tableau 7 présente I'indépendance de I'absorbance lors de l'ajout progressif de concen-
trations de naringine et alpha-tocophérol au DPPH. Le tableau montre clairement la diminu-

tion de I'absorbance suite a I'ajout des composeés étudieés.

Tableau 7 : Valeurs des absorbances obtenues par test DPPH

Naringine Alpha-tocophérol

C mg/mi Abs C mg/mi Abs
10 0.1 10 0.078

5) 0.342 5 0.072

2.5 0.376 2.5 0.22
1.25 0.334 1.25 0.351
0.625 0.361 0.625 0.334
0.3125 0.351 0.3125 0.34
0.15625 0.38 0.15625 0.338
0.078125 0.346 0.078125 0.349
0.0390625 0.391 0.0390625 0.313
0.01953125 0.335 0.01953125 0.348
0.009765625 0.347 0.009765625 0.363
0.004882813 0.295 0.004882813 0.324
0.002441406 0.32 0.002441406 0.307
0.001220703 0.337 0.001220703 0.305
0.000610352 0.315 0.000610352 0.302
0.000305176 0.329 0.000305176 0.299

11.2.1. Constantes de liaison :

La variation des valeurs d'absorbance par I'augmentation de la concentration de naringine
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et alpha-tocophérol a été utilisée pour évaluer la constante de liaison intrinseque en utilisant
I'équation (1) suivante (Li et al., 2005 ; Aslanoglu, 2006).

A, _  &c L_ G 1
A-Ay €4c—8 Enc 8 K,[Composé]

(1)

Ou [compose] est la concentration de naringine ou alpha-tocophérol, Kb est la constante de liaison,
A0 et A sont respectivement I'absorbance de DPPH en I'absence et en présence de agent antioxydant, et
€G et ¢H-G sont leur coefficient d'extinction respectif.

La constante Kb est obtenue a partir du rapport de l'interception et de la pente du graphique de A0
/(A - A0) en fonction de 1/[compose€], Figure 27.
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Figure 27 : Représente les graphes de Ao/(A-Ao) en fonction de 1/[Composé] utilisés pourcalculer les

constantes de liaison des composés naringine (a) et alpha-tocophérol (b)avec DPPH.

11.2.2. Energie libre de liaison :

Le changement d'énergie libre de liaison a été calculé en utilisant I'équation (2) suivante (B. L.
Wang et al., 2020) :

AG=-RTInK,

Ou AG est I'énergie libre de liaison en KJ.mol-1, R est la constante des gaz parfaits, 8,32 J.mol-

1K-1, et T est la température absolue, 298K. Les valeurs sont présentées dans le tableau 8.
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Tableau 8 : Les valeurs de la constante de liaison et de I'énergie libre de liaison pour
naringineet alpha-tocophérol avec le DPPH a partir des données UV a T

= 298K
_ -AG
Composés Equations R2 K (M1
(KJ.mol?)
Naringine y =-0.015x - 5.079 0.973 3.38 x 10° -31.56
Alpha- tocophérol y=-2.7x-2.684 0.950 9.92 x 10* -28.52

Les résultats obtenus montrent que la naringine et alpha-tocophérol a une forte affinité
avec DPPH, avec des constantes de liaison élevées de 3.38 x 105 M-1 pour la naringine et
9.92 x 104 M-1 pour I‘alpha-tocophérol. Ces valeurs indiquent une forte interaction entre la
naringine et 1‘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 -
31.56 KJ.mol-1 pour la naringine et de -28.52 KJ.mol-1 pour I‘alpha-tocophérol, ce qui sug-
gere que la liaison entre la naringine et 1‘alpha-tocoferol et la macromolécule biologique est

thermodynamiquement favorable (Lanez, Bechki, and Lanez, 2019).

L*¢étude de la variation d‘absorbance en fonction de I‘inverse de la concentration de na-
ringine et alpha-Tocophérol donne des valeurs négatives de 1°énergie libre de Gibbs pour les
composes étudies 1‘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

I‘interaction de cette molécule avec naringine ou alpha-tocophérol par interaction physigue.

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

Pour le naringine, le coefficient de détermination (R2) associé a cette équation est de
0.973, ce qui indique une bonne adéquation du modéle aux données expérimentales. La cons-
tante de liaison (K), qui est une mesure de la force de liaison entre la naringine et DPPH, est
de 3.38 x 105 M-1. Une valeur plus élevée de K indique une liaison plus forte entre la narin-
gine et I'enzyme (Hirose, 2001). La variation d'énergie libre (-AG), qui représente la sponta-

néité de la réaction d'adduction, est de -31.56 kJ/mol.

Pour l'alpha-tocophérol, un coefficient de détermination (R2) de 0.950. La constante de
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liaison
(K) est de 9.92 x 104 M-1, ce qui indique une liaison moins forte entre l'alpha-tocophérol

et le DPPH par rapport a la naringine. La variation d'énergie libre standard (-AG) est de -
28.52 kJ/mol.

Ces données suggerent que la naringine forme des adduits plus forts avec le DPPH par
rapport a l'alpha-tocophérol, comme en témoignent la valeur plus élevée de K et la plus
grande variation d'énergie libre standard (-AG). Cela peut contribuer a son activité inhibitrice

sur le DPPH observée dans les résultats précédents.

11.3. Evaluation in silico de I’activité biologique :

L'amarrage moléculaire est une méthode informatique qui permet de prédire l'interaction
entre une molécule cible et un ligand potentiel (Vijesh et al., 2013). Cette méthode est cou-
ramment utilisée en chimie médicinale pour découvrir de nouveaux médicaments ou pour op-
timiser la conception de molécules existantes (Hanane and Ahlam, 2016). Les résultats de
I'amarrage moléculaire peuvent fournir des informations sur la force et la nature de l'interac-
tion 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 experimentaux nous
allons discuter des résultats obtenus par amarrage moléculaire pour différentes activités biolo-

giques.

11.3.1. Evaluation de Pactivité antioxydant :
11.3.1.1. Simulations d'amarrage :

L¢tude de l'amarrage moléculaire des composés naringine et alpha-tocophérol ont été
ancrés dans 1‘enzyme glutathione réductase afin de prédire le mode de liaison possible des
complexes avec la protéine et de mieux visualiser les interactions. Les études de simulation
moléculaire prédisent également le site de liaison sélectionné ainsi que la meilleure configura-

tion des ligands étudiés a l'intérieur de 1‘enzyme.

Avant d'effectuer les calculs d'amarrage, toutes les molécules d'eau cristallographiques
ont été retirées de la structure cristalline de glutathionne réductase, des atomes d'hydrogene
ont été ajoutés, et des charges partielles ont été attribuées au fichier de structure de gluta-

thionne réductase.

Les énergies libres de liaison, les constantes de liaisons, et les valeurs de 1°'1C50 résul-

tante des adduits ancrés glutathione-réductase naringine et glutathione-réductase alpha-

57



Chapitre 11 Résultats et Discussion

tocophérol est résumée dans le tableau 9.
Tableau 9 : L*énergie libre de liaison AG et IC50 de Naringine et Alpha-Tocophérol obtenu

paramarrage moléculaire.

Adduct Naringine Alpha-tocopherol
AG / kJ.mol*! -33.98 -35.98
IC50 / uyM 20.64 1.31

La vue de I‘interaction présentée dans la (Figure 28) indique le positionnement des com-

plexes étudiés dans le site actif de la protéine.

De plus, les résultats d'amarrage de naringine et alpha-tocophérol avec le glutathion ré-
ductase ont clairement montré la formation des liaisons électrostatiques (Figure 28) entre les

acides aminés de 1‘enzyme et les ligands étudiés.

Figure 28 : Poses d'amarrage de naringine et alpha-tocophérol avec glutathion réductase
(PDBID : 1GRE) illustrant 1‘interaction de tous les ligands.

La distance entre des liaisons formées sont résumées dans le tableau 10.

Tableau 10 : Les distances des liens formés entre 1GRE et Naringine et Alpha-Tocophérol.

Molécule Type de liaisons Acide aminé (numéro de Distance, A

liaison/interactions)
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GLY?29, GLY31, GLY32, 2.60,2.92, 3.36,

Liaison H GLU50, SER51, HIS129, 2.71,2.92, 3.99,
Naringine_1GRE ALA155, ASP178, 2.42,2.64, 3.91,
ASN294, LEU337 3.16
Interactions THR57 3.76
Hydrophobique
Alpha- to- Liaison H SERS51, HIS52, HIS129 2.85, 3.81, 3.07
cophérol_1GRE Interactions THR57, THR156, 3.55, 3.28, 3.68
Hydrophobique ALA342

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
GLY29, GLY31, GLY32, GLU50, SER51, HIS129, ALA155, ASP178, ASN294, LEU337,

avec des distances de liaison allant de 2.42 A 4 3.99 A.

Les résultats montrent également une énergie de liaison de -33.98 kJ/mol et une concen-
tration inhibitrice efficace de 20.64 puM.

Pour Alpha-tocoferol, 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 -35.98 kJ/mol et une concentration inhibitrice efficace de 1.31uM.

Les résultats suggerent que les composés Naringine et Alpha-tocoferol ont une forte affi-
nité de liaison a 1GRE. En outre, 1‘alpha-tocoferol a montré une plus grande activité inhibi-
trice que la naringine, avec une concentration inhibitrice efficace de 1.31 uM, contre 20.64
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 na-
ringine et 1‘alpha-tocoferol et les acides amineés cibles. Une distance trop courte peut entrainer
une interaction trop forte et une déformation de la structure moléculaire, tandis qu'une dis-
tance trop longue peut affaiblir I'interaction et compromettre la spécificité et la force de liai-

son (Perrin and Nielson, 1997). Dans les résultats donnés, les distances de liaison hydrogéne
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observees sont cohérentes avec les interactions de liaison hydrogéne 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 hydrogéne formées avec la naringine. En ce qui con-
cerne les types d'acides aminés impliqués dans les interactions moléculaires entre la naringine
et le 1GRE, il est intéressant de noter que la naringine se lie a des acides aminés chargés
(GLU et HIS) ainsi qu'a des acides aminés 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 hydrogéne et les types d'acides aminés
impliqués dans les interactions entre la naringine et alpha-tocophérol et la cible 1GRE sont
des indicateurs importants de la nature et de la force des interactions moléculaires. Ils fournis-
sent des informations clés pour comprendre la stabilité et la specificité des complexes ligand-

cible formés lors de I'amarrage moléculaire.

Les photographies de 1‘interaction des composés étudiées avec 1GRE sont présentées

dans les figures 29-30 suivants :
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Figure 29 : Présentation 2D et 3D du ligand naringine avec 1GRE.
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Figure 30 : Présentation 2D et 3D du ligand alpha-tocophérol avec 1GRE.

Le tableau 11 fournit une analyse comparative approfondie des valeurs d'énergie de liai-
son et d'IC50 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 simula-
tions in-silico dans I'étude des interactions moléculaires.

Tableau 11 : Comparaison des paramétres de liaison et d‘IC50 pour les activités biolo-

giquesobtenues par UV et amarrage moléculaire.

UV-Vis Amarrage moléculaire
ICso K -AG ICso K -AG
(HM) (M%) (Kdmol*) — (uM)  (M7)  (KJ.mol™)
Naringine 171.63 3.38 x 10° -31.56 20.64 8.95x10° -33.98
2.01
) 34.252 9.92 x 10* -28.52 1.31 -35.98
Alpha-tocophérol x 108

La comparaison entre les résultats obtenus par les tests in vitro (UV-visible), et in silico
(amarrage moléculaire), dans le tableau 11 peut fournir des informations intéressantes sur la
corrélation entre les données expérimentales et les prédictions basées sur la modélisation mo-
léculaire.

Dans le cas de la naringine, les résultats montrent que les valeurs d'IC50 obtenues par les
tests in vitro est de 171.63 uM, tandis que le valeur d'IC50 prédites par I'amarrage moléculaire
in silico est de 20.64 puM. On observe donc une différence notable entre les deux méthodes,

avec des valeurs d'IC50 généralement plus élevées obtenues par les tests in vitro par rapport a
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I‘amarrage moléculaire in silico.

De plus, les valeurs de AG (énergie libre de liaison) obtenues par 1'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 pren-
dre 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 des
facteurs expérimentaux tels que la pureté des échantillons, les conditions de test, et la variabi-
lité 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 pro-
priétés pharmacologiques des molécules étudiées (Di Ventura et al., 2006). Les résultats ex-
périmentaux in vitro peuvent valider les predictions in-silico et fournir des donnéees 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 molécu-
laires a un niveau atomique (Trujillo-Correa et al., 2019).

Discussion générale :

Les résultats in vitro, par la méthode de la spectroscopie électronique révélent que le na-
ringine étudié montrent une inhibition vis-a-vis le DPPH. Les résultats sont exprimeés dans un
premier temps en pourcentage d‘inhibition et ensuite par les IC50 (la concentration d'échantil-
lon nécessaire pour diminuer l'activité radicalaire a 50%). Le pourcentage d‘inhibition varie
d‘un composé a un autre en fonction de la concentration utilisée ; il augmente avec

I‘augmentation de la concentration.

Les valeurs de 1°énergie libre de liaison varient dans le méme ordre que celle de la cons-
tante de liaison ; leur insigne indique la spontanéité de la réaction d‘interaction de DPPH avec

les composés étudiés.

La complexité des extraits bruts en substances poly phénoliques et la synergie entre eux

pour une meilleure activité antioxydant a éte signalée par (Atti Ikram, 2014).

Boland et Tenhave ont postulé en 1947 que les réactions selon lesquelles les composés
phénoliques interferent avec 1‘oxydation des lipides en cédant leurs hydrogénes aux radicaux

lipidiques, puis entrent en compétition avec les réactions de propagation (Atti Ikram, 2014).
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Plusieurs études, ont rapporté que les propriétés thérapeutiques des plantes utilisées en
medecine traditionnelle sont dues a leurs richesse en métabolites secondaires tels que les fla-
vonoides, les triterpenoides, les stérols, les tannins, les alcaloides, les sesquitertepenoides, les
curcumines, les coumarines, les composés phénoliques, les caroténoides, les vitamines (A, E
et C), les huiles essentielles et volatiles et les polysaccharides (Iwalewa et al., 2007 ; Satya-

narayana et al., 2008).

Les aliments riches enpolyphénols et en flavonoides présentent des effets bénéfiques a
I'égard de la santé humaine (Ad Nessrine, 2019).

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un as-
pect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques répon-
dent difféeremment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les compo-
sés phénoliques totaux n‘incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent

étre présents dans un extrait (Atti Ikram, 2014).

Lcutilisation des plantes médicinales est aujourd‘hui la forme de médecine de plus en plus
utilisée a travers le monde. Le recours au traitement par les plantes, ainsi que la recherche des
nouvelles substances a activités biologiques constituent une des plus grandes préoccupations

scientifiques (Djedioui, 2010).

Les composes polyphénoliques sont bien connus comme des agents antioxydants (Leb-
ham, 2005).

Notre travail est complété par 1‘étude de plusicurs conformations d‘un ligand in-silico via
I‘amarrage moléculaire. L'amplitude des énergies libres de liaison calculées indique une afti-
nité de liaison élevée entre glutathion réductase et les ligands étudiés. Les constantes de liai-
son ont été conclues a partir des valeurs d'énergie de liaison a l'aide de I'équation (1) décrite
précédemment. Les valeurs d'énergie libre de liaison obtenues ainsi 1‘IC50 sont trés proches
de celles obtenues par spectroscopie électronique. Ainsi, nous pouvons voir qu'il y avait un
complément mutuel entre les études expérimentales et la technique d'amarrage moléculaire, ce
qui peut valider nos tests expérimentaux et fournit une preuve supplémentaire de l'interaction
d'inhibition.

L'analyse des données a montré que tous les composés sélectionnés ont formé des liai-
sons ¢lectrostatiques soit de type hydrogene ou bien hydrophobique avec 1‘enzyme cible ; il

est remarquable que tous les composés interagissent avec les acides aminés de site actif.

Une étude réalisée par (Kumar VS et al. J Biomed Res, 2014, 28) Le but de cette étude

était d'évaluer l'effet de la naringine sur la maladie intestinale inflammatoire induite expéri-
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mentalement chez le rat a été deduit que le traitement avec la naringine a augmenté de ma-
niére significative la diminution du niveau de GSH (glutathione) et stoppé la progression du
stress oxydatif. Le GSH est un membre indispensable de la famille des piégeurs de radicaux
libres antioxydants, qui convertit le H202 en H20 (Sies H, 1999).

Par conséquent, des niveaux inférieurs de GSH montrent la progression du stress oxydatif
et I'épuisement de I'équilibre entre les enzymes pro et oxydatives dans les cellules (Hagar HH
et al, 2007). Le glutathion réduit (GSH) est le principal agent antioxydant non enzymatique
intracellulaire (Jacob, 2007). Le GST est 1‘'enzyme qui catalyse la conjugaison du glutathion
(GSH), celui-ci possede la capacité de désintoxication, ou semble leur role dans la protection
cellulaire du stress oxydatif (Schwab, 2011).

La naringine est un puissant antioxydant avec capacité de piégeur de radicaux libres, et
divers chercheurs ont également signalé sa chélation des métaux potentiel (Chen et al., 2013).
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Conclusion générale et perspective

I. Conclusion
Ce mémoire a porté sur la caractérisation de la naringine, et son activité biologique in vi-

tro ainsi que sa prédiction in-silico par amarrage moléculaire. Les résultats ont montré que la
naringine possede plusieurs activités biologiques intéressantes, notamment antioxydant, ce qui

en fait un composé potentiellement utile pour la médecine et la pharmacologie.

Concernant l‘activité antioxydant, nous avons étudié le pouvoir antioxydant de 1'e trait de
mandarine par la capacité de piégeage de radical libre DPPH. Nous avons constaté pour
I‘activité antioxydant par la méthode de DPPH, ont remarqué une activité antioxydant trés
importante de naringine. Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons dire que
I'extrait de la plante de mandarine ont une bonne activité antioxydant et une capacité de pié-

geage de radicaux libres intéressante.

L<étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a confirmé les proprietés puis-

santes que possedent les flavonoides a piéger les radicaux libres.

On conclut que nos dérivés ayant un potentiel d‘inhibition de DPPH et nous espérons que
I‘ensemble des résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une premiere étape

dans la recherche des substances biologiquement actives visés a traiter le stress oxydatif.

I1. Perspective :

Les résultats de cette étude ont ouvert de nouvelles perspectives de recherche sur l'utilisa-
tion de naringine pour le traitement de maladies telles que le stress oxydatif. Des études com-
plémentaires pourraient étre menées pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires
sous-jacents de l'activité biologique de la naringine, notamment I'effet sur d'autres enzymes

impliguées dans cette maladie.

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

I'efficacité de la naringine chez I'nhnomme et pour établir une dose thérapeutique optimale.

Enfin, étant donné que I'étude a également révélé des résultats prometteurs pour l'utilisa-
tion de la naringine comme agent antioxydant contre le stress oxydatif, il serait intéressant

d'explorer davantage son potentiel en tant qu'agent antioxydant dans des modéles in vivo.
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