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 ملخص
 حافظة كمواد استخدامها إلى بالإضافة لأنها عديدة، دراسات موضوع للأكسدة المضادة المركباتتعتبر 

 من العديد علاج في تستعمل فإنها الاصطناعية، للاكسدة المضادة المواد استبدال قطري عن الأغذية في

 .الأمراض

و ذلك  ،لثلاثة عشر فلافونويدا للأكسدةقمنا في هذا العمل بدراسة العلاقة بين البنية و الفعالية المضادة 

يتها المضادة ( و فاعلxanthine oxydaseطها التثبيطي لانزيم كزونتين اوكسيداز)بتقدير نشا

  .DPPHلجذور

ان الفلافونويدات   DPPH( المتحصل عليها في اختبارغ/ل74.01الى  0.0076) EC50 بينت قيم

موضع  مضادات اكسدة جيدة. كذلك تبين ان الفعالية المضادة للجذور مرتبطة بعدد والمدروسة عبارة عن 

ا هذا الاختبار من معرفة المعايير البنيوية مكنن ،. لذا Cو  Bو طبيعة المستبدلات الموجودة في الحلقتين

وجود وظيفة  :  و هيفعالية جيدة مضادة للجذور  من اجل الحصول علىالاساسية للفلافونويدات 

   (O-CH3) .  وكسيوغياب وظيفة ميث(  5'،0'،3'،3،5،1 ) في المواضع(OH) هيدروكسيلية 

 بين XO. لفونويدات المدروسة تمثل مثبطات جيدة مي ان جميع الفلااظهرت نتائج اختبار التثبيط الانزي

هي عامل مهم بالنسبة لعملية التثبيط الانزيمي و ذلك  كذلك هذا الاختبار ان الفعالية المضادة للجذور

بالنسبة للفلافونات. اما بالنسبة للفلافونولات فهناك علاقة عكسية بين النشاط التثبيطي و الفعالية المضادة 

 للجذور. 

و لكن يستحسن  ،للفلافونويدات المدروسة للأكسدةهذه الدراسة العلاقة بين البنية و الفعالية المضادة  اثبتت

     النمذجة الجزيئية من اجل فهمها اكثر.  بأدواتدراسة هذه العلاقة 

 

 .الفلافونويدات، للأكسدةالنشاط المضاد  ،DPPH  ،كزونتين اوكسيداز :حاتيالكلمات المف

 



Résumé 
 

Les composés antioxydants font l’objet de nombreux travaux car, en plus de leur utilisation 

comme des conservateurs dans les denrées alimentaires en remplaçant les antioxydants de 

synthèse, ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies. 

Nous nous sommes intéressés dans ce travail à l’étude de la relation structure-activité 

antioxydante de treize flavonoïdes synthétisés par la mesure de leur pouvoir d'inhibition de la 

xanthine oxydase et leurs capacités de piéger le radical libre DPPH. 

Dans le test du DPPH, les valeurs des EC50 obtenues (0,0076 à 10,47 g/l) dévoilent que ces 

flavonoïdes sont de bons agents antioxydants. De plus, l’activité antiradicalaire est dépendant 

du nombre, de la position et de la nature des substituants sur les cycles B et C des flavonoïdes. 

De ce fait, nous avons constaté que critères structuraux essentiels pour avoir une bonne 

activité antiradicalaire de ces flavonoïdes sont : La présence du groupe OH en position 3, 5, 7, 

3’,4’et 5’ et l’absence du groupe O-CH3. 

Les résultats du test d'inhibition enzymatique ont montré que tous les flavonoïdes étudiés sont 

de bons inhibiteurs de XO avec des constantes d'inhibition de l'ordre micromolaire. 

Egalement, nous avons constaté que l'activité antiradicalaire est un facteur important pour le 

bon processus d’inhibition de XO pour les flavones. Mais, inversement pour les flavonols.  

Cette étude confirme la relation structure-activité antioxydante des flavonoïdes étudiés, mais 

il serait également nécessaire de pouvoir mieux comprendre cette relation par l'utilisation des 

approches de modélisation moléculaire.  

 

 
Mots clés : Xanthine oxydase, DPPH., Activité antioxydante, Flavonoïdes.  



Abstract 
 

The antioxidants are the subject of many studies, because in addition to their use as 

preservatives in food products by replacing the synthetic antioxidants, they intervene in the 

treatment of many diseases. 

We have studied in this work the relationship structure- antioxidant activity of thirteen 

flavonoids by measuring their ability to inhibit xanthine oxidase enzyme and reduce DPPH 

free radical. 

In the DPPH assay, the obtained values of EC50  (0.0076 to 10.47 g/l) reveal that these 

flavonoids are good antioxidants. In addition, the anti-radical activity is dependent of the 

number, position and nature of substituents on B and C rings of flavonoids. Thus, we have 

established that essential structural requirements for good scavenging activity of these 

flavonoids are: the presence of the OH group in position 3, 5, 7, 3 ', 4' and 5 'and the absence 

of the O-CH3. 

The results of the enzyme inhibition assay, showed that all studied flavonoids are good 

inhibitors of XO with inhibition constants in the micromolar range. Also, we have found that 

the anti-radical activity is a significant factor for the good XO inhibition process of flavones.  

This study confirms the structure-antioxidant activity relationship of the studied flavonoids, 

but it would also be necessary to better understand this relationship by using molecular 

modeling approaches. 

 

Keywords: Xanthine oxidase, DPPH. Antioxidant activity, Flavonoids. 
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I. Introduction générale 

Les antioxydants synthétiques comme les flavonoïdes sont généralement préparés au 

laboratoire, et principalement à partir de composants chimiques. Dans l’industrie alimentaire, 

l’ajout d’antioxydants naturels dans les aliments est une technique complètement nouvelle. 

Depuis 1980, les antioxydants naturels sont apparus comme alternative aux antioxydants 

synthèse, ils sont aujourd’hui généralement préférés par les consommateurs. Toutefois, le fait 

de trouver communément une substance dans un aliment ne constitue pas une garantie de son 

absence totale de toxicité. Les antioxydants Synthétiques ont été testés quant à leurs effets 

carcinogènes ou mutagènes, mais de nombreux constituants naturels des aliments n’ont pas 

encore été testés (Pelli, 2003). 

Les flavonoïdes constituent un groupe de produits naturels appartenant à la famille des 

polyphénols. Structuralement, les flavonoïdes ont un squelette de base commun constitué de 

15 atomes de carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B (Figure 1). Selon la 

structure du cycle intermédiaire (cycle C), les flavonoïdes se répartissent en plusieurs classes 

de molécules dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les 

dihydroflavonols, les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols (Oka, 1972). 

 

Figure 1 : Structure de base des flavonoïdes et squelette flavonoïdique le plus fréquent. 

Les flavonoïdes se sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes. Ces 

molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont 

omniprésentes dans les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge 

et d’autres parties de la plante (Tsimogiannins, 2006). Elles sont considérées comme des 

pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus 

photosynthétiques (Mukohata, 1978), dans la régulation de gêne et dans le métabolisme de 

croissance (Havsteen, 2002). 

Ces dernières années plusieurs recherches ont mis en évidence l’activité antioxydante des 

flavonoïdes. Ce sont des composés avec une activité antioxydante prononcée. Les flavonoïdes 
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expriment les propriétés antioxydantes par : le piégeage direct des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) tels que les radicaux hydroxyles (OH
.
), et superoxydes (O

.
2), la suppression 

de la formation des ERO par l’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions 

métalliques, impliqués dans leur production et la protection des systèmes de défense 

antioxydants de l’organisme. En revanche, les flavonoïdes jouent parfois un rôle de pro-

oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation 

et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogène (Laughton, 

1989). 

De multiples systèmes enzymatiques sont responsables de la production d’ERO. Ces enzymes 

incluent la xanthine oxydase (notées XO), les cyclooxygénases (notées COX), les 

Lipooxygénases (notées LOX). Or, les flavonoïdes ont été décrits comme des inhibiteurs 

efficaces de ces enzymes. Ainsi, ils permettent de combattre le stress oxydant en régulant la 

quantité d’ERO. Certains flavonoïdes jouent un rôle très important dans l’inhibition de 

l’enzyme xanthine oxydase (Freddy, 2013).  

La xanthine oxydase (XO) est une molybdoflavoenzyme qui a été identifiée par Schardinger 

en 1902 (Schardinger, 1902). Sa structure cristalline représentée dans la figure 3 a été 

déterminée en 2000 par Enroth et coll. (Enroth, 2000). Elle est obtenue par une transformation 

protéolytique de la xanthine déshydrogénase. En effet, on distingue deux types de xanthine 

oxydase dans les cellules, l’une la xanthine déshydrogénase (XD) et l’autre, la xanthine 

oxydase (XO), les deux enzymes étant interconvertibles. La xanthine oxydase peut avoir 

plusieurs origines (Bray, 1975; Waud, 1976) dont la plus simple est celle obtenue par la 

purification du lait des bovins (Massey, 1997). 

Depuis que McCord et Fridovich (1968) ont montré que la XO est une source de génération 

des radicaux libres, de nombreuses études ont été réalisées et montré son implication dans 

plusieurs pathologies telles que l’infection virale (Akaike,1990), l’inflammation (Blake, 1997), 

les tumeurs de cerveau (Kokoglu, 1990), les problèmes cardiovasculaires (Griendling, 2000) et 

dans le processus de l’ischémie-reperfusion (Granger, 1986). 

C’est dans ce contexte que nous avons souhaité d'étudier la relation structure-activité 

antioxydante de treize flavonoïdes synthétisés, par la mesure de leur pouvoir d'inhibition de la 

xanthine oxydase et leurs capacités de piéger le radical libre DPPH. 
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II. Matériel et méthodes 

II.1. Matériel et produits chimiques 

II.1.1. La xanthine oxydase 

La xanthine oxydase (EC.1.1.3.22) est une enzyme indispensable au métabolisme des purines, 

qui catalyse l'oxydation de la xanthine et l'hypoxanthine en acide urique, et la production de 

superoxyde et de peroxyde d'hydrogène (Figure 2). Sa structure cristalline est illustrée dans la 

Figure 3.    

 

Figure 2 : La transformation de l'hypoxanthine et la xanthine par la XO en acide urique (Lin, 2015)  

La xanthine oxydase du lait de bovin (Sigma-Aldrich) utilisée dans notre travail est 

caractérisée par un poids moléculaire de 283 kDa. Et une activité enzymatique spécifique de 

0,11UN/mg de solide. 

 

Figure 3 : La structure cristalline de la xanthine oxydase du lait de bovin (Hamlaoui, 2014). 
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II.1.2. Les Flavonoïdes étudiés   

Les flavonoïdes synthétiques étudiés proviennent de deux familles différentes : Flavonol et 

Flavone (Tableau 1). 

Tableau 1 : Les flavonoïdes synthétiques étudiés. 

 
1) Quercétine (Flavonol) 

 

 
 

2) Apigénine (Flavone) 

 
3)  Kaempférol (Flavonol) 

 
4) Chrysine (Flavone) 

 
5) Tectochrysine (Flavone) 

 
6) Fisétine (Flavonol) 

 
7) Tricetine (Flavone) 

 

 
8) Dihydroxy 5,7 triméthoxy 

3’,4’,5’ flavone (flavone) 
 

 
9) Pratol (Flavone) 

 

 
10) Ermanine (Flavonol) 

 

 
11) Trihydroxy 3’,4’,5’ flavone 

(Flavone) 

 
12) Lutéoline (Flavone) 

 
13)  2’Méthoxyflavone (Flavone) 
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II.1.3. Réactifs chimiques 

Tous les produits utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé (Tableau 2). 

Tableau 2 : Réactifs chimiques utilisés. 

Produits Marque 

Acide chlorhydrique (37%), Hydroxyde de sodium,  

Phosphate de sodium ( HP .12 O). 

Acide Urique ( ). 

Xanthine (X) ( ). 

DPPH (2,2-diphényl1-picrylhydrazyl). 

 

 

SIGMA-ALDRICH 

Diméthyle sulfoxide ( OS) (99%). 

Dihydrogénophosphate de sodium ( P .2 O). 

 

BIOCHEM 

Hydroxyde d’ammonium (NH4OH) (31%).  CHEMINOVA 

Vitamine C. Prolabo 

II.2. Méthodes   

II.2.1. Evaluation de l’activité antioxydante 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l’activité antioxydante, nommées 

d’après le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par exemple : 

l’inhibition de la Xanthine oxydase et le piégeage du radical libre DPPH (2,2- diphényl-1-

picrylhydrazyl), FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical 

absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 

3-ethyl-benzothyazoline 6-sulphonate) etc. Il est à indiquer que différentes méthodes donnent 

des résultats assez différents et devraient être appliquées préférentiellement pour la 

comparaison de produits similaires (Georgieva, 2010). Dans ce travail nous avons utilisé deux 

méthodes chimiques in vitro : le test DPPH et l'inhibition de l’enzyme XO.   
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II.2.1.a. Test du piégeage du radical libre DPPH 

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut l’un des premiers radicaux libres 

(Figure 4) utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés 

phénoliques (Blois, 1958 ; Brand, 1995). Il possède un électron non apparie sur un atome du 

pont d’azote (Popovici, 2009).  

 

Figure 4 : Structure chimique du radical libre DPPH• (Popovici, 2009). 

En présence de capteurs de radicaux libres, le radical DPPH (2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

de couleur violette vire au jaune (Cuendet, 1997 ; Burits, 2000). Ceci permet de suivre la 

cinétique de décoloration de ce radical à 517 nm. Pour cela, 50 µl de chacune des différentes 

concentrations des flavonoïdes ont été incubés avec 1450 µl d’une solution méthanolique de 

DPPH (60µM). Après une période d’incubation de 30 minutes, les absorbances à 517 nm ont 

été enregistrées à l'aide d'un spectrophotomètre UV-visible (Shimadzu 1800), où le contrôle 

négatif est constitué par la solution DPPH sans flavonoïdes. Les résultats obtenus pour chaque 

flavonoïde testé ainsi la vitamine C ont été exprimés par le paramètre EC50. Ce paramètre, qui 

détermine la concentration efficace pour réduire 50% de la concentration totale du DPPH
.
 

initialement introduite, a été calculée à partir de l’équation qui donne le pourcentage 

d’efficacité (antiradicalaire) en fonction de la concentration de l’inhibiteur (Cuendet, 1997; 

Burits, 2000). 

Le pourcentage antiradicalaire (PAR %) du radical DPPH par les flavonoïdes a été calculé à 

l’aide de la relation suivante: 

PAR % = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC : absorbance en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif). 

AE : absorbance en présence de l’inhibiteur (échantillon). 
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II.2.2.b. Test de l'inhibition de la xanthine oxydase   

L’activité totale de la XO a été estimée en suivant l’augmentation de la production de l’acide 

urique à 294 nm, en présence de la xanthine comme substrat de l’enzyme.  

  Préparation de la courbe d’étalonnage de l’acide urique 

En vue d’étudier l’activité enzymatique de XO sur la xanthine comme substrat, nous avons 

dosé l'acide urique lors de la transformation de ce substrat. Pour se faire, une courbe 

d’étalonnage de l'acide urique doit être préalablement établie. 

À partir d'une solution mère de l’acide urique de concentration massique 0,05g/l préparée 

dans le NaOH à 0,05M., une gamme de dilution a été préparée (0,001-0,008g/l). Les solutions 

ont été incubés dans un bain marie pendant 40 minutes à 37°C, puis la densité optique a été 

mesurée immédiatement à 294 nm contre un blanc. Les valeurs de densité optique ainsi 

obtenues, nous ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de l'acide urique. 

 Etude de la cinétique enzymatique de XO avec et sans inhibiteurs 

L’effet inhibiteur des flavonoïdes sur l’activité de la XO a été étudié 

spectrophotométriquement en suivant la quantité de l’acide urique produit par oxydation de la 

xanthine (Robak, 1988 ; Boumerfeg, 2009). 

 Les mesures d’inhibition ont été réalisées pour 5 concentrations différentes de xanthine 

dissous dans un tampon phosphaté de sodium saturé on air (Na2HPO4 / NaH2PO4, 0,2M, pH 

7,8), en présence de plusieurs concentrations de chaque flavonoïde (préparées dans le DMSO) 

(Robak, 1988 ; Boumerfeg, 2009). Après ajout de la XO (0,15g/l), le mélange réactionnel a été 

incubé à 37°C pendant 40 minutes, puis les mesures de densité optique ont été effectuées 

immédiatement à 294 nm dans un spectrophotomètre UV-visible (Shimadzu 1800). 

L'activité enzymatique de XO est exprimée en μM de produit formé par minute. La vitesse 

initiale (v0) de la réaction enzymatique déterminée pour des concentrations variables en 

flavonoïde, nous a permis de tracer les représentations graphiques de Lineweaver-Burk (1/ v0 

= f (1/[S]4). A partir de ces tracés, on a pu déterminer alors le type d'inhibition et la constante 

d'inhibition (ki) en présence de chaque flavonoïde.  
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III. Résultats et discussion 

L’activité antioxydante ne doit pas être conclue sur la base d’un seul modèle de test 

antioxydant. En pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer les 

activités antioxydantes avec les échantillons d’intérêt. Un autre aspect est qu’antioxydant des 

modèles de test varient dans les différents points de vue. Par conséquent, il est difficile pour 

comparer une méthode entièrement à autre. Dans une certaine mesure, la comparaison entre 

différentes méthodes in vitro a été effectuée par plusieurs auteurs (Badarinath, 2010 ; Nur 

alam, 2013). Or, dans notre travail, l’activité antioxydante des flavonoïdes a été évaluée in 

vitro par deux méthodes différentes : la méthode de réduction du radical libre DPPH
. 

et 

l’inhibition de la xanthine oxydase. 

 III.1. Test du piégeage du radical libre DPPH 

Les potentiels antioxydants des différents flavonoïdes sont exprimés par un paramètre appelée 

EC50. Plus la valeur de l’EC50 est faible, plus le potentiel antioxydant des flavonoïdes est fort. 

Cette valeur est déterminée graphiquement à partir d’une courbe linéaire représentant le 

pourcentage antiradicalaire en fonction des concentrations croissantes de la vitamine C 

(Figure 5) et des flavonoïdes (Figures 6).  

 

 

 

Figure 5 : Pourcentage antiradicalaire en fonction de différentes concentrations croissantes de la 

vitamine C dans le test du DPPH. 
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Figure 6 : Pourcentage antiradicalaire en fonction des concentrations croissantes de chaque flavonoïde 

dans le test du DPPH. 
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Nous avons pris une moyenne d’EC50 calculée à partir de deux tests séparés pour chaque 

flavonoïde. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 3. La valeur d'EC50 obtenue pour 

chaque flavonoïde a été comparée à celle de la vitamine C.  

Tableau 3 : Les valeurs d'EC50 des différents flavonoïdes et la vitamine C  

mesurés par le test du DPPH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de 

mécanismes : (i) la libération de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle (cinétique 

rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) ; (ii) la libération d’un électron (cinétique 

lente des dérivées glycosylées et des anthocyanes) (Nanjo, 1996). Dans le cas des composés 

phénoliques (Φ-OH), le mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par 

le transfert de l’atome H sur le DPPH• alors transformé en une molécule stable DPPHH. 

Flavonoïde EC50 (g/l)       

2’Methoxyflavone / 

Quercétine 0,0076 ±… 

Kaempférol 0,0110 ±… 

Fisétine  0 ,0109 ±0,0010 

Apigénine 0,0145 ±… 

Lutéoline    0,0143 ±0,0003 

Tricetine 0,0139 ±0,0009 

Trihydroxy3’,4’,5’flavone  1,9546 ±0,0002 

Chrysine 2,0316 ±… 

Ermanine 2,0792 ±… 

Dihydroxy5,7triméthoxy3’,4’,5’flavone 2,9550 ±… 

Tectochrysine 4,5871 ±… 

Pratol 10,4690 ±… 

  

Vitamine C 0,0041±00 
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La capacité antiradicalaire ne peut être mesurée directement, mais par contrôle de l’effet de la 

réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de réduction, 

notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH•, type de 

solvants, pH) et le profil phénolique en particulier (Molyneux, 2004). 

D’après les résultats mentionnés dans le Tableau 3 tous les flavonoïdes présentent des valeurs 

d’EC50 supérieures à la valeur de substance de référence qui a montré une activité 

antioxydante puissante avec une EC50 de l’ordre de 4,1 mg/l. 

 Parmi les flavonoïdes étudiés (Quercétine, Fisétine, Kaempférol, Tricétine, Lutéoline, 

Apigénine, Trihydroxy3’,4’,5’flavone) représentes les flavonoïdes les plus actifs avec des 

valeurs d’EC50 de l’ordre de (0,0076g/l, 0,0109g/l, 0,0110g/l, 0,0139g/l, 0,0143g/l, 0,0145g/l, 

1,9546g/l) respectivement. Alors que le Patrole possède une très faible activité (EC50 = 

10,4690g/l) (Tableau 3). De plus, les flavonols investigués montrent des capacités 

antioxydantes plus importantes que celle observées pour les flavones. 

Notre étude confirme également une certaine corrélation entre le nombre des groupes 

hydroxyle sur le squelette flavonoïdique et l’activité antiradicalaire. Des études sur la relation 

entre la structure chimique des flavonoïdes et leur pouvoir piégeur des radicaux libres ont 

montré que l’activité antiradicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature 

des substituants sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, métoxylés, glycosylés) et le 

degré de polymérisation (Nanjo, 1996) .Ces mêmes paramètres sont liés également à la 

polarité des composés. Il y a une information contradictoire à propos du degré jusqu’au quel 

la polymérisation a un effet positif sur l’activité antiradicalaire. Des résultats comparatifs 

montrent que l’activité antioxydante croît à un degré de polymérisation faible, inférieur à 3 

(Iacopini, 2008). 

Ces résultats sont en accord avec les études établies entre la structure des flavonoïdes et leur 

capacité à piéger les radicaux DPPH (Heim, 2002). En effet, de nombreuses études convergent 

pour proposer que l’activité dépende essentiellement de trois critères à savoir, la présence 

d’un groupe catéchol sur le cycle B (3’, 4’ -OH), la double liaison C2-C3 conjuguée avec la 

fonction 4-oxo et la présence du groupe 3-OH (Heim, 2002). 

Les groupes 2’ -OH, 3’ -OH, 4’ -OH, 5-OH et 7-OH caractérisent les flavonols. Alors, la 

capacité de ces groupes hydroxyles à donner un atome d’hydrogène peut expliquer l’activité 
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antioxydante des flavonol étudiés dans notre travail.  La délocalisation des électrons pouvant 

exister d’une part entre le cycle A et le groupe 8-oxo, et d’autre part entre le cycle B et le 

groupe 7’-oxo, peut également participer à la capacité des flavonols à piéger les radicaux 

DPPH. 

Les résultats obtenus à travers ce screening antioxydant ont révélé que les critères structuraux 

essentiels pour avoir une bonne activité antiradicalaire des flavonoïdes sont : 

    La présence du groupe OH en position 3, 5 et 7 ; 

    La présence du groupe OH dans le cycle B en position 3’,4’et 5’ ; 

    L’absence du groupe O-CH3. 

III.2. Test d'inhibition de la xanthine oxydase 

Pour mesurer la capacité antioxydante des flavonoïdes (à piéger les radicaux superoxydes), 

nous avons utilisé le système enzymatique xanthine/xanthine oxydase comme générateur de 

ces radicaux. Donc, soit les molécules étudiées piègent directement le radical O2
.-
 formé, soit 

elles inhibent la xanthine oxydase (XO), réduisant ainsi sa capacité à produire les radicaux 

superoxydes. Un autre produit de cette réaction enzymatique est l’acide urique caractérisé par 

une longueur d’onde d’absorption à 294 nm, cet acide nous a permis d’évaluer l’aptitude des 

flavonoïdes à inhiber la XO. Moins il s’en forme, plus l’inhibition est importante, 

indépendamment du piégeage direct. 

La cinétique de XO est basée sur la courbe d’étalonnage de l’acide urique (Figure 7). Nous 

avons pu déterminer les concentrations de l’acide urique libéré dans le milieu réactionnel pour 

des différentes concentrations de xanthine. Les valeurs obtenues des concentrations, nous ont 

permis de tracer la courbe de la cinétique de l’enzyme (Figure 8).   
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de l’acide urique. 

La représentation graphique V= f([S0]) (Figure 8), montre que la xanthine oxydase suit une 

cinétique Michaëlienne. D’après ce graphe, on constante que la relation est proportionnelle 

entre la concentration et la vitesse enzymatique dans un domaine de linéarité qui s’arrête à 

une concentration de substrat de 0,005g/l où la courbe dévie montrant un plateau qui est 

expliqué par le fait que les sites actifs de la xanthine oxydase sont saturés.  

 

Figure 8 : Courbe de la cinétique enzymatique de XO. 
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La représentation de Lineweaver-Burk (Figure 9) nous a permis de déterminer les différents 

paramètres cinétiques de XO à savoir la vitesse maximale ( )  et la constante de 

Michaëlis-Menten ( ). La vitesse maximale est de 7,13.10
-4

 mM/min et la constante de 

Michaëlis-Menten = 0,02 g/l.   

y = 27,831x + 1400,8
R² = 0,9994
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Figure 9 : Représentation de Lineweaver-Burk de XO (sans inhibiteur). 

Dans le but de trouver un inhibiteur de XO, nous avons donc étudié l’effet des flavonoïdes sur 

l’activité de XO à des concentrations variables. Les mesures ont été effectuées avec la 

xanthine comme substrat de l’enzyme. L’influence du temps d’incubation sur l’inhibition de 

l’activité enzymatique par les flavonoïdes a été examinée jusqu’à 40min. 

D’après les tracés de la variation de l’inverse des vitesses réactionnelles en fonction des 

concentrations des substrats exprimés en g/l pour différentes concentrations d'inhibiteurs 

(Figures 10-22), nous avons déterminé les types et la constante d’inhibition ( ) de chaque 

flavonoïde. De-ce-fait, les type d’inhibition ont été déduit à partir du point d'intersection des 

droites de la représentation de Lineweaver-Burk, tandis que les constantes d’inhibition, sont 

calculée alors en utilisant les équations de régression linéaire de ces des droites.  
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Figure 10 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Quercétine. 

 

 

Figure 11 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de l’Apigénine. 
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Figure 12 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de Kaempférol. 

 

 

 

 

Figure 13 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Chrysine. 
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Figure 14 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Tectochrysine. 

 

  

 

Figure 15 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Fisétine. 
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Figure 16 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Tricétine. 

 

 

 

Figure 17 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de Dihydroxy5,7triméthoxy 

3’,4’,5’flavone.  
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Figure 18 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de Patrole. 

 

 
 

Figure 19 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de l'Ermanine. 
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Figure 20 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la 

Trihydroxy3’,4’,5’flavone. 

 

 

Figure 21 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la Lutéoline. 

 

 

Figure 22 : Représentation de Lineweaver-Burk de la XO en présence de la 2’-Methoxyflavone. 
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Les résultats de l’effet inhibiteur des treize flavonoïdes sur l’activité de la XO du lait bovin 

sont mentionnés dans le Tableau 4 Nous avons pris une moyenne d’Ki calculée à partir de 

trois tests séparés pour chaque flavonoïde. Les résultats obtenus montrent que tous les 

flavonoïdes inhibent l’activité de la XO très significativement d’une manière dose-

dépendante. 

Tableau 4 : Constante et type d'inhibition des différents flavonoïdes sur la XO. 

 

L’ensemble des résultats obtenus montrent que la Tricetine, la Lutéoline, l’Apigénine et la 

Trihydroxy3’,4’,5’ flavone présentent des  faibles (0,02g/l, 0,021g/l, 0.022g/l, 0,027g/l 

respectivement) ce qui prouve que se sont de bons inhibiteurs. Par contre, la Quercétine, 

l'Ermanine, le Kaempférol, la Fisétine et la 2’-Methoxy-flavone dévoilent des valeurs de Ki 

relativement grand de l’ordre (0,055g/l-0,068g/l). Les flavonoïdes étudiés montrent des 

inhibitions réversibles de type compétitive, incompétitive et noncompétitive.  

Il existe des substances qui inhibent la XO en bloquant la fixation du substrat aux sites actifs 

de l’enzyme (Skibo, 1986; Sanders, 1997) donc l’inhibition de l’activité de la XO par les 

Flavonoïde Type d’inhibition                (g/l) 

Tricetine Noncompétitive mixte 0,02/0,027   

Lutéoline Noncompétitive simple 0,021 

Apigénine Compétitive 0,022 

Trihydroxy-3’,4’,5’-flavone Compétitive 0,027 

Chrysine Compétitive 0,030 

Pratol Noncompétitive simple 0,033 

Tectochrysine Noncompétitive simple 0,033 

Dihydroxy 5,7-triméthoxy 3’,4’,5’-Flavone Incompétitive 0,047 

Ermanine Noncompétitive simple 0,052 

Quercétine Compétitive 0,055 

Kaempférol Compétitive 0,056 

Fisétine Noncompétitive simple 0,057 

2’-Méthoxyflavone Noncompétitive simple 0,068 
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flavonoïdes est traduite par la présence d’un ou de plusieurs composés agissant sur les sites 

actifs, Mo et FAD, de l’enzyme. De nombreuses études ont évalué l’effet inhibiteur de 

différent flavonoïde sur l’activité de la XO (Owen, 1999; Kong, 2000; Sweeney, 2001; Zhu, 

2004; Ferraz, 2006; Umamaheswari, 2007). 

Cos et ses collaborateurs (1998) ont déterminé la relation entre la structure chimique des 

flavonoïdes et leurs activités inhibitrices de la XO. Ils ont montré que la présence de la double 

liaison entre les carbones C2 et C3 et l’absence du groupe hydroxyle en C3 des flavonoïdes 

augmentent leur activité inhibitrice.  

D’autres coumarines telles que la 4-méthylcoumarine, 6-hydroxy-4-méthylcoumarine ont été 

décrites comme étant d’efficaces inhibiteurs (Lin, 2008). Ces auteurs indiquent que les 

groupements hydroxyles en position 6 et 7 au niveau de la structure générale d’une 

coumarine, sont responsables de ce pouvoir inhibiteur de la xanthine oxydase. Or, la structure 

de l’esculine comporte un sucre en position 6 et un seul groupement hydroxyle en position 7, 

celui-ci participerait à la capacité inhibitrice de l’esculine.  

De ce fait, les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les critères suivants :  

 L’absence du groupe hydroxyle en position C3. 

 La présence du groupe hydroxyle en position (C5 et C7). 

 La présence du groupe hydroxyle en position (C3’, C4’, C5’).  

 Les flavonoïdes possédant O-CH3 ont des activités inférieures à celles des autres 

flavonoïdes.  

Afin de de dévoiler la relation entre l’activité antiradicalaire et l’activité inhibitrice de XO des 

flavonoïdes étudiés, nous avons tracé la courbe représentant la variation des constantes 

d’inhibition Ki en fonction des valeurs d’EC50 (Figure 23). A partir de ce tracé, on distingue 

deux séries, dont chacune reflète un ensemble de flavonoïdes possédant deux tendances 

différentes en pouvoir antioxydant versus l'inhibition de XO. Dans la première série (Orange), 

on voit que l'activité antiradicalaire est un facteur important pour le bon processus 

d’inhibition de XO, ainsi les flavonoïdes qui ont donné des capacités antioxydante 

importantes se sont également de bons inhibiteurs de cette enzyme et renferment une structure 

de flavone qui se diffère à la substitution sur le cycle B. 
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Figure 23 : Corrélation entre Ki et EC50 des flavonoïdes étudiés. 

Par contre, dans la deuxième série (Bleu), on constate que les flavonoïdes qui ont présenté des 

activités importantes dans le test de DPPH, adressent un pouvoir inhibiteur de XO faible. Ces 

flavonoïdes présentent une structure de Flavonol. Alors, on peut conclure que les flavone se 

sont de bons antioxydants et  bons inhibiteurs de XO. Ceci montre l’importance de la double 

liaison C2-C3 dans l’inhibition de la XO et la neutralisation du radical DPPH
.
. Cette double 

liaison et la conjugaison qu'elle induit, entraîne la coplanarité du cycle B avec les cycles A et 

C. Egalement, les substitutions sur le cycle A et B modifient l’activité antiradicalaire et 

l’activité enzymatique, notamment les groupes hydroxyle.    

En fin, le degré d'hydroxylation, la méthylation, la présence d'une ou de deux molécules de 

glucides ou leur mode de liaison influent sur les propriétés effectrices des flavonoïdes vis-à-

vis la xanthine oxydase. Ces résultats laissent présumer que la configuration stérique des 

sommets substitués n'interfère pas directement avec les sites actifs des enzymes. L'examen 

des courbes d'inhibition nous incite à formuler l'hypothèse que les effecteurs (flavonoïdes) 

agissent sur la XO soit d'une altération de structure moléculaire de l'enzyme soit du masquage 

du site actif. Ces résultats sont comparables à ceux trouvés dans la littérature (Jacqueline, 

2002 ; Danijela, 2015).  
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IV. Conclusion générale 

L'inventaire des flavonoïdes dans le règne végétal progresse activement depuis des décennies 

et s'enrichit sans cesse de substances nouvelles. Par ailleurs, différentes études ont révélé une 

corrélation entre la structure des flavonoïdes et l’activité antioxydante. C'est dans ce contexte 

que nous nous sommes intéressés d’évaluer les capacités antioxydantes de treize flavonoïdes 

synthétisés selon la méthode de piégeage du radical libre DPPH et celle de l'inhibition d'une 

enzyme oxydative ; la xanthine oxydase.  

A travers les résultats obtenus dans ce travail, nous avons présenté quelques observations et 

proposé des interprétations concernant l’activité antioxydante des flavonoïdes étudiés. Tout 

d’abord, le test du DPPH a montré une réponse inhibitrice du radical variable d’un flavonoïde 

à un autre. Ainsi, les valeurs des EC50 obtenues (0,0076 à 10,47 g/l) dévoilent que ces 

flavonoïdes sont de bons agents antioxydants. De plus, cette étude a dévoilé la relation entre 

la structure chimique des flavonoïdes et leur pouvoir piégeur des radicaux libres DPPH
.
. Or, 

l’activité antiradicalaire est dépendante du nombre, de la position et de la nature des 

substituants sur les cycles B et C, et subséquemment les critères structuraux essentiels pour 

avoir une bonne activité antiradicalaire de ces flavonoïdes sont : La présence du groupe OH 

en position 3, 5, 7, 3’,4’et 5’ et l’absence du groupe O-CH3. 

Comparativement au test du DPPH, le test d'inhibition enzymatique a montré son efficacité à 

l’étude relative au pouvoir antioxydant. Ce test a permis de confirmer que tous les flavonoïdes 

étudiés sont de bons inhibiteurs de XO. Egalement, nous avons constaté que l'activité 

antiradicalaire est un facteur important pour le bon processus d’inhibition de XO pour les 

flavones. Tandis que, nous avons observé une diminution de la capacité antiradicalaire des 

flavonols lors une augmentation du potentiel inhibiteur de XO. De ce fait, ces résultats 

indiquent que l’activité inhibitrice de XO des flavonoïdes n’est pas directement liée à leurs 

capacités antiradicalaires, mais à la présence des groupes hydroxyles en position C5, C7, C3’, 

C4’ et C5’ et à l'absence du groupe métoxy (O-CH3). 

En perspective de cette étude, il est important de compléter ce travail par l'étude des autres 

activités antioxydante in vitro et in vivo. Il est également intéressant de pouvoir mieux 

comprendre la relation structure-activité des flavonoïdes investigués par l'utilisation des outils 

de modélisation moléculaire.  
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