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Résumé :

Les flavonoides co-présents dans un extrait de plante créent entre eux des interactions
moléculaires. L’investigation de ces interactions flavonoide-flavonoide a été menée par
Iévaluation in vitro de lactivité antioxydante des mélanges binaires de neuf flavonoides
préparés dans du méthanol. La capacité antioxydante a été évaluée par deux méthodes
spectrophotométriques avec le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), l'acide 2,2'-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS). Le pouvoir réducteur vis-a-vis de l'ion ferrique a
été également évalué par la méthode « Ferric Reducing Antioxidant Power » (FRAP). A partir
des valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (ICs), les activités antioxydantes des
différentes molécules ont été déterminées. Les valeurs obtenues permettent de classer les
molécules en trois grands groupes : les flavonoides actifs (FA), les flavonoides moyennement
actifs (FAM) et les flavonoides non actifs (FNA). La quercétine exhibe la plus grande valeur
pour 'activité antioxydante avec des valeurs de 1Cs5 (uM) de 95,5 + 0,3 ; 38,0 + 0,4 et 32,2 +
0,2 obtenues respectivement pour les méthodes DPPH, ABTS et FRAP. A partir des indices de
combinaison (Cl) des mélanges binaires, l'interaction antagoniste a été plus observée avec la
méthode DPPH, la synergie observée avec la méthode FRAP, tandis que la méthode ABTS est
plus marquée avec les effets additifs. Ces tendances sont remarquables spécifiquement avec la
quercétine et la catéchine qui appartiennent au groupe FA. En analyse ABTS, avec un
CI = 0,74, l'effet le plus synergique, a été révélé pour le mélange binaire ériodictyol-hespérétine.
L’effet antagoniste le plus fort est obtenu avec la combinaison apigénine—lutéoline-7-glucoside
(CI =1,72) en analyse DPPH. La glycosylation et la méthylation sont des facteurs structuraux
favorables a I'antagonisme. La diversité des interactions entre flavonoides exprimée a travers
les effets antagonistes ou synergiques, révélée par les capacités antioxydantes est a prendre en
compte lors de mélanges d’extraits végétaux visés pour une application quelconque.

Mots-clés : Composés phénoliques ; Interaction ; Capacité antiradicalaire ; Réduction ;
Combinaison binaire.
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Abstract :

Flavonoids co-present in plant extract create molecular interactions between themselves.
Investigation of these flavonoid-flavonoid interactions was carried out by in vitro evaluation of
the antioxidant activity of binary mixtures with nine flavonoids prepared in methanol.
Antioxidant capacity was assessed by two spectrophotometric methods using 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS).
Ferric reducing power was also assessed using Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)
method. Based on the 50% inhibitory concentration (ICs) values, the antioxidant activities of
the various molecules were determined. The different values of IC; obtained make it possible
to classify the molecules into three main groups: active flavonoids (FA), moderately active
flavonoids (FMA) and non-active flavonoids (FNA). Quercetin exhibits the highest value for
antioxidant activity, with I1Cs, values (uM) of 95.5 £+ 0.3; 38.0 + 0.4 and 32.2 + 0.2 obtained
for the DPPH, ABTS and FRAP methods, respectively. From the combination indices (CI) of
binary mixtures, the antagonistic interaction was more observed with the DPPH method, the
synergy interaction was observed with the FRAP method, while the ABTS method is more
marked with additive effects. These trends are particularly noticeable with quercetin and
catechin, both belonging to the FA group. In ABTS analysis, with a CI value of 0.74, the most
synergistic effect was revealed by the binary mixture eriodictyol-hesperetin. The strongest
antagonistic effect was obtained with the apigenin-luteolin-7-glucoside combination (CI =1.72)
in DPPH analysis. Glycosylation and methylation are structural factors favourable to
antagonism. The diversity of flavonoid interactions expressed through antagonistic or synergistic
effects revealed by antioxidant capacities should be taken into account when blending botanical
extracts for application.

Keywords: Phenolic compounds; Interaction; Anti-radical capacity; Reduction; Binary

combination.

1 Introduction

De nombreuses applications des flavonols, flavones, flavanones, flavan-3-ols,

plantes sont basées sur les propriétés isoflavones,  anthocyanidines,  dihydro-

biologiques  attribuées aux molécules flavonols selon la définition stricte de

bioactives dénommées métabolites I'TUPAC. De plus, ce sont des composés

secondaires. Dans la large gamme de ces
métabolites, figurent entre autres les
terpenoides, les alcaloides, les composés
phénoliques dont les flavonoides. La classe
des flavonoides, constitue un important
groupe de molécules naturelles présentes
dans les différentes parties des plantes
(feuilles, tiges, écorces, fruits) [1]. Les

flavonoides sont habituellement classés en

connus pour leurs propriétés antioxydantes,
ou prooxydantes [2-5]. Cela justifie les
nombreuses propriétés biologiques qu’ils
exhibent : anti-inflammatoire, antivirale,
bactéricide, anticancer, cardioprotecteur,
etc. [6-8]. Ces composés peuvent également
étre utilisés comme biopesticides [9-12].

Différents mécanismes d’action  sont

proposés pour expliquer le pouvoir
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antioxydant des flavonoides et ce, en
relation avec le nombre de groupements OH
disponibles  sur  les  trois  cycles
caractéristiques des flavonoides [13, 14],
Parrangement de ces groupements et la
présence d’une fonction C=0 selon la figure
1 [15, 16].

Fig. 1. Numérotation du squelette de base
des flavonoides.

Dans un mélange ou coexistent
plusieurs flavonoides, des interactions
moléculaires flavonoide-flavonoide ont été
décrites par plusieurs auteurs [5, 17, 18].
Ces investigations ont conduit a des mises
en évidence d’interactions complexes
regroupées en effet additif, effet antagoniste
et effet synergique sur le pouvoir
antioxydant de mélanges. En effet, selon les
méthodes utilisées pour I’évaluation du
pouvoir antioxydant, les concentrations et
les types de molécules antioxydantes
étudiées, des divergences sont relevées sur
les effets observées. Malgré la grande
diversité structurale des polyphénols, ces
études sur linteraction moléculaire ont
concerné des acides phénoliques, des
anthocyanidines et quelques sous-classes de
flavonoides que sont les flavonols et les
flavan-3-ols [17, 19]. Ainsi, les flavanones et
les flavones présents dans diverses plantes
exploitées en phytomédicaments [20] ou
produits  phytosanitaires  [21]  n’ont
pratiquement pas fait 1'objet d’études
d’interactions moléculaires. Il s’avere utile

d’étendre l'investigation des interactions

moléculaires a d’autres sous-classes de
flavonoides notamment les flavanones et les
flavones.

La présente étude a été initiée pour
déceler les types d’interactions moléculaires
flavonoide-flavonoide par un suivi du
pouvoir antioxydant de mélanges binaires
dans du méthanol. Elle a porté sur neuf
(09) flavonoides appartenant aux sous-
classes de type : flavonols, flavones, flavan-
3-ols et flavanones. Le thymol, composé
phénolique, est pris en compte dans 1’étude
car considéré comme un modele réduit a un
des cycles constitutifs de la structure de
base d'une molécule de flavonoide.
L'objectif général de ce travail est de
contribuer a la mise en évidence des
interactions entre différents types de
flavonoides afin de planifier des choix
judicieux d’extraits végétaux pour la
production de formulations potentiellement
bioactives. Trois méthodes spectrophoto-
métriques, a savoir le test au DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl), le test ABTS
(acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline
-6-sulphonique)) et le test FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) ont été
utilisées  pour évaluer la  capacité
antioxydante de ces différents mélanges
binaires. Les résultats obtenus sont
comparés avec les pouvoirs antioxydants
des standards pris seuls. En effet, ces
méthodes couramment utilisées en raison de
leur simplicité et leur sensibilité sont
rapides et peu coiteuses [22-25]. La
comparaison des activités antioxydantes de
flavonoides simples et celles des mélanges
binaires dans du méthanol permet le calcul
d’indice de combinaison (CI) pour définir le

type d’effet rencontré.
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2 Matériel et méthodes

2.1 Produits chimiques

Les neuf flavonoides (standards)
utilisés au cours de ce travail sont les
suivants : la quercétine dihydratée (Merck,
Art 7546 Germany), la rutine hydratée
(Sigma  Aldrich, 94%), la lutéoline-7-
glucoside (Sigma Aldrich, 98%), Papigénine
(Apollo  Scientific, 95%), 1’hespéridine
(Sigma Aldrich, 80%), I'hespéritine (Alfa
Aesar, 97%), lériodictyol (ACROS
Organic, 94%), la naringine hydratée (Alfa
Aesar, 98%) et la catéchine hydratée
(ACROS Organic, 98%). Les autres
composés et réactifs utilisés sont : le thymol
(Alfa Aesar, 98%), le trolox (Sigma Aldrich,
97%) choisi comme composé de référence, le
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), le
2,4,6-tri-2-pyridinyl-1,3,5-triazine (TPTZ),
lacide  2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazo-
line-6-sulphonique) (ABTS), l'acétate de
sodium trihydraté (C.H;NaO,, 3H,0), tous
de marque Sigma Aldrich, 'acide acétique
glacial (VWR Chemicals, 100%) et le
trichlorure de fer hexahydraté (FeCls,
6H.O) de Carlo Erba. Le méthanol
(CHEM-LAB, 99,99% grade HPLC) a été

utilisé comme solvant.

2.2 Méthodes

2.2.1 Préparation des
solutions méthanoliques de

flavonoides

Des solutions meres de
concentrations 100 mM pour I'apigénine et

la naringine, et de 1 mM pour les huit

autres composés phénoliques ainsi que le
trolox, ont été préparées en dissolvant la
masse appropriée de chaque standard dans
du méthanol. Pour cette préparation de
solutions méthanoliques, les quantités
prélevées de flavonoides peu solubles dans
le méthanol ont été préalablement dissoutes
dans du DMSO. Il s’agit de 1 mL pour la
lutéoline-7-glucoside et 1'ériodictyol) et de 4
mL pour l'apigénine et la naringine qui
exigent une préparation a de tres fortes
concentrations avant d’atteindre le volume
final (10 mL) en complétant avec du
méthanol. Des solutions diluées ont été
préparées a des gammes de concentrations
permettant d’obtenir  une  activité
mesurable, pour chaque composé et selon la
méthode d’investigation. Les modes de
préparations sont fournis dans le tableau 1.

Par la suite, les
combinaisons binaires ont été réalisées en
mélangeant a volume égal les solutions
diluées dans l'ordre croissant de
concentration. Ce qui conduit aux ratios de
concentration dans les mélanges binaires :
1:1, 1:10, 1:100 et 1:1000 pour le test au
DPPH ; 1:1, 1:2, 1:4 et 1:8 pour la méthode
ABTS ; 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50 et
1:100 pour la méthode FRAP. Les gammes
de concentrations obtenues a lissue des
préparations sont fournies dans le tableau
1.

2.2.2 Evaluation de la

capacité antioxydante

Dans la présente étude, la
concentration de la solution de DPPH a été
de 100 uM selon Danijela et al. [26] et le
temps d’incubation a été de 2 h pour toutes
les méthodes (DPPH, ABTS et FRAP).
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Tableau 1

Gamme de concentrations préparées selon le composé étudié et la méthode d’évaluation.

Flavonoide Méthode DPPH Méthode ABTS Méthode FRAP
Quercétine, rutine,
catéchine, 10, 20, 30, 40, 50, | 5, 10, 15, 20, 25, 30, | 20, 25, 30, 35, 40,

ériodictyol, lutéoline-
7-O-glucoside

60, 70 uM

35 uM

45, 50 pM

Hespérétine,
hespéridine, thymol

100, 200, 300, 400,
500, 600, 700 uM

20, 40, 60, 80, 100,
120, 140 pM

100, 125, 150, 175,
200, 225, 250 uM

2 000, 2 500, 3 000,

Naringine 3 500, 4 000, 4 500,
10 000, 20 000, 30
40, 80, 120, 160, 200, | 5 000 uM
000, 40000, 50 009, 240, 280 uM 1 000, 1 250, 1 500
o 60 000, 70 000 pM SO H : ’ ’
Apigénine 1 750, 2 000, 2 250,
2 500 uM
2991 Test de réduction du ol Apppy est 'absorbance de la solution

radical DPPH

Les capacités antioxydantes des
solutions diluées des standards et de leurs
mélanges binaires ont été déterminées par
la méthode de DPPH ajustée a I'utilisation
des microplaques [27] avec de légeres

modifications. Dans un  Eppendorf
contenant un volume de 40 pL de solution
diluée de standard (10-70000 pM) ou de
mélange binaire (10-70000 pM), un volume
de 560 pL de solution méthanolique de
DPPH" (100 M) fraichement préparée est
ajouté. Le mélange réactionnel a été agité
quelques secondes puis incubé a 'abri de la
lumiere et a la température ambiante
pendant 2 h. Un volume de 300 pL a été
transféré dans un puit de microplaque et la
lecture de I’'absorbance a été faite a 517 nm
a l'aide d’un spectrophotometre de marque
SPECTRO star NANO. Un volume de 300
nL de la solution de DPPH* (100 pM) a été
utilisé pour analyse comme blanc. Le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH*

a été calculé selon ’équation (1).

AppPPH ~Aflavonsidels) + DPPH
ADPPH

%DPPHinhibition = x 100 (1)

DPPH* et

Afiavonoide(s)+pppr €St 1absorbance de la

méthanolique de

solution de DPPH" apres réaction avec le(s)
standard(s).
ont été par la suite représentés en fonction

Les pourcentages d’inhibition

des concentrations de flavonoide(s), puis en

utilisant I’équation de régression

V=KkXChfiavonoide(s)+m,  la  valeur  ICs
(concentration initiale de flavonoide(s)
inhiber 50% de la

concentration de la solution du DPPH") a

nécessaire  pour
été calculée en remplagant ‘‘y’” par la valeur
50 dans I’équation de régression et la valeur
de  Chavonoides)y €st  déduite. Toutes les

analyses ont été réalisées en triplicata.

2.2.2.2 Test de réduction du

radical ABTS*

Le test de réduction du radical
ABTS™ a été réalisé en utilisant la méthode
décrite par Chen et al. [28] avec de légeres
modifications. Le cation radical ABTS™* a
été généré en mélangeant une solution
aqueuse de persulfate de sodium (2,45 mM)
a une solution aqueuse d’ABTS (7 mM).
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Le mélange est incubé durant 16 h a la
température ambiante a labri de la
lumiere. La solution du cation ABTS™ a été
pré-diluée dans du méthanol pour obtenir
une absorbance de 0,703 + 0,002 a 745 nm
[29]. Dans un Eppendorf contenant un
volume de 40 pL de solution diluée de
standard (5-280 nM) ou de mélange binaire
(5-280 pM), 2x280 uL de solution d’ABTS
fraichement préparée est ajouté. Le
mélange réactionnel a été agité quelques
secondes puis incubé a l'abri de la lumiere
et a la température ambiante pendant 2 h.
Un volume de 300 pL a été transféré dans
un puit de microplaque et la lecture de
'absorbance a été faite a 745 nm [29]. Un
volume de 300 pL de la solution du radical
ABTS™ a été utilisé pour analyse comme
blanc. Le pourcentage d’inhibition du
radical ABTS* a été calculé selon
I'équation (2).

AABTS~Aflavonaide(s)+ABTS
AARTS

%ABTSinhibition = x100 (2)

ot Auprs est absorbance de la solution
d’ABTS dissous dans du méthanol et
Ajuonoite(s)+aprs  est I'absorbance de la
solution d’ABTS apres réaction avec le(s)
flavonoide(s). Les pourcentages d’inhibition
ont été par la suite représentés en fonction
des concentrations de flavonoide(s), puis en
utilisant I’équation de régression
V=KX Cliavonoide(s)+ M, la valeur 1Cs
(concentration de flavonoide(s) nécessaire
pour inhiber 50% de la concentration de la
solution d’ABTS) a été calculée en
remplagant “y”’ par la valeur 50 dans
Iéquation de régression et la valeur de
Chiavonoide(s) €st déduite. Toutes les analyses

ont été réalisées en triplicata.

2.2.2.3 Test de FRAP

Le test FRAP a été réalisé en
utilisant la méthode décrite par Chen et al.
28] avec de légeres modifications. Le réactif
du test FRAP a été préparé en mélangeant
une solution de 300 mM de tampon
d’acétate (pH = 3,6), de 10 mM de TPTZ
dans 40 mM de HCl et 20 mM de
FeCl;,6H,O au ratio 10:1:1 v/v/v. Dans un
Eppendorf contenant un volume de 40 pL
de solution diluée de standard (20-5000
pM) ou de mélange binaire (20-5000 pM),
un volume de 560 uL de solution de réactif
du test FRAP fraichement préparée est
ajouté. Le mélange réactionnel a été agité
quelques secondes puis incubé a I’abri de la
lumiere et a la température ambiante
pendant 2 h. Un volume de 300 pL a été
transféré dans un puit de microplaque et la
lecture de I'absorbance a été faite a 595 nm.
Un volume de 300 pL de la solution du
réactif de FRAP a été utilisé pour analyse
comme blanc. Le pourcentage de réduction
de la solution du réactif de FRAP
(équivalent du pourcentage d’inhibition
dans les méthodes DPPH et ABTS) a été

calculé selon I’équation (3).

%FRPAPréduction = “[lawonode® FRALZIRAL o 1) (3)

Aflavoide(s)+FRAP

ot Arrap est 'absorbance de la solution de
FRAP et Ajpuonoiieis)+rrap  est 'absorbance
de la solution du réactif de FRAP apres
réaction avec le(s) flavonoide(s). Les
pourcentages de réduction ont été par la
suite  représentés en fonction  des
concentrations de flavonoide(s), puis en
utilisant I’équation de régression
V=KXCiavonoide(s)+m,  la  valeur  ICs
(concentration de flavonoide (s) nécessaire
pour réduire a 50% la concentration de la
solution de FRAP) a été calculée en

Cig, 00

remplacant ‘‘y” par la valeur 50 dans
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I’équation de régression et la valeur de
Chiavoncide(s) €st déduite. Toutes les analyses

ont été réalisées en triplicata.

2.3 Analyse des interactions

moléculaires

Les interactions entre les flavonoides
ont été évaluées par linterprétation des
valeurs de l'indice de combinaison selon
Chou et al. [30]. Pour ce faire, l'indice de
combinaison noté CI (Combination Index)
en anglais, pour ne pas confondre avec la
notation 1Cs, a été calculé préalablement
en adaptant la formule de Novotny et al.

[31] aux valeurs de ICs, selon 1'équation

(4).

_a.(IC50 AB) b.(IC50 AB)
Cl= (a+b)(IC50 A) = (a+b)(IC50 B) (4)
ol « IC50 AB », «IC50 A» et
«IC50 B » sont respectivement les

concentrations du mélange binaire (A et B),
de A et de B, nécessaires pour inhiber 50%
de la concentration initiale du réactif
(DPPH, ABTS, FRAP). a:b représente le
ratio de concentrations respectivement de
A et B dans le mélange binaire. Les effets
de synergie, d’antagonisme ou additif ainsi
que 'ampleur de Deffet, : faible, modéré, fort
et tres fort ont été distingués selon le
classement proposé par Chou et al. [30] :
0 < CI < 0,1 (Synergie tres forte), 0,1 < CI
< 0,3 (Synergie forte), 0,3 < CI < 0,7
(Synergie), 0,7 < CI < 0,85 (Synergie
modérée), 0,85 < CI < 0,90 (Synergie
faible), 0,90 < CI < 1,10 (Additif), 1,10 <
CI < 1,20 (Antagonisme faible), 1,20 < CI
< 1,45 (Antagonisme modéré), 1,45 < CI <
3,3 (Antagonisme), 3,3 < CI < 10
(Antagonisme fort), CI > 10 (Antagonisme

tres fort). La gamme contient onze (11)

effets au total.

3 Résultats et discussion

Les résultats présentés portent sur
neuf (09) flavonoides repartis en quatre

(04) sous-classes et le thymol.

3.1 Capacité antioxydante

des standards

Les capacités antioxydantes des
flavonoides et du thymol ont été évaluées
par les méthodes DPPH, ABTS et FRAP.
Les résultats sont exprimés en 1Cs (uM de
flavonoide) et les valeurs sont consignées
dans le tableau 2. La valeur ICs du trolox
considéré comme standard de référence, a
été également évaluée dans les mémes
conditions.

Plus la valeur de ICj est faible plus la
capacité antioxydante est élevée. Ainsi, des
trois méthodes DPPH, ABTS et FRAP, la
quercétine est le composé le plus actif avec
des valeurs de ICs (uM) respectivement de
95,5+ 0,3 ; 38,0 £ 0,4 et 32,24 0,2.

L’apigénine est le composé le moins actif
selon le test au DPPH, tandis que la
naringine est le composé qui exhibe la plus
faible activité antioxydante aussi bien avec
le test ABTS qu’avec le test FRAP. Le
trolox, standard de référence, s’est révélé
moins inhibiteur comparé a la quercétine,
la rutine, la catéchine, la lutéoine-7-
glucoside et Iériodictyol. Il est par contre
plus inhibiteur que I’hespérétine,
I’hespéridine, la naringine, 'apigénine et le

thymol.
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Tableau 2
Valeurs de ICs, du trolox, des flavonoides et du thymol (ICs (uM) + SD).
Méthode | pppy ABTS FRAP

Composé
Trolox (Tr) 335 £ 2 210+ 1 169 £ 1
Quercétine (Q) 95,5 £ 0,3 38,0 £ 0,4 32,2 £ 0,2
Rutine (R) 114,7 + 0,4 38,7 + 04 48,9 + 0,1
Catéchine (Cat) 99 + 1,3 46 £ 1 67 £ 1
Lutéoline (LG) 104,9 + 0,7 38,5+ 0,3 39,3 £ 0,2
Eriodictyol (Er) 177 £ 2 TTE1 54 £1
Hespérétine (Ht) | 804 + 33 124 + 2 191,6 + 0,9
Hespéridine (Hd) | 1252 + 43 129 + 2 162 + 3
Naringine (N) 56805 + 216 271 £ 2 6047 £ 95
Apigénine (A) 155343 + 745 242 + 4 1476 + 19
Thymol (T) 1777 £ 80 136 + 2 308 + 4

Les ordres suivants en termes de capacité
antioxydante ont été observés pour :

-la méthode DPPH : quercétine > catéchine
> lutéoline-7-glucoside > rutine >
ériodictyol >trolox > hespérétine >
hespéridine > thymol > naringine >
apigénine ;

- la méthode ABTS : quercétine » rutine »
lutéoline-7-glucoside >  catéchine >
ériodictyol > hespérétine > hespéridine >
thymol >trolox> apigénine > naringine ;

- la méthode FRAP: quercétine >
lutéoline-7-glucoside > rutine > ériodictyol
> catéchine > hespéridine > hespérétine >
thymol > apigénine > naringine.

Au  regard des trois ordres de
positionnement des flavonoides et peu
importe la méthode, la quercétine, la
catéchine, la rutine, la lutéoline-7-glucoside
et Iériodictyol, sont plus actifs que le trolox
(standard de référence). Par contre, la
naringine et 'apigénine, sont moins actifs
que le trolox. L’hespérétine, ’hespéridine
et le thymol présentent des positions
variables par rapport au trolox ; ils sont a
des positions intermédiaires entre les deux

précédentes séries des composés a savoir

ceux a activité antioxydante élevée et ceux
qui sont moins actifs. Une classification des
dix (10) composés étudiés en trois groupes
a été suggérée pour prendre en compte les
tendances observées selon les trois
méthodes d’évaluation. Le premier groupe
est constitué de flavonoides considérés
actifs (FA) : la quercétine, la rutine, la
catéchine, la lutéoline-7-glucoside,
Iériodictyol. Le deuxieme groupe est
constitué de flavonoides modérément actifs
appelés flavonoides actifs modérés (FAM) :
I’hespéridine, 1'hespérétine. Le troisieme
groupe est constitué de flavonoides non
actifs (FNA) : la naringine, apigénine. Le
thymol se classe dans le groupe FAM,
quelle que soit la méthode d’analyse.

Des études antérieures réalisées par test
DPPH, ont rapporté wune activité
antioxydante plus forte pour : la quercétine,
la catéchine et la rutine, tandis que la
naringine et l'apigénine ont été observées
étre des flavonoides non actifs [15, 28, 32].
Les résultats de la présente étude, réalisée
par trois méthodes d’évaluation (DPPH,
FRAP et ABTS), permettent d’affiner le

classement en dégageant le groupe FAM
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(flavonoides actifs modérés): 1'hespéridine,

I'hespérétine et du thymol (composé

phénolique).
Le regroupement en FA, FAM et FNA
révele mieux les caractéristiques

structurales a forte capacité antioxydante
décrites dans la littérature [15, 28].
L’observation des structures des
flavonoides investigués et présentés sur la
figure 2, révele la présence du groupement
catéchol sur les structures de tous les
flavonoides du groupe FA ; ce qui confirme
le caractere primordial du groupement
catéchol pour l'activité antioxydante dans
le cas des flavonoides [15, 28, 32|. Bien qu'’il

soit connu que la glycosylation atténue la

O 0
OH O o
H3C 0
HO
HO
OH
rutine
OH
HO
HO
HiC 0

hespéridine

OH
HO 0
HO o ONg
0
HsC (0]
HO OH O
OH
OH

naringine

capacité antioxydante, la rutine et la
luteéoline-7-glucoside, flavonoides
glycosylés restent classés dans le groupe des
composés actifs. Cela traduit aussi la forte
contribution de groupement catéchol dans
la propriété antioxydante. En fait, le
caractere atténuant de la glycosylation est
perceptible seulement entre deux composés
qui ne différent structurellement que par le
glycoside. Il en est de méme pour la
méthylation. Ainsi, la méthylation du
groupement catéchol justifie le classement
de I'hespérétine comme flavonoide modéré
comparativement a son homologue non
glycosylé, I'ériodictyol classé dans le groupe
FA.

OH O

apigénine

Fig. 2. Structures des flavonoides investigués et du thymol.
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L’apigénine et la naringine ne
confirment pas I’hypothese de corrélation
de la capacité antioxydante avec le nombre
d’hydroxyles telle que mentionnée dans
diverses études [15, 32, 33]. L’apigénine est
supposée manifester un pouvoir pro-
oxydant en produisant d’abord, suite a son
oxydation, un radical phénoxyl qui peut par
la suite servir d’oxydant. Le pouvoir
antioxydant est considéré également
comme dépendant de la  structure
moléculaire et de la concentration de
flavonoides étudiés. A des concentrations
de 0 a 200 uM, les flavanones (naringine et
hespéridine) ne permettent pas de détecter
H,0, issu de la réduction de O, [34].

Selon les travaux rapportés dans la
littérature, la comparaison entre les
potentiels redox, évalués par électrochimie
(considérée comme une méthode tres
précise), et les données de capacités
antioxydantes évaluées par les méthodes
DPPH, ABTS ou FRAP, révele des
similitudes [35, 36]. Jiao ef al. [36] ont mené
I’analyse avec un extrait de fruit Kiwi :
Actinidia  deliciosa de la famille des
Actinidiaceae. Ils ont observé des
corrélations entre la teneur en flavonoides
totaux et la capacité antioxydante mesurée
par ABTS (r = 0,959) et FRAP (r = 0,950)
et surtout entre les valeurs de Dactivité
antioxydante mesurées par la voltammétrie
cyclique et celles obtenues par les méthodes
spectrophotométriques ABTS (r = 0,993),
DPPH (r = 0,961) et FRAP (r = 0,902).
Firuzi et al. [35] ont également relevé une
bonne corrélation entre les mesures de
lactivité antioxydante réalisée par le test
FRAP et les résultats électrochimiques
obtenus par analyse du potentiel
d'oxydation en voltammétrie cyclique. Les
tendances observées sur lordre des

pouvoirs antioxydants des composés

étudiés permettent de les répartir en
groupes FA, FAM et FNA avec les
méthodes DPPH, ABTS et FRAP. Ces
tendances similaires aux trois méthodes
d’évaluation indiquent qu’elles peuvent
donc étre utilisées pour apprécier les
interactions intermoléculaires sur le pouvoir

antioxydant.

3.2 Capacité antioxydante
des combinaisons binaires —

analyse des interactions

moléculaires

Les capacités antioxydantes des
composés individuels ainsi que celles de
leurs combinaisons binaires ont été évaluées
et exprimées en ICs, (uM de flavonoide(s)).
Les données sont fournies en Annexe.
Ensuite, les indices de combinaison (CI) ont
été calculés selon la méthode de Novotny et
al. [31] et sont reportés dans le tableau 3
pour les quarante-cinq (45) combinaisons
binaires. Les effets synergique (+),
antagoniste (—) et additif (0) avec les
indications faible () et modéré (™) sont
obtenus selon la méthode proposée par
Chou et al. [30] et sont reportés dans les
figures 3, 4 et 5. Pour rappel, les effets
synergique,  additif et  antagoniste
correspondent aux intervalles de CI sont
définis respectivement comme suit : 0 < CI
<09;09<CI<1,10 et CI > 1,10. Pour
toutes les méthodes d’évaluation de
lactivité antioxydante et tous les cas de
combinaisons binaires, les valeurs de CI
sont comprises entre 0,74 et 1,72. Ce qui
couvre la gamme de six interactions : i)
synergique modéré, ii) synergique faible, iii)
additive, iv) antagoniste faible, V)
antagoniste modéré et vi) antagoniste.
L’effet additif reste un effet normal qui
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n’indique pas d’interaction entre les

molécules.

Tableau 3

Valeurs de CI des combinaisons binaires.

Combinaison DPPH ABTS FRAP | Combinaison DPPH  ABTS FRAP
binaire binaire

Q-R 1,02 0,97 0,93 Cat-T 1,15 1,01 0,84
Q-Cat 1,14 0,88 0,87 LG-Er 1,20 1,09 0,86
Q-LG 0,99 0,91 0,82 LG-Ht 1,61 0,99 0,90
Q-Er 1,05 0,91 0,83 LG-Hd 1,72 0,98 0,86
Q-Ht 1,39 0,96 0,83 LG-N 1,03 1,14 0,97
Q-Hd 1,27 0,89 0,90 LG-A 0,97 1,40 1,08
Q-N 1,11 0,94 1,01 LG-T 1,71 1,02 1,12
Q-A 1,18 1,03 1,23 Er-Ht 1,02 0,74 1,03
Q-T 1,26 0,95 1,04 Er-Hd 1,25 0,80 1,03
R-Cat 0,88 1,01 0,98 Er-N 0,87 0,80 1,03
R-LG 0,92 1,07 0,93 Er-A 1,04 0,87 1,17
R-Er 0,84 1,02 0,89 Er-T 1,05 1,06 0,89
R-Ht 1,50 0,91 1,00 Ht-Hd 1,00 0,96 0,88
R-Hd 1,14 0,98 0,88 Ht-N 1,29 1,29 0,98
R-N 1,10 1,25 0,95 Ht-A 1,30 1,23 1,28
R-A 0,98 1,21 1,02 Ht-T 1,01 0,91 0,89
R-T 1,21 1,08 1,10 Hd-N 1,14 1,20 0,93
Cat-LG 1,11 1,10 0,88 Hd-A 1,24 1,30 0,95
Cat-Er 0,95 0,82 0,77 Hd-T 0,96 0,92 0,81
Cat-Ht 1,45 1,01 0,79 N-A 0,89 1,10 0,99
Cat-Hd 1,16 1,00 0,85 N-T 1,10 0,96 0,86
Cat-N 1,18 0,92 0,78 A-T 1,13 1,07 0,90
Cat-A 1,08 1,08 1,01

Q : quercétine; R : rutine; Cat: catéchine; LG : lutéoline-7-glucoside ; Ht : hespérétine ;

Hd : hespéridine ; N : naringine ; A : apigénine ; T : thymol
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Fig. 3. Types d’interactions obtenus par la méthode DPPH.

Q:

quercétine ;

R:

rutine ;

Cat :

catéchine ;

LG :

Hd : hespéridine ; N : naringine ; A : apigénine ; T : thymol.

lutéoline-7-glucoside ;

(+) : synergie ; (-) : antagonisme ; (0) : additif ; (™) : modéré ; (7) : faible.

Ht :  hespérétine ;

Les effets synergiques sont traduits par la couleur verte et les effets antagonistes sont signalés par la

couleur orange.

Q
R 0
Cat 4F 0
f
LG 0 0 0
Er 0 0 +2 10
Ht 0 0 0 0 4
Hd 4F 0 0 0 4 0
f m
T 0 0 0 0 0 0 0
N 0 _ m 0 _f L _m _f 0
A o |-=o0 sy eamiisaEl o |
f
Q R Cat | LG | Er | Ht | Hd | T N A

Fig. 4. Types d’interactions obtenus par la méthode ABTS.

Q:

quercétine ;

R:

rutine ;

Cat :

catéchine ;

LG :

Hd : hespéridine ; N : naringine ; A : apigénine ; T : thymol.

lutéoline-7-glucoside ;

(+) : synergie ; (-) : antagonisme ; (0) : additif ; (™) : modéré ; () : faible.

Le code de couleur choisi est le méme que précédemment.

Ht :  hespérétine ;
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Fig. 5. Types d’interactions obtenus par la méthode FRAP.

Q : quercétine; R : rutine; Cat:

catéchine ;

LG :

lutéoline-7-glucoside ; Ht : hespérétine ;

Hd : hespéridine ; N : naringine ; A : apigénine ; T : thymol.

(+) : synergie ; (-) : antagonisme ; (0) : additif ; (™) : modéré ; (*) : faible.

Tout comme pour les figures 3 et 4, les effets synergiques et antagonistes sont respectivement mis en

évidence par les couleurs verte et orange.

Au regard des résultats reportés dans le
tableau 3 et organisées sur les figures 3, 4
et 5, les capacités antioxydantes évaluées
par les trois méthodes révelent les trois
effets : additif, synergique ou antagoniste.
Cependant, aucune méthode ne présente les
effets fort et tres fort synergique ou
antagoniste. Le test au DPPH révele des
effets & un degré plus élevé (+ ou -)
comparativement aux autres méthodes
ABTS et FRAP qui ne présentent que des
effets modérés (+™ ou -™) et faibles (+' ou
.

L’interprétation des résultats n’est pas
simple au regard des divergences observées
sur les effets issus des interactions dans un
méme systéme binaire. Pour l'exemple du
mélange binaire : ériodictyol-hespérétine,

CI est respectivement égal a 0,74 pour le

test ABTS (synergisme modéré), 1,02 pour
le test DPPH (additif) et 1,03 pour le test
FRAP (additif). La combinaison binaire
quercétine-rutine présente un effet additif
avec les trois méthodes alors que le mélange
quercétine-catéchine est antagoniste en
analyse DPPH et synergique avec les
méthodes ABTS et FRAP. Toutes

divergences indiquent la complexité

ces
des
interactions qui varient avec la méthode
d’évaluation lors d’une analyse
comparative.

Cependant, en considérant les résultats
obtenus pour les trois méthodes en termes
d’effets, et en se basant sur les indices de
combinaison du tableau 3, il est possible de
dégager des tendances selon les méthodes et

entre les flavonoides.
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De facon générale, la méthode DPPH
enregistre le plus d’effets antagonistes, la
méthode FRAP révele le plus d’effets
synergiques et la méthode ABTS est plus
marquée par les effets additifs. Ces
tendances sont remarquables pour les
mélanges avec la quercétine ou la catéchine.
Hidalgo et al. [17] avaient également
observé  majoritairement  des  effets
synergiques avec la méthode FRAP et des
effets antagonistes avec la méthode DPPH.
Heo et al. [37] n’avaient observé aucun effet
synergique avec la méthode ABTS.
De T'analyse des effets enregistrés selon la
spécificité structurale de chaque flavonoide,
certains constats peuvent étre faits. Il s’agit
de :
-leffet additif récurrent des combinaisons
quercétine-rutine (Q-R), rutine-lutéoline-
7-O-glucoside  (R-LG) et catéchine—
apigénine (Cat-A) ;

leffet antagoniste récurrent de Ila
combinaison hespérétine-apigénine (Ht—
A);
- la quasi similitude des effets de ’apigénine
et de la naringine (flavonoides non-actifs)
avec les autres molécules, a quelques
exceptions pres ;
-leffet de synergie plus observé pour les
mélanges incluant la  quercétine, la
catéchine et 1'ériodictyol (flavonoides actifs
et aglycones) ;
-leffet d’antagonisme plus observé pour les
mélanges entre composés de deux groupes
différents (FA, FAM, FNA) ;
-les types d’effets observés (synergique ou
antagoniste) sont dépendants des formes
glycosylées ou aglycones. En effet, en
dehors du binaire quercétine-catéchine,
tous les autres binaires a effet antagoniste
possédent un composé O-glycosylé ou O-
méthylé. Les quelques effets antagonistes

observés avec la méthode ABTS concernent

également des mélanges comportant un
composé O-glycosylé ou O-méthylé. Ces
observations indiquent que la glycosylation
et la méthylation, connus comme facteurs
atténuant la capacité antioxydante ont
induit effet antagoniste [15]. Palafox et al.
[38] ayant obtenu également des effets
antagonistes avec toutes les combinaisons
incluant ’acide vanillique qui comporte un
groupement O-méthylé dans sa structure,
ont conclu que ce groupement serait
responsable de la faible réactivité des
mélanges.

Les tendances des effets semblent ne pas
étre dictées par la classe de flavonoide mais
plutot en lien avec le pouvoir antioxydant
et donc des groupes (FA, FAM et FNA).
Cependant, quelques effets antagonistes
sont observés par la méthode DPPH pour
les binaires : quercétine-catéchine et
quercétine-apigénine, qui ne sont ni
glycosylés ni méthylés. En outre, les
binaires ériodictyol-naringine et naringine-
apigénine, qui impliquent un composé
glycosylé (la naringine) ont présenté un
effet  synergique plutét faible. La
glycosylation et la méthylation des
molécules ne sont pas donc les seuls facteurs
justifiant D'effet antagoniste. Cela indique
que linteraction n’est pas prévisible sur
seulement la  base des  pouvoirs
antioxydants des composés individuels.
Hidalgo et al. [17] ont reporté également un
effet antagoniste pour la combinaison
quercétine-myricétine (composés a forte
capacité antioxydante) avec la méthode
DPPH. Dans la littérature, une synergie
antioxydante est supposée se produire
lorsque deux antioxydants mélangés
présentent: (i) une action régénératrice de
lantioxydant le  plus  faible  par
lantioxydant le plus fort d’une part et

d’autre part, (ii) des mécanismes d’action

Page 93 sur 98



N. Hien et al. / RAMReS Sciences des Structures et de la Matiére Vol. 7, N° 2 (2023) 80-98

coopératifs (chélateur de métaux ou
piégeur de  radicaux) dans leur
fonctionnement. Pour ce qui concerne
I'interaction antagoniste, il est induit par la
régénération de D'antioxydant le moins
efficace par l'antioxydant le plus efficace,
par la compétition entre la formation
d’adduits antioxydants-radicaux, et la
modification du microenvironnement selon
Apak et al. [39].

Ainsi, la glycosylation, la méthylation sont
a considérer comme des facteurs de
changement d’environnement moléculaire.
La tendance générale de effet synergique
observée par la méthode FRAP est opposée
a celle antagoniste observée par la méthode
DPPH. Cela pourrait s’expliquer par les
différents types de mécanisme mis en jeu
dans chaque méthode. En effet, la réaction
mise en jeu dans le test DPPH est basée sur
un mode mixte de transfert d’atome
d’hydrogene et d’électron en milieu neutre,
tandis que la méthode FRAP réalisée en
milieu acide, implique le transfert d’un
électron et ce au niveau d’un ion ferrique
Fe (III) complexé dans une molécule de
grande  taille. Un  changement
d’environnement en lien avec l'acidité du
milieu, peut justifier les divergences
rencontrées dans 1’étude des mélanges
binaires [25].

4 Conclusion

La compréhension des interactions
moléculaires dans les mélanges binaires de
flavonoides avec le méthanol comme
solvant, a été abordée a travers I’évaluation
de la capacité antioxydante. Ces mélanges
sont basés sur neuf (09) flavonoides repartis
en quatre (04) sous-classes: flavonols

(quercétine et rutine), flavones (luteolin-7-

glucoside et  apigénine), flavanones
(hespéridine, hespérétine, ériodictyol et
naringine), flavan-3-ol (catéchine), et un
phénol (thymol). La mise en évidence des
effets additif, de synergie ou d’antagonisme
a été investiguée par les méthodes DPPH,
ABTS et FRAP. L’évaluation de pouvoir
antioxydant par ces trois méthodes
montrent des similitudes dans I'analyse des
standards de flavonoides et du thymol. Les
valeurs des activités antioxydantes
obtenues pour les différentes molécules sont
en relation avec leurs groupements
fonctionnels. Le groupement catéchol
facteur primordial pour Pactivité
antioxydante, est I’élément commun aux
quatre flavonoides suivants : quercétine,
rutine, catéchine, lutéoline-7-glucoside,
ériodictyol. La quercétine s’est montrée la
plus active.

Les wvaleurs d’indices de combinaisons
obtenues par les trois méthodes DPPH,
ABTS et FRAP montrent que les
flavonoides et le thymol en mélange
peuvent présenter les trois effets suivants:
synergique, antagoniste et additif. Par la
méthode DPPH, les mélanges binaires
présentent majoritairement Peffet
antagoniste  excepté  les  mélanges
ériodictyol-naringine et naringine-apigénine
qui ont un effet synergique. Le mélange
ériodictyol-hespérétine présente leffet le
plus synergique (CI = 0,74) obtenu en
analyse ABTS et l'effet le plus antagoniste
est obtenu en analyse DPPH avec la
combinaison hespéridine-lutéoline-7-O-
glucoside (CI = 1,72). L’influence
atténuante de la glycosylation et de la
méthylation du groupement catéchol sur la
capacité antioxydante des flavonoides
favorise l'effet antagoniste. Les méthodes
de DPPH et de FRAP sont indiquées pour
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accompagner les études d’interaction

moléculaire.
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