Université Mohamed Khider de Biskra
Faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la vie

Département des sciences de la nature et de la vie
Filiére : Sciences biologiques
= ia Référence /2023

UNIVERSITE

oeBiskka  MEMOIRE DE MASTER

Spécialité : Biochimie Appliquée

Présenté et soutenu par :

GUENDOUZE Abir = MANSRI Nadia

Le : lundi 3 juillet 2023

Etude de Pactivité anti oxydante des extraits des
calices d’Hibiscus sabdariffa L.

Jury:
M. ZEROUAL Samir MCA  BISKRA Président
M. DERRAD]JI Yacine MAA BISKRA Promoteur
Dr. MERABTI Fouzi Pr BISKRA Examinateur

Année universitaire : 2022 - 2023



Remerciement

En premier lieu, nous tenons a remercier Dieu qui nous a aider et nous a donné le courage, la
santé et la patience pour pouvoir réaliser ce travail.
Nous exprimons nos profonds remerciements a notre promoteur,
Mr. DERRADJI Yacine, pour l'aide
compétent qu'il nous apporté, pour sa patience, son
encouragement pour structurer ce travail et pour améliorer la qualité des

différentes sections de notre mémoire, nous la remercions vivement.

Enfin, nous remercions également tous ceux qui nous ont soutenus, encouragés
et rendus service au cours de la réalisation de ce mémoire Merci a tous et a

toutes.



Dédicace

A mon cher pére, pour son encouragement et aide.

Alahmﬂmedemavm,masmmrmém,mﬂmhemmﬂédammmdecmmmmeaquﬂmthpow
ma réussite, que dieu la garde

Aux meilleures seeurs du monde: Selma, Besma et Sarah Je n'oublierai jamais votre aide,
soutien, encouragement, et votre genérosité illimitée pour moi

A mon unique cher frére : Hacen

A Iamie d’enfance et pour toujours: Djoumana

A tous ceux qui m’ont aidé de prés ou de loin
Merci énormément.

Abir GUENDOUZE



Dédicace

L’ame de mon pére

Ma chére Maman

Ma seule sceur « Hanene »

Mes freres AHMED ET AMOR

Mes chers neveux YOUCEF, SIFOU, AMINE, ISHAK

Mon adorable amie « Lakhal Sabrine » &

NADIA MANSR| ¥



Table des matiéres

Table des matiéeres

LiSTE dES TADIBAUX .......vieiiiecei s I
LLISTE GBS TIQUIES ...ttt bbb et n et e et b e b e nen s I
LiSte deS @DIrEVIALIONS.........oviiiiiiiieci e i
INEFOTUCTION .. bbb bbb bbbt b bbb 1
Partie DIDIOGrapnIQUE ...........coi s 2
Chapitre 1 Présentation de [a PIante ...........cov oot 3
1.1 Nomenclature de 18 PIANTE ..o e 2

1.2 CIASSITICALION .....vviiec bbbt 2

1.3 Origine, répartition géographique et production de la plante..........ccccccevevereiiciniincincesesen 2

1.4 DeSCriptioN DOTANIGUE. .......covi ettt be e re et s re b be e e sreenes 3

L5 ECOIOGIE. ...ttt bbb 4

1.6 Utilisation traditionnelle............ccooiiiiiiiiec e 4
1.6.1 ULilisation MEAICAIE...........ciiiiiiiiiieic e 4

1.6.2 Utilisation alimentaire et CUIINAITE ...........ccooiiiiiiiiiieie e 5

1.7 Composition chimique des calices d’Hibiscus sabdariffa............ccoovvvviiiininiiiiiieneee 5
1.7.1 Composition PRYLOCRIMIGUE .......cveiiiiiiiiiieie e 5

1.7.2 Composition NUEATIONNEIIE............coiiiee e e 7
Chapitre 2 Activités biologiques étudiées d’Hibiscus sabdariffa............c.cccccvvveiiiiiiiiiinicine 8
2.1 ACHIVITE ANTIOXYAANTE .....oiiiciiii et r et e s re e te e tesreenrente e 8

2.2 ACtiVité antimiCrODIENNE : .......cuiiieiiieiiiieeeie ettt 9

2.3 Activité anti-iNflammatoire ..o 9

2.4 ACHVITE ANTICANCEAIBUSE. ... vieetieeeit ettt ettt b ettt ab b e 9

2.5 Potentiel Anti-NYPEITENSEU ..........coviiiiiiiiie e 10
Chapitre 3 SIress OXYAANT.........cciiiiiiie e st r e te e s beete e besreeneesre e 11
3.1 SEIESS OXYTANT. ...tttk b e bbbttt ettt n s 12

3.2 RAAICAUX TTDIES ... e 12
3.2.1 Qu’est-ce qu UN 1adical IIDIE ......ccooiviiiiiiiiiie e s 12

3.2.2 PrincipauX radiCauX lDIES .........oooviiiiieieieee e 12

3.2.3 Source des radiCauX lDrES.........coviiiiiiiie e 13

3.3 Principales dommages OXYANTS. .........cooveiiriiieiiesie et see s 14

3.4 SyStEMES ANTIOXYUANTS .....eveeeieieieieeeie ettt st s e s resnenbeneeseeneeeenes 15
3.4.1 Systéme antioXydant ENZYMALIGUE .........cervreirieririiiee e 15

3.4.2 Systéme antioxydant NON eNZYMALIGUE ........ocueveieeeeeeneeesiesie e see e 15

Partie eXPErIMENTAIE .........cccv ettt et e st e te e besae e e e te e e nrenres 10
Chapitre 1 Matériel €t MEtNOUES. .........coeieieice et 10

1.1 MAtEriel DIOIOGIQUE .....oviivieeie et sttt st e te st e sreeraenbeare s 18



Table des matiéres

1.2 Equipement et produits CRIMIQUES .........ccviieieiice st sre s 18

1.3 ODLENLION UES EXEIANLS ...ttt et sn s 19

1.4 Dosages des composés PhENOHGUES TOTAUX ........ceccveiieiiiieiiee e se et sre e 21

1.5 Evaluation de 1’activité antioxydante par la méthode DPPH ...........ccccoovvvvnrenvnreneiernieinene, 21

1.6 STALISTIGUES. ...tttk b bbbttt b b nn e n e 22
Chapitre 2 RESUITAtS €1 dISCUSSION .....ccecviiiiieiccese ettt sre e e 23
2.1 Rendements de I’ EXtraCtiON .......cvueeiieeiiieeeiieesieeesteeseeeste e e sateesteeesteeesnteeesraeesneeesteeesnreeenneeens 24

2.2 Teneur €n POIYPHENOIS TOTAUX ......ecvveiiieeiiii ittt sre s 25

2.3 Evaluation de 1’activité antioxydante par test DPPH ...........ccccoceruerevsrerererssssesesessesseenn, 26
CONCIUSION ...ttt bbb bbb bbbt b bbbt b bbbt 24
Références DiDHOGraphiQUES ..........ccoiiiiiiiie e 30

RESUIMIE ...ttt et e e ettt e ettt e e ettt e st et e e sase et e e aa s et e e sasa et e e saasaeeenansa et enannaeeenanneeennnnenes 24


file:///C:/Users/PLANET%20INFORMATIQUE/Desktop/génétique%20exo/❤Mémoire❤/-ئPDF-Etude%20de%20l'activité%20antioxydante%20des%20calices%20d'Hibiscus%20sabdariffa%20(G2023)%20(1).docx%23_Toc139411795

Liste des tableaux
Tableau 1. Produits chimiques et équipements utilises.
Tableau 2. Caractéristiques des extraits des calices d’Hibiscus sabdariffa.

Tableau 3. Valeurs d’ICsg des extraits et de I’acide ascorbique.



Liste des figures

Figure 1. Calice de la plante Hibiscus sabdariffa L.

Figure 2. Origine des différents radicaux libres oxygenés et especes réactives de 1’oxygéne

impliqué en biologie.

Figure 3. Régulation de la production d’espéces réactives de 1I’oxygeéne (ROS) par les systémes

de défenses antioxydants.

Figure 4. Calices utilisés pour I’extraction.

Figure 5. Schéma récapitulatif des étapes de 1’extraction.
Figure 6. Réaction du radical libre DPPH- avec un antioxydant.
Figure 7. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Figure 8. Histogramme présentant la teneur en polyphénols EQAG (mg/g E)) dans chaque

extrait.

Figure 9. Courbes d’inhibition du radical libre DPPH par les trois extraits étudies et I'acide

ascorbique.



Liste des abréviations
DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
EEt : extrait éther de pétrole
EEa : extrait éthanolique
EA : extrait aqueux

AAs : Acide ascorbique



Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, et jusqu'a aujourd'hui I'étre humain a utilisée diverses
ressources trouvées dans son environnement, essentiellement les plantes médicinales, afin de
traiter et soigner toutes sortes de maladies. Une particularité de ces plantes est d’avoir un
réservoir trés vaste de composés bioactives potentiels qui sont caractérisés par leur grande
diversité structurelle ainsi qu’ils ont un éventail énorme d’activités biologiques (Falleh et al.,
2021).

Parmi ces plantes, Hibiscus sabdariffa L. et ses calices ont fait I'objet de beaucoup
d'attention de la part des chercheurs en raison de leurs valeurs médicinales et nutritionnelles
potentielles (khan et al., 2022). Elle est utilisée efficacement dans la médecine traditionnelle
pour le traitement de plusieurs maladies tel que les maladies inflammatoires et du cancer (Lin
(b) et al., 2005). Ainsi que ses calices sont utilisés pour traiter les maladies cardiovasculaires et
réduire I'hypertension (Christian et al., 2006). En plus, plusieurs études ont prouvé la richesse
de cette plante en composés phénolique qui contribuent principalement a son activité
antioxydante (Aurelio et al., 2007).

Dans ce contexte, s’inscrit notre travail qui a comme objectif d’effectuer une extraction
de substances contenues dans les calices de la plante Hibiscus sabdariffa, de doser les

composés phénoliques puis d’évaluer le pouvoir antioxydant de ces extraits par le test DPPH.
Notre manuscrit est divisé en deux parties :

- La premicre partie consacrée a I’étude bibliographique au sein de laquelle nous
apportons des généralités sur ’espéce étudiée Hibiscus sabdariffa L., sa composition

chimique et ses activités biologiques.

- La seconde partie, la partie pratique, contient deux chapitres : le premier décrit le
matériel biologique et la méthodologie de travail et le deuxieme abordera les différents

résultats ainsi que leurs discussions.

- Enfin, une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude ainsi que les perspectives

sont dégageées.



Partie bibliographique



Chapitre 1
Préesentation de la plante



Chapitre 1 Présentation de la plante

1.1 Nomenclature de la plante

Hibiscus sabdariffa L., est une plante médicinale, de grande taille, vigoureuse, peu
ramifiée et tres fibreuse. Cette plante est connue sous diverse appellations et noms
vernaculaires :

Arabe : 48 s,

Francais : Oseille de Guinée.

Anglais : Roselle, Rozelle, Sorrel, Sour-sour.

Espagnol: Flore de Jamaica, Rosa de Jamaica (Morton, 1987).
Africain : Karkadé, Bissap, Sorrel (Shruthi et al., 2016).

Autres dénominations : Thé rose, thé de I'Empire (Endrias, 2006).

1.2 Classification

Hibiscus sabdariffa L. appartient a la famille des Malvacées, qui représentent une grande
famille de plantes a fleurs qui contient 244 genres et 4225 espéces différentes, dont font partie
I’Hibiscus. Le genre d’Hibiscus comporte une diversité de 200-300 especes (Grubben et
Denton, 2004).

Régne : Plantae

Sous-embranchement : Angiospermes

Clade: Eudicots

Ordre : Malvales

Famille : Malvaceae

Genre : Hibiscus

Espéce : Hibiscus sabdariffa L. (Islam, 2019).

1.3 Origine, répartition géographique et production de la plante

Il y a un grand débat sur l'origine d’Hibiscus sabdariffa L. parmi les différents chercheurs
Grubben et Denton (2004) ont suggéré qu’a 'origine 1’espéce H. sabdariffa était cultivée en
Afrigue ou elle a peut-étre été domestiqué au Soudan il y a environ 6000 ans, de la elle a éte
transportée dans d'autres parties du monde telles que I'Asie et I'Ameérique. Alors que d'autres
pensent que H. sabdariffa est originaire d'Inde orientales Duke (1993) et d'Arabie saoudite
(Abu-Tarboush et al., 1997).

Cette plante est disseminée pour la culture dans toutes les régions du monde (Nkumabh,
2015), elle est largement distribuée dans les zones tropicales, subtropicales, en Afrique, aux

Indes occidentales a I'Amérique centrale et en Asie ou I'espece s'est adaptée (Savio et al., 2020).


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Abu%E2%80%90Tarboush/Hamza+M.
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Des spécimens d’apparence vraiment sauvage d’Hibiscus sabdariffa ont été récoltés au
Ghana, Niger, Nigeria et en Angola (Grubben et Denton, 2004).

Les principales zones de production en Afrique étant le Soudan, le Sénégal, le Mali et
I'Egypte. Il est trés cultivé et distribué dans la partie nord du Nigeria en raison du climat
favorable (Nkumah, 2015). Selon I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
I'agriculture, les plus grands producteurs mondiaux d’H. sabdariffa sont la Chine et la
Thailande, a noter que la FAO classe Roselle du Soudan comme de la meilleure qualité avec

un emballage et une distribution mediocre (Shruthi et Ramachandra, 2019).

1.4 Description botanique

Hibiscus sabdariffa est un arbuste annuel ou bisannuel, herbacé, buissonnant a port de
sous-abrisseau, pouvant atteindre de 1 a 5 metres selon les variétés et le mode de culture (Félix
et al., 2013), et a une racine pivotante pénétrant profondément (Shruthi et al., 2016), la tige est
glabre a peu pubescente, cylindrique, parfois légerement piquante, verte ou rougeatre, ces
feuilles sont alternes simples, stipules étroitement lancéolées a linéaires, atteignant 1,6 cm de
long (Grubben et Denton, 2004), son calice est typiquement rouge, se compose de 5 grands
sépales avec un collier (épicalice) de 8-12 bractées minces et pointues (ou bractéole) autour de
la base, ils commencent a grossir en fin de journée, 3,2-5,7 cm de long et entierement enfermer
les fruits (Figure 1), le fruit de la plante est une capsule veloutée, de 1,25 a 2 cm de long, qui
est verte lorsqu'elle est immature, a 5 valves, chaque valve contenant 3 a 4 graines, ses graines
sont généralement réniforme, brun clair, de 3 a5 mm de long et couvertes de poils minuscules,
robustes et étoilés (Shruthi et Ramachandra, 2019).

Figure 2. Calice de la plante Hibiscus sabdariffa L. (Castro et al., 2004).
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1.5 Ecologie

Il est constaté qu’Hibiscus sabdariffa L. se développait dans une large gamme de
conditions de sol (Shruthi et Ramachndra, 2019). Il peut fonctionner de maniere satisfaisante
sur des sols relativement infertiles, mais a des fins économiques, un sol bien fourni en matieres
organiques et en nutriments est essentiel (Shruthi et al., 2016). Les plantes de Roselle sont
adaptées aux climats tropicaux avec des précipitations bien réparties de 1500-2000 mm/an, elle
nécessite 13 heures d'ensoleillement pour éviter une floraison prématurée, elle tolére un climat
plus chaud et plus humide avec une température nocturne non inférieure a 21°C (Ismail et al.,
2008). La pluie et une humidité élevée pendant la récolte et le séchage peuvent dégrader la
qualité des calices et réduire le rendement (McCaleb et al., 2000). Les parties d’Hibiscus
sabdariffa telles que les graines, la tige, les feuilles et les calices sont récoltées de fin décembre
a février. Les calices sont recoltés apres la chute de la fleur mais avant que la gousse ne seche
et ne s'ouvre. Plus la capsule reste longtemps sur la plante apres que les graines commencent a
marir, plus le calice est sensible aux plaies, aux craquelures dues au soleil et a la détérioration

générale de la qualité (Nkumah, 2015).

1.6 Utilisation traditionnelle

L'utilisation d’Hibiscus sabdariffa peut varier considérablement d'un pays a l'autre en
fonction des habitudes alimentaires et des traditions de la communauté. Ses calices séchés sont
utilisés dans différents types de production d'aliments et de boissons, ainsi dans le traitement
des différentes maladies, pour sa richesse en aréme, sa couleur et ses composants bioactifs (Selli
etal., 2021).

1.6.1 Utilisation médicale

De nombreuses applications médicinales de la plante roselle ont été développées dans le
monde entier. Elle est utilisée dans la plupart des médecines traditionnelles. En médecine
traditionnelle chinoise, les calices rouges gonflés et séchés sont utilisés pour traiter
I'nypertension, la pyrexie et les Iésions hépatiques (Odigie et al., 2003). En Afrique, en Inde et
au Mexique, les études ethno médicinales ont révelé I'utilisation des infusions de calices ou de
feuilles d’H. sabdariffa comme hypotenseurs, cholérétiques et diurétiques, pour le traitement
de I'hyperlipidémie, de la stimulation du péristaltisme intestinal et pour diminuer la viscosité
du sang (Riaz et Chopra, 2018). Au Sénégal, les calices en décoction sont utilisés comme
diuretiques et antiseptiques urinaires (Mahmoud, 1994), alors qu’en Egypte, ils sont utilisés
pour traiter les maladies nerveuses et cardiaques et pour améliorer la production d'urine.

(Leung, 1980). La poudre séchée et I'extrait de calices complétés par du sel commun sont
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utilisés pour soigner la diarrhée, les flatulences, les douleurs & la taille, la dysenterie et d'autres
troubles gynécologiques chez les humains et les animaux apres I'accouchement (Singh et al.,
2006).

1.6.2 Utilisation alimentaire et culinaire

Les calices séchés sont consommeés et utilisés dans 1’alimentation humaine, soit sous
forme de confitures, gelées, bouillis dans I’eau sous forme de boissons chaude (thé) ou froide
rafraichissante (jus) (Shruthi et al., 2016). La consommation de cette boisson est trés répandue
en Afrique et en Asie, elle est trés populaire au Sénégal, sa consommation est d’autant plus
importante durant le mois sacré de Ramadhan (Chikhoune, 2019). Au Nigéria, la boisson,
appelée « zobo », est tout autant appréciée par toutes les couches sociales de la population
(Cisse et al., 2009). Au Soudan, les calices secs sont utilisés pour produire une boisson
savoureuse et saine, sont utilisés pour le thé appelé “thé de karkadé”, la gelée, la marmelade,
les glaces, la creme glacee, les sorbets, le beurre, les tartes, les sauces et autres desserts
(Mohamed et al., 2012). Les extraits de calices sous forme concentré ou de poudre séchée sont
utilisés comme colorant naturel dans les industries alimentaires (patisserie, jus de fruits,
boissons, etc.). Les anthocyanes présents dans les calices d’Hibiscus sabdariffa pourraient étre
utilisés pour I’¢laboration de boissons et comme colorant naturel que ce soit dans I’industrie
alimentaire ou dans d’autres secteurs tels que les industries pharmaco-cosmétiques (Cisse,
2010).

1.7 Composition chimique des calices d’Hibiscus sabdariffa

Les extraits d'Hibiscus sabdariffa ont révélé la présence de différents métabolites sous
forme de composeés phytochimiques, et nutritionnels (Nkumah, 2015). Les principaux
constituants des composés phytochimiques comprennent les anthocyanes, les flavonoides, les
composés phénoliques et les acides organiques (Xiaowei et al., 2021). La partie la plus exploité
et utilisée de cette plante est ses calices (Ismail et al., 2008), elle est principalement cultivée

pour cela, puisqu’ils sont riches en ces composants (Aurelio et al., 2007).
1.7.1 Composition phytochimique

1.7.1.1 Acides organiques

Les calices d 'H. sabdariffa sont riches en acides organiques, majoritairement les acides
succiniques et oxaliques representant 76 % des acides organiques totaux, ils se distinguent par
une teneur élevée en acide ascorbique 141.09mg/100g (Wong et al., 2002). En plus d’autres
acides tel que I’acide et malique et I’acide tartrique (Babalola et al., 2001), I’acide hydroxy
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citrique, I’acide d'hibiscus et ses dérivés sont des acides organiques majeurs dans les extraits de

calices et de feuilles (Da-Costa-Rocha et al., 2014).
1.7.1.2 Composes phéenoliques

Les composés phénoliques constituent un groupe des métabolites secondaires que 1'on
trouve principalement dans les espéces végétales avec d'énormes diversités structurelles, ce sont
des composés comportent un cycle aromatique ou plus, couplés a un ou plusieurs groupes
hydroxyle (Alara et al., 2001).

Selon Formagio et al. (2015), les résultats de dosage des phénols totaux par la méthode
de Folin-Ciocalteu, des extraits méthanoliques d’H. sabdariffa ont montré que les
concentrations les plus élevées de phénols ont été observées dans les calices, avec des valeurs
allant de 454,66 a 474,09 mg g-1. Le contenu phénolique de la plante se compose
principalement d'anthocyanes (Aurelio et al., 2007), majoritairement contenu dans les calices
qui contiennent ¢également d’autres composés phénoliques notamment de 1’acide
protocatéchique (Lin (a) et al., 2003), et des polyphénols de type flavonol, flavanol et
flavonoides ont également été rapporté dans les extraits d’H. sabdariffa (Da-Costa-Rocha et
al., 2014).

a) Flavonoides

Les flavonoides, une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne
végétal, ils représentent un groupe de substances naturelles aux structures phénoliques
variables, ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration et I'aréme des plantes (Panche et al., 2016).

Les teneurs en flavonoides les plus élevées ont été observées dans I'extrait des calices
(148,35 mg g-1) en comparant avec les feuilles (Formagio et al., 2015). La sabdaritrine,
I'hibiscitrine (hibiscétine-3-glucoside), la gossytrine, la gossypitrine, la quercétine, la lutéoline,
I'acide chlorogénique, l'acide protocatéchique, I'acide pélargonidique, I'eugénol et le
phytostérol (B-sitostérol et ergostérol) sont quelques-uns des flavonoides qui peuvent étre
trouvés dans les extraits H. sabdariffa (Prasetyoputri et al., 2021).

b) Anthocyanes

Les anthocyanes sont la classe des flavonoides la plus répandue, en raison de la large
gamme de couleurs résultant de leur synthése (Holton et Cornish, 1995).

Une des caractéristiques d’H. sabdariffa est sa richesse en anthocyanes (calices rouges)
(Mazza, 2018), il s’agit de la delphinidine 3-sambubioside ou hibiscine, de la cyanidine 3-
sambubioside ou gossypicyanine, de la delphinidine 3-glucoside et de la cyanidine 3-glucoside
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(Aurelio et al., 2007). La delphinidine 3-sambubioside est I’anthocyane majoritaire responsable
de la couleur rouge-violette des calices (Wang et al., 2000), il représente 70 % de la teneur
totale en anthocyanes (Herrera-Arellano et al., 2004) . Selon Juliani et al. (2009) la teneur totale
en anthocyanes (par HPLC) dans les calices d’H. sabdariffa varie de 0,3 4 2,4 %, peut atteindre
1,5 g-kg-1 de calices secs, suggérant que les calices d'Hibiscus peuvent étre une source riche
de ces composés par rapport & d'autres sources végétales naturelles.

c) Acide protocatéchique

L’acide protocatéchique est un acide phénolique important présent dans l'extrait de
calices d’H. sabdariffa (24,24 %), il a également été isolé a partir de ses fleurs séchées et
attribué la structure de I'acide (3,4 dihydrobenzoique) (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

d) Autres composants phytochimiques

L'extrait aqueux-méthanolique d’H. sabdariffa a été étudié pour ses composants
phytochimiques et s'est avéré contenir, en plus des flavonoides, des saponines, des alcaloides
et des désoxyoses (sucres désoxy) (Olaleye, 2007). Vingt et un caroténoides ont été trouveés et
parmi ces composés, 15 ont été identifiés ou provisoirement identifiés. Les principaux
caroténoides étaient la lutéine tout-trans (316,43 + 19,92 ng/100 g) et le B-caroténe tout-trans
(147,76 £ 5,59 ng/100 g) (Piovesana et al., 2019). Des mucilages et des pectines sont des
polysaccharides présents en grande quantité dans les calices et dans les fleurs d’H. sabdariffa,

ainsi gque tous les acides aminés essentiels (Forsyth et Simmonds, 1954).

1.7.2 Composition nutritionnelle

Des études ont rapporté que les calices d’Hibiscus sabdariffa contient des protéines (1,9
9/100 g), des matieres grasses (0,1 g/100 g), des glucides (12,3 g/100 g) et des fibres (2,3 g/100
), elles sont riches en vitamine C (14 mg/100 g) et b-carotene (300 mg/100 g) (Ismail et al.,
2008). Des études chimiques ont montré la présence, dans les calices secs de cette plante de
I'aluminium, du chrome, du cuivre, du nickel (Wrobel et al., 2000), du calcium (25 mg/100 g)
et de fer (55,5 mg/100 g) (Ahmed et al., 2019). Selon Cisse et al. (2011) I’analyse des éléments
minéraux indique que les teneurs en potassium et calcium sont assez intéressantes. Comme dans

la plupart des produits végétaux, le composé minéral qui prédomine est le potassium.


https://www.researchgate.net/profile/Aurelio-Dominguez-Lopez
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+CJ&cauthor_id=10762726
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De nombreux rapports de recherche ont mis en évidence les calices séchés comme la
source potentielle de molécules bioactives qui exercent une puissante activité antioxydante-
antiradicalaire, une action anti-inflammatoire, anti-obésité, anti-hyperlipidémie,
antihypertenseur, inhibition de l'agrégation des plaquettes sanguines, diurétique (Riaz et

Chopra, 2018). On se focalisant sur les principales activités de cette plante.

2.1 Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composes capables de ralentir ou d'empécher les processus
d'oxydation qui se produisent sous l'influence de I'oxygeéne atmosphérique ou d’une espece

réactive oxygénée (Pisoschi et Negulescu, 2011).

Selon Yang et al. (2012) en étudiant la capacité antioxydante des extraits de calices d’H.
sabdariffa par des différents solvants et a partir les résultats des ICses, les extraits sont de
puissants antioxydants naturels, c'est-a-dire qu'ils possédent des capacités de neutralisation du
radical libre DPPH puisque, a la concentration de 200 pg/ml, les extraits ont montré un
pourcentage d'inhibition significativement supérieur a celui de I'acide ascorbique (antioxydant
de référence). Selon Formagio et al. (2015) des teneurs importantes en composés phénoliques
et flavonoides ont été observées dans les extraits de la plante notamment dans celles des calices
(474,09 et 148,35 mg g-1, respectivement). Cisse et al. (2011) ont rapporté que les teneurs
élevées en anthocyanes, polyphénols et vitamine C sont trés probablement a 1’origine du
pouvoir antioxydant élevé des calices d’Hibiscus sabdariffa, cette affirmation a été prouvée par
I’étude de Apak et al. (2004) qui ont établies a travers leurs recherches que les composés
polyphénoliques comme les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins ont une structure
chimique idéale pour des activités efficaces de piégeage des radicaux libres. D’ailleurs Aurelio
et ses collaborateurs (2007) ont prouvé la forte capacité antioxydante des composés
anthocyaniques qui sont le principal constituant phénolique des calices de la plante Hibiscus
sabdariffa. Azza A et al. (2007) ont affirmer que cette activité est trés probablement di au fait
gue ses calices contiennent une riche source de fibres alimentaires, de vitamines, de minéraux
et de composeés bioactifs tels que des acides organiques, des phytostérols et des polyphénols,
dont certains ont des propriétés antioxydantes. En effet Yang et al. (2012) ont trouve une
corrélation positive entre la teneur totale en phénols et la capacité antioxydante et de cela les
calices pourraient étre utilisés comme source antioxydante efficace et slire. Une autre étude sur
I'effet antioxydant de I'extrait d'H. sabdariffa réalisée par Yin et al (2008) a rapporté que I'extrait

de calice de cette plante a diminu¢ les niveaux d'oxydation des lipides dans le beeuf haché.
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Selon Juliani et al. (2009) le calice d’Hibiscus sabdariffa fournit des niveaux plus élevés
d'antioxydants que les sources traditionnelles telles que les myrtilles et les framboises.

2.2 Activité antimicrobienne :

D’apres Das (2014), I’évaluation des propriétés antimicrobiennes des deux extraits des
calices d’Hibiscus sabdariffa, I'un d'éther de pétrole et I’autre d'éthanol par un test de diffusion
sur disque, a révelé que les deux extraits ont montré des activités antimicrobiennes similaires
contre toutes les souches testées parmi lesquelles Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli et Lactobacillus brevis, I'extrait d'éther de pétrole a
montré la plus forte activité. Dans une étude similaire de Olaleye (2007) I'extrait hydro-
méthanoique des calices séchés a montré un effet inhibiteur in vitro contre plusieurs souches
bactériennes, telles que Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Clostridium
sporogenes, et Pseudomonas fluorescence.

Les extraits d'H. sabdariffa ont également montré un effet antibactérien contre
Streptococcus mutans, bactéries cariogénes de la cavité buccale, avec une concentration
minimale inhibitrice de 2,5 mg/ml (Afolabi et al., 2008), et des especes de Campylobacter
(Campylobacter jejuni, Campylobacter coli et Campylobacter fetus) qui contamine la viande
comme la volaille, le beeuf et le porc a une concentration de 96 a 152 pg/ml. D’autre part
I’extrait aqueux frais des calices d’Hibiscus sabdariffa, I'extrait d'éthanol et I'acide
protocatéchique (20 mg/ml) ont été efficaces pour inhiber la croissance des bactéries
d'altération des aliments telles que Salmonella typhimurium DT104, Listeria monocytogenes
(Yin et al., 2008).

2.3 Activité anti-inflammatoire

Dans I’étude de Shallangwa et al. (2017), I'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits
de calices d'Hibiscus sabdariffa a été évalué contre la dénaturation de I'albumine d'ceuf causée
par un processus inflammatoire. D'aprés les résultats on peut conclure que le calice d'H
sabdariffa possede des effets anti-inflammatoires marqués car ils peuvent limiter le processus
de dénaturation de la protéine in vitro. Cela peut contribuer a la validation de I'activité anti-

inflammatoire de cette plante.

2.4 Activité anticancéreuse

Dans I’¢tude de Lin (b) et al. (2005), des investigations ont été menées pour examiner le
mécanisme de l'activité anticancéreuse d’H. sabdariffa, des extraits riches en polyphénols

d'Hibiscus (HPE). HPE a induit la mort cellulaire de huit types de lignées cellulaires d'une
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maniere dépendante de la concentration. Parmi elles, les cellules de carcinome gastrique humain
(AGS) étaient les plus sensibles a I'HPE (0,95 mg/mL d'HPE inhibait sa croissance de 50 %).
Les résultats ont révélé que les cellules AGS subissaient une fragmentation de I'ADN et
présentaient une augmentation de la distribution de la phase hypo diploide (pic apoptotique,
52,36 %) apres un traitement de 24 h avec HPE (2,0 mg/mL). Le mécanisme par lequel il exerce
des propriétés anticancéreuses pourrait étre la promotion antitumorale en réduisant les especes
réactives de lI'oxygéne (ROS). Un groupe de composés présents dans les extraits des calices
d’H. sabdariffa sont les anthocyanes telles que la delphinidine-3-sambubioside ont induit

I'apoptose des cellules leucémiques humaines (Chang et al., 2005).

2.5 Potentiel Anti-hypertenseur

Jalalyazdi et al. (2019) Ont mis en ceuvre une étude qui vise & évaluer I'effet
antihypertenseur du thé aigre (Hibiscus sabdariffa), sur I'nypertension de stade 1, I'expérience
a été menée sur deux groupes de patients, selon les résultats de cette étude, la consommation
de ce thé deux fois par jour pourrait abaisser efficacement la tension artérielle chez les patients
souffrant d'hypertension de stade 1, avec modification du mode de vie et de I'alimentation. Ces
résultats ont été renforcés a travers une approche globale d'interprétation des essais cliniques
randomisés ECR effectuée par Hopkins et al. (2013), suggérant que la consommation
quotidienne d'un thé ou d'un extrait produit a partir des calices d’H sabdariffa a
considérablement abaissé la pression artérielle chez les adultes souffrant d'hypertension
essentielle pré a modérée. Des études ont également été menées sur des rats et les résultats ont
confirmé la croyance populaire selon laquelle I'extrait de roselle contient des constituants
antihypertenseurs (Onyenekwe et al., 1999). Les anthocyanes trouvées en abondance dans les
calices HS sont genéralement considérées comme les composés phytochimiques responsables
des effets antihypertenseurs et hypocholestérolémiants, mais des preuves ont également été

fournies pour le réle des polyphénols et de I'acide d'hibiscus Hopkins et al. (2013).

2.6 Activite antipyretique

Selon Reanmongkol et Itharat (2007) les deux extraits éthanolique et aqueux des calices
d’H. sabdariffa ont diminué la fievre induite par la levure chez les rats. D'aprés les résultats,
I'extrait a I'éthanol a montré un effet anti-fiévre plus fort que celui de I'extrait aqueux. Ainsi, il
est possible que plus de composé(s) actif(s) pour I'action antipyretique puissent étre inclus dans

I'extrait éthanolique que dans I'extrait aqueux.
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3.1 Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre les radicaux libres et les
antioxydants, da soit a la défense antioxydante défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru
(Berger, 2006). Ce déséquilibre potentiellement conduisant a des deégats structuraux et
fonctionnels et provoque plusieurs pathologies telles que le vieillissement, le cancer et les
maladies cardiovasculaires (Haleng et al., 2007).

3.2 Radicaux libres

3.2.1 Qu’est-ce qu’un radical libre

Un radical libre est défini comme une entité chimique (atome ou molécule) possédant un
électron célibataire sur leur couche externe (Fontaine, 2007). Ca leur donne une forte instabilité
et haute réactivité et une demi-vie extrémement courte (10° -10° S) (Tessier, 1995), Ce
déséquilibre n’est que transitoire et est rempli soit par I’acceptation d’un autre €lectron (il est
oxydant dans ce cas), soit par le transfert de cet électron libre a une autre molécule (il est alors
réducteur) (Fontaine, 2007). En biologie, les radicaux libres sont principalement des corps

oxydants, considérés comme toxiques potentiels (Garrel et al., 2017).

3.2.2 Principaux radicaux libres

De toutes les espéces radicales qui peuvent se constituer dans les cellules, il faut
distinguer une série limitée de composés radicaux qui jouent un réle particulier en physiologie
et que nous appellerons : Radicaux libres primaires dérivent de I'oxygéne par des réductions a
un électron tels l'anion superoxyde O e- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le
monoxyde d'azote NO+ (Yoshikawa et al., 2000). Les autres, appelés radicaux secondaires, se
forment par réaction de ces radicaux primaires avec les composés biochimiques de la cellule
dérivées de l'oxygene dites espéces actives de I'oxygéne, comme l'oxygéne singulet 1O, le
peroxyde d'hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH). Ce ne sont pas des radicaux
libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux. Tous les radicaux
libres ainsi que leurs précurseurs sont souvent appelés especes réactives d’oxygene (ROS)

(Favier, 2003) (Figure 2).
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Lumieére UV oxydases

e, | e H,O,

Oxygene singulet Oxygéne = ’eroxyde d'hydrogénes
Superoxyde
g ~ocle: - dismutases < - idase
Arginine___ Cycles redox myéloperoxidase
= NADPH ox

mitochondrie
HOC1

NO*° O>°

Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO » | OH"

peroxynitrite Radical hydroxyle

N\ )

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'"ADN
de kinases

Figure 2. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de
I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).

3.2.3 Source des radicaux libres

Les radicaux libres (ROS) sont soit d’origine endogéne ou exogene
3.2.3.1 ROS d’origine endogéne

a) Chaine respiratoire mitochondriale

La derniére étape de ce processus réduit la molécule d'oxygéne par quatre électrons sans
libérer d'especes radicalaires. Toutefois, au contact entre I'oxygene et certaines protéines du
systeme de la respiration, la chaine respiratoire mitochondriale produit un faible pourcentage
de superoxyde radicaux, cette production reste faible et ne concerne qu'un faible pourcentage
de I'oxygene utilisé par la respiration (environ 2 %), par contre elle peut s'amplifier lorsque la
respiration devient plus intense (effort physique, hyperoxie), ou lorsque interviennent des
désordres inflammatoires (effet du TNF a) ou nutritionnels (carence en ubiquinone), qui

augmentent avec 1’age (Favier, 2003).

b) Cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires sont le site d'un phénomene appelé explosion oxydative
consistant a activer le complexe oxydase NADPH, une enzyme capable de produire de grandes

quantités d'anions superoxydes dans la membrane cellulaire a I'aide d'oxygéne moléculaire.

c) Les mécanismes de cycles redox
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Ce sont une source importante de radicaux libres que produit dans I’organisme I'oxydation
de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu soit spontanément, soit lors de
I'oxydation de ces composés au niveau du cytochrome P450. Ainsi que par le monoxyde d'azote
et l'acide lévulinique et surtout les catécholamines (Favier, 2003), xanthines oxydases,

neutrophiles et par la peroxydation lipidique (Mahantesh et al., 2012).
3.2.3.2 ROS d’origine exogéne

a) Fumeée de cigarettes

Aprés avoir été inhalé dans les poumons, elle active I'accumulation de neutrophiles et de

macrophages, ce qui accroit la lésion oxydante (Birben, 2012).

b) Métaux lourds

Les métaux lourd toxiques (chrome, cuivre, vanadium), ainsi que le cuivre et le fer libres
génerent des radicaux hydroxyles tres réactifs, a partir de I'espece peu réactive H2O,, par une

réaction appelée réaction de fenton (Favier, 2003).

c) Rayonnements

Sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la molécule d'eau lorsqu'il
s'agit des rayons ionisants X ou v, soit en activant des molécules photo sensibilisantes lorsqu'il
s'agit des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanisme produire des anions superoxydes et de
I'oxygene singulet (Haleng et al., 2007).

3.3 Principales dommages oxydants

a) Oxydation des acides nucléiques

L’ADN est une cible privilégiée pour les espéces réactives de I’oxygene (Haleng et al.,
2007) susceptibles d’entrainer des modifications des bases azotées, des fragmentations de
I’ADN, des ruptures de brins ou a des pontages entre des bases (Algeciras-Schimnich et al.,
2003).

b) Oxydation des protéines
Les acides amines possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis les radicaux libres,
les plus reactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute

attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus avec, pour

conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
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des ponts bi-tyrosine. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des
modifications fonctionnelles importantes (Haleng et al., 2007).

c) Peroxydation des lipides

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) (Haleng et al., 2007), qui sont
facilement oxydables, aboutissant & la désorganisation compléte de la membrane cellulaire,

altérant de ce fait ses fonctions d’échanges, de barriéres et d’informations (Koechlin, 2006).

3.4 Systémes antioxydants

Pour se protéger des effets délétéres des radicaux libres, 1’organisme dispose d’un

ensemble complexe de défenses antioxydantes (Figure3).

3.4.1 Systéme antioxydant enzymatique

Les trois principaux représentants de [’équipement enzymatique antioxydant :
superoxydes dismutases (SOD), catalases et glutathion peroxydase (GPx), constitue la premiére
ligne de défense de I’organisme. Le role de ce systéme consiste a piéger les radicaux libres sur
place et, au moment de leur formation et de les neutraliser en les transformant en molécules

stables et non réactives (Garrel et al., 2017).

3.4.2 Systéeme antioxydant non enzymatique

C’est la deuxiéme ligne de défense, « les piégeurs de radicaux libres », d'une importance
cruciale lorsque les activités enzymatiques sont insuffisantes. Son réle est de capter 1’électron
célibataire du radical qu’il rencontre et former un nouveau radical qui sera a son tour régenéré
par des systemes spécifiques en aval, ou détruit et éliminé (Garrel et al., 2017). Ces piégeurs
de radicaux libres peuvent étre d’origine endogene synthétisée par 1’organisme et se composent
de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine), ou pour la majorité apportée
par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides et les protéine ou de quelques oligoéléments comme le sélénium, le

cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).
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Figure 3. Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygéene (ROS) par les

systemes de défenses antioxydants (Haleng et al., 2007).
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1.1 Matériel biologique

L’étude de I’activité antioxydante de la plante Hibiscus sabdariffa a été réalisee sur les
calices. Nous les avons obtenus d’une herboristerie dans la Wilaya de Biskra, I’origine de la
plante selon I’herboriste est I’Irak. Le matériel biologique a été lavé avec 1'eau distillée, et laissé
sécher a l'air et a 1’abri du soleil, puis nous I’avons broyé avec un broyeur électrique, jusqu'a ce

que nous obtenions une poudre fine de calices pour faciliter 1I’extraction (Figure 4).

Apres broyage

Figure 4. Calices utilisés pour I’extraction.
1.2 Equipement et produits chimiques
Les principaux produits chimiques et équipement utilisés sont cités dans le (Tableau 1).

Tableau 1. Produits chimiques et équipements utilisés.

Equipement Produits chimiques
- Evaporateur rotatif (ISOLAB Laborgerate GmbH) -DPPH (Sigma-Aldrich)
- Spectrophotometre (P Selecta UV-2005) -Folin-ciocalteu
-Vortex (SCIENTIFIC FB15024) -Acide galligue (Sigma-Aldrich)
- Etuve (MEMMERT UF110) -Acide ascorbique (Sigma-Aldrich)
- Balance de précision (ScoutTM SE402F) -Carbonate (Sigma-Aldrich)
- Balance analytique (KERN ABT 220-5DM) -Ether de pétrole (Sigma-Aldrich)
- Broyeur électrique (SAYONA ratissier SZJ-1306) -Ethanol 96%

-Meéthanol.
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1.3 Obtention des extraits

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenues dans les
calices de la plante Hibiscus sabdariffa en utilisant trois solvants pour trois extractions
différentes. La polarité croissante des solvants (éther de pétrole (0,1), éthanol 96 % (4,3), I’eau
distillée (10)) permet a chacun d’extraire des molécules de polarité proche.

Nous avons utilisé la méthode de macération a froid, a température ambiante ce qui est
recommandé pour conserver 1’intégrité des molécules. Cette méthode consiste a laisser la
poudre du matériel biologique en contact prolongé avec le solvant, pour en extraire les

molécules d’intéréts.

> Extraction

500 gr de poudre préparée des calices ont été macérés dans le solvant avec un rapport de
1/4 (P/V) pendant 72 heures avec agitation, ceci est suivi d'une filtration du mélange avec du
papier filtre. Ce processus a été répété deux fois pour chaque solvant et les extraits obtenus des
deux répétitions ont été combinés. La poudre restante aprés chaque extraction est utilisée dans

I’extraction suivante, apres qu’elle a été séchée dans une étuve a 40°C pendant 1 heure.

» Concentration

Les extraits obtenus ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous pression réduite
a 40°C (50°c pour I’eau distillée) afin d’éliminer le solvant et obtenir un extrait séche. Le
solvant récupéré est utilisé dans la répétition d’extraction (sauf pour 1’eau distillée).

Une étape de séchage supplémentaire pour les extraits éthanolique (EEa) et aqueux (EA)
est réalisée dans une étuve a 40°C pendant une semaine. Apres la concentration, les extrait (EEt
(éther de pétrole), EEa et EA) ont été récupérés dans des flacons, puis conservé a une
température 4 C° jusqu’a ’utilisation (Figure 5).

Le rendement d’extraction a été calculé selon la relation suivante :

R% = (Poids d’extrait obtenue/ poids de la matic¢re végétale totale) x 100.
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Figure 5. Schéma récapitulatif des étapes de I'extraction.
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1.4 Dosages des composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu

selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

» Principe

Ce réactif est une solution de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040). Il est réduit,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne
qui ont une A max 765nm, 1’absorption dépend de la concentration des composés phénoliques
(Blouin, 1972).

» Mode opératoire

Un volume de 200uL de différentes concentrations des extraits, ont été mélangés avec
ImL de réactif de Folin-Ciocalteu fraichement dilué 10 fois dans de I’eau distillée (10%). Apres
4 minutes, 800pL de la solution de carbonate de sodium (7,5%) NaCOs sont ajouté et le volume
est complété avec 1’eau distillée jusqu’a 4mL. Apres une incubation du mélange réactionnel
pendant 2 heures a température ambiante et a I’obscurité, I’absorbance a ét¢ lue, contre un blanc
contenant le solvant a la place de I’extrait, a 1’aide d’un spectrophotométre a 765 nm.

La courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant
I’acide gallique comme standard a différentes concentrations (0 — 300ug/ml). Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes de 1’extrait (mg EAG/g
E).

1.5 Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH
La méthode utilisée pour 1’étude de I’activité antioxydante est le test DPPH de Blois
(1958) avec des modifications (Sharma, 2009).
» Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, di a la délocalisation
de I'¢lectron de réserve sur I'ensemble de la molécule. Ainsi, le DPPH ne se dimérise pas,
comme c'est le cas avec la plupart des radicaux libres. La délocalisation sur la molécule DPPH
détermine I'apparition d'une couleur violette, avec une bande d'absorption avec un maximum
autour de 520nm (Molyneux, 2004).
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Lorsque le DPPH- réagit avec un donneur d'hydrogene, la forme réduite (DPPHH) est
générée (Figure 6), accompagnée de la disparition de la couleur violette et ’apparition de la
couleur jaune. Par consequent, la diminution de l'absorbance dépend linéairement de la

concentration en antioxydant (Blois, 1958).

SWe (2,0

| |
Ne + AH — NH + Ao

ON NO: ON NO:

No: N02

Figure 6. Réaction du radical libre DPPH- avec un antioxydant (Pisoschi et al., 2009).
» Mode opératoire

Une gamme de dix concentrations a été préparée pour chaque extrait dans son solvant.
150 pl de chaque concentration ont été mélangés avec 1350 pl de la solution méthanolique de
DPPH fraichement préparée (6.10° mol/L), la concentration finale des extrait est dans
I’intervalle (de 0 @ 1.5mg/ml). Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 minutes a température
ambiante, la lecture des absorbances a €té effectuée a 517 nm contre un blanc qui contient le
méthanol et 150ul du solvant correspondant. Le test a été effectué comparativement a une

gamme d’acide ascorbique testée dans les mémes conditions.

Remarque :
A cause de la coloration des extraits, un blanc a été préparé en paralléle pour chaque

concentration d’extrait en mélangeant 1350ul du méthanol avec 150ul de cette concentration.

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon I’équation suivante:
%d'activité anti-radicalaire = [(Abs517 contrble — Abs517 échantillon517) / Abs517 contr6le]
x 100

1.6 Statistiques

Les valeurs dans les courbes de I’activité antioxydante sont la moyenne de deux
répétitions. Les ICsso (la concentration nécessaire pour réduire 50% de radicale libre DPPH),

les teneurs en polyphénols ont été déterminées par I’ utilisation des logiciels Graph pad et Excel.
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Chapitre 2 Résultats et discussion

Hibiscus sabdariffa est une plante médicinale largement utilisée, qui contient plusieurs
composés bioactifs importants, en effet elle posséde un éventail trés vaste en propriétés
biologiques (Jamini et Islam, 2021). En raison qu’elle posséde un taux élevé en antioxydants,
elle est utilisée pour traiter plusieurs maladies notamment celles liées au vieillissement, dont le
stress oxydant est le facteur déclenchant principal (Apaliya et al., 2021). Des études montrent
que les extraits de cette plante notamment de ces calices peuvent prévenir ces maladies comme
le cancer et protége contre 1’oxydation de la lipoprotéine de basse densité (LDL) (Olvera-Garcia
et al., 2008).

Pour contribuer & la compréhension des propriétés biologiques d’Hibiscus sabdariffa,
notre travail a été consacré a 1’étude de I’activité antioxydante des extraits de ses calices. La
méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération successive par trois solvants de
polarité croissante (éther de pétrole, éthanol, eau distillée) pour extraire la majorité des

composes bioactifs contenus dans cette plante.
2.1 Rendements de I’extraction

Nous avons obtenus trois extraits de couleurs et d’aspects différents : extrait d’éther de
pétrole (EEt) a un aspect graisseux et une couleur vert noiratre, extrait éthanolique (EEa) se
présente sous forme d’une pate collante de couleur rouge foncé alors que 1’extrait aqueux (EA)

est obtenu aprés broyage sous forme d’une poudre de couleur rouge.

Les résultats obtenus montrent que les extraits (EA) et (EEa) représentent les rendements
les plus élevés (22,23%, 19,72% respectivement) par rapport au poids total de la plante, tandis
que le rendement le plus faible a été obtenu avec (EEt) 0,59% (Tableau 2). Cela indique que la
moiti¢ des composés extractibles de cette plante est polaire alors que 1’autre moiti¢ est de

moyenne polarité, les composés apolaires sont rares.

Tableau 2. Caractéristiques des extraits des calices d’Hibiscus sabdariffa.

Matiéere séche | Extrait Couleur Aspect Poids (g) Rendement(%o)
Ether de pétrole | Vert noiratre | Graisseux 2,97 0,59
500 g Ethanol Rouge foncé | Pate collante | 98,61 19,72
Aqueux Rouge Poudre 111,15 22,23

Dans une ¢tude similaire de Singh et ses collaborateurs (2021), le rendement de 1’extrait
éthanolique et aqueux est estimé 15,01%, 29,96% respectivement, des valeurs qui sont proches
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de celles que nous avons trouvées avec les extraits correspondants. L’utilisation de Shallangwa
et al. (2017) du méthanol, un solvant de polarité comparable a celle de 1’éthanol, a donné une

valeur double de la nétre (39,82%).

Par contre les rendements trouvés par Yagi et Hussein (2020) pour I’extrait éthanolique
et ’extrait aqueux sont trés loin des notres (77,2% et 6,6%, respectivement). En effet, le
rendement peut varier d’un travail a I’autre en fonction de la méthode et les conditions dans

lesquelles I’extraction a été effectuée.

2.2 Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits ont été déterminées par la
méthode de Singleton et Rossi (1965) en utilisant le réactif Folin-ciocalteu. Les résultats sont

calculés en se basant sur la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique comme standard (Figure 7).

1,6

1,4 y =0,0049x + 0,0134
2 _

12 R*=0,9988

0,8
0,6
0,4

Absorbance a 765 nm

0,2

0 50 100 150 200 250 300

concetration pg/mi

Figure 7. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats obtenus montrent des valeurs différentes selon le solvant utilisé. La teneur
la plus élevée est obtenue avec 1’extrait éthanolique (64,82 EQAG (mg/g E)), suivie par I’extrait
aqueux qui a une teneur moyenne en composés phénoliques (36,49 EQAG (mg/g E)) et une
teneur faible pour 1’extrait éther de pétrole (9,11 EqAG (mg/g E)) (Figure 8). Cela peut étre
expliqué par la solubilité des composés phénoliques de cette plante, dont la plupart sont

probablement soluble dans I’éthanol.
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Figure 8. Histogramme présentant la teneur en polyphénols EQAG (mg/g E)) dans
chaque extrait.

La teneur en polyphénols obtenu dans des travaux précédents est totalement différente du
notre. L’extrait éthanolique ou méthanolique (polarité proche) ont donné des valeurs plus
faibles dans le travail de Das (2014) (34 mg EAG/g d’extrait), Shallangwa et al. (2017) (21,87
mg d'EAG/g E) et Mohd-Esa et al. (2010) (2,91 mg EAG/g E). L’extrait aqueux a donné des
valeurs faibles lui aussi dans le travail de Mohd-Esa et al. (2010) (1,85 mg EAG/g E). Alors
que Das (2014) a obtenu une valeur supérieure pour I’extrait d’éther de pétrole (41 mg EAG/g
E). La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent influencer I’estimation de

la teneur des phénols totaux (Morais et al., 2011).

2.3 Evaluation de Iactivité antioxydante par test DPPH

L’évaluation de l'activité antioxydant de la plante a été effectuée par estimation du
pouvoir de piéger le radical stable de DPPH par les différents extraits. Les résultats, exprimés
en tant que pourcentage d’inhibition, révélent que tous les extraits testés ont donné une
inhibition totale du DPPH avec des concentrations différentes. L’acide ascorbique utilisé

comme standard présente une inhibition avec des concentrations tres faibles (Figure 9).
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Figure 9. Courbes d’inhibition du radical libre DPPH par les trois extraits étudiés et
I'acide ascorbique.

Apres la détermination des valeurs d’ICso, qui est définie comme étant la concentration
de I’extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, en utilisant le logiciel GraphPad,
nous avons trouveé que parmi les trois extraits des calices d ’Hibiscus sabdariffa, 1’extrait aqueux
est le plus actif avec une 1Cso égale a 48,88 g/ml, alors que I’extrait éthanolique est le deuxiéme
avec une ICsp de 60,97 ng/ml. Par contre la capacité antiradicalaire de I’extrait éther de pétrole
est la plus faible avec une ICso de 201,8 pg/ml. Ces valeurs sont faibles par rapport au pouvoir
antiradicalaire de I’acide ascorbique (AAs) testé dans les mémes conditions (1,71 pg/ml)
(Tableau 3).
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Tableau 3. Valeurs d’ICso des extraits et de I’acide ascorbique.

Extrait ICso (ug/ml) DPPH
EEt 201,8

EEa 60,97

EA 48,88

AAs 1,71

L’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique dans le travail de Das (2014) est proche a
celle de nos résultats (58ug/ml) alors que Formagio et al (2015) ont obtenu une activité
supérieure (37.86pg/ml). L’extrait éther de pétrole quant a lui a donné une activité trois fois
meilleure (64pg/ml) (Das, 2014).

Yang et al. (2012) en étudiant la capacité antioxydante des extraits de calices et fruits
d'Hibiscus sabdariffa ont trouvé une corrélation positive entre la teneur totale en composés
phénolique et la capacité antioxydante. Cette association entre polyphénols et activité
antioxydante est confirmé par Tsai et al. (2002) qui leur attribue 51 % de ’activité antioxydante
de la plante. Cela est en désaccord avec nos résultats, nous avons trouve que la relation entre la
teneur en polyphénols totaux et ’activité antioxydante étudiée n’est pas linéaire. L’extrait
éthanolique qui possede la teneur la plus élevée en polyphénols n’est pas forcément le plus actif
comme antioxydant. L’extrait aqueux est le plus efficace avec la moitié des polyphénols alors
que I’extrait éther de pétrole posséde une activité moyenne malgré sa teneur tres faible en

polyphénols.

Cela peut étre expliqué par la présence dans la plante d’autres composants qui agissent
comme antioxydants. Les calices de cette plante sont riches en acides organiques comme 1’acide
ascorbique (Prenesti et al., 2005) qui peut atteindre 141.09mg/100g (Wong et al., 2002), cet

acide est un antioxydant naturel bien connu.
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Conclusion

Conclusion

Etant donné que les calices de la plante Hibiscus sabdariffa L. sont une source abondante
et intéressante de molécules bioactives qui contribuent a ses propriétés biologiques. Dans le
cadre de la valorisation de ces propriétés, nous avons orienté notre travail sur 1’extraction
successive des molécules bioactives par trois solvants de polarité croissante a partir des calices
de cette plante, puis ’estimation du taux des polyphénols dans les différents extraits, suivie

d’une évaluation de leur activité antioxydante par lest DPPH.

Les résultats du processus d’extraction ont montré que I’extrait aqueux a donné le

rendement le plus €levé, suivi par I’extrait éthanolique puis ’extrait d’éther de pétrole.

Le dosage des composés phénoliques a révélé que 1’extrait éthanolique est I’extrait le plus
riche en polyphénols totaux par rapport aux deux autres extraits, ce que nous supposons est di
a la solubilité élevée de ces composants dans I’éthanol. Alors que I’étude de I’activité
antioxydante des extraits par le test de DPPH a montré une forte efficacité a piéger le radical
libre par 1’extrait aqueux en comparant avec I’extrait éthanolique qui avait le taux le plus élevé
en polyphénols. Ce phénomene peut étre expliqué par la présence des composants autres que

les polyphénols dotés d’une activité antioxydante dans les extraits aqueux et d’éther de pétrole.

Les calices d’Hibiscus sabdariffa peuvent donc étre utilisé comme source d'antioxydants
naturels pour lutter contre les maladies liées au stress oxydatif puisque ces antioxydants naturels

présentent un risque minime d'effets secondaires par rapport aux antioxydants synthétiques.

Des recherches complémentaires sur les propriétés antioxydantes et thérapeutiques de la
plante in vivo et in vitro mériteraient d’étre menées. Il serait, également, trés instructif
d’explorer la composition chimique des extraits et de tester leur effet dans la lutte contre les

maladies causées par le stress oxydant.
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Résumé
Hibiscus sabdariffa L., également appelée Karkadé, est une plante médicinale, herbacée de la famille des Malvacées, largement utilisé

et valorisée dans plusieurs domaines, notamment dans les domaines thérapeutiques.

Nous nous somme intéressées dans ce travail a I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits préparés a partir des calices d’Hibiscus
sabdariffa L. par la détermination de la teneur des polyphénols totaux des extraits suivi par I’examination de leurs pouvoir antioxydant par le
test DPPH. Les rendements d’extraction obtenus ont révéler le taux le plus élevé chez I’extrait aqueux (EA) (22,23%), et un taux moyen chez
I’extrait éthanolique (EEA) (19,72%), alors que le rendement le plus bas a été obtenue chez 1’extrait éther de pétrole (EEt) (0,59%). Le dosage
des polyphénols totaux des extraits a été effectuée par spectrophotométrie, qui a révélé la quantité la plus élevée dans (EEa) (64,82 EQAG
(mg/g E)), et presque la moitié (36,49 EqAG (mg/g E)) a été trouvée dans (EA), tandis que (EEt) a révélé la plus basse teneur (9,11 EqAG
(mg/g E)). L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits réalisé par la méthode du piégeage du radical libre DPPH, a montré que les
extraits exercent une activité antioxydante, mais inférieure a celle du standard (Acide ascorbique) avec ICso (1,71 pg/ml), en effet ’extrait le
plus actif est (EA) avec une ICso de 48,88 (ug/ml), s’ensuit par (EEa) avec une ICso de (60,97 pg/ml), alors que ’activité antioxydante la plus
faible est constaté chez (EEt) d’ICso 201,8 (ug/ml). D’apreés les résultats la relation entre la teneur en polyphénols et I’activité antioxydante

n’est pas linéaire, ce qui peut étre due la présence dans la plante d’autres composants qui agissent comme antioxydants.

Mot clés : Hibiscus sabdariffa L., Calices, Activité antioxydante, polyphénols, DPPH.

Abstract

Hibiscus sabdariffa L., also called Karkadé, is a medicinal, herbaceous plant of the Malvaceae family, widely used and
valued in several areas, especially in therapeutic areas.

We were interested in this work in the evaluation of the antioxidant activity of the extracts prepared from the calyxes of
Hibiscus sabdariffa L. by the determination of the content of the total polyphenols of the extracts followed by the examination of
their antioxidant power by the DPPH test. The extraction yields obtained revealed the highest yield in the aqueous extract (EA)
(22.23%), and an average rate in the ethanolic extract (EEA) (19.72%), while the lowest yield was obtained with the petroleum
ether (EEt) extract (0.59%). The determination of the total polyphenols of the extracts was carried out by spectrophotometry,
which revealed the highest quantity in (EEa) (64.82 EQAG (mg/g E)), and almost half (36.49 EQAG (mg/ g E)) was found in
(EA), while (EEt) revealed the lowest content (9.11 EQAG (mg/g E)). The evaluation of the antioxidant power of our extracts
carried out by the method of trapping the free radical DPPH, showed that the extracts exert an antioxidant activity, but lower than
that of the standard (Ascorbic acid) with 1Cso (1.71 pg / ml) , in fact the most active extract is (EA) with an 1Cs of (48.88 pg/ml),
followed by (EEa) with an 1Cse of 60.97 (pug/ml), while the weakest antioxidant activity is observed in (EEt) of 1C50 201.8
(1g/ml). From the results, we deduced that the relationship between polyphenol content and antioxidant activity is not linear,
which may be due to the presence in the plant of other components that act as antioxidants.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., Calyx, antioxidant activity, polyphenols, DPPH.




