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Introduction

Introduction

Les thérapies qui exploitent le pouvoir extraordinaire des plantes pour traiter les maladies
humaines existent depuis de nombreuses années et ont évolué au cours de I'histoire
humaine. Le criblage de sources naturelles pour de nouveaux agents pharmacologiques
actifs a permis de découvrir un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a
jouer un réle important dans le traitement de nombreuses maladies humaines (Gurib-Fakim,
2006).

L'utilisation du régne végetal est profondément ancrée dans notre culture, car I'Algérie
est connue pour sa riche flore médicinale, qui comprend des centaines d'especes végeétales
(Ait youcef, 2006). De plus, il posséde le savoir-faire éprouve depuis longtemps par nos
ancétres. Dans le méme temps, toutes les cultures et civilisations de I'Antiquité a nos jours
se sont entierement ou partiellement appuyées sur les plantes médicinales en raison de leur
efficacité, de leur accessibilité, de leur disponibilité, de leur faible toxicité et de leur
acceptabilité (Akharaiyi et Boboye, 2010).

Les métabolites secondaires des plantes sont définis comme des molécules indirectement
importantes pour la vie végétale. Autrement, les plantes médicinales sont basées sur ces
molécules actives pour leur rble pharmacologique, couplées a la difficulté de leur
production. Chez I'étre humain, ces oligo-éléments créent un réle important en affectant
directement sur la qualité nutritionnelle des Iégumes et méme des fruits et ensuite sur la
santé de consommateur (action antimicrobienne, protection contre le développement de

certain type de cancers, antioxydant etc.) (Herzi, 2013 ; Cowan, 1999).

L’objectif de la présente étude consiste a doser les composés phénoliques de plante
médicinale largement utilisée a savoir Hibiscus sabdariffa et évaluer leurs activités

biologiques in vitro.

Notre travail est structuré en deux parties : La premiere partie est consacrée a une synthese
bibliographique sur 1’espéce d’Hibiscus sabdariffa. La deuxiéme partie est réservee a une
étude expérimentale in vitro qui consiste a une analyse phytochimique quantitative d’extrait,
tester ’effet d’extrait d’Hibiscus sabdariffa sur I’activit¢ antioxydant, 1’inhibition des
protéases digestives, évaluer le pouvoir d’augmentation d’assimilation du glucose par les
cellules de Saccharomyces cerevisiae et tester 1’efficacité de 1’extrait sur la conservation du

jus naturel.
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Chapitre | : Etude botanique

I. La plante Hibiscus sabdariffa

I.1.La famille des malvacées

Les Malvacées sont des plantes dicotylédones, dialypétales thalamiflores, méristémones.
C’est une famille cosmopolite mais présente surtout dans les régions tropicales chaudes, bien
que des représentants des Malvacées se trouvent dans les régions tempérées. Par conséquent,
le nombre de Malvacées diminue progressivement au fur et a mesure que I'on va vers le
nord. Les Malvacées peuvent étre des plantes herbacées ou des arbustes. Les feuilles sont
déposées de maniere alternative et possédent des organes foliaires appelés stipules. Les fleurs
se composent 5 petales fusionnés, sont généralement solitaires, unisexuées ou bisexuelles. Le
fruit est une capsule ou une noix. Les tiges contiennent des conduits muqueux. La famille des
Malvacées constituent une vaste variété de plantes a fleurs qui compte un peu plus de 240
genres et plus 4200 espéces distinctes, parmi lesquelles on peut citer 1’Hibiscus, Guimauve,

Tilleul, Baobabs, cacao et le coton (Flores, 2011).
|.2..’espéce Hibiscus sabdariffa L

1.2.1.Généralités

Il existe une grande variéte d'especes d'Hibiscus, elle décompte plus de 300 especes qui
sont présentes dans les zones subtropicales et tropicales a travers le monde. L’espéce
d'Hibiscus sabdariffa est tres utilisée dont on peut exploiter différentes parties : les fleurs, les
feuilles, les racines, les calices (la partie la plus importante de la plante, utilisée pour la
nourriture, la teinture et les boissons) et les tiges. Certaines variétés de cette plante sont

cultivées pour leur beauté ornementale (Shruthi et al, 2016).

Ainsi, recommandé contre les maladies cardiovasculaires, mais aussi comme un
antiseptique urinaire. Les fleurs et les calices sont également connus pour des propriétés
antiseptiques, la toux est soulager par les racines, ainsi dans les aliments, généralement les
calices épais rouges sont utilisé pour préparer des confitures, boisson, thés, bien que dans les
patisseries... (Al-Hashimi, 2012).
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Figure 1 : La plante d’H. sabdariffa L (Chikhoune, 2019).

1.2.2. Appellation

= Nom Scientifique : Hibiscus sabdariffa L

= Arabe D A sl

= Francaise : Oseille de Guinee

= Anglaise . Roselle

= Mexiquaine . Laflore de Jamaique

= Africaine . Karkadé, Bissap

= Thailandaise : Kra-chiap

= Allemande . Rosellahan

= Autres appellations : Thérose, ou de I'Empire (Vasavi et al, 2019)

1.2.3.Caracteristique botanique de la plante

La plante H. sabdariffa L pousse grace a un systéeme racinaire profond, qui peut mesurer
entre 0,5 a 3 metres de hauteur (Ismail et al, 2008), robuste, trés filamenteux, ramifiée
rarement avec de tiges cylindriques rouges de type lisse ouvertes et des calices comestibles de
couleur rougeatre ou jaunatre clair. De plus, elle possede une racine pivotante qui pénétre

profondément dans le sol (Shruthi et al, 2016).

1.2.3.1.Tiges

Les tiges peuvent étre uniformément lisses ou presque lisses, de forme cylindrique, glabres
ou légerement pubescentes, et parsemées de petites épines en peu de fois. lls sont de couleur
variant du verdatre foncé au rougeétre (Vasavi et al, 2019).
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1.2.3.2.Feuilles

Les feuilles supériecures d’Hibiscus sabdariffa sont simples alors que celles inférieures sont
profondément lobées, pouvant atteindre 3 a 5, voire 7 lobes avec des bords étouffées avec des
rouges nervures. Les feuilles sont habituellement disposées en alternance sur la tige, mesurant
entre 7,5 et 12,5cm de long et arborant une teinte vert rougeatre ou rouge-violet (Clydesdale
etal, 1979).

1.2.3.3.Calices

Les calices sont la partie florale qui subsiste aprés la chute des pétales, il peut étre rouge ou
blanc composé de 5 sépales de grand taille avec un collier appeler epicalyx formée de 8 a 12

bractées fines et aigués autour de la base, en fin de journée il commence a se dilater. Pouvant

atteindre une longueur de 3,2 a 5,7cm et enveloppe intégralement le fruit (Omobuwajo et al,
2000 ; Clydesdale et al, 1979).

Figure 2 : Différentes sections de la plante Hibiscus sabdariffa (Endrias et al, 2006 ; Cisse et
al, 2009).

1.2.3.4.Graines

Les graines sont en forme de rein, recouvertes de petits poils étoilés et résistants, mesurant
de 3 a 5mm de longueur et pouvant atteindre jusqu'a 7mm, généralement de couleur brun clair
et sont ovoides (Marschner, 1995 ; Shruthi et al, 2016 ; Omobuwajo et al, 2000).
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Figure 3 : Les graines d'Hibiscus sabdariffa obtenue manuellement (Ismail et al, 2008).

1.2.3.5.Fruits

Le fruit est une capsule veloutée ovoide de 1,25 & 2cm de long, verte a 1’état immature
(Shruthi et al, 2016), composé de 5 valves, chacun constituée de 3 fines couches, dans la
partie interne ils sont lisses, par contre dans la partie externe ils sont hérissées avec poils fins
et pointus. Les graines sont contenues dans la capsule, chaque valve contenant 3 a 4 graines
(Paul, 1995).

~

Figure 4 : Partie calice et fruit (Cisse et al, 2009 ; Chikhoune, 2019).

1.2.3.6.Fleurs

L'éclosion de la fleur se produit sur les branches qui se trouvent en dessous des feuilles.
Elle peut mesurer jusqu'a 12,5 cm de diamétre, est dotée d'une teinte jaunatre et d'un centre de
couleur rose ou marron et devient rose avec le coucher de soleil. La floraison se produit tard
le matin et se termine tot I'aprés-midi (Vasavi et al, 2019).
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.‘ - d ; ; . 7.': ;.‘.»:V A
Figure 5 : La fleur d'Hibiscus sabdariffa (Cisse et al, 2009 ; Mohamed et al, 2012).

1.2.4.1’écologie

La cueillette de la roselle nécessite de trois a quatre mois pour atteindre la phase de
maturation, elle apprécie un environnement tropical avec une pluviométrie variant de 1500 a
2000 mm par an. Cette espéce peut supporter des conditions climatiques plus chaudes et
humides avec une température nocturne minimale de 21°C. De plus, elle nécessite 13 heures
d'ensoleillement pendant les premiers mois de croissance pour éviter une floraison prématurée
(Brouk, 1975).

1.2.5.0rigine et réparation géographique

La roselle est répondue dans la plupart des pays chauds comme la Malaisie, I'Arabie
saoudite, I'Inde, Thailande, Philippines, Vietnam, le Soudan et le Mexique. Actuellement, elle
se pousse dans les régions surtout humides. Elle est courante notamment dans les zones
d’Afrique centrale et occidentale surtout la savane en Afrique tropicale. L'origine de la roselle
est incertaine, bien que certains pensent que son pays d'origine est I'inde et le royaume
saoudite. Elle est fréqguemment observée comme une plante qui a échappé des cultures.
Toutefois, des échantillons d'Hibiscus sabdariffa L qui semblent véritablement sauvages qui
sont collectés aux régions de I’ Afrique central (Ghana, Niger, Nigeria et Angola) (Clydesdale
etal, 1979 ; Abu-Tarboush et al, 1997 ; Ismail et al, 2008).

1.2.6.Culture

L'Hibiscus est relativement rustique et pousse bien dans la plupart des sols. Les climats
tropicaux humides sont les climats favorables d’Hibiscus Sabdariffa. Pour ensemencer 1
hectares, environ 5 a 8kg de graines sont nécessaires. La germination des graines nécessite un
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minimum de température de 10°C, mais I’idéale température pour le développement des
plantes varié entre 20 et 35°C avec 130 a 260 mm de précipitations pendant les 3 a 4 premiers
mois de croissance. Le pH du sol optimal pour une bonne croissance varie entre 5 et 6, les
sols sableux ou terreux sont les meilleurs pour la culture. La floraison d'Hibiscus est mieux
pendant les jours courts (octobre et février). 1l faut 120 a 180 jours pour que le calice rouge
vif se révéle. Aprés la chute des fleurs les calices rouges charnus sont récoltés
(Schoeneberger, 1998 ; Endrias, 2006).

1.2.7.Classification

Le tableau suivant montre le classement phylogénétique APG IIT d’H. sabdariffa : (APG
[11, 2009)

Tableau I : Classification d’espéce Hs selon (APG I11).

Régne Archéplastides

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédonesvraies
Clade Noyau des Dicotylédonesvraies
Clade Rosidées

Clade Malvidées

Ordre Malvales

Famille Malvacées
Sous-famille Malvoidées

Genre Hibiscus

Espece Hibiscus sabdariffa L
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Et selon Vasavi et al (2019), I’espéce Hibiscus sabdariffa est arrangée selon le tableau ci-

dessus :

Tableau Il : Classification de 1’espéce Hibiscus sabdariffa selon Vasavi

et al, 2019.
Domaine Eucaryotes
Régne Plantae
Embranchement Spermatophytes

Sous-embranchement

Angiosperme

Classe Dicotylédones
Ordre Malvales

Famille Malvacées

Genre Hibiscus

Espéce Hibiscus sabdariffa
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I. Composition nutritionnelle des différentes parties de la plantes d’H.
sabdariffa L

Les calices et les graines sont les parties les plus importantes et les plus exploitées et
comestibles dans la plante d’Hibiscus sabdariffa. La composition nutritionnelle d’Hibiscus
sabdariffa frais varie d'une étude a l'autre, probablement en raison des différentes variétés
génetiques, environnementales, écologiques et méme des conditions de recolte de la plante
(Da-Costa-Rocha et al, 2014).

1.1.Les calices

Les calices d’Hibiscus sabdariffa sont riches en acides organiques comme 1’acide oxalique,
succinique (les deux acides représentent des proportions de 76% des acides organiques en
total), ’acide malique, tartrique et une concentration dominante d’acide ascorbique. 1l est noté
que chaque 100g de calices frais contenir : 2.85ug de vitamine D, 0.04mg de thiamine et
0.6mg de vitamine B2 (Wong et al, 2002).

Le glucose, le fructose et le saccharose sont les sucres les plus abondants dans la partie
calice d’Hs. Le glucose, est le sucre essentiel, occupe 40% des sucres totaux. L’analyse des
composants minéraux de calice d’Hs montre une grande variabilité par rapport aux teneurs
maximales autorisées dans I’alimentation humaine, selon la zone géographique de production.
Ces calices contiennent des oligoéléments, comme le chrome et le cuivre, ainsi d’autres

composants a savoir : pectines, polyphénols, carotenes et méme de fibres (Wong et al, 2002).
1.2.Les graines

Les éléments contenus dans les calices d’Hs sont également présents dans les graines, bien
que les teneurs soient généralement élevées dans les graines que dans les calices. Les graines
d’H. sabdariffa contiennent de trés fortes concentrations de protéines (26%), de lipides (20%)
et de sucres totaux (40%). Les glucides sont constitués de saccharose, glucose et d’amidon en
quantité moyenne de (17,6 ; 4 et 16,1) g/100g respectivement de graines entiéres fraiches. lls

sont donc une excellente source de protéines et de lipides (EI-Adawy et al, 1994).

Les principaux acides amineés présents dans les graines sont: 22% d’acide glutamique,
18% de glycine et 11% d’acide aspartique. Il contient de fagon minoritaire d’autres acides
aminés a savoir : 7% de leucine, 5% de phénylalanine et 4% de thréonine (EI-Adawy et al,
1994).
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Les graines d’Hs sont riches en huile avec une concentration de 20%. L'huile de graines
brute & un couleur jaune verdatre connue pour sa composition idéale en matieres grasses
représente plus de 70% d’acide gras insaturés. L’acide linoléique est le plus courant (39%),
ensuite 31% d'acide oléique. 21% d’acide palmitique est également I'acide gras saturé le plus

fréquent, et enfin 6% d'acide stéarique ainsi que I'acide arachidonique (EI-Adawyet al, 1994).
1.3.Les feuilles

Les feuilles d’H. sabdariffa sont riches en lipides, protéines, une quantité d’eau et certains
éléments minéraux connus comme source important de magnésium, calcium, zinc et de
(Endrias, 2006 ; Cisse et al, 2009).

La plante de roselle est trés riche en minéraux tels que le potassium et le magnésium ainsi
que certaines vitamines comme la vitamine B3, vitamine B6 et la vitamine C (Shruthi et al,
2016).

Tableau I11 : La valeur nutritionnelle des feuilles d’Hibiscus sabdariffa (Da-Costa-
Rocha et al, 2014).

Composant Feuilles (100g)
Protéines 3,39
Matieres grasses 0,39
Glucides 9,2¢
Phosphore 214mg
Fer 4,8mg
La thiamine 0,45mg
Acide ascorbique 54mg
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Il. Phytochimie d’Hibiscus sabdariffa L

Les propriétés chimiques d’H. sabdariffa montre des niveaux assez élevées en acide 3,4-
dihydroxybenzoique et en anthocyanes. Les calices séchés sont riches en flavonoides,
gossypétine (flavonols), hibiscétine, sabdarétine, des petites qauntité de delphinidine,
chrysanthénine et myrtilline. Le lycopéne et la B-carotene occupent aussi des teneurs non
négligeables de matiere fraiche de calice d’Hs de 164,3ug par 100g et 1,9mg par 100g
respectivement, également des mucilages et des pectines. L’acide citrique, tartrique et l'acide
malique représentent des quantités importantes en acides organiques. La concentration de ces
derniéres diminue quand la plante se mature (Shruthi et al, 2016).

Les calices rouges d’Hs est également riches en anthocyanes, la teneur atteint jusqu’a 1,59
d’anthocyanes pour 100kg de calice sec, ce qui est comparable a la mdre et plus que la
majorité des autres plantes consommable. Le tocophérol présent dans les graines d’Hs et
représente une excellente source des antioxydants. La delphinidine 3-sambubioside et la
cyanidine 3-sambubioside sont les anthocyanes qui ont été identifiés dans les différents
cultivars d’Hs. L’anthocyane responsable de la teinte rougeatre ou violatre de calices est
I’hibiscine. Les principaux constituants d’H. sabdariffa pertinents dans le cadre de sa
pharmacologie sont les acides organiques, les anthocyanes, les polysaccharides et les
flavonoides, ainsi que les extraits d'H. sabdariffa contiennent un pourcentage élevé d'acides
organiques (Da-Costa-Rocha et al, 2014).
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Tableau IV : La composition de I’extrait aqueux de calice d’H. sabdariffa (Da-Costa-Rocha
et al, 2014).

Classe Composé

Acide hydroxycitrique
Acide d'Hibiscus

Acide organique ) . _
Glucoside d'acide d'Hibiscus

Ester 6-méthylique de I'acide d'Hibiscus

Delphinidine-3-sambubioside
Anthocyanes L o
Cyanidine-3-sambubioside

Acide gallique

Isomeére de I'acide chlorogénique |
L'acide chlorogénique

Isomere d'acide chlorogénique 11
5-Hydroxyméthylfurfural

Gallate de méthyle

Acide 2-O-trans-caféoyl-hydroxycitrique
Acide 5-caféoylquinique

Acide 3-caféoylquinique

Acide protocatéchuique

Glucoside d'acide protocatéchuique
Acide coumaroylquinique

Flavonoides et acide phénolique ) o
Quercétine-3-sambioside
Quercétine-3-rutinoside

Acide 5-O-caféoylshikimique

Leucoside (kaempférol-3-O-sambubioside)
Quercétine-3-glucoside
Kaempférol-3-O-rutinoside

Meéthyle (AS dans la méthylépigallocatéchine)
Myricétine

Acide 4-caféoylquinique
Kaempférol-3-p-coumarylglucoside
Quercétine

Tiliroside

12
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Tableau V : Teneurs polyphénolique de certains extraits d’Hs (Mourtzinos et al, 2008).

Composé Extrait d’H.sabdariffaLL (mg.g?)

Acide chlorogénique 46

Quercétine 8,71
Myricétine 5,21
Acide caféique 1,79
Acide syringique 1,61
Kampférol 1,44
Acide gallique 0,71
Acide sinapique 0,49
Acide protocatéchique 0,14
Acide férulique 0,19
Acide p-coumarique 0,16
Epicatéchine 0,13

I11. Domaines d’utilisation d’Hibiscus sabdariffa L

Différentes fractions d’H. sabdariffa L (tige, feuille et calice) sont appliquées dans
plusieurs domaines que ce soit 1’alimentation humaine, I’industrie agroalimentaire, la
médecine grace a ses propriétés pharmacologiques, ou dans I’industrie de textile (Cisse et al,
2009).

V.1.Utilisation alimentaire
V.1.1.Calices

Les calices, est la partie la plus fréeguemment utilisée de la plante en raison de son forte
concentration en acides, en pectine, en vitamine C et surtout en anthocyanes. lls sont
impliqués dans la fabrication de boissons non alcoolisés désaltérantes et tonifiantes. Les
calices sont trempés dans de I’ecau que ce soit chaude ou bien a température ambiante pour
obtenir un extrait aqueux, qui est utilisé pour fabriquer ces boissons. Des sucres peuvent étre
ajoutés apres filtration dans certaines pays pour préparer la boisson finale, ainsi que d’autres
composants a savoir : jus ou morceaux de fruits (ananas, fraise, gingembre) et des ardmes etc.

Tres courant et connue sous multiples dénominations en Asie et en régions africaines. Elle est

13
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tres populaire au Sénégal sous le nom de « bissap » surtout pendant le mois de ramadan. La
boisson s’appelle « da bilenni » au Afrique subsaharienne. Elle est plus connue en Egypte
sous la dénomination de « boisson des pharaons ». Le « thé de karkadé » est la boisson
courante au Soudan, qui est consommée chaude ou froide ¢a dépend la période. La boisson
traditionnelle préparée a partir du gingembre, calice d’Hs, sucre et de 1’eau bouillante appelé
« noél » en Jamaique. Ensuite le liquide est tamisé et accompagné de créme glacé et
couramment avec du rhum. Toutes les couches sociales de la population au Nigéria apprécient
la boisson, connue sous le nom « zobo ». En raison des propriétés médicinales des calices le
prix de différentes boissons non alcoolisées importées est augmenté dans ce pays. La boisson
est tres consommeée en Thailande en infusion ou en boisson fraiche, mais elle a attiré

I'attention de plusieurs producteurs de jus en Malaisie (Cisse et al, 2009).

Les calices est également coutante pour la préparation des patisseries et des dessert. Les
purées d’Hs sont populaires au Amérique, au Sénégal, au pays australienne et asiatiques dans
I’espace caraibe. Une boisson alcoolisée fermentée semblable au vin est également fabriquée

a partir du calice (Mounigan et Badrie, 2007).

L’industrie pharmaceutique et alimentaire utilise des extraits concentré ou séchée de calice
maniére qu’un colorant naturel. Aujourd’hui, en raison des pigments instables au cours de la

conservation du produit, leur utilisation est reste problématique et limitée (Pouget et al, 1999).

V.1.2.Graines

A la république du Bénin les semences cuises et fermentés d’H. sabdariffa sont adopter
pour la production des épices traditionnels a cause de leur richesse en protéines. La durée de
fermentation détermine la production de divers produit nommeé « iru », « afitin », « sonru » ou
« yanyanku ». Le « dawadawa » au Ghana, le « dadawabasso » et le« dadawakalwa » au
Nigéria, le « soumbala » au Burkina Faso, le « nététu » au Sénégal, le « natto » au Japon et le
« kinema » au Népal sont des produits identiques. Le « mungzantusa » est un aliment fabriqué
a partir des graines fermentées avec des épices, au nord du Nigéria. lls sont utilisés de fagon
traditionnel par fermentation de germes auparavant cuites pour préparer la viande d’oseille

également connue sous le nom « furundu », pendant 9 jours (Cisse et al, 2009).
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V.1.3.Feuilles

Les constituants des feuilles d’H. sabdariffa convient aussi a I’alimentation humaines. Ces
organes sont consacrées pour faire le « békéj », c’est une sauce épaisse et acide, qui est
accompagne avec du riz au poisson et aussi utilisées pour produire des sauces servies avec

autre plats de tubercules (Cisse et al, 2009).

V.2. Utilisation médicinale
La plante d’Hs possede de nombreux pouvoirs thérapeutiques. Dans les pays du sud elle
est utilisée dans la médecine traditionnelle. Cependant quelques caractéristiques médicinales
ont été menées, principalement sur des animaux (Cisse et al, 2009).

Elle reconnue aussi par leur effet antimicrobienne, analgésique, protége le systéme
cardiovasculaires, abaisse la tension artérielle, réduit les maladies diabétiques, diurétique,

lutter contre certaines types de cancers, désinfectant (D’Heureux et al, 2004).

Dont la consommation journaliére d’extrait d’H. sabdariffa diminuerait de maniere
significative la tension artérielle chez les sujets hypertendus. Cependant, en dépit de
l'utilisation populaire de cette plante dans le domaine de la pharmacologie, peu ou pas
d'informations ont ét¢ fournies jusqu’a présent sur sa toxicité. Des travaux complémentaires
seraient donc nécessaires dans ce domaine. L’extrait d’Hs est un médicament naturel
impeccable pour I’organisme qui préserve un excellent taux de cholestérol et de TG dans le
sang. Il aide les personnes atteintes d’une hyperlipidémie en réduisant le LDL et TG et en
augmentant le bon cholestérol (HDL) (Hirunpanich et al, 2006).

Les calices infusés employées pour traiter les inflammations des voies respiratoires,
douleurs dentaires, les anémies ainsi que la rougeole. En outre, les feuilles est adopté pour

soigner les brdlures, les blessures et la conjonctivite (Endrias, 2006).
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V.3.Utilisations traditionnelles

Voici-ci quelques autres utilisations et/ou caractéres meédicales traditionnels de 1’extrait
d’Hs : (Cisse et al, 2009)

» Purificateur du sang et fortifiant ;

» Inhibe la formation de caillots sanguins dans les reins ;

» Remedes contre le cancer, les abceés ;

= Désordres du foie, lutte contre les maladies cardiovasculaires et hépatiques ;
» Antispasmodique, antimicrobienne et antifongique ;

= Les feuilles soignent les plaies et les ulceres.
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I. Les activités biologiques d’Hibiscus sabdariffa

A cause de leur richesse en métabolites secondaires comme les composés phénoliques, les
alcaloides ainsi que les terpénes, les plantes médicinale sont une excellente source des
activités biologiques celles-ci I’activité antioxydante, anti-Alzheimer, anti-inflammatoire et
antifongique...ctc. (Shakya, 2016). Si pour cela, dans ce chapitre on focalise juste de facon

générale et récapitulative de certaines activités biologiques et en particulier sur la karkadé.
I.1.Activité antimicrobienne

L'extrait d'Hibiscus a démontré une efficacité antibactérien contre Streptococcus mutans,
bactéries cariogenes de la cavité buccale, avec une concentration inhibitrice minimale de
2,5 mg/ml et méme a des especes de Campylobacter (Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli et Campylobacter fetus) qui contaminent la viande comme la volaille, le beeuf a une
concentration de 96 a 152ug/ml. Cette fois, l'extrait aqueux et méthanolique d’Hs séché a
également montré un effet inhibiteur in vitro contre plusieurs souches bactériennes, telle que
S. aureus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcusluteus, Serratia mascences, Clostridium
sporogenes, Escherichia coli, K. pneumonia, Bacillus cereus et Pseudomonas fluorescence,
mais n'ont pas affecté la croissance du champignon Candida albicans (Abdallah, 2010).

Les extraits bruts de graines de Hs (200mg/l) ont également montré un effet antimicrobien
contre trois types de bactéries Gram-négatives. L'extrait a montré une activité plus élevée
contre Salmonella, suivie de Shigella et Enterobacter. Les composés bioactifs connus par leur

effet antimicrobien peuvent expliquer cette activité antibactérienne d’Hs (Da-Costa-Rocha et
al, 2014).

1.2.L’activité anticancéreuse

Depuis longtemps, les phytothérapeutes ont acces a des données d’observation sur 1’effet
anticancéreux de divers plantes, retranscrites dans des textes traditionnels (Li et al, 2004). La
présence de produits photochimiques comme les composés phénoliques (catéchines,
flavonoides et curculionidés), les terpenes et les composés sulfurés qui contribue a cette
action anticancereuse. Les polyphénols ont des propriétes anticancéreuses important qui
combattent un spacieux éventail de cancers, y compris le cancer du sein, du colorectal, du
pancréas, de la prostate, du poumon, le fibrosarcome colorectal ainsi que la leucémie (Dorai et
al, 2004).
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Récemment, 1'activité anticancéreuse d’extrait des feuilles d’Hs a été évaluée in vitro et in
vivo sur des cellules cancéreuses de la prostate humaines. L'étude a montré que l'effet anti-
apoptotique était médié par les voies intrinseques (caspase 9 médiée par Bax / cytochrome c)
et extrinseques (caspase 8/t - bidmédiée par Fas), ainsi que bloqué la croissance de la
xenogreffe de tumeur de la prostate chez la souris nudeathymique. Donc I'extrait des feuilles
au lieu de calices représentait une source possible des composés polyphénoliques plus
importants (Lin et al, 2005).

1.3.Activité anti-obésité

Un rapport a montré qu'un extrait aqueux standardisé (33,64mg d'anthocyanes totaux pour
chaque 120mg) de Hs était capable de réduire le gain de poids chez les souris obéses tout en
augmentant l'apport en liquide chez les souris saines et obéses. Cet effet est probablement
obtenu grace a la modulation des voies PI13-K/Akt et ERK, qui jouent un role central au cours
de lI'adipogenése. Des autres expériences ont révéle in vitroetin vivo que
I'extrait d'Hibiscus (ou thé) inhibait l'activité de I'a-amylase, bloquant I'absorption des sucres
et de I'amidon, ce qui peut contribuer a la perte de poids. Une autre étude menée au Mexique a
l'aide d'un extrait éthanolique de Hs a conclu que I'extrait pouvait étre envisagé comme un
agent anti-obésité possible a cause de ses effets sur I'absorption et I'excrétion des graisses et

sur le poids corporel des rats (Da-Costa-Rocha et al, 2014).

I.4.Activité anti-anémique

Actuellement I’anémie est tres répondue. Elle est diagnostiquée au fil de nombreuses
maladies notamment les cancers, des troubles digestives et rénaux et des maladies
infectieuses. Les anémies peuvent étre causées par une plusieurs facteurs, dont les anémies
causées par une carence en fer (anémie ferriprive) qui est la plus fréquentes. Pour fournir un
bon traitement, les causes doit étre systématiquement recherchée et nécessaires (Boulin et
Fagnoni, 2018). Une étude préliminaire sur l'utilisation des décoctions de Hs comme foyer de
fer pour traiter I'anémie et certaines autres pathologies de carence minérale a été menée et a
montré que les calices fermentés secs d'Hibiscus présentaient une valeur de pH trés faible qui
améliorait la disponibilité des minéraux (fer, zinc, calcium et magnésium), et avait aussi un
effet bénéfiques sur les GR (Falade et al, 2005).
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Matériels & méthodes

I. Matériel vegétal
I.1.Collection du matériel végetal
La sélection de la plante médicinale a savoir 1’Hibiscus sabdariffa objet de notre étude,
faite sur la base de sa large présence et utilisation traditionnelle. La plante de karkadé seche a

été achetée durant la période de mars 2023 de la Wilaya d’Alger dans la région d’El-Harrach.
Nous avons identifié cette plante grace a des recherches bibliographiques approfondies ainsi
qu’a I’aide du Dr. CHERGUI Achour, maitre de conférence, a la faculté des sciences de la

nature et de la vie et des sciences de la terre, université de Bouira.

P

Figure 6 : Les fleurs d’Hibiscus sabdariffa (Mars 2023).

Il. Broyage et tamisage

Afin d’obtenir sa poudre, un échantillon de fleurs d’Hibiscus sabdariffa susmentionné, a
été nettoyée et broyée par un broyeur électrique. Apres broyage, la poudre obtenu a été
tamisée a I’aide d’un tamis dont le diametre des pores est de 100um afin d’obtenir des
particules trés fines de karkadé. Enfin, la poudre a été conservée dans un flacon en verre

opaqgue et couvert pour éviter I’oxydation de leurs différentes composés jusqu’a 1’utilisation.
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I11. Préparation de I’extrait
111.1.0bjectif

Par [’utilisation des solvants organiques accélérant et augmentant le rendement
d’extraction, nous avons consisté d’atteindre notre objectif, qui est d’extraire le maximum des

molécules chimiques contenues dans les fleurs d’H. sabdariffa.

L’éthanol est le solvant utilisé pour 1’extraction des composés phénoliques car il possede
I’avantage d’étre plus facile a éliminer. L’extraction des composés phénoliques a été réalisée

par une méthode solide-liquide selon la procédure d’Owen et Johns (1999).

111.2.Macération

I11.2.a. Principe

Le principe suivi dans cette étude est "la macération™, cette derniére permet de laisser la
poudre d’un matériel végétal dans un solvant en contact prolongé, pour but d’extraire les
principaux actifs. Pour conserver I’intégrité des molécules, 1’opération doit se déroule & une

température ambiante (Lagnika, 2005).

111.2.b. Protocole

8g de poudre de plante ont été macérées dans 200ml d’éthanol (96%) sous agitation, a
I’aide d’un agitateur magnétique pendant 6h a une température ambiante et a I’abri de la
lumiére. Apres macération, le macérat obtenu a été filtré a 1’aide de papier Whatman N°3. Le
filtrat obtenu a subi une évaporation a 1’aide d’un évaporateur rotatif, puis a été séché a
I’étuve 40°C jusqu'a 1’évaporation compléte et I’obtention d’un extrait sec. L’extrait sec
constitué a été conservé dans un flacon stérile, propre et sec au réfrigérateur jusqu’a leur

utilisation (Ben Moussa et al, 2022).
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Matériel végétal

sec broyés

= Extraction a froid
par I’éthanol.
= Filtration.

f %
. Résidu
' Filtrat I [‘ lvégétal sec

! . =  Evaporation a sec sous
~ 7 pression réduite.

Sec

IExtrait éthanolique

Figure 7 : Différentes étapes de préparation de 1’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa.

V. Etude phytochimique d’Hibiscus sabdariffa
IVV.1.Analyse quantitative des composés phénoliques

IVV.1.1.Dosage des polyphénols totaux (PPT) par colorimétrie

Pour le but de caractériser I’extrait préparé a partir des fleurs de 1’Hibiscus sabdariffa, un

dosage des polyphénols totaux a été fait.

IVV.1.1.a.Principe

Selon la méthode colorimétrique du Folin-Cioclateu, les polyphénols totaux ont été
déterminés par spectrophotométrie (Ragaee et al, 2006 ; Wong et al, 2006 ; Anthony, 2010).
Le mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM012040) constitué une couleur jaune d’acide de Folin-Cioclateu. Lors de 1I’oxydation
des polyphénols, le réactif est réduit en un complexe bleu constituant I’oxyde de tungsténe
W;gO23 et de molybdéne MogOz (Ribéreau, 1968). La couleur obtenue avec une absorption
maximale a 765nm, représente proportionnellement la quantité de polyphénols présents dans
I’extrait (Boizot et Charpentier, 2006).
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1V.1.1.b.Mode opératoire

Selon le protocole démontré par Normala et Mardhiah en 2010 Iégerement modifié, les
polyphénols totaux (PPT) sont déterminés : 1ml de FCR dilué 10 fois mélangé dans un tube a
essai avec 200ul d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa (20mg/ml). 800ul de carbonate
de sodium (Na2CO3) a 7,5% sont ajoutés aprés 4 minutes. L’absorbance est mesurée a 765nm
aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 1 heure a I’obscurité et a une

température ambiante.

La courbe d’étalonnage est effectuée par ’acide gallique a différentes concentrations, dans
les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme poids sec (mg EAG/g d’extrait)

(Normala et Mardhiah, 2010).

200pl d'extrait végétal

Ajout de Iml de FCR

I Ajout de 800pl Na,CO, (7,5% )

l Incubation pendant lheures a
température ambiante et a I'obscurité

Lecture a 765nm

Figure 8 : Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux (PPT) d’extrait éthanolique.

1V.1.2.Dosage des Flavonoides (FV) par le trichlorure d’aluminium
La teneur en flavonoides d’extrait d’Hibiscus sabdariffa a été déterminée en utilisant la
méthode de trichlorure d’aluminium AICIs peu modifiée : un complexe jaunatre a été obtenu

par les atomes d’oxygeéne présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides et le trichlorure

d’aluminium (Mbaebie, 2012).

En bref, Iml d’AIClz a 2% a été mélange avec 1ml d’extrait d’Hs dilué dans le solvant

d’origine. L’absorbance est mesuré a 430nm aprés 10 minutes d’incubation a 1’obscurité.
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Les teneurs en flavonoides sont présentées en milligramme d’équivalent de quercétine par
un gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait) en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue par

la quercitrine comme standard, dans les mémes conditions du dosage.

1ml d'extrait végétal

Ajout de 1ml d'Alcl3 a 2%

Incubation pendant 10min a
I'obscurité

Lecture a 430nm

Figure 9 : Différentes étapes du dosage des flavonoides (FV) d’extrait d’Hibiscus sabdariffa.

IVV.2.Dosage des protéines

IV.2.a.Principe

Le principe de cette méthode développée par Bradford (1976) repose sur I’utilisation du
bleu brillant de Coomassie G250 (BBC) et 1’albumine de sérum de bceuf (Img/ml) comme
standard. En milieu acide, ce colorant se lie aux protéines par liaisons ioniques avec des
acides aminés basiques (arginine, histidine et lysine), et interactions hydrophobes avec les
acides aminés hydrophobes, ces liaisons entrainent un déplacement du pic d’absorption de
465nm a 595nm: changement de la teinte du milieu qui passe du brun orangée au bleu(en
solution le réactif a une forme cationique brin orangé qui absorbe a 465nm, une fois liée aux
protéines il donne une forme anionique bleue qui absorbe a 595nm). Ainsi, plus il y a des
protéines dans la solution, plus la coloration bleue est intense, c'est a dire que I'absorption a

595nm est élevée.

IVV.2.b.Protocole

L’extrait d’Hibiscus sabdariffa dont on veut déterminer la concentration protéique a été
dilué. 3ml de reéactif de Bradford a été ajouté & 100ul de I’extrait. Aprés homogénéisation et
repos de 10 a 15min dans 1’obscurité, la densité optique (DO) est mesurée a 595nm contre le
blanc. Les concentrations en protéines sont déterminées sur la base du courbe étalon préparées
par la BSA.
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100pl d'extrait végétal

Ajout de 3ml de réactif de
Bradford

Incubation 10 2 15min & |
-

1'oscurité

Lecture a 595nm

Figure 10 : Différentes étapes du dosage des protéines d’extrait d’Hs par la méthode de
Bradford.

V. Méthodes de dosage de I’activité antioxydante in vitro
V.1. Le test de piégeage du radical DPPH

V.1.1. Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH*) est un radical libre stable, dont la
solution possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 517nm. Quand une
solution de DPPH* est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogene,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Figure 11). Ceci provoque la perte de la

coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a517nm (Brand-Williams, 1995).

NG,

N,

oN NN A =) ON —N

Figure 11 : Réaction chimique de transformation du radical DPPH* en DPPH (Talbi et al,
2015).

Il est noté que la solubilité du DPPH dans les milieux organique rend cette méthode trés
adéquate aux dosages effectués aux milieux alcooliques soit méthanolique ou éthanolique.
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V.1.2.Protocole

La détermination de I’activité antiradicalaire par le test de DPPH a été effectuée en
utilisant la méthode décrite par Dieng et al (2017). Une solution éthanolique de DPPH a été
préparée en dissolvant 2,4mg de ce produit dans 100ml d'éthanol. Ensuite, 50ul d’extrait a une
concentration donnée sont ajoutés a 950ul de la solution DPPH. L’extrait ainsi que la
référence (acide ascorbique) sont testés a différentes concentrations, puis les absorbances ont
été mesurées a 517nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité. Trois essais ont été

effectués pour chaque concentration de produit testé.

L'activité antioxydante liée a l'effet de piégeage du radical DPPH est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = (Ab0 - Ab1/ Absl) * 100

Ou : A0 : absorbance de DPPH.

Al : absorbance de 1’échantillon.

V1. Activité inhibitrice des protéases digestives (trypsine)

VI1.1.Principe

Selon la méthode d’Anson, (1938) légérement modifi¢, la détermination de I'activité
inhibitrice de trypsine faite a partir de I'effet de I'enzyme sur la caséine. Cette méthode se base
sur la quantité estimative des acides aminés libres ainsi que des peptides simples résultants de

la dégradation de protéine (substrat) sous 1’action des protéases.

L’acide acétique est utilisé pour arréter la réaction enzymatique et précipiter les protéines

non attaquées.
V1.2.Solution de trypsine

4mg de trypsine pesée avec précision ont été préparés dans un volume de 200ml d’HCL a
0,001M. Cette solution peut étre conservée au réfrigérateur pendant 2 a 3 semaines sans perte
notable d'activité (Kakade et al, 1969).
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V1.3.Solution de substrat
2¢g de poudre de caséine ont été dissous dans 100ml de tampon tris a 0,5M, suivi d’une

agitation jusqu’a la dissolution de caséine et la solution devient claire et homogene (Kakade et

al, 1969).

V1.4.Protocole de I’activité antitrypsine

Selon la méthode de Nair et Sandhu, (2013) Iégerement modifié, différentes concentrations
d’extrait d’Hibiscus sabdariffa sont rajoutées a 2ml de solution de trypsine, les tubes ont été
placés dans un bain-marie a 37°C pendant 10min. Pour chaque tube, 5ml de solution de
caséine, préalablement réchauffée a 37°C était ajouté, pendant 10 min. Plus tard, aprés 1’ajout
de Iml d’acide acétique a 30% la réaction s’est arréter. Un blanc d'échantillon peut étre
préparé par le melange de 5ml de solution de caséine et 2ml de trypsine, le mélange a été
incubé a 37°C durant 10 min. Enfin 1ml d'acide acétique a 30% est rajouté pour stopper la

réaction.

VIl. Evaluation de I’activité hypoglycémiante in vitro de la plante d’Hs

VI.1.Effet d’extrait sur I’absorption de glucose par la levure
La levure est caractérisée par un systeme de transport des sucres fait 1’objet d’une attention
considérable de la part de plusieurs laboratoires. La levure peut utiliser un ou plusieurs sucres
comme principale source de carbone et d'énergie. L’éthanol s’est produit par la conversion de
sucre par la levure. Cette derniére absorbe le glucose pour évaluer I’activité antidiabétique des

composés bioactifs de plante ou synthétiques (Sinha et al, 2013).

V1.2.Préparation de la suspension de levure
Selon la méthode Iégerement modifiée de Cirillo, (1961), nous avons prépareé les cellules
de levure. La levure boulangére commerciale (1g) a été lavée par centrifugation répétée (4200
t/min, 5 min) dans de I’eau distillée (5Sml) jusqu’au ce que le liquide surnageant fat clair et

10% (v/v) d’une suspension a été mélangée avec de I'eau distillée.

V1.3.Absorption et dosage de glucose
Plusieurs concentrations d’extrait de plante d’Hs (1,5 ; 2,1 ; 2,7mg/ml) ont été rajoutées a
1ml de solution de glucose (10 et 15 mg/ml) pendant 10 minutes d’incubation a 37°C. En
ajoutant 100uL de la suspension de levure pour I’initier. Ensuite on fait agiter le mélange par

un vortex puis I’incuber pendant 60 minutes & 37°C.
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La réaction a ¢été initiée en ajoutant 100uL de la suspension de levure. Le mélange est
ensuite agité avec un vortex et incubé a 37°C pendant 60 minutes. La centrifugation des tubes
(2500 t/min, 5 min) a été faite apres 1 heure, et la quantité de glucose a été estimée dans le

surnageant et I’absorbance mesuré a 650nm (Sinha et al, 2013).

Le calcul du pourcentage d’augmentation d'absorption du glucose par les cellules de levure

se fait par la formule ci-dessous : (Cirillo, 1961)

% d ' Augmentation d’absorption = (Abc - Abt/ Absc) * 100

Ou : Abt : absorbance du standard ou de 1’extrait.

Abc : absorbance du contréle.

VIII. Application d’extrait naturel d’Hibiscus sabdariffa (décoction) dans la

conservation des aliments

Cette étude a pour but de chercher ’effet de conservation d’un aliment par I’action d’un
extrait naturel de plante, en perspectives de remplacer les additifs chimiques, souvent

nuisibles pour la santé du consommateur.
La partie expérimentale de cette étude est réalisée comme suit :

= Préparation d’extrait par décoction ;
= Application des différents volumes d’extrait d’Hibiscus sabdariffa sur I’aliment ;
= Analyses sensorielles, physico-chimiques de 1’aliment, au cours de leur période de

conservation.

VI1II.1.Préparation de I’extrait
Pour obtenir I’extrait de karkadé, nous avons utilisé une méthode de préparation par
décoction, nous avons porté a ébullition pendant 5 min, 5 fleurs de karkadé dans 100ml d’eau

ensuite laisser refroidir et filtrer.

VII1.2.Echantillonnage

Les fruits destinés a la production de jus sont disponibles sur le marché et largement
vendus. Les fruits achetés, sont acheminés vers le laboratoire de biochimie de la faculté

SNVST-Bouira pour des analyses ulterieures.
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VI11.3.Préparation des échantillons
Aprés un bon lavage sous I’eau. Les fruits sont broyés par un mixeur électrique. Par la
suite le jus obtenu a ensuite été dilué avec des volumes d’eau. L'échantillon de jus a été
distingué en huit portions de volume égal (environ 20 ml) et conservé dans une bouteille
stérile et soit transparente, opaque et conservé a une température de réfrigération
(kaddumukasa et al, 2017).

Différents volumes d’extrait d’Hibiscus sabdariffa (1 ; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4ml) était
ajoutés dans chaque flacon de jus d’orange naturel. Les mélanges conservés a 4°C subiront

I’analyse sensorielle, au quotidien, pendant toute la période de 1’essai de conservation.

Un jus d’orange industrielle (avec conservateur) de méme teneur en fruit avec le jus

naturelle déja préparé (15%) a été utilisé comme un témoin positif.

La conservation a été vérifiée par 1’évaluation de certains paramétres physico-chimiques et

organoleptiques.
V111.4.Analyse physico-chimique

D’une maniére générale, tous les aliments se gatent durant la période de stockage,
essentiellement les jus de fruits contenants des composants périssables. Les facteurs physico-

chimiques peuvent étre des causes importantes a la détérioration de la qualité du produit.
VI1l1.4.1. Mesure du potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH est une grandeur quantitative sans unité de 1’acidité ou de basicité d’une solution,
considéré comme un parameétre permettant de déterminer la concentration en ions H* dans une
solution (Ayad, 2017).

VIll.4.1.a.Mode opératoire

= Allumer le pH-métre, I’attendre de quelques minutes pour se stabilise ;
= Ensuite rincer I’électrode avec de 1’eau distillée ;
= Plonger I’électrode dans 1’échantillon a analyser et lire la valeur de pH directement ;

= Aprés chaque détermination du pH, on retire 1’électrode, et on la rince.
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Résultats & discussion

I. Etude phytochimique d’Hibiscus sabdariffa
I.1.Analyse quantitative des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué par la méthode
spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu et chlorure d’aluminium respectivement. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait brut et mg
équivalent de quercétine par g d’extrait brut, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de

la courbe d’étalonnage tracée a ’aide de 1’acide gallique et de la quercétine (Annexe 01 et
02).

Les résultats des teneurs en polyphénols et en flavonoides sont présentés dans la figurel2.
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Figure 12 : Teneur en polyphénols et flavonoides d’extrait d’Hibiscus sabdariffa (les valeurs
représentent la moyenne * écart-types).

Sur la base des résultats obtenus, 1’extrait d’Hibiscus sabdariffa renferment des
concentrations plus ou moins importantes en polyphénols totaux et en flavonoides. La teneur
la plus élevée est celle des polyphénols avec des concentrations de 16,163 + 0,099mg EAG/g

et avec des concentrations de 9,711 + 0,013mg EQ/g en flavonoides.

Ces résultats sont largement inférieur a ceux de Formagio et al, (2015) qui représente une
teneur en polyphénols et flavonoides de 453.43 + 3.78mg EAG/g et 97.43 + 2.51mg EQ/g
respectivement. Formagio et al, (2015) ils ont utilisés un extrait méthanolique d’Hibiscus
sabdariffa avec une trés longue période de macération qui sont capable d’augmenter le
rendement et méme la teneur de différents composés phytochimiques.
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Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs aussi dont nous citons : la distribution des
métabolites secondaires qui peut varier durant le développement de la plante, de plus peut étre
lié aux conditions climatiques extrémes (température élevée, exposition solaire, sécheresse,
salinité...etc.), ces parameétres stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que
les flavonoides (Park et Cha, 2003).

Ces variations peuvent s’expliquer aussi par le fait que la quantité des composés
phénoliques d’extrait de la plante étudiée dépend essentiellement: de son origine, de la
variété, de la saison de culture, de la saison de récolte, des conditions climatiques et
environnementales, de la localisation géographique, des différentes maladies qui peuvent
affecter la plante, de la maturité de la plante, la taille des particules et de la durée de
conservation. La méthode d'extraction de composés bioactives joue aussi un rdle important
(Conde et al, 2009 ; Ebrahimzadeh et al, 2008).

I.2.Dosage des proteines

La méthode colorimétrique de Bradford est utilisée pour quantifier les protéines. La courbe
d’étalonnage avec son équation linéaire qui met en relation: I’absorbance (595nm)=

f(concentrations en BSA) est nécessaire pour doser les protéines des différentes fractions.

Cette courbe d'étalonnage réalisée a partir de la solution de BSA a 1mg/ml nous a permis
de déduire I’équation de la droite a partir de laquelle la concentration protéique de notre

échantillon a été calculée (voir annexe 02).

Les résultats du dosage des protéines d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa sont

illustrés par la figure 13.
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Figure 13 : Dosage des protéines d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa.

L'analyse spectrophotométrique a montré la présence des protéines dans I’extrait d’Hs
étudié. La concentration des protéines de 1’extrait est de 0,180mg/ml. Ces résultats sont
moindres a ceux mentionnés par Ismail et al, 2008. Cette composition nutritionnelle des
variée d'une étude a l'autre, probablement en raison des différentes variétés, génétiques,

environnementales, écologiques et des conditions de récolte de la plante (Ismail et al, 2008).

Il. Evaluation de I’activité antioxydante

Les composants chimiques naturels responsables de I’activité antioxydante peuvent étre
trouvés dans divers extraits végétales. Plusieurs auteurs ont mené de diverses d’études qui ont
¢été objet d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits. A cet effet nous avons pris le méme
acheminement afin d’apprécier ’activité antioxydante de 1’extrait d’Hs par la méthode de
DPPH.

L’acide ascorbique, est connu par sa propriété antioxydante, a cet égard nous 1’avons

utilisé entant que standard (témoin positif).
I1.1.Activité antiradicalaire DPPH

Les chiffres obtenus nous ont permis de dessiner la courbe qui me en relation : variation du
pourcentage d’inhibition = f (concentrations de I’extrait/standard), représentés sur les figures

14 et 15 respectivement.
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Figure 14 : Graphique d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration EHS.
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Figure 15 : Graphique d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration d’Acide

ascorbique.

Les résultats (figures 14 et 15) montrent que I’extrait éthanolique d’Hs, représente une activité

antioxydante modérée. Le constat ci-aprés suivant est abouti aprés une analyse comparative :

Vitamine C > Extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa.
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La vitamine C a une activité puissante que 1’extrait d’Hs, ces résultats sont coherents avec
les essais d’Alothman et al, en 2009, qui ont révélé que les composés phénoliques
essentiellement les flavonoides, agissent comme des antioxydants efficaces.

La comparaison de I’activité scavenger du radical DPPH de I’extrait et du standard
(L acide ascorbique) montre une activité antiradicalaire dose-dépendante vis-a-vis du radical
DPPH, c’est-a-dire le piégeage des radicaux libres DPPH et donc I’activité antiradicalaire est
en parfaite corrélation avec la concentration en extrait d’Hibiscus sabdariffa. Cette activité
antiradicalaire joue un réle important contre le stress oxydatif causé par les espéces réactives
de I’oxygéne (ERO) de méme joue un réle dans de multiples mécanismes importants pour la
santé humaine : réactions immunitaires, oxydation cellulaire, cancer, hypertension, risques

cardiovasculaires et cataracte (Naidu, 2003).

Les résultats obtenus pour les tests phytochimiques réalisés sur les fleurs d’H. sabdariffa
montrent leurs richesses en plusieurs composés bioactifs pouvant étre lié avec son activité

antiradicalaire étudiée.

L'activité antioxydante augmente avec 1’augmentation de la concentration d’Hs. Cela veut
dire que I’activité antioxydante de l'extrait d’Hs est considérablement liée a la concentration
en anthocyanes, que 1’on pense étre un donneur d'électrons, qui réagit avec les radicaux libres
et les transforme en produits plus stables, ce qui stoppe la réaction radicalaire en chaine
(Naidu, 2003).

Le pouvoir réducteur d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa est probablement di a la
présence de groupement hydroxyles dans les composés phénoliques qui agissent entant que
donneurs d’électrons. En revanche, les antioxydants sont donc considérés comme des

désactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007).
11.2.Détermination des 1C50

Pour mieux comprendre le potentiel antioxydant de notre extrait, les valeurs d’IC50 ont été
déterminées en mg/ml. Elle est définie comme la concentration d’extrait antioxydant
nécessaire pour inhiber et réduire les radicaux DPPH de 50%. Afin d’évaluer et de comparer
I’efficacité de I’extrait d’Hibiscus sabdariffa, les valeurs d’IC50 ont été calculées. Plus la
valeur d’IC50 est faible, plus I’activité de piégeage des radicaux libres est €levée. Les valeurs

d’IC50 représentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Histogramme des 1C50 de EHS et standard obtenu par test DPPH.

Selon les résultats montrés dans la figure 16, nous constatons que 1’extrait éthanolique d’H.
sabdariffa, avait une activité antioxydante modérée avec une IC50 (1,656 + 0,279mg/ml) et
cette activité antiradicalaire est inversement proportionnelle a la IC50 et vu que celle de
I’extrait est supérieure a celle de la vitamine C, I’activité reste inférieure a celle de 1’acide

ascorbique (0,291+ 0,0007mg/ml) mais proche, ce qui est intéressant.
Nous pouvons donc classer I’activité DPPH de I’extrait d’Hs :

L’acide ascorbique > Extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa. C'est-a-dire 1I’échantillon

ayant une faible valeur d’IC50 posséde une meilleure activité antioxydante.

Falade et al, (2005) ont indiqué que I'extrait de roselle était trés riche en acide ascorbique
ou ascorbate, qui est un antioxydant naturel bien connu et un excellent agent réducteur. Le
pouvoir réducteur a été utilisé comme I'un des indicateurs de la capacité antioxydante des

herbes médicinales.

Donc, la forte activité antioxydante est due principalement aux composés majoritaires
d’Hibiscus sabdariffa. Cependant une interaction synergique ou antagoniste peut créer de
puissants systemes anti radicaux libres par les composés minoritaires (Lu et al, 2001 ; Sing et
al, 2006).

De plus, le pouvoir antioxydant peuvent étre fortement influencée non seulement par la

composition chimique, mais également par les conditions de I’essai (température de réaction,
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rapport antioxydant/DPPH, type de solvant, pH, concentration en échantillon) (Popovici et al,
2009 ; Noipa et al, 2011 et Costa et al, 2012).

I11. Activité inhibitrice de trypsine

Le taux des protéines sont estimés dans chaque tube par la méthode de Bradford, (1976).
Aprés un mélange intime, 1’absorbance a été mesurée a 595nm contre un blanc réactif. Dans
cette étape on a utilisé une solution de référence BSA préparée précédemment dont on a tracé
le graphique standard.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité inhibitrice de trypsine de notre extrait d’Hibiscus

sabdariffa (moyenne  écart type) sont figurés dans le tableau VI et la figure 17.

Tableau VI : Concentration des protéines dans le milieu réactionnel a différentes
concentrations d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa pour 1’évaluation de I’activité

inhibitrice de trypsine.

Tube Blanc 1 2 3 4 Témoin -

Concentration
de extrait
dans le
mélange
réactionnel

(mg/ml)

Concentration
des protéines 0,076+0,03 0,096+0,005 0,168+0,05 0,215+0,02 0,192+0,05 | 0,292+0,03
(mg/ml)
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Figure 17 : Effet d’EHS sur I’activité inhibitrice de trypsine.

Les inhibiteurs protéasiques (IP) sont des protéines dominantes dans la nature, présentes
chez les animaux, les plantes et les micro-organismes. La fonction d’IP est essentielle pour

toutes sortes d’organisme vivant :(Deraison, 2002)

» d’une part, ils empéchent 1’activité protéolytique incontrolée, limitant ainsi leur
activité catalytique aux seuls processus physiologiques et compartiments ou cela est
nécessaire (Rawlings, 1998) ;

» d’autre part, ils protegent I’organisme des activités protéolytiques exogénes, telles que
les prédateurs et les microorganismes pathogénes (Schellenberger, 1991).

Les protéases ne sont pas synthétisées seulement par les cellules de 1’hote lors de
pathologies intestinales. Le réle majeur de microbiote dans des conditions telles que les
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) est le syndrome du cdlon irritable
(SCI) sécréte des protéases et peut également étre impliquer dans la dérégulation des protéines
(Fourcade, 2017).

Par exemple, E. coli enteroagrégative (EAEC) produit la protéase Pic impliquée dans les
premiers stades de I’infection, et favorise la colonisation dans I’intestin. La protéase contribue
a D’entrée bactérienne dans la barriére de mucus et a I’adhésion aux cellules épithéliales
intestinales (CEI). Pseudomonas aeruginosa synthétise de plusieurs enzymes extracellulaires
qui contribuent a sa virulence. L’un d’eux et 1’¢lastase. C’est un facteur de virulence qui

contribue aux développements des maladies infectieuses et la dégradation de diverses
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molécules telles que les immunoglobulines, le collagéne et les fibrines. Il peut également

inactiver des cytokines a savoir TNFa ou I’IFNy (Fourcade, 2017).

Pour cette raison qui montre I’ampleur des enzymes protéolytiques, qu’une partie de notre
travail a été consacrée pour la recherche et la mise en exergue des inhibiteurs de protéases

dans notre extrait d’Hs ou nous avons testé I’activité anti-trypsinique.

Les résultats obtenus montrent que I’activité inhibitrice de trypsine augmente avec
I’augmentation de la concentration d’extrait d’une maniére significative, Hibiscus sabdariffa a
montré une activité trés importante observée dans le tube 3 a une concentration de 1,4mg/ml
correspondant a une valeur totale de protéines dans le milieu réactionnel de 0,215 *
0,02mg/ml qui est comparable a celui du tube du blanc sans extrait (trypsine + caséine +

I+

incubation au bain marie = réaction enzymatique) dont le taux des protéines est 0,0765
0,03mg/ml, au méme temps proche a celle du tube témoin négatif (trypsine + caséine = sans

réaction enzymatique) qui est de 0,292 + 0,03mg/ml.

Tel qu’il est montré dans la figure 1, ’extrait préparé a partir de plante médicinale
semblent exercer in vitro un effet inhibiteur variable dose-dépendant significatif sur I'activité

inhibitrice de trypsine.

L’augmentation du taux de protéines par rapport a la situation d’absence de I’extrait et la
présence de la trypsine, veut dire que ’activité protéolytique est bloquée (ou ralentit) d’ou la

dégradation des protéines qui est moins important.

Les inhibiteurs des proteases avaient une boucle réactive trés mobile. Lorsqu’ils sont situés
dans le site actif, cette boucle est clivée comme un substrat, ce qui entraine un changement
conformationnel de I’inhibiteur, le rendant plus stable, obstruant le site actif de I’enzyme et
empéche d’avantage d’autre clivage. En fait, I’inhibiteur est placé sur le site actif de I’enzyme
ainsi qu’il bloque par la suite la fixation de substrat, c’est le cas de notre extrait d’Hibiscus
sabdariffa qui empéche la fixation et la dégradation des caséines utilisées comme substrat

protéique dans notre protocole et ensuite 1’inhibition de trypsine (Fourcade, 2017).
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IvV. Evaluation in vitro de ’activité antidiabétique de I’extrait d’Hs

IV.1.Effet d’extrait d’H. sabdariffa sur I’absorption du glucose par la

levure
Le diabéte sucré est le résultat d'un déséquilibre dans le métabolisme des glucides, des
lipides et méme des protéines. Actuellement, la recherche est orientée vers I’exploration des
extraits végétaux dans 1’optique de trouver des bonnes formulations (chimiques ou
alimentaires) permettant de bien maitriser I’hyperglycémie dans les cas de diabete, sa gestion
par extrait végétal est devenue une tendance, et plusieurs extraits végétaux sont dotés de

propriétés hypoglycémiques considérables (Diniz et al, 2016 ; Helal et al, 2015).

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité d’absorption du glucose par la levure en présence
de I’extrait d’Hibiscus sabdariffa sont présentés dans la figure 18 et le tableau VII. Les

résultats obtenus sont exprimes en moyenne + écart type.

Tableau VII : L’absorption du glucose par les cellules de levure en présence d’extrait.

Concentration du
10 15
glucose en mg/mi

Concentration de
Pextrait d’Hs dans le 1,5 2,1 2,7 15 2,1 2,7

mélange en mg/mi

Pourcentage

d’absorption du
15,12+0,006 AA AA 6,82+0,007 AA AA
glucose par les cellules

de levure (%)

AA : absence d’absorption.
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levure en présence d'EAHS.

% D'absorption du glucose par la

10mg/mi 15mg/ml
Concentrations du glucose (mg/ml)

Figure 18 : Effet de I’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa & 1,5mg/ml sur I’absorption

du glucose par les cellules de levure.

» Effet des extraits sur I’absorption de glucose par les cellules de levure a 10 mg/ml

En présence d’une concentration du glucose de 10 mg/ml, nos résultats montrent que

I’extrait a augmenté le degré d’absorption par les cellules de levure dans une concentration de

1,5mg/ml d’extrait éthanolique d’Hibiscus sabdariffa avec pourcentage d’absorption de 15,12
+ 0,006%.

> Effet des extraits sur I’absorption du glucose par les cellules de levure a 15 mg/ml
En présence d’une concentration de glucose de 15 mg/ml, le pourcentage d’absorption de
glucose par les cellules de levure exercé par I’extrait d’Hibiscus sabdariffa est observé dans

une concentration de 1,5mg/ml avec un pourcentage d’absorption de 6,82 + 0,007%.

Ce travail est fondé sur [’étude phytochimique et [’évaluation de Iactivité
hypoglycémiante d’extrait éthanolique des fleurs de la plante médicinale Hibiscus sabdariffa.
Cette plante est trés utilisée dans la médicine traditionnelle pour valoriser cette utilisation
traditionnelle nous avons effectué 1’extraction a partir des poudres des fleurs de la plante par
macération dans 1’éthanol. Nous avons évalué la propriété hypoglycémiante de notre extrait

en suivant la méthode d’absorption de glucose par la levure boulangére.

L’étude de I’activité antidiabétique de notre échantillon, a montré que 1’extrait posséde une

activité hypoglycémiante avec des degrés différents.
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Le taux de transport du glucose a travers la membrane cellulaire a été étudié dans un
systeme in vitro comprenant des cellules de levure suspendues dans une solution de glucose
de concentration variable (10 et 15mg/ml) avec la présence d’extrait a différentes
concentrations. La quantité de glucose restant dans le milieu apres un temps de contact avec
les cellules de levures sert d’indicateur de 1’absorption du glucose par les cellules. Les
résultats obtenus montrent que 1’absorption du glucose par les cellules de levure a un meilleur

pourcentage d’absorption avec une concentration 10mg/ml du glucose (Cirillo, 1961).

Le transport de glucose a travers la membrane cellulaire de levure se produit par diffusion
facilitée, un mécanisme passif sans apport d’énergie, qui continue de se dérouler si le glucose

intracellulaire est efficacement réduit ou utilisé (Abirami et al, 2014).

Certains travaux scientifigues montrent que le GLUT 2 apical ou luminale, la voie
majoritaire de 1’absorption intestinale du glucose, est une cible attrayante pour certains agents

inhibiteurs d’origine végétale (Oran et al, 2006).

En plus, la plupart des études ont indiqué que les polyphénols pouvaient inhiber
I’absorption de glucose des cellules intestinales par 1’inhibition potentielle de transporteurs de
glucose, y compris SGLT1 et GLUT2 (Manzano et Williamson, 2010 ; Farrell et al, 2013 ;
Muller et al, 2018).

Les tubes qui ne montrent aucune absorption sont dus a cause la croissance des
concentrations d’extrait d’Hibiscus sabdariffa et donc la croissance des composés
phytochimiques dans le milieu. Ces composes peuvent étre inhibés ou empéche la fixation du
glucose sur les transporteurs et enfin aucune absorption a éte effectué. Certaines substances
végétales agissent selon un mécanisme compétitif a cause de leur analogie structurale avec le
glucose (Oran et al, 2006). Mais cette explication reste une hypothése et qu’une premicre
étape dans la recherche de substances et sources naturelles biologiquement actives (Helliwell
et al, 2000).

Donc, il est biologiquement plausible de dire que la consommation des flavonoides ou des
aliments riches en flavonoides peut réduire le risque de diabete en modulant I'absorption de

glucose pour prévenir du diabéte.
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D’autres essais complémentaires plus approfondis et nécessaires in vivo pour dire que cette

plante elle a un effet antidiabétique.
IV. Application d’extrait naturel d’Hibiscus sabdariffa (décoction) dans la

conservation des aliments et évaluation de qualités organoleptiques
V.1.pH

La mesure du pH est I’un des paramétres les plus importants dans le contréle de la qualité

de tous produits alimentaires.

La mesure du pH est trés importante dans le cas des jus, car la multiplication microbienne

et certaines réactions enzymatiques en dépendent. Les résultats de suivi des valeurs du pH du

jus étudié, sans extrait et en présence d’extrait au cours de la période de conservation (15 jour)

sont montrés dans le tableau V111 et la figure 19.

Tableau VIII : Tableau résumant les résultats de I’analyse du pH de jus en présence et en

absence d’extrait végétaux d’Hibiscus sabdariffa.

Variations des volumes utilisés
Volume Jus sans Jus Iml 1,5ml 2ml | 2,5ml | 3ml 3,5ml | 4ml
d’extrait extrait industriel
pH (1*" jour) 5,12 3,02 5,24 5,30 533 | 542 | 5,44 | 554 | 555
eme
foklljr(; 4,60 3,02 466 | 485 | 478 | 486 | 476 | 492 | 513
eme
PH (15 4,24 205 | 368 | 401 | 385 | 391 | 427 | 397 | 3,90
jour)
6
5_
4_
T 3 - |
o mpH (1 jour)
2 1 ~ mpH (7eme jour)
1 - — pH (15eme jour)
O_
R QD D D D D D D D
é}@ < &&“ S v& o 3»‘0 &
%‘b& 0\‘\\
S R Temps (jours)
&‘z

Figure 19 : Courbes représentant la variation du pH du jus dans différentes conditions

pendant le temps de conservation.
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Selon cette figure, on constate que le jus d’orange naturel a un pH initial de 5,12 (1* jour)
qui diminue rapidement jusqu’a 4,24 au dernier jour de conservation. Cette diminution est
probablement due & la formation des acides organiques dont 1’acide lactique, les plus
abondants, par les bactéries mésophiles qui agissaient sur les nutriments comme les sucres
présents dans tous les échantillons. Aprés ’ajout d’extrait végétal étudié, on remarque une
acidification lente comparativement au jus témoin (sans extrait), dont le meilleur résultat est
observé avec un volume de 3ml d’extrait avec une diminution de pH allant de 5,44 a 4,27. On
peut suggérer que ce ralentissement est dii a 1’effet antimicrobien des composés phénoliques

de ces plantes (Fleuriet et al, 2005).

Le pH influence aussi sur le type des micro-organismes qui vont se développer et survivre
dans le jus et ensuite la stabilité de cette denrée. Selon Chia et al (2012) le pH influence

également la stabilité des composés bioactifs présents dans les jus de fruits.

Les valeurs de pH du jus industriel (ttmoin) sont comprises entre 3,02 a 2,65. Il est plus
acide que le jus naturel, car il contient des stabilisants et méme des régulateurs d’acidité. Ces

valeurs oscillent au tour de la norme (AFNOR, 1970).

V.2.Qualités organoleptiques

Le tableau IX regroupe les résultats de I’analyse organoleptique du jus témoin négatif

(naturel), jus avec des différents volumes de I’extrait et jus témoin positif (industriel).

Tableau IX : Résultats de I’analyse organoleptique préliminaire du jus de fruit naturel étudié.

Quialités
. Trouble Odeur Texture
organoleptiques | Tous
1¢" jour les - - -
7™ jour tubes - - -
15°™¢ jour + + +

+ : présence de trouble/mauvaise odeur/changement de texture.
- > absence de trouble/odeur agréable/texture inchangé.

Les résultats obtenus (tableau 1X) montrent une absence totale de trouble dans le cas du jus
industriel. Alors qu’une apparition de trouble, mauvaise odeur et changement de texture sont
remarqués pour le jus naturel sans extrait et le jus naturel avec extrait a partir de la 2™
semaine. Cela est probablement di a une prolifération bactérienne, en raison d’une possible

contamination microbienne et a la présence des levures. Tandis que pour la désagréable odeur
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qui apparaisse peut s’expliqué par la fermentation alcoolique et 1’apparition des composés

volatiles odorant au cours de la période de stockage (Varoquax et wiley, 1994).

Tableau X : Tableau résumant les résultats de 1’analyse de la couleur du jus en présence

d’extrait d’Hibiscus sabdariffa.

Volume Jus
Jus
d’extrait 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 ] ] sans
o industriel )
rajoute extrait

1° jour MC MC MC MC MC MF MF ORG ORG

7™ jour | MC MC MC MC MC MF MF ORG ORG

15 jour | MC MC MC MC MC MF MF ORG ORG

ORG : jaune orangé ; MC : marron claire ; MF : marron peu foncé

Concernant la couleur, les résultats mentionné dans le tableau X représente que le jus
industriel révele une couleur jaune orangé claire qui est préserve tous au long de la période de
conservation. La puissance de ce changement de couleur est due a I’apparence des colorants
dans le jus (AFNOR, 1970).

Par ailleurs, on remarque que le jus traité par ’extrait étudiée durant la période de
conservation, un changement de couleur vers le marron peu foncé est constaté. Cela peut étre
expliqué par la couleur caractéristique de I’extrait en présence des pigments (anthocyanes) de

plante utilisé d’Hibiscus sabdariffa (Cisse et al, 2009).

Pour cela, on peut dire que cette étude reste toujours préliminaire et insuffisante pour dire
que cette extrait a un effet de conservation, c’est pour cela cette étude nécessite d’autre étapes
d’optimisation et méme d’analyser plus des propriétés physico-chimiques et microbiologiques
du jus, pour affirmer les résultats obtenus. Aussi c’est par faute de temps et manque de
moyens au laboratoire que vous n’aviez pas 1’occasion de poursuivre les manipulations

nécessaires, dont 1’analyses microbiologique, entre autres.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments. Chacune de ces
plantes peut contenir des centaines voire des milliers de métabolites secondaires, ou de

principes actifs qui peuvent produire différentes actions physiologiques sur le corps humain.

Dans ce contexte, on s’est intéressé a doser les composés phénoliques et les flavonoides de

la plante médicinale Hibiscus sabdariffa, et évaluer leur activité biologique in vitro.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux révele que notre extrait
contient essentiellement de polyphénol a des teneurs majeures. De méme nous avons quantifié
les flavonoides, ce qui nous améne a noter la présence de ces derniers dans I’extrait

d’Hibiscus sabdariffa.

Nous avons utilisé la méthode de DPPH pour étudier 1’activité antioxydante, ce qui permet
de révéler que I’extrait a une activité antiradicalaire comparable a celle d’acide ascorbique, ce
qui est confirmé par les recherches bibliographiques qui ont démontré que les composés
phénoliques sont des donneurs puissants de proton dans les Iégumes et les fruits.

L’extrait de plante médicinale traitée dans ce travail, présentent des propriétés inhibitrices

des protéases digestives (trypsine) ainsi que hypoglycémiante non négligeables.

Pour la conservation du jus d’orange, selon les résultats des paramétres physico-chimiques
on a observé une acidification lente pour le jus qui contient I’extrait d’Hibiscus sabdariffa
(décoction) par rapport au témoin négatif (jus naturel). La stabilité de ce parametre peut étre

due a la propriété antioxydante de cette plante limitant 1’apparition de pigments bruns.

Nos résultats restent préliminaires et des études plus approfondies in vivo seraient
nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules bioactives, leur
dose thérapeutique ainsi que leur site d’action au niveau de la cellule. Cela permettrait de

préparer des produits pharmaceutiques/alimentaires de grand intérét thérapeutique.
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Annexe 1 : Les Solutions

Annexes

Préparation du tampon Tris de 0,005M
—1,21g de Tris
- 0,65g de Cacl,
— Qsp 200ml d’cau distillee

Préparation de solution de caséine & 0,5M
— 29 de caséine
— Qsp 100ml de tampon Tris

Préparation d’acide acétique a 30%

— 30ml d’acide acétique
— Qsp 100ml d’eau distillée

Préparation de HCL a 1N

—16,6ml de HCL a 12N
— Qsp 200ml d’eau distillée

Préparation de HCL a 0,001M

— Imld’HCL a IN
— Qsp 1000ml d’eau distillée

Préparation de NaOH a 1N

— 8mg de NaOH
— Qsp 200ml d’eau distillée avec une agitation

Préparation de Bradford
— Ethanol absolu 10ml
— Acide phosphorique 85% 20ml
— BBC 20mg
— Qsp 200ml d’eau distillée 200ml

Préparation de BSA & une concentration de 1mg/ml

— 10mg de BSA
— Qsp 10ml d’eau distillée
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Annexe 2 : Les courbes d’étalonnages
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Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux.
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y =10,01x+0,0146

R? =0,9986

1,2

0,8

0,6

0,4

Absorbance 2 765nm

0,2

0 0,02 0,04

0,08 01 0,12

Concentration de l'acide galiique (mg/ml)

Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux.

Annexe 3 : Appareillages et verrerie utilisés dans la pratique.

Appareillages

Verrerie

PH métre (OHAUS STATER 2100)
Bain marie (PRECISDIG)
Réfrigérateur (MAXIPOWER)
Plaque chauffante (IKA C-MAG)
Balance de précision (OHAUS
PRseries)

Centrifugeuse

Agitateur  magnétique  (LabTech
LMS-1003/STUART)
Spectrophotometre (OPTIZEN POP)
Vortex de type VELP SCIENTIFICA
Etuve (MMMERT)

Béchers 100ml, 200ml, 500ml

Fiole jaugée de500ml

Entonnoir

Tubes a essais

Micropipettes 20ul-1000ul

Flacons de 200ml stériles

Spatule

Eprouvettes graduées de 100ml, 10ml
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Theme : Etude des activités biologiques de la karkadé (Hibiscus sabdariffa)

Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules biologiquement actives.
Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer I’activité antioxydante, inhibitrice de trypsine,
antidiabétique et la conservation du jus naturelle par 1’extrait préparé a partir des fleurs d’Hibiscus
sabdariffa L. L’extrait d’Hibiscus sabdariffa a été obtenu par macération dans un solvant polaire :
I’¢éthanol. L’analyse quantitative de cette extrait a révélé la présence des composés phénoliques et des
flavonoides dont les valeurs sont : pour les composés phénoliques (16,163 = 0,099mg EAG/g
d’extrait), les flavonoides (9,711 + 0,013mg EQ/g d’extrait). L activité antioxydante a ét¢ établie par
la méthode de DPPH in vitro, les résultats obtenus démontrent la présence des principes actifs
antioxydants dans 1’extrait avec des proportions différentes. L’évaluation de 1’activité inhibitrice de
trypsine a révélé une puissante activité inhibitrice-concentration dépendante significative d’extrait
¢tudie. Concernant I’activité antidiabétique augmentant la prise de glucose par les cellules de levure
dans une concentration de 1,5mg/ml d’extrait. Les résultats obtenus pour la conservation du jus
montrent qu’il y a une acidification du milieu qui due a une propriété antioxydante de plante.

Mots clés : Hibiscus sabdariffa L, Extraction, Polyphénols, Flavonoides, Activités biologiques.

Abstract

Natural plant extracts contain a variety of biologically active molecules. In this context, we attempt to
evaluate the antioxidant, trypsin inhibitor, antidiabetic and natural juice preservation activity of the
extract prepared from the flowers of Hibiscus sabdariffa L. The extract of Hibiscus sabdariffa was
obtained by maceration in a polar solvent: ethanol. Quantitative analysis of this extract revealed the
presence of phenolic compounds and flavonoids, the values of which are: for phenolic compounds
(16.163 £ 0.099mg EAG/qg of extract), flavonoids (9.711 + 0.013mg EQ/g of extract). The antioxidant
activity was established by the in vitro DPPH method, the results demonstrate the presence of
antioxidant active ingredients in the extract with different proportions. Evaluation of trypsin
inhibitory activity reveals a significant concentration-dependent potent inhibitory activity. Regarding
the antidiabetic activity increasing glucose uptake by yeast cells in a concentration of 1.5mg/ml of
extract. The results obtain for the preservation of the juice show that there is an acidification of the
environment, which is due to an antioxidant property of the plant.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L, Extraction, Polyphenols, Flavonoids, Biological activities.
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