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Abstract

Hibiscus sabdariffa L., commonly known as Karkadé, is a medicinal plant from the Malvaceae
family, widely used for its therapeutic properties. This study aims to evaluate the antioxidant
and antibacterial activities of extracts obtained from the plant's calyces.Three extracts were
prepared: two hydroethanolic extracts (M2 and M7) and one aqueous extract (DEC). The results
showed that extract M2 had the highest extraction yield (64.84%), while M7 exhibited the
highest total polyphenol content (88.32 + 5.85 mg GAE/g) and the strongest antioxidant activity
(ICso = 0.0525 £ 0.019 mg/ml), comparable to the standard antioxidant BHT. Both M2 and M7
also contained significantly higher levels of flavonoids compared to the aqueous extract DEC.
The relationship between phenolic content and antioxidant activity suggests that other bioactive
compounds may also contribute to the observed effects. The antibacterial activity, assessed by
the agar well diffusion method, revealed a notable efficacy of the hydroethanolic extract,
especially against Bacillus cereus (Gram-positive) and Escherichia coli (Gram-negative),
particularly at the concentration of 150 mg/ml. These findings confirm the therapeutic potential

of Hibiscus sabdariffa L. as a natural source of antioxidant and antimicrobial compounds.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., Antioxidant activity, Polyphenols, DPPH,

Antibacterial activity.



Résumé

Hibiscus sabdariffa L., communément appelé Karkadé, est une plante médicinale appartenant
a la famille des Malvacées, reconnue pour ses multiples propriétés thérapeutiques. Ce travail a
pour objectif d’évaluer les activités antioxydantes et antibactériennes des extraits obtenus a
partir des calices de cette plante. Trois types d’extraits ont été préparés : deux extraits
hydroéthanoliques (M2 et M7) et un extrait aqueux (DEC). L’étude a porté sur les rendements
d’extraction, les teneurs totales en polyphénols et en flavonoides,. Les résultats ont révélé que
I’extrait M2 présentait le meilleur rendement d’extraction (64,84 %), tandis que I’extrait M7
affichait la plus forte teneur en polyphénols totaux (88,32 + 5,85 mg EAG/Q) et une activité
antioxydante élevée (ICso = 0,0525 + 0,019 mg/ml), comparable a celle du BHT. Les extraits
M2 et M7 se sont également distingués par leur teneur élevée en flavonoides,
comparativement a 1’extrait aqueux DEC. La relation observée entre la richesse en composés
phénoliques et I’activité antioxydante suggere 1’implication possible d'autres métabolites
bioactifs. Par ailleurs, 1’étude de 1’activité antibactérienne, réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose, a mis en évidence une efficacité notable de I’extrait hydroéthanolique, en
particulier contre Bacillus cereus (Gram positif) et Escherichia coli (Gram négatif), avec un
effet marqué a la concentration de 150 mg/ml. Ces résultats confirment le potentiel
thérapeutique de Hibiscus sabdariffa L. en tant que source naturelle de composés antioxydants
et antimicrobiens, et soutiennent son intérét pour de futures applications pharmaceutiques.

Mots-clés : Hibiscus sabdariffa L., Activité antioxydante, polyphénols, DPPH, activité

antibactérienne.
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Introduction

Depuis I’Antiquité, les plantes médicinales occupent une place essentielle dans les
pratiques de soins traditionnelles. Parmi elles, Hibiscus sabdariffa L., communément appelé
karkade, est largement utilisée dans de nombreuses régions du monde, y compris en Algérie,
ou ses calices rouges entrent dans la préparation de diverses infusions, décoctions et remedes
traditionnels. Reconnue pour ses vertus médicinales, cette plante est particuliérement
appréciée dans la pharmacopée populaire algérienne pour ses effets bénéfiques sur la santé
cardiovasculaire, les troubles digestifs, les infections et les inflammations (Christian et al.,
2006 ; Lin et al., 2005).

L’intérét croissant pour cette espéce repose Sur sa richesse en métabolites secondaires,
notamment les composés phénoliques, les flavonoides, les anthocyanines et les acides
organiques (Xavier et al., 2019 ; Falleh et al., 2021). Ces substances sont connues pour
leurs propriétés antioxydantes, permettant de neutraliser les radicaux libres responsables du
stress oxydatif, un facteur clé dans 1’apparition de nombreuses maladies chroniques telles que
les affections cardiovasculaires, le diabéte ou certains cancers (Aurelio et al., 2007).
Parallelement, plusieurs études récentes ont mis en évidence 1’activité antibactérienne de
Hibiscus sabdariffa, en particulier contre des souches pathogénes responsables d’infections
humaines courantes (Khan et al., 2022). Cette double activité, antioxydante et
antibactérienne, confere a cette plante un potentiel thérapeutique important, justifiant sa

valorisation dans des contextes aussi bien médicinaux que nutritionnels.

Malgré son usage ancestral et sa place dans la médecine traditionnelle algérienne, il
existe encore peu de données systématiques quant a 1’effet des paramétres d’extraction (type
de solvant, méthode, durée) sur la composition chimique des extraits de cette plante et leur
efficacité biologique. Ainsi, une meilleure compréhension de I’influence de ces parametres
permettrait d’optimiser 1’extraction des principes actifs et de mieux exploiter les propriétés

fonctionnelles de la plante (Xavier et al., 2019 ; Falleh et al., 2021).

Dans cette perspective, notre travail vise a extraire, caractériser et évaluer les composés
phénoliques présents dans les calices de Hibiscus sabdariffa, en analysant leur activité
antioxydante par le test DPPH et leur activité antibactérienne vis-a-vis de souches
bactériennes pathogénes. L’objectif est d’établir une corrélation entre les conditions

d’extraction, la composition des extraits et leur efficacité biologique. Cette étude s’inscrit
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ainsi dans une logique de valorisation des ressources végétales locales et de promotion des

savoirs traditionnels a la lumiére des méthodes scientifiques modernes.

Un premier volet, a caractére bibliographique, est consacré a la présentation générale de
I’espéce Hibiscus sabdariffa L., en mettant 1’accent sur sa classification botanique, sa
composition chimique, ainsi que les différentes activités biologiques qui lui sont attribuees
selon la littérature scientifique. Le second volet, expérimental, décrit les protocoles
méthodologique mis en ceuvre pour I’extraction et 1’analyse des composés bioactifs a partir

des calices, ainsi que 1’évaluation de leur activité antioxydante et antibactérienne.
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I.1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés phytochimiques qui ne participent pas
directement aux fonctions vitales de base telles que la croissance, la division cellulaire, la
respiration, la photosynthese ou la reproduction. Leur présence est souvent limitée a certaines
parties spécifiques de la plante. Ces substances jouent néanmoins un rdle crucial dans divers
processus physiologiques et ecologiques, notamment dans la protection contre les ravageurs et
les agents pathogenes, 1’allélopathie, les interactions symbiotiques avec les micro-organismes
au niveau des nodules racinaires, ainsi que dans la détermination de la couleur, de I’odeur et

du golt des plantes. Elles peuvent également servir d’attractifs pour les pollinisateurs

(Macheix et al., 2005).

La biosynthése de ces composés se fait généralement dans une partie de la plante, tandis
que leur stockage se fait dans une autre (Vu Thi Dao, 2008). On distingue trois grandes
familles de métabolites secondaires : les terpenes, les composés phénoliques et les alcaloides
(Bendif, 2017).

1.1.1. polyphénols

Les polyphénols font partie des métabolites secondaires les plus largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des molécules de poids moléculaire éleve, présentes dans toutes
les parties de la plante (Achat, 2013). Ils se caractérisent par un cycle aromatique a six
atomes de carbone, portant des groupes hydroxyles, libres ou liés a un glucide. Les principaux

types de polyphénols sont les flavonoides et les tanins (Nathalie et Jean-Paul, 2006).

Ces composés possedent des propriétés antioxydantes puissantes : ils sont capables de
neutraliser les radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique et de réduire divers
radicaux (hydroxyles, superoxydes, peroxyles). Grace a leurs propriétés chélatrices, ils

peuvent également piéger les ions métalliques (Rodrigo et al., 2011).
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1.1.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont classés en fonction du nombre d’atomes de carbone constituant
leur squelette de base. Parmi les principales classes figurent : les acides phénoliques simples,
les stilbenes, les coumarines, les tanins, les quinones, les flavonoides, les lignanes et les
xanthones (Dacosta, 2003).
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1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la production de radicaux libres et
la disponibilité des antioxydants dans 1’organisme. Ce déséquilibre peut étre di soit a une
insuffisance des mécanismes de défense antioxydante (enzymes ou composés protecteurs),

soit a une surproduction de radicaux libres (Morel et Barouki, 1999).
1.2.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules possédant un électron non apparié
sur leur couche externe, ce qui les rend trés réactifs et instables. Lorsqu’ils sont présents en
grande quantité, ils peuvent causer des dommages cellulaires importants et perturber le

fonctionnement normal des cellules (Migdal et Serres, 2011).

Ces especes réactives apparaissent notamment lors de dysfonctionnements du
métabolisme de 1’oxygene. La présence d’un électron célibataire sur un atome d’oxygéne ou

d’azote entraine la formation de molécules hautement réactives, appelées : Espéces réactives

de I’oxygene (ERO) et Espéces réactives de 1’azote (ERA) (Bendif, 2017)
1.2.2. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre générés par divers facteurs, qu’ils soient internes
(endogénes produits naturellement par 1’organisme) ou externes (exogenes provenant de
facteurs environnementaux ou externes). Ils résultent de réactions chimiques ou
enzymatiques, mais peuvent aussi étre induits par des agents physiques comme les

rayonnements, la pollution ou le tabagisme.

En particulier, toute réaction impliquant de I’oxygene (O2) ou un systéme de transfert
d’électrons est susceptible de libérer des ERO. C’est notamment le cas de la chaine
respiratoire, qui représente une source majeure de production d’ERO. Les principaux sites de
cette production sont: Les mitochondries, la membrane plasmique et le réticulum

endoplasmique. (Pastre, 2005) .
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Les principales sources de production des ERO sont les suivantes :

»Sources endogenes : NADPH oxydase Chaine respiratoire mitochondriale Cytochromes
P450, Xanthine oxydase, Cyclo-oxygénases, Lipo-oxygénases et Peroxysomes.

» Sources exogenes : Médicaments, Rayonnements électromagnétiques, Métaux de
transition ,Pesticides, Xénobiotiques pro-oxydants, Cytokines pro-inflammatoires.

1.2.3. Role physiologique des radicaux libres

A des concentrations modérées, les radicaux libres remplissent des fonctions
biologiques essentielles. Ils participent notamment : a la maturation cellulaire, a la
fertilisation, a I’élimination des déchets toxiques, a la défense immunitaire contre les agents

pathogenes (microbes, virus, cellules tumorales) (Favier, 2003).
1.2.4. Rdle pathologique des radicaux libres

Les radicaux libres jouent un role important dans certains processus physiologiques,
mais lorsqu’ils sont produits en excés et dépassent la capacité des systémes antioxydants, ils

deviennent nocifs pour les cellules.

Cette accumulation excessive entraine des altérations majeures des structures
cellulaires, car ces molécules hautement réactives interagissent avec des composants

essentiels tels que les protéines, les lipides et I’ADN.

Ces interactions provoquent notamment des modifications des protéines, les rendant
plus vulnérables a la dégradation, des peroxydations lipidiques qui compromettent I’ intégrité
des membranes cellulaires, ainsi que des Iésions de I’ADN, telles que des cassures de brins, la
perte de nucléotides ou des modifications des bases, susceptibles de perturber la stabilité

génétique cellulaire (Rao et al., 2011).
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1.3. Antioxydants

Les antioxydants sont des composés d’origine naturelle ou synthétique dotés de la
capacité de neutraliser les radicaux libres ou d’en limiter les effets déléteres. Ces espéces
réactives de 1’oxygene, lorsqu’elles sont présentes en exces, peuvent induire un stress
oxydatif, a I’origine de lésions cellulaires, de dysfonctionnements métaboliques, voire de
maladies chroniques. En stabilisant ces radicaux libres, les antioxydants jouent un role
essentiel dans le maintien de 1’équilibre redox cellulaire et contribuent a la prévention du
vieillissement prématuré et de diverses pathologies dégénératives. Leur origine peut étre

endogéne (enzymes comme la superoxyde dismutase, catalase, glutathion) ou exogéne, via

I’alimentation (fruits, 1égumes, épices) (Mohammedi, 2013).
1.3.1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont constitués d’enzymes spécialisées capables de
neutraliser les radicaux libres et autres especes réactives de 1’oxygene. Parmi ces enzymes, on

retrouve notamment :

»La superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde
(O27) en peroxyde d’hydrogéne (H202), moins réactif.

»La catalase : elle transforme le peroxyde d’hydrogéne (H20:) en eau (H20) et en
oxygene (0Oz), évitant ainsi I’accumulation de ce composé potentiellement toxique.

»La glutathion peroxydase : cette enzyme réduit le H.O: et les hydroperoxydes en eau,

en utilisant le glutathion comme cofacteur (Guéye, 2007).
1.3.2. Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques regroupent un ensemble de molécules naturellement
présentes dans 1’organisme ou apportées par I’alimentation. On distingue notamment : Les
vitamines : C, D, E et A, connues pour leur capacité a neutraliser les radicaux libres,
les oligo-éléments : tels que le cuivre, le zinc et le sélénium, qui agissent en synergie avec les
enzymes antioxydantes, et les caroténoides : pigments naturels présents principalement dans
les fruits et légumes de couleur jaune, orange ou rouge, aux propriétes antioxydantes
marquées(Bendif,2017)



Chapitre | Introduction

I.4. Nomenclature de la plante

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

v'"Nom en Arabe : 4 <

v'Nom en Francais : Oseille de Guinée.

v"Nom en Anglais : Roselle, Rozelle, Sorrel, Sour-sour.

v"Nom en Espagnol: Flore de Jamaica, Rosa de Jamaica (Morton, 1987).
v'Nom en Africain : Karkadé, Bissap, Sorrel (Shruthi et al., 2016).
v'Autres dénominations : Thé rose, thé de 'Empire (Endrias, 2006).

1.4.1. Position taxonomique

Hibiscus sabdariffa L. appartient a la famille des Malvaceae, une vaste famille de
plantes a fleurs regroupant environ 244 genres et 4 225 espéces (Grubben et Denton, 2004).
Le genre Hibiscus lui-méme est riche en diversité, comprenant entre 200 et 300 espéces
réparties dans différentes régions tropicales et subtropicales du monde. La classification

botanique d’Hibiscus sabdariffa est la suivante (Islam, 2019) :

Régne Plantae
Sous-regne Viridiplantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Diléniidées

Ordre Malvales

Famille Malvacées

Genre Hibiscus.

Espéce Hibiscus Sabdariffa L

Cette classification refléte 1’appartenance de I’espéce a un groupe de plantes a fleurs
dicotylédones caractérisées notamment par la présence de composés mucilagineux, des fleurs

souvent voyantes et une grande diversité d’usages alimentaires, médicinaux et ornementaux
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1.4.2. Répartition géographique

L’origine exacte d 'Hibiscus sabdariffa L. demeure sujette a débat parmi les chercheurs.
Selon Grubben et Denton (2004), I’espéce aurait été initialement cultivée en Afrique, ou sa
domestication pourrait remonter & environ 6 000 ans, notamment dans la région du Soudan.
De 13, elle aurait été introduite progressivement dans d'autres parties du monde, telles que

1’ Asie et les Amériques.

Cependant, d'autres hypotheses suggerent des origines différentes : Duke (1993) avance
que H. sabdariffa proviendrait des Indes orientales, tandis qu’Abu- Tarboush et al. (1997)

évoquent une origine potentielle en Arabie Saoudite.

Aujourd’hui, la plante est largement cultivée et disséminée a travers le monde
(Nkumah, 2015), avec une distribution étendue dans les régions tropicales et subtropicales
d’Afrique, des Indes occidentales, d’Amérique centrale et d’Asie, ou elle s’est bien adaptée
aux conditions locales (Savio et al., 2020). Des spécimens d’apparence réellement sauvage
ont été identifiés au Ghana, au Niger, au Nigeria et en Angola, renfor¢ant I’hypothése d’une

origine africaine (Grubben et Denton, 2004).

En Afrique, les principales zones de production sont localisées au Soudan, au Sénégal,
au Mali et en Egypte, avec une culture particuliérement intensive dans le nord du Nigeria, ou
les conditions climatiques sont favorables (Nkumah, 2015).

Selon 1’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO), les
plus grands producteurs mondiaux actuels d’H. sabdariffa sont la Chine et la Thailande. Il est
a noter que bien que la FAO classe la roselle du Soudan comme étant de la meilleure qualité,
cette derniere souffre toutefois de lacunes en matiére d’emballage et de distribution (Shruthi
et Ramachandra, 2019) (Figurel).

Figure 1: Calice de la Plante Hibiscus sabdariffa (Castro et al., 2004)
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1.4.3. Ecologie

Hibiscus sabdariffa L. est une plante résiliente qui se développe dans une large gamme
de conditions édaphiques (Shruthi et Ramachandra, 2019). Bien qu’elle puisse croitre sur
des sols relativement pauvres, une production optimale a des fins économiques nécessite des

sols riches en matieres organiques et bien pourvus en éléments nutritifs (Shruthi et al., 2016).

La plante est particulierement bien adaptée aux climats tropicaux, avec des
précipitations annuelles idéales comprises entre 1 500 et 2 000 mm, bien réparties tout au
long de I’année. Elle nécessite également au moins 13 heures d’ensoleillement pour éviter une
floraison prématurée, et préfere des températures nocturnes supérieures a 21°C, ce qui
explique sa prédilection pour les climats chauds et humides (Ismail et al., 2008). Toutefois,
des pluies excessives ou une forte humidité au moment de la récolte et du séchage peuvent
entrainer une dégradation de la qualité des calices et une diminution du rendement global
(McCaleb et al., 2000).

La récolte des différentes parties de la plante (graines, tiges, feuilles et calices)
s’effectue généralement de fin décembre a février. Les calices sont récoltés peu apres la chute
des fleurs, mais avant que les gousses ne deviennent séches et ne s’ouvrent. Un délai excessif
dans la récolte, notamment lorsque les graines commencent a mdrir, peut entrainer une
fragilisation des calices, les rendant plus sensibles aux blessures, aux craquelures causées par

le soleil, et a une détérioration générale de leur qualité (Nkumah, 2015).
1.4.4. Utilisation traditionnelle

L’utilisation d’Hibiscus sabdariffa L. varie considérablement d’un pays a I’autre,
influencée par les habitudes alimentaires et les traditions locales. Ses calices séchés sont
particulierement recherchés et utilisés dans la production de divers aliments et boissons, ainsi
que dans le traitement de plusieurs affections. En raison de sa richesse en ardbmes, en couleur
et en composés bioactifs, H. sabdariffa est devenu un ingrédient prisé dans les industries
agroalimentaire et pharmaceutique. Selon Selli et al. (2021), ces caractéristiques conférent a
la plante une grande valeur nutritionnelle et thérapeutique, ce qui explique sa popularité

croissante a travers le monde.
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1.4.4.1. Utilisation médicinale traditionnelle

Hibiscus sabdariffa L., également connue sous le nom de roselle, bénéficie d’un large
¢ventail d’applications médicinales a travers le monde. Cette plante est largement intégrée
aux pratiques des médecines traditionnelles. En médecine traditionnelle chinoise, les calices
rouges séchés sont utilisés pour traiter diverses affections, notamment I’hypertension, la

fievre et les troubles hépatiques (Odigie et al., 2003).

En Afrique, en Inde et au Mexique, des études ethnomédicinales ont montré que les
infusions de calices ou de feuilles d’H. sabdariffa sont employées pour leurs propriétés
hypotensives, cholérétiques et diurétiques. Elles servent également a traiter I’hyperlipidémie,

a stimuler le péristaltisme intestinal et a réduire la viscosité sanguine (Riaz et Chopra, 2018).

Au Sénégal, une décoction de calices est traditionnellement utilisée comme diurétique
et antiseptique urinaire. En Egypte, les calices sont couramment appliqués pour soigner des
maladies nerveuses et cardiaques, tout en favorisant la production urinaire (Leung, 1980). Par
ailleurs, la poudre séchée et les extraits de calices, associés au sel commun, sont employeés
pour traiter diverses affections telles que la diarrhée, les flatulences, les douleurs lombaires, la
dysenterie ainsi que certains troubles gynécologiques, notamment en période post-partum,

tant chez I’homme que chez 1’animal (Singh et al., 2006).
1.4.4.2. Utilisation alimentaire et culinaire

Les calices séchés de Hibiscus sabdariffa L. occupent une place importante dans
I’alimentation humaine, notamment sous forme de confitures, de gelées, ou encore infuses
dans I’eau pour la préparation de boissons, chaudes (comme le thé) ou froides et désaltérantes
(jus) (Shruthi et al., 2016). Cette utilisation est particulierement ancrée dans les traditions
culinaires d’Afrique et d’Asie. Au Sénégal, par exemple, la boisson préparée a partir de
calices séchés est largement consommée, en particulier durant le mois de Ramadan, pour ses

vertus rafraichissantes et digestives (Chikhoune, 2019).

Au Nigeria, cette méme boisson, appelée zobo, est trés populaire et appréciée dans
toutes les couches sociales (Cissé et al., 2009). Par ailleurs, les extraits concentrés ou la
poudre obtenue a partir des calices sont utilisés comme colorants naturels, notamment dans

les produits de patisserie, les boissons et les jus de fruits.
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Les anthocyanines, pigments majoritaires des calices, conférent a la plante son intense
coloration rouge-violet et représentent une alternative naturelle intéressante aux colorants
synthétiques. Leur utilisation dépasse le domaine alimentaire pour s’étendre aux secteurs
pharmaceutique et cosmétique, ou elles sont valorisees pour leurs propriétés antioxydantes et

leur innocuité (Cissé, 2010).
1.4.5. Composition chimique des calices d’Hibiscus sabdariffa

Les extraits issus d’Hibiscus sabdariffa révelent la présence de nombreux métabolites
secondaires, notamment des composés phytochimiques et nutritionnels (Nkumah, 2015). Les
principaux constituants phytochimiques incluent notamment les anthocyanines, les
flavonoides, les composés phénoliques ainsi que divers acides organiques (Xiaowei et al.,
2021). Parmi les différentes parties de la plante, ce sont les calices qui sont les plus exploités,
H. sabdariffa étant principalement cultivé pour ceux- ci en raison de leur richesse en

composés bioactifs (Aurelio et al., 2007; Ismail et al., 2008).
<Acides organiques

Les calices d’H. sabdariffa sont particulierement riches en acides organiques, dominés
par les acides succinique et oxalique qui représentent environ 76 % des acides organiques
totaux. On y retrouve ¢également une concentration significative d’acide ascorbique,
atteignant 141,09 mg/100 g (Wong et al., 2002). D’autres acides, tels que 1’acide malique,
I’acide tartrique, 1’acide hydroxycitrique et I’acide d’hibiscus ainsi que leurs dérivés sont
également présents dans les extraits de calices et de feuilles (Babalola et al., 2001 ; Da-
Costa-Rocha et al., 2014).

<+ Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un groupe important de métabolites secondaires,
caractérisés par la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques associés & des groupes
hydroxyles (Alara et al., 2021). D’apreés Formagio et al. (2015), les extraits méthanoliques
d’H. sabdariffa révelent une forte teneur en phénols totaux dans les calices, variant entre
454,66 et 474,09 mg/g selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Les anthocyanes représentent la
majorité de ces composés phénoliques (Aurelio et al., 2007), accompagnés d’autres composés
tels que I’acide protocatéchique (Lin et al., 2003) ainsi que des polyphénols de type flavonol,

flavanol et flavonoides (Da-Costa- Rocha et al., 2014).
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<% Flavonoides

Les flavonoides constituent une classe de métabolites secondaires ubiquitaire dans le
regne végétal, jouant un réle dans la coloration, I’ardme et diverses fonctions biologiques
(Panche et al., 2016). Les calices présentent les teneurs les plus élevées en flavonoides
(148,35 mg/g), comparativement aux feuilles (Formagio et al., 2015). Parmi les flavonoides
identifiés figurent la sabdaritrine, 1’hibiscitrine (hibiscétine-3- glucoside), la gossytrine, la
gossypitrine, la quercétine, la lutéoline, 1’acide chlorogénique, 1’acide protocatéchique,
I’acide pélargonidique, I’eugénol ainsi que les phytostérols tels que le PB-sitostérol et

I’ergostérol (Prasetyoputri et al., 2021).
< Anthocyanes

Les anthocyanes, largement répandues dans le régne végétal, sont responsables d’une vaste
gamme de couleurs (Holton et Cornish, 1995). H. sabdariffa est particulierement riche en
anthocyanes, notamment dans ses calices rouges (Mazza, 2018). Les principaux anthocyanes
identifiés sont la delphinidine 3-sambubioside (hibiscine), la cyanidine 3-sambubioside
(gossypicyanine), la delphinidine 3-glucoside et la cyanidine 3-glucoside (Aurelio et al.,
2007). La delphinidine 3-sambubioside est la plus abondante, représentant jusqu’a 70 % de la
teneur totale en anthocyanes (Wang et al., 2000 ; Herrera-Arellano et al., 2004). Selon
Juliani et al. (2009), la teneur totale en anthocyanes des calices varie de 0,3 a 2,4 %, pouvant

atteindre 1,5 g/kg de matiere séche.
< Acide protocatéchique

L’acide protocatéchique (3,4-dihydroxybenzoique) est un acide phénolique majeur présent
dans les calices, représentant environ 24,24 % des composes identifiés (Da- Costa-Rocha et
al., 2014).

1.4.6. Composition nutritionnelle

Les analyses nutritionnelles ont montré que les calices contiennent des proteines
(1,9 g/100 g), des lipides (0,1 g/100 g), des glucides (12,3 g/100 g) et des fibres alimentaires
(2,3 9/100 g). lls sont également une bonne source de vitamine C (14 mg/100 g) et de B-
carotene (300 mg/100 g) (Ismail et al., 2008). Des études ont également identifié la présence
de minéraux tels que I’aluminium, le chrome, le cuivre, le nickel (Wrdbel et al., 2000), ainsi

que du calcium (25 mg/100 g) et du fer (555 mg/100 g) (Ahmed et al., 2019).
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Selon Cissé et al. (2011), les calices présentent des teneurs intéressantes en potassium et en
calcium, le potassium étant le minéral prédominant comme dans la majorité des produits

d’origine végétale.
1.4.7. Activités biologiques

Hbiscus sabdariffa L. est reconnu pour ses nombreuses activités pharmacologiques,
parmi lesquelles figurent une forte activité antioxydante et antiradicalaire, ainsi que des effets
anti-inflammatoires, anti-obésité, antihyperlipidémiques et antihypertensifs, ainsi qu’une
capacité a inhiber I’agrégation plaquettaire et a favoriser la diurése ce qui contribue a la
prévention des maladies cardiovasculaires (Riaz et Chopra, 2018). Ces effets bénéfiques
soulignent ’intérét croissant porté a cette plante pour ses applications potentielles en

prévention et en traitement de plusieurs troubles métaboliques et cardiovasculaires.

Les substances bioactives présentes dans H. sabdariffa conferent a la plante une
diversité d’activités pharmacologiques notables, notamment des propriétés antioxydantes et
antiradicalaires puissantes (Yang et al., 2012 ; Formagio et al., 2015 ; Apak et al., 2004 ;
Cissé et al., 2011). Ces effets sont attribués a leur capacité a neutraliser efficacement les

radicaux libres, parfois avec une efficacité supérieure a celle de I’acide ascorbique.

Outre son potentiel antioxydant, H. sabdariffa L. présente également des effets anti-
inflammatoires démontrés. Shallangwa et al. (2017) ont mis en évidence la capacité des
extraits de calices a inhiber la dénaturation des protéines, un mecanisme frégquemment

impliqué dans les processus inflammatoires.

Sur le plan métabolique, la plante est reconnue pour ses propriétés
antihyperlipidémiques, anti-obésité et diurétiques, ainsi que pour sa capacité a prévenir
I’agrégation plaquettaire, jouant ainsi un role important dans la prévention des pathologies

cardiovasculaires (Riaz & Chopra, 2018).

Par ailleurs, plusieurs études ont mis en évidence une activité antimicrobienne
significative des extraits de calices contre des pathogénes tels que Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus et Salmonella typhimurium, renforgant 1’intérét de H. sabdariffa pour

des applications pharmaceutiques et agroalimentaires (Yin et al., 2008 ; Das, 2014).

L’activité anticancéreuse de H. sabdariffa a également été explorée. Lin et al. (2005)

ont observé une induction de 1’apoptose dans différentes lignées cellulaires tumorales, un
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effet attribué notamment a la présence d’anthocyanes spécifiques, tels que la delphinidine-3-
sambubioside (Chang et al., 2005). Ces résultats suggerent un potentiel prometteur pour cette

plante dans le développement de stratégies thérapeutiques anticancéreuses.

Enfin, plusieurs essais cliniques ont confirmé 1’efficacité de H. sabdariffa dans la
réduction de la pression artérielle. Une consommation réguliere d’extraits ou d’infusions a
base de calices a permis une baisse significative de la tension chez des patients hypertendus
(Hopkins et al., 2013 ; Jalalyazdi et al., 2019). Par ailleurs, 1’effet antipyrétique a été mis en
évidence par Reanmongkol et Itharat (2007), qui ont observé une réduction notable de la

fievre chez le rat aprés administration d’extraits éthanoliques.
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1. Matériel et Méthodes

Les expérimentations ont été réalisées au sein du laboratoire de Biochimie la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de I’Univers, située a Bordj Bou

Arreridj (Algérie).

111, Matériel

11.1.1 Matériel végétal

La plante a été achetée dans une herboristerie située dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj
(Algérie). Selon les informations fournies par I’herboriste, I’origine géographique de la plante
serait I’Irak. Le matériel végétal a été soigneusement lavé a ’eau distillée, puis séché a I’air
libre. Une fois bien séchés, les calices ont été broyés a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a

I’obtention d’une poudre fine.
11.1.2. Souches bactériennes

Quatre souches bactériennes ont été sélectionnées pour 1’évaluation de [’activité
antimicrobienne. Deux d’entre elles sont des bactéries a Gram négatif : Escherichia coli
(ATCC la Faculte des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de
I’Univers 25922) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), et deux sont des bactéries a
Gram positif : Bacillus cereus (ATCC 6633) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
L’ensemble des souches utilisées dans cette étude a ¢ét¢ fourni par le laboratoire de

microbiologie de de I’Universit¢é Mohamed El Bachir El Ibrahimi de Bordj Bou Arrerid;.

11.1.3. Matériel non biologique

La réalisation des expériences de cette étude a fait appel a un matériel classique
compos¢ de verreries, d’équipements et d’appareillages, il comprend aussi un ensemble de
réactifs et de produits chimiques. comme 1’Acide gallique, Quercetine, folin-ciocalteu,
(Chlorure de fer), Méthanol, Eau distillée et 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH).
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I1.2Méthodes
11.2.1 Préparation de la plante

permettant de retenir une fraction de taille inférieure ou égale a 200 um. La poudre
obtenue a été conservée dans des bocaux en verre, hermétiquement fermés et placés a 1’abri de

la lumiere, en attendant son utilisation pour les différentes étapes (Figure 2).

Figure 2 : Broyat d 'Hibiscus sabdariffa L utilisé pour I’extraction.

11.2.2 Extraction

L’extraction des composés phénoliques d’Hibiscus sabdariffa a été réalisée selon la
méthode décrite par Markham (1982),. Cette opération consiste a immerger la poudre
végétale dans un solvant afin d’extraire les principes actifs.

Deux types de macérations ont été effectués. Pour le premier extrait, 50 g de matiere
végetale broyée ont été mis en contact avec 425 ml d’éthanol et 75 ml d’eau distillée (rapport
éthanol/eau : 85/15, v/v). Le mélange a été soumis a une agitation douce et maintenu en
macération pendant 48 heures a température ambiante.

Le second extrait a été obtenu selon la méme procédure, mais avec un temps de
macération prolongé de 7 jours, toujours sous agitation douce, afin d’optimiser le rendement
d’extraction.

Les deux extraits macéres ont ensuite été filtrés, puis concentrés par évaporation sous
vide a I’aide d’un évaporateur rotatif, permettant 1’élimination du solvant et la récupération
des composés actifs.

Le troisiéme extrait, désigné par 1’abréviation DEC, a été préparé par décoction selon la
méthode décrite par Guemmaz et al. (2020). Pour cela, 100 g de matiére végetale ont eté
portés a ebullition 100 °C  dans 1 L d’eau distillée pendant une durée20 min, puis filtres.
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Tous les extraits obtenus ont été sechés dans une étuve ventilée a 40 °C représentant les
extraits bruts. Ces derniers ont été conservés dans des flacons en verre ambré,

hermétiquement fermés, étiquetés, et stockés au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a leur utilisation

expérimentale (Figure 3).

Figure 3: Principales étapes du processus d’extraction des composés phénoliques a partir des
calices d’Hibiscus sabdariffa.

11.2.2.1Calcul du rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage R (%) du rapport de la masse de

L’extrait obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans 1’extraction.
R (9%6) = (M/Mt) X100

v M : masse de I’extrait brut obtenue (en g).

v Mt : masse du matériel végétal a traiter (en g).

11.2.3 Analyses phytochimiques
Le taux de polyphénols totaux dans les extraits a été évalué par la méthode de Folin-

Ciocalteu (Lister et Wilson, 2001), et par la méthode colorimétrique de trichlorure

d’aluminium (Dewanto et al., 2002) respectivement.
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11.2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits de Hibiscus sabdariffa L. a été déterminée selon la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, telle que décrite par Boumerfeg et al. (2012), avec
quelques modifications. Un volume de 200 pl de chaque extrait ou de la solution standard (acide
gallique) a été mélangé a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué a 1/10. Aprés
agitation, le mélange a été incubé pendant 4 minutes puis complété par I’ajout de 800 uL de
solution de carbonate de sodium (75 g/l). L’incubation s’est poursuivie durant 2 heures a
température ambiante, a I’abri de la lumicre. L’absorbance de chaque échantillon a ensuite été
mesurée a 765 nm a I’aide d’un spectrophotométre. La concentration des composés
phénoliques totaux a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage établie avec des
concentrations croissantes d’acide gallique (20 a 160 ug/ml). Les résultats ont été exprimés en

milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

11.2.3.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts a été déterminée par la méthode
colorimétrique du trichlorure d’aluminium (AICl5), décrite par Dewanto et al. (2002), avec la
quercétine comme standard de référence.

Le mélange réactionnel a été préparé en ajoutant 1 ml de chaque extrait a 1 ml de
solution de trichlorure d’aluminium (2 % dans le méthanol). Aprés une incubation de 10
minutes a température ambiante, a I’abri de la lumicre, I’absorbance a été¢ mesurée a 430 nm a
I’aide d’un spectrophotometre.

La méme procédure a été appliquée a la solution standard de quercétine pour établir une
courbe d’étalonnage. La concentration en flavonoides a été calculée a partir de 1’équation de
régression linéaire obtenue, et les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalents de

quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ESa).

11.2.4. Etude de P’activité antioxydante in vitro
11.2.4.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des trois extraits a été évaluée, in vitro, par le test de DPPH.
Ce test repose sur la capacité de 1’extrait a réduire le radical libre DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) par sa décoloration de couleur violette foncée en couleur jaunéatre due a sa
réduction en présence de capteurs des radicaux libres. Ce test consiste a incuber 50 pl de
chacune des différentes concentrations des extraits et de standard avec 1.25 ml d’une solution
méthanolique de DPPH a 0.004 % pendant 30 minutes, les absorbances ont été enregistrées a
517 nm (Boumerfeg et al., 2012).
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Les résultats obtenus ont été exprimés par rapport & ceux obtenus pour le BHT pris
comme antioxydant de référence (Figure 4). Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical
DPPH par les extraits de a été calculé comme suit :

| % =[(AC — AE) / AC] x 100
AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AE : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

VIOLET n JAUNE
b

Figure 4 : Réduction du DPPH.

11.2.5 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des trois extraits a été testée selon la méthode décrite par
Rahal (2005) contre quatre souches bactériennes ATCC (deux bactéries a Gram positif et
deux souches & Gram négatif pathogenes pour I’homme), Cette activité est effectuée par la

méthode de diffusion en puits sur la gélose.

L’effet antibactérien des trois extraits est examiné en utilisant le milieu Mueller- Hinton

(MH) car c'est le milieu approprié pour le développement des bactéries.

Avant de commencer ’activité, une étape de stérilisation et d’autoclavage du matériel a
121°C pendant 15 minutes est enregistré (L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai
utilisés dans la preparation des solutions bactériennes et les embouts jaunes et bleus enrobés
dans du papier aluminium). Le milieu est coulé dans des boites pétries stériles avec une
épaisseur de 4mm et laissé pour 30 min avant I’utilisation (20ml de MH correspond 4mm

d’épaisseur).
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Quatre concentrations de chaque extrait sont préparées dans le DMSO (150, 100, 50 et
25 mg/ml). Les bactéries sont cultivées sur la gélose Mueller Hinton (MH) 18 h avant
d’entamer I’expérience, ensuite une ou plusieurs colonies de chaque culture pure de ces
bactéries sont prélevées et transférées dans des tubes contenant de 1’eau physiologique stérile
(NaCl 0.9 %), afin d’avoir des suspensions microbiennes ayant une turbidité équivalente a 0.5
Mc Farland, ce qui est traduit par une absorbance comprise entre 0.08 et 0.1 a 625 nm (Falleh
et al.,2008).L’inoculum est ajusté en ajoutant, soit de la culture bactérienne, s’il est trop
faible, ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort. A partir de cet inoculum, les
souches bactériennes sont étalées par écouvillonnage (un écouvillon stérile est trempé dans la
suspension bactérienne et chargé au maximum), sur la totalité de la surface gélosée en stries

serrés sur le milieu Mueller Hinton dans des boites de Pétri (Rahal., 2005).

11.2.5.1 Méthode de diffusion en puit sur gélose

Une fois I’ensemencement est effectué, la gélose est perforée a I’aide d’une pipette
Pasteur stérile et coupée afin d’obtenir des puits de 06 mm de diamétre, et remplis par 50 pl
de chaque extrait en quatre concentrations (150, 100, 50 et 25mg/ml), Ensuite les boites sont
placées au réfrigérateur 2 h pour éviter I’écoulement de 1’extrait. Les boites sont ensuite
incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 heures. L’effet inhibiteur se manifeste par la formation
d’une auréole autour des puits. La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diametres

des zones d’inhibitions produites et exprimées en millimétres (Ismail et al., 2008).

1.3 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + écart-type (SD). Les différences entre
les moyennes des groupes ont été évaluees par une analyse de variance unidirectionnelle
(One-Way ANOVA), suivie du test post-hoc de Tukey pour les comparaisons multiples (seuil
de signification fixé a p < 0,001). Une analyse de régression linéaire a été réaliseée afin de
déterminer la concentration inhibitrice médiane (ICso) pour chaque test antioxydant.
L’ensemble des analyses statistiques a été effectué a 1’aide du logiciel GraphPad Prism®,

version 7.0.
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I1l. Résultats et discussion
1.1 Extraction des composés phénoliques

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération hydro-éthanolique
pendant 2 jours et 7 jours, et la décoction par 1’eau distillée, pour extraire la majorité des
composés bioactifs contenus dans cette plante.

Rendements de I’extraction

Les rendements d’extraction ont montré des variations significatives selon la méthode
utilisée. La macération hydro-éthanolique pendant 48 heures a permis d’obtenir le rendement le
plus ¢leve (64,84 %), suivie de la décoction (32,42 %) et enfin de la macération prolongée sur 7
jours (29,2 %). Ces différences s’expliquent par divers facteurs liés a la nature des solvants, a la
température et a la durée d’extraction (Tableaul).

La macération de 48 heures semble offrir un compromis optimal entre temps d’exposition
et température ambiante, favorisant une diffusion efficace des métabolites secondaires tout en
vitant leur dégradation thermique (Meroua & Kerrouche, 2024). Ce procédé apparait donc
particulierement adapté a I’extraction des composés sensibles a la chaleur.

Toutefois, bien que la décoction permette I'extraction de composés hydrosolubles tels que
les polysaccharides, les polyphénols et les flavonoides, son rendement reste modéré. Cette
méthode implique une exposition prolongée a des températures élevees, susceptibles d'altérer
partiellement les substances thermosensibles, ce qui peut compromettre I'efficacité globale du
processus d'extraction.

De facon surprenante, la macération prolongée sur sept jours a conduit au rendement le
plus faible. Cette diminution pourrait résulter de la dégradation progressive de certains
constituants bioactifs, d’une saturation du solvant limitant la solubilisation supplémentaire, ou
encore de phénomenes d’oxydation et de contamination microbienne liés a I’exposition

prolongée au milieu aqueux (Mekhoukhe et al., 2016).

Tableaul : Rendement d’extraction (%) des extraits obtenus & partir des calices d’Hibiscus
sabdariffa

Meéthodes d’extractions Rendement
Décoction 32,42

M2 64,84 %

M7 29,2 %
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Dans une étude comparable, Singh et al. (2021) ont rapporté un rendement d’extraction de
15,01 % pour I’extrait éthanolique et de 29,96 % pour I’extrait aqueux. Si ces valeurs se
rapprochent de celles obtenues dans notre étude pour D’extrait aqueux, elles different
notablement de celles observées pour I’extrait éthanolique, notamment dans le cas de la
macération de 48 heures (M2), dont le rendement atteint 64,84 %. De méme, Shallangwa et al.
(2017), utilisant le méthanol , un solvant de polarité similaire a celle de 1’éthanol, ont obtenu un
rendement comparable a celui de notre macération de 7 jours (M7), mais nettement inférieur a
celui de M2, lequel s’avere presque deux fois plus élevé (39,82 %).

Les résultats de Yagi et Hussein (2020) confirment les notres, avec un rendement
éthanolique atteignant 77,2 % et des valeurs comparables pour 1’extrait aqueux. Ces écarts entre
les études soulignent I’influence majeure des conditions opératoires (telles que la durée, la
température, la nature du solvant et la méthode d’extraction, sur le rendement final. A cet égard,
plusieurs auteurs s’accordent sur ’efficacité supérieure des solvants mixtes (eau/éthanol ou
eau/méthanol), dont la synergie de propriétés physico-chimiques favorise une meilleure
solubilisation et diffusion des composés phénoliques dans la phase liquide, comparativement a
’'usage de solvants purs.

Ainsi, les données de notre étude, mises en parallele avec celles de la littérature,
confirment la supériorité des systemes hydro-organiques, notamment dans le cadre d’une
macération hydro-éthanolique de courte durée. Cette derniére s’est révélée la plus performante
pour I’extraction des composés bioactifs de Hibiscus sabdariffa, surpassant aussi bien la
décoction que la macération prolongée. L’association eau-éthanol semble optimiser 1’extraction
des polyphénols tout en facilitant 1’évaporation du solvant, ce qui en fait une méthode
particulierement avantageuse. Ces résultats mettent en évidence I’'importance cruciale d’une
optimisation fine des paramétres d’extraction, en particulier dans une perspective d’exploitation

thérapeutique ou industrielle des extraits végétaux.

I11.2 Caractérisation phytochimique
11.2.1Teneurs en polyphénols

La quantification des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode spectrophotométrique
de Folin-Ciocalteu, en utilisant I’acide gallique comme standard de référence. La teneur en
composés phénoliques a été¢ déterminée a partir de I’équation de la droite de régression
obtenue a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 5) et exprimée en milligrammes

d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g E).
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Figure 5 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique

L’extrait M7 présente la plus forte teneur en polyphénols totaux (88,32 + 5,85 mg
EAG/g), suivi de I’extrait M2 (52,87 + 9,33 mg EAG/g), tandis que 1’extrait aqueux brut obtenu
par décoction (DEC) montre la concentration la plus faible (12,48 + 3,13 mg EAG/g). Ces
écarts sont statistiquement tres significatifs (p < 0,001), indiquant une influence marquée de la

méthode d’extraction sur la concentration en composés phénoliques (Tableau 2).

La macération prolongée (M7) semble ainsi favoriser une extraction plus efficace des
polyphénols, probablement grace a un contact prolongé entre le solvant et la matrice végetale,
facilitant la solubilisation et la diffusion de ces composés dans le milieu extracteur. Cependant,
cette méthode n’a pas généré le rendement global le plus élevé, ce qui souligne un compromis

possible entre quantité d’extrait obtenu et richesse en principes actifs.

Ces résultats mettent en évidence I’importance cruciale des parametres opératoires |,
notamment la durée d’extraction, la nature du solvant et la température, dans 1’optimisation de
la récupération des composés bioactifs, en particulier les polyphénols, largement reconnus pour
leurs propriétés antioxydantes. Un ajustement judicieux de ces parameétres est donc essentiel
pour maximiser la qualité phytochimique des extraits, en fonction de I’objectif visé

(thérapeutique, nutritionnel ou industriel).
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Tableau2 : Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g) et en flavonoides (mg EQ/Q)
des extraits d’Hibiscus sabdariffa.

DEC M2 M7
polyphénols 12,483+3,13 52,87+9,33** 88,32+5,85***
Flavonoides 13,25+0,33 35,62 +£3,002* 32,91+ 0,924***

Les résultats obtenus pour 1’extrait M2 révelent une teneur en polyphénols (52,87 + 9,33
mg EAG/g) nettement supérieure a celle rapportée par Das (2014), qui avait obtenu 34 mg
EAG/g d’extrait dans des conditions d’extraction comparables (macération hydro-éthanolique
pendant deux jours). De méme, I’extrait M7 (88,32 + 5,85 mg EAG/g) dépasse largement les
valeurs rapportées par Shallangwa et al. (2017), qui avaient obtenu 21,87 mg EAG/g en
appliquant une méthode d’extraction similaire.

Concernant I’extrait aqueux obtenu par décoction (DEC), sa teneur en polyphénols
(12,48 = 3,13 mg EAG/g) s’avére significativement plus élevée que celle obtenue par
Mohd-Esa et al. (2010), qui ont rapporté seulement 1,85 mg EAG/g suite a une décoction a
80 °C. Cette différence marquée peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que la
température et la durée d’ébullition, mais aussi a des variables liées a la matiére premiere elle-
méme (origine géographique, état physiologique, conditions de séchage).

Les extraits obtenus par macération hydro-éthanolique (M2 et M7) se distinguent ainsi
par leur richesse en polyphénols par rapport a 1’extrait aqueux, ce qui confirme l'efficacité
accrue des solvants mixtes pour I’extraction de composés phénoliques. Ces observations sont
en accord avec les travaux de Guemmaz et al. (2020), qui ont montré que la macération dans
un solvant organique (méthanol) permettait d’obtenir des extraits plus concentrés en

polyphénols que ceux obtenus par décoction aqueuse.

111.2.2Teneurs en flavonoides

Les flavonoides constituent I’un des groupes les plus diversifiés et omniprésents parmi
les composés naturels, et sont généralement considérés comme les polyphénols les plus
représentatifs. Leur importance réside dans la diversité de leurs activités chimiques et

biologiques, notamment leurs puissantes propriétés antiradicalaires (Boumerfeg et al., 2018).

La quantification des flavonoides a été réalisée selon la méthode colorimétrique au
chlorure d’aluminium (AICI3), largement utilisée en raison de sa simplicité, de son faible codt

et de sa bonne sensibilité. Ce protocole repose sur la formation d’un complexe stable entre les
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ions AI** et les groupements hydroxyles des flavonoides, réaction spécifique qui permet de les
doser en présence d’autres composés phénoliques non réactifs avec ce réactif. L’analyse
quantitative a été effectuée a partir de 1’équation de régression linéaire obtenue a partir de la
courbe d’étalonnage (Figure 6), et les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents

de quercétine par milligramme d’extrait sec (ug EQ/mg E).
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Figure 6 : Courbe d'étalonnage de la quercetine

Les résultats obtenus (Tableau 2) indiquent que les extraits M2 et M7 présentent des
concentrations en flavonoides significativement plus élevées que I’extrait aqueux DEC. Bien
que la teneur soit lIégérement inférieure pour M7 (32,91 + 0,92 mg EQ/g) par rapport a M2
(35,62 + 3,00 mg EQ/g), cette différence n’est pas statistiquement significative (ns ; p < 0,001),
suggérant que les deux protocoles de macération hydro-éthanolique offrent une efficacité

comparable pour I’extraction de ces composes.

Les variations observées dans les teneurs en flavonoides suivent la méme tendance que
celles des polyphénols totaux, en fonction de la nature du solvant et de la méthode d’extraction
utilisée. Les macérations hydroalcooliques se sont révelées les plus performantes, tandis que
I’extrait obtenu par décoction a présenté les concentrations les plus faibles. Cette faible teneur
peut s’expliquer par la sensibilité¢ des flavonoides a la chaleur, qui favorise leur oxydation et
leur dégradation lors d’une exposition prolongée a une température élevee (Shahidi et Yeo,
2016).
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Le choix du solvant s’avére donc déterminant dans 1’extraction des composés
phénoliques. Les solvants organiques comme |’éthanol, notamment en mélange avec 1’eau,
permettent une meilleure solubilisation des flavonoides en raison de leur polarité intermédiaire.
Par ailleurs, la différence entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides peut
s’expliquer par la co-extraction éventuelle de composés non phénoliques (tels que sucres,
protéines ou pigments) susceptibles d’interférer avec les méthodes spectrophotométriques de

dosage (Do et al., 2014).

111.3 Evaluation de ’activité antioxydante
111.3.1 Test DPPH

Le test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) constitue 1’'une des méthodes les plus
répandues pour 1’évaluation de I’activité antioxydante, en raison de sa simplicité d’exécution,
de sa rapidité, de sa sensibilité élevée et de sa bonne reproductibilité (Akar et al., 2017). Il
présente également I’avantage de pouvoir étre réalisé a température ambiante, limitant ainsi
les risques de dégradation thermique des composés bioactifs, tout en permettant 1’analyse

simultanée de nombreux échantillons a un co(t modéré.

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des antioxydants a neutraliser le
radical libre DPPHe, caractérisé par une coloration violette intense due a la présence d’un
¢électron non apparié sur I’atome d’azote. En présence d’un antioxydant, ce radical est réduit
en une forme non radicalaire, entrainant un changement de couleur vers le jaune pale. Cette
variation d’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm
(Musa et al., 2016). La réaction fait intervenir a la fois des mécanismes de transfert d’électron

(SET) et de transfert d’atomes d’hydrogene (HAT).

L’activité antioxydante des extraits est évaluée a partir de la variation de leur pouvoir
antiradicalaire en fonction de la concentration. L’ICs,, ¢’est-a-dire la concentration d’extrait
nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux DPPHe, est déterminée a partir de 1’équation de
régression linéaire établie pour chaque extrait. Une faible valeur d’ICso traduit une forte
capacitée antioxydante.

Les résultats obtenus (présentés sous forme d’ICs,) montrent que les trois extraits testés
possedent une activité antiradicalaire notable. Toutefois, des différences significatives ont été

relevées entre les extraits, ainsi qu’en comparaison avec le BHT (butylhydroxytoluéne),
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utilisé comme antioxydant de référence. Ces écarts refletent une efficacité antioxydante
variable selon le type d’extrait, probablement liée a leur composition en composés

phénoliques et flavonoidiques (Figure?).
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Figure7 : Activité antiradicalaire des trois extraits d”Hibiscus sabdariffa comparée a celle du
standard (BHT).

L’extrait M7 a présenté une activité antioxydante marquée vis-a-vis du radical DPPH,
avec une valeur d’ICso de 0,0525 + 0,019 mg/ml. Cette efficacité est comparable a celle du
BHT, antioxydant de référence (ICs, = 0,08 £+ 0,005 mg/ml), aucune différence
statistiquement significative n’ayant été observée (p < 0,001). Ainsi, I’extrait M7 se distingue

comme le plus performant parmi les extraits testés.

De maniere surprenante, I’extrait aqueux DEC a montré une activité antioxydante
supérieure a celle de ’extrait M2, avec une valeur d’ICsq de 0,17 £ 0,039 mg/ml contre 0,26
+ 0,02 mg/ml respectivement. Cette observation suggére que, bien que moins riche en
polyphénols, I’extrait DEC pourrait contenir d’autres composés hydrosolubles bioactifs

contribuant a 1’effet antiradicalaire.

En comparaison avec la littérature, 1’activité antioxydante de I’extrait éthanolique
rapportée par Das (2014) (ICso = 0,058 mg/ml) reste inférieure a celle obtenue dans notre
étude pour I’extrait M7, tandis que Formagio et al. (2015) ont rapporté une activité encore
plus faible (ICso = 0,037 mg/ml). Ces différences pourraient s’expliquer par les conditions
d’extraction, la durée de macération, la nature du solvant et les caractéristiques de la matiere

veégetale utilisée.
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L’efficacité antioxydante accrue observée avec les extraits éthanoliques de macération
longue durée souligne I’impact du temps de contact solvant/matrice sur 1’extraction des
composés actifs. Cette relation a été confirmée dans plusieurs travaux antérieurs, notamment
par Hayouni et al. (2007), qui ont mis en évidence le réle clé du solvant dans la modulation a

la fois du rendement et de 1’activité antioxydante.

Sur la base de I’ensemble des résultats, une corrélation positive peut étre établie entre la
teneur en polyphénols et I’activité antioxydante des extraits, ce qui suggere que 1’effet
antiradicalaire est fortement influencé par la concentration en composés phénoliques. Cette
relation a été démontrée dans de nombreuses études (Stagos, 2019 ; Righi et al., 2021 ;
Chadi et al., 2024).

En conclusion, cette étude met en évidence le potentiel antioxydant significatif des extraits de
Hibiscus sabdariffa, en particulier ceux issus de la macération hydro-éthanolique,
positionnant cette plante comme une source prometteuse d’antioxydants naturels pour des

applications nutritionnelles, pharmaceutiques ou cosmétiques.

111.4 Evaluation de ’activité antibactérienne

Les résultats obtenus (Tableau 3) mettent en évidence une activité antibactérienne
dose-dépendante des extraits testés, qui varie selon la souche bactérienne et le type d’extrait
utilisé. D’une maniere générale, plus la concentration de 1’extrait augmente, plus le diamétre
des zones d’inhibition s’¢largit, traduisant une efficacité croissante. Cette tendance confirme

la nature dose-réponse de I’activité antimicrobienne observée.

Chez Staphylococcus aureus, seul ’extrait DEC a montré une activité antibactérienne a
toutes les concentrations testées, atteignant un diameétre d’inhibition maximal de 21 mm a 150

mg/ml, contre 18 mm pour M2. L’extrait M7 n’a pas été testé contre cette souche (nt).

Pour Bacillus subtilis, les extraits M2 et M7 ont présenté une bonne activité
antibactérienne, en particulier a 100 et 150 mg/ml, avec des zones d’inhibition atteignant 20
mm pour M2 et 18 mm pour M7. En revanche, I’extrait DEC n’a pas montré d’effet inhibiteur

contre cette souche (nt).

Concernant Escherichia coli, les trois extraits ont montré une efficacité comparable,

avec des zones d’inhibition atteignant 15 mm a 150 mg/ml. Cette activité est modérée mais

32



Chapitre 111 Résultats et Discussion

constante a travers les concentrations.

Pour Pseudomonas aeruginosa, souche souvent résistante, une activité notable a
également été observée. L’extrait M7 s’est révélé le plus actif, avec un diameétre d’inhibition
atteignant 24 mm a 150 mg/ml, surpassant DEC (12 mm) et M2 (16 mm). Ce résultat suggéere

une efficacité marquée de I’extrait M7 contre les souches a Gram négatif résistantes.

Tableau 3 : Diametre des zones d’inhibition (en mm) selon les concentrations des extraits
(mg/ml)

Souche DEC M2 M7
bactérienne Concentration Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
(mg/ml)

25 50 100 150 25 50 100 150 25 50 100 150

S. aureus 6 10 15 21 6 12 18 nt Nt Nt nt

B. subtilis nt nt nt nt 6 15 20 8 9 10 18

E. coli 6 10 12 15 12 12 15 6 9 12 15

8
8
9
9

P. aeruginosa 5 7 9 12 7 10 16 7 9 14 24

nt : non testé

Les résultats obtenus (Tableau 3) révélent une activité antibactérienne dose-dépendante
des extraits d’Hibiscus sabdariffa, variant selon la méthode d’extraction et la souche
bactérienne testée. Tous les extraits ont induit une inhibition mesurable de la croissance
bactérienne, avec des diamétres de zones d’inhibition croissant en fonction de la concentration
appliquée, ce qui traduit une relation directe entre la concentration des composés bioactifs et

I’efficacité antimicrobienne.

L’extrait obtenu par décoction (DEC) s’est distingué par une activit¢ modérée a
marquée, particulierement contre Staphylococcus aureus (zone d’inhibition de 21 mm a 150
mg/ml), mais aussi contre Escherichia coli (15 mm) et Pseudomonas aeruginosa (12 mm).
Cette efficacité peut étre attribuée a I’action thermique, qui favorise 1’extraction de composés

hydrosolubles tels que les anthocyanes, les flavonoides et certains acides organiques.

En revanche, 1’extrait issu de la maceration courte (M2, 48 h) a montré une activité
Iégerement inférieure, notamment contre S. aureus, E. coli et P. aeruginosa. L’absence de

chaleur pourrait expliquer la plus faible extraction de certains métabolites actifs. Toutefois,
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cet extrait s’est révélé particulierement efficace contre Bacillus subtilis (20 mm), démontrant

une activité spéecifique selon la structure des parois bactériennes.

L’extrait obtenu par macération prolongée (M7, 7 jours) a montré une activité
antibactérienne comparable, voire supérieure a celle de la décoction, en particulier contre S.
aureus et P. aeruginosa (jusqu’a 24 mm). Le contact prolongé entre la mati¢re végétale et le
solvant a probablement permis une extraction plus complete et plus douce des composés
actifs, en l'absence d'altération thermique. Ces resultats indiquent une affinité accrue des

extraits riches en phénoliques pour les bactéries a Gram positif, en particulier S. aureus.

Dans I’ensemble, la macération prolongée apparait comme la méthode la plus efficace,
suivie par la décoction, puis la macération courte. Ces différences soulignent 1’impact
déterminant des paramétres d’extraction (durée, température, nature du solvant) sur la

composition phytochimique des extraits et leur efficacité biologique.

L’activité antimicrobienne observée est en grande partie liée a la nature des métabolites
secondaires extraits, tels que les polyphénols, flavonoides, tanins, alcaloides et
anthraquinones. Ces composes exercent des effets inhibiteurs par différents mécanismes :
complexation des protéines membranaires, altération de la perméabilité cellulaire ou
inhibition des enzymes bactériennes clés. En particulier, les tanins sont connus pour leur
capacité a précipiter les protéines et perturber les fonctions enzymatiques, ce qui inhibe

efficacement la croissance bactérienne.

Ces observations sont en accord avec les travaux de Suman et al. (2014), qui ont mis en
évidence I’effet antimicrobien et antioxydant des calices d’Hibiscus sabdariffa. Notre étude
va plus loin en comparant plusieurs méthodes d’extraction (macération courte, longue et
décoction), ce qui permet de mieux cerner l’influence des solvants et des conditions

d’extration sur ’activité antimicrobienne.

De plus, nos résultats corroborent ceux d’Al-Hashimi et al. (2012), qui ont montré que
les extraits éthanoliques contiennent une teneur plus elevée en polyphénols que les extraits
aqueux. Cette richesse en composés actifs se traduit par une activité antioxydante et
antimicrobienne accrue, en lien avec la présence d’anthocyanes, d’acide ascorbique et

d’autres molécules bioactives.
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

Contrairement a certaines études antérieures limitées a S. aureus et E. coli (Suman et
al., 2014 ; Olaleye et al., 2017), notre travail a élargi le spectre des souches testées en
incluant également Bacillus subtilis et P. aeruginosa, permettant une évaluation plus compléte

de ’efficacité antibactérienne.

En conclusion, nos résultats confirment que 1’origine des effets antibactériens observés
dans les extraits d’Hibiscus sabdariffa réside dans la présence de composés phytochimiques
bioactifs, dont la concentration et la nature dépendent fortement de la méthode d’extraction
employeée. Ces extraits, en particulier ceux issus de la macération prolongée, représentent une
source prometteuse d’agents antimicrobiens naturels, potentiellement exploitables dans les

domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique.
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Conclusion

Dans un contexte ou les maladies liées au stress oxydatif sont en augmentation et ou la
résistance des agents pathogenes aux traitements conventionnels devient une problématique
majeure de santé¢ publique, I’intérét pour les ressources naturelles, en particulier les plantes
médicinales riches en composes bioactifs, connait un regain d’actualité. La présente étude
s’inscrit dans cette dynamique en valorisant les calices de Hibiscus sabdariffa L., plante
traditionnellement reconnue pour ses vertus thérapeutiques multiples.

L’évaluation comparative de différentes méthodes d’extraction (décoction, macération
courte et prolongée) a permis de caractériser les extraits obtenus en termes de rendement, de
teneur en polyphénols et flavonoides, ainsi que d’activités antioxydante (test DPPH) et
antibactérienne. Parmi les résultats notables, 1’extrait hydroéthanolique obtenu par macération
de 48 heures (M2) a affiché le meilleur rendement d’extraction et la concentration la plus
¢levée en polyphénols, confirmant ainsi 1’efficacité de 1’éthanol, notamment en mélange avec
I’eau, pour la récupération de ces composés.

Par ailleurs, I’extrait aqueux (DEC) a révélé une capacité antioxydante intéressante,
suggérant que des molécules hydrosolubles autres que les polyphénols, telles que 1’acide
ascorbique ou certains pigments, pourraient également contribuer a I’effet antiradicalaire
observé. En ce qui concerne ’activité¢ antibactérienne, tous les extraits ont démontré une
efficacité notable, en particulier contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus
subtilis, résultats attribuables & I’action synergique de métabolites secondaires tels que les
tanins, flavonoides et alcaloides, connus pour leurs propriétés antimicrobiennes.

Ces données mettent en évidence le potentiel thérapeutique et fonctionnel de Hibiscus
sabdariffa en tant que source naturelle d’antioxydants et d’agents antimicrobiens, et ouvrent
des perspectives intéressantes dans les domaines de la phytothérapie, de la nutrition
fonctionnelle et de la cosmétique naturelle.

Enfin, cette étude propose plusieurs pistes de recherche et de valorisation :

o Identifier et caractériser des substances bioactives naturelles susceptibles d’offrir des
alternatives viables aux agents de synthése, notamment dans un contexte de résistance
antimicrobienne croissante ;

o Développer des formulations phytothérapeutiques standardisées et validées pour leur
activité antioxydante et antibactérienne ;

e Approfondir les recherches sur les polyphénols et leurs mécanismes d’action afin
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d’optimiser leur extraction, leur stabilité et leur efficacité biologique ;
Encourager la culture durable de plantes médicinales a usage alimentaire et
thérapeutique, dans une optique de réduction des codts de traitement et de préservation

de la biodiversité végeétale locale.
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