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Résumé

La présente étude s’est proposé d’évaluer le pouvoir antioxydant, antibactérien,
antifongique et anticoagulant des extraits obtenus par deux méthodes d’extractions:
macération et infusion des fleurs de 1’Hibiscus sabdariffa L. Dans cette étude, nous pouvons
constater que le rendement enregistré pour I’extraction par infusion 36 % est proche a celui
enregistrées pour 1’extractions hydro-méthanolique 32.56 % d’Hibiscus sabdariffa L. et que
I’analyse qualitative, effectuée par des tests phytochimiques spécifiques a relevé la présence
des constituants bioactifs responsables des vertus thérapeutiques dans les deux extraits. De
plus, I’estimation quantitative des phénols totaux par la méthode de Folein- Ciocalteu montre
des convergences importantes dans les résultats des deux méthodes: infusion (34,65mg
EAG/g) et macération (37,45 mg EAG/g). D’apres la méthode de piégeage du radical DPPH,
nous pouvons noter que les extraits issus des deux meéthodes d'extraction (macération et
infusion) ont devoile des activités antiradicalaires nettement modérée et convergent, avec des
valeurs d’ICsp varient entre 1.63 et 1.92 mg/ml respectivement. L’effet antimicrobien des
extraits a été déterminé sur 4 souches bactériennes et une souche fangique par deux méthodes
différentes (méthode de diffusion sur I’agar, et méthode de contact direct) respectivement, les
résultats ont révélé que les deux extraits, exercent un effet moyennement inhibiteur sur
(staphyllococus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Fusarium oxysporum f
) par contre ils se sont inactifs vis-a-vis de Bacillus Sp. L'évaluation de [lactivité
anticoagulante a été également réalisée in vitro en utilisant les tests du temps de céphaline-
kaolin (TCK) et du temps de Quick (TQ). Les temps de coagulation obtenus sur un plasma
normal en présence des extraits issus des deux méthodes d'extraction (maceération et infusion)
d’Hibiscus sabdariffa L.; indiquent qu’ils exercent une activité anticoagulante sur les deux
voies de la coagulation, mais cette activité est plus marquée sur la voie endogene que sur la
Voie exogene.

Mots clé: Hibiscus sabdariffa L., screening phytochimique, activités antioxydant,
antibactérienne, antifongique et anticoagulantes, extraction.



Abstract

The present study proposed to evaluate the antioxidant, antibacterial, antifungal and
anticoagulant activity of the extracts obtained by two extraction methods: maceration and
infusion of the flowers of Hibiscus sabdariffa L. In this study, we can see that the yield
recorded for the 36% infusion extraction is close to that recorded for the 32.56% hydro-
methanolic extraction of Hibiscus sabdariffa L. and that the qualitative analysis, carried out
by tests specific phytochemicals revealed the presence of the bioactive constituents
responsible for the therapeutic virtues in both extracts. In addition, the quantitative estimate of
total phenols by the Folein-Ciocalteu method shows significant convergences in the results of
the two methods: infusion (34.65mg EAG/g) and maceration (37.45 mg EAG/g). According
to the DPPH radical scavenging method, we can note that the extracts from the two extraction
methods (maceration and infusion) revealed clearly moderate and convergent anti-radical
activities, with 1Cso values varying between 1.63 and 1.92 mg/ml respectively. The
antimicrobial effect of the extracts was determined on four bacterial strains and one fungal
strain by two different methods (diffusion method on agar, and direct contact method)
respectively, the results revealed that the both extracts, exert a moderately inhibiting effect on
(staphyllococus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Fusarium oxysporum
f) on the other hand they were shown to be inactive against Bacillus sp. The anticoagulant
activity, was also evaluated in vitro by using two tests: the test of the cephalin-kaolin time and
the test of Quick time. The times of coagulation obtained on normal plasma in the presence of
extracts from the two extraction methods (maceration and infusion) of Hibiscus sabdariffa L.
indicate that they carry an anticoagulant activity on the two pathways of coagulation but this
activity is highly marked on the endogenous pathway than on the exogenous pathway.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., phytochemical screening, antioxidant activity,
antibacterial activity, antifungal activity, anticoagulant activity, extraction.
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Abréviations

Abs: Absorbance.

Anti-Xa: Activité inhibitrice dirigée contre le facteur x active.
AVK: Anti-Vitamine K.

CaCly: Chlorure de calcium.

CHCIz: Chloroforme.

CMI: Concentrations Minimales Inhibitrices.
CuSOg: Sulfate de cuivre.

DMSO: Dimethylsulfoxide.

DO: Densité optique.

DPPH: a, a-Diphenyl-B-picrylhydrazyl.
E AG: Equivalence d’acide gallique.
EGCG: Epigallocatéchinegallate.

ERN : Espéces Réactives d’azote.
ERO: Espéces Reactives de ’Oxygéne.
FCR: Folin- Ciocalteu reagent.

FeCls: Trichloride de fer.

FT: Facteur tissulaire.

GPx: Glutathion peroxydase.

H>SO4: Acide sulfurique.

HBMP: Heéparines de bas poids moléculaire.

HNF: Héparine Non Fractionnée.

I: taux d’inhibition.



ICso: Concentration inhibitrice a 50%.

Me: Masse de I’extrait apres évaporation du solvant.
MH: Muller Hinton.

Mv: Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
Na>COg: Bicarbonate sodium.

PAF: Facteur d'activation plaquettaire.

PC: Protéine C.

PDA: Potato Dextrose Agar.

pH: potentiel Hydrogene.

Pl: Pourcentage d’inhibition.

PM: Plantes médicinales.

PPT: Dosage des polyphénols totaux.

PS: Protéine S.
R %: Rendement en %.

ROS: Reactive Oxygen Species.
Sec: Seconde.

SM: Solution mére.

SOD: Superoxyde dismutase.

T-: Témoin négatif.

T*: Témoin positif .

TCK: Temps du céphaline kaolin.

TIH: Thrombopénie Induite par I’Héparine.

TP: Taux de Prothrombine.



TQ: Temps de Quick.
UV-VI : Ultra-violet-visible.

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine.
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Depuis des milliers d'années, les humains utilisent les ressources naturelles qui les
entourent pour se protéger, se nourrir et se soigner, c¢’est en consommant des fruits, des herbes
et des feuilles et en observant leurs effets, ou il a pu comprendre les relations, identifiant
progressivement les propriétés curatives et toxiques des plantes sans obtenir d'abord une
explication scientifique.

Il existe plus de 80 000 especes de plantes médicinales sur notre planete, possedent
des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent applications dans divers domaines
en médecine, pharmacie, cosmétique et en agriculture (Farombi, 2003).

Les plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels, attribués aux
métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structures
chimiques et qui possedent un tres large éventail d'activités biologiques (Buchanan et al.,
2000). Actuellement, l'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% de
I'humanité a recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire (Mostafa et al., 2018).

Parmi les plantes les plus utilisées I’Hibiscus sabdariffa L. qui appartienne a la famille
des Malvacées. Elle est principalement cultivée pour des raisons alimentaire et thérapeutiques.
Les infusions de cette plante sont recommandées dans les traitements de cholestérol, de
tension artérielle et de diverses infections microbiennes et comme un antiseptique et
cardiorégulatrice. En alimentation, elle est consommée comme légumes, boisson, confiture
etc..(Lepengue et al., 2011).

Dans cet optique 1’objectif visé de ce travail est une étude comparative des résultats de
deux techniques d’extraction des composés actif contenus dans la plante
médicinale « Hibiscus sabdariffa L. »: I’extraction par macération dans le méthanol aqueux et
I’extraction par infusion ou avec de I’eau bouillante. La comparaison porte plus précisément
sur le rendement qualitatives et quantitatives d’extraction, et de I’évaluation de I’efficacité
biologique (antioxydante, antibactérienne, antifongique et anticoagulante) des extraits obtenus
de la plante. 1l est reparti en deux parties, la premiere partie comprend trois chapitres:

*

% Le premier chapitre est consacré a 1’étude bibliographique: Généralités sur les plantes
médicinales (définition, intérét et principe actif) et la classification des métabolites
secondaires (composes phénoliques, terpénes et alcaloides....... ).

% Le deuxiéme chapitre: concerne les activités biologiques: I’activité antioxydante,

’activité antibactérienne, antifongique et anticoagulante.

-
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% Le troisieme chapitre: la description botanique de la famille malvacées et du genre
Hibiscus sabdariffa L. composition chimique, principale utilisation de 1’Hibiscus
sabdariffa L. (en thérapie, en agriculture, en cosmétique, en alimentation, et en
industrie).

La deuxieme partie comprend deux chapitres: le premier illustre: matériel et méthodes. Enfin
le dernier chapitre presente les résultats obtenus et leur discussion, suivie d’une conclusion et

perspective.

g
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1. Généralités sur les plantes médicinales
1.1 Définition d’une plante médicinale

Une plante médicinale est une plante utilisée pour prévenir, traiter ou atténuer diverses
maladies (Lazli et al., 2018). Les plantes médicinales sont des médicaments a base de plantes
qui ont au moins certaines propriétés médicinales (Sanago, 2006).

Environ 35 000 espéces de plantes sont utilisées dans le monde a des fins médicinales,
ce qui représente la plus grande collection de biodiversité utilisée par les étres humains (Elgaj
et al., 2007). Ces plantes aux vertus médicinales peuvent également avoir des usages
alimentaires, condimentaires, voire étre utilisées pour préparer des boissons santé (Debuigne,
1974). En fait, ils sont utilisés de différentes maniéres, décoctions, macération et infusions.

1.2 Intérét de ’étude des plantes médicinales

Les plantes médicinales comme toutes les plantes sont utilisees depuis des siecles
comme remedes aux maux humains et animaux car elles contiennent des composants a valeur
thérapeutique. Le pouvoir de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites
secondaires (Chaachouay, 2020), c'est pour ¢a les plantes médicinales sont importantes pour
la recherche pharmacologique et le développement de médicaments, non seulement lors de
I'utilisation directe de composants végétaux comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiéres premieres pour la synthése de médicaments ou comme modeles pour les industries
pharmaceutiques en tant que composes actifs (Jayasuriya, 1998).

1.3 Les avantages et les inconvénients des plantes médicinales
1.3.1 Avantages

Les plantes médicinales sont des composés naturels trés précieux en raison de leurs
activités biologiques (Atar et Cdlgecen, 2020), elles sont genéralement connues et populaires
pour un certain nombre d'avantages pour la santé tels que la diminution de la pression
artérielle, la prévention des maladies cardiovasculaires ou la réduction du risque de cancer,
également en raison de leurs activités antioxydants (Skrovankova et al., 2012).

1.3.2 Inconvénients

Si les plantes meédicinales possedent de nombreuses vertus, leur utilisation n’est
cependant pas sans risque. Elles peuvent entrainer des effets secondaires indésirables,
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désagréables, voire graves tels que: des vertiges, des troubles digestifs (nausées,
vomissements, diarrhées), désintoxications (tres fréquentes), des allergies, desinteraction
savecles medicaments classiques, cela est dd a plusieurs facteurs, notamment:

% Mauvaise identification botanique.

% Sélection d’une mauvaise partie de la plante.

%+ Stockage inappropriate.

% Contamination de la plante par divers agents chimiques, métaux lourds
microorganismes.

% Altération du produit végétal lors du conditionnement.

Donc les plantes peuvent étre un bon moyen de soulager les maux du quotidien, mais
elles ont certaines limites et ne peuvent pas tout soigner ! C’est une bonne solution

complémentaire mais qui doit étre prise avec précautions (Atmakuri et al., 2010).
1.4 Principe actif des plantes médicinales

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie (lIserin,
2001). Cela est di au fait gu'il contientle principe actif : ¢’est une molécule continue dans une
drogue végétale ou dans une préparation a base d’une drogue végétale et qui est utilisé dans la
fabrication des médicaments. Il présente un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour
I'homme ou l'animal (Pelt, 1980). Il est issu de des plantes fraiches ou des séchées.lls se
trouvent dans toutes les parties de la plante (les feuilles, fleurs, racines, écorces, sommités

fleuries ou encore les graines) mais de maniere inégale.
2. Meétabolites secondaires

Les végeétaux interagissent spécifiquement avec leur environnement en synthétisant
des métabolites primaires issus directement de la photosynthese. Ces métabolites, dits
primaires, sont communs a tous les organismes et leur réle est d’assurer les fonctions

cellulaires de base pour la plante.

A coté deces métabolites primaires classiques (glucides, lipides et protéines), la
plupart des plantes ont la capacité de produire des substances naturelles tres diverses
connues sous le nom de métabolites dits secondaires ils sontutilisés pour décrire une vaste
gamme de composés chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions
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périphériques indirectement essentielles & la vie des plantes, telles que la communication
intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques et participent a des réponses
allélopathiques (Glombitza et Gerstberger, 1985). Aussi, ils interviennent dans
I’adaptation de la plante & son environnement et la régulation des symbioses et d’autres
interactions plantes-animaux. Ils peuvent également s’utiliser pour se défendre contre les
prédateurs et les pathogenes, comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents
chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Judd et al., 2002). Ainsi qu'a
résister aux chocs (rayons UV, insectes nuisibles, changement de température, etc.) (Sarni-
Manchado et Véronique, 2006). Ils ont été découvertes au milieu du XXe siecle (Foureau,
2016) par Kossel en 1891, ou plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann, 2007).

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydants, anticancéreuses, anti microbiennes, anti-
inflammatoires et anti carcinogenes ou mutagenes (Hanson, 2003), ils présentent aussi une
énorme valeur économique en particulier pour I’industric pharmaceutique et en cosmetique
(West, 2010).

2.1 Classifications des métabolistes secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes: parmi ceux-
ci, les composés phénoliques, les terpénes et les composes azotés dont les alcaloides. Chacune
de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une trés large
gamme d'activités en biologie humaine. Quelques exemples représentatifs sont présentés ci-
dessous (Mahmoud et Croteau, 2002).

Métabolites secondaires

Composés Phénoligues Composé Terpénigue Composésazotés
Terpénoides Saponines Alcaloides
Acides phénoligues Flavonoides Tanins Quinones Coumarines Lignanes

Figure 1: Principaux groupes des métabolismes secondaires des végétaux.
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2.1.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le régne végétal. (Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011). Il s’agit des
dérivés non azotés connus par une grande variété structurale dont environ 8000 composés ont
été identifiés (Dai et Mumper, 2010). lIs sont présents partout: dans les racines, les tiges, les
fleurs, les feuilles de tous les végétaux (Macheix et al., 2005).

Dans les plantes, les composés phénoliques sont principalement impliqués dans des
mécanismes de défense mais aussi pour accélérer la pollinisation, comme agents de
pigmentation ou comme antioxydants ou antimicrobiens (Alasalvar et al., 2001).

Ils sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique (noyau benzénique) portant
des groupements hydroxyles libres ou engagés engage dans une autre fonction: éther, ester ou
hétéroside (Boizot et Charpentier, 2006).

Groupe hydroxyle ——m OH

Anneau aromatique ——m @

Figure 2: Structure chimique des polyphénols .

2.1.1.1 Acides phénoliques

Le terme d'acide phénol peut s'appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2009). lls
présentent des propriétés biologiques intéressantes: anti inflammatoires, antiseptiques
urinaire, antiradicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs, cholérétiques et immunostimulants.
(Bruneton, 1999).

On distingue deux groupes:

e Acides hydroxybenzoiques
Sont les plus connus, ils sont trés répandus dans la régne végétal (Charnay et

Tourmeau, 2006), sont des dérivés de I’acide benzoique dont la structure de base est Ce-Cy,
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acide para-hydroxybenzoique, acide salicylique, acide protocatéchique, acide gallique et acide

vanillique.
Tableau 1: Principaux acides hydroxybenzoique.
Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p-hydrox
H H | OH | H i ad
benzoique
H OH | OH H Acide protocatéchique
Rz Ri
H | OCHs| OH H Acide vanillique
R3 COOH
H OH | OH | OH Acide gallique
R4 H | OCH;| OH | OCH; Acide syringique
OH H H H Acide salisylique
OH H H OH Acide gentisique

e Acides hydroxycinnamiques

Sont des dérivés de I’acide cinnamique, dont la structure de base est Ce-C3z acide

caféique, acide chlorogénique, acide paracoumarique, lequel peut donner des coumarines, qui

sont des phénols issus de lactones hydroxylés (Elie, 2022).

Tableau 2: Principaux acides hydroxycinnamique.

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acides hydroxy cinnamiques
H OH H Acides p-coumarique




Chapitre | Plante médicinale et métabolites secondaires

R1 COOH OH | OH | H Acides caféique
S

R2 OCHz | OH H Acides ferulique

R3 OCHz | OH | OCHs Acide sinapique

2.1.1.2 Flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels qui peuvent étre rencontrés dans une large
variété de fruits et de légumes consommeés quotidiennement par I'étre humain. ils représentent
la sous-classe de composés phénoliques la plus répandue du régne végétal, ils constituent un
groupe de plus 6000 composés naturels qui sont quasiment universels chez les plantes
vasculaires (Erlund, 2004), En plus ils ont un réle dans la pigmentation des végétaux,
certains de ces composés presentent des activités biologiques d'intéréts, telles que des actions
anti-radicalaires et antioxydants (Havsteen, 2002). Chimiquement, Les flavonoides sont
formés de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par un noyau hétérocyclique de type
pyranne (C) (Courbat, 1972) comme indiqué sur la Figure 3. lls peuvent se présenter sous
forme d’aglycones ou génines (entités dépourvues de reste osidique) ou d’hétérosides (portant

un ou plusieurs résidus osidiques) (Ghedira, 2005).

Figure 3:Structure de base d'un flavonoide.

Selon le nombre, la position et la nature des substituants des deux cycles aromatique
set le degré d'oxydation et de substitution du noyau pyranique central, on distingue six sous-
groupes de flavonoides (Tableau 3):

% Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que 1’on
trouve souvent sous forme de glycosides, (kaempférol, quercétine), qui sont abondants
dans les oignons, les poireaux et le brocoli.

<



Chapitre | Plante médicinale et métabolites secondaires

X/
X4

% Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores (1’apigénine, llutéoline), que ’on
trouve dans le persil et le céleri.

% Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que les

flavones (la daidzéine, la génistéine), majoritaires dans les produits issus du soja.

% Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones (I’hespérétine, lanaringénine), qui sont

particulierement abondantes dans les agrumes et les tomates.

% Les flavanols sont également des produits de réduction, au moins formellement, des
flavonols (+) catéchine, (-) épicatéchin, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate
(EGCG), que I’on trouve dans le thé vert, le vin rouge, le chocolat.

» Les anthocyanes sont des dérivés réduits de flavonols avec formation d’oxonium
(pélargonidine, cyanidine, malvidine), dont les sources incluent le vinrouge et les baies
(Iserin et al., 2001).

Tableau 3: Principaux classes des flavonoides ( Zeghad, 2009).

Classes Structures chimiques R3" | R4' | R5 Exemples

H OH H Apigénine

OH | OH H Lutéoline

Flavones
OH OH | OCH; | H Diosmétine
H OH H kaempférol
Flavonols OH | OH H Quercétine

OH | OH | OH | Myrecétine

Flavanols OH | OH H Catéchine
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H OH H Naringénine

Flavanones

OH | OH H Eriodictyol

H OH H | Pelargonidine

Anthocyanidines OH | OH H Cyanidine

OH | OH | OH | Delphénidine

RS R7 | R4
Isoflavones OH | OH | OH Genisteine
H | OGlu| OH Diadezine
2.1.1.3 Tanins

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000, a saveur astringente, ayant en commun la propriété
de précipiter les protéines, en s’y liant (Bate-Smith, 1954; Haslam, 1989; Scalbert, 1991).
Ils forment une vaste famille de molécules caractérisées par la présence d’au moins un noyau

aromatique associé a un ou plusieurs groupements phenoliques hydroxylés.

On les trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces darbre et les fruits
(raisin, datte, café, cacao...) (Hemingway, 1992). Ils jouent un rdéle dans la protection contre
la prédation, et peut-étre aussi que les pesticides, et dans la régulation de la croissance des
plante (Thorington et al., 2006). Apres ses propriétés physico-chimiques les tanins montrent:
des activité anti-oxydante (Lim et al., 2007), des effets antimicrobiens (Song et al., 2006),
antifongiques (Baba-Moussa et al.,, 1999) ou antiviraux (Song et al.,, 2005), effets
antiseptique (Bruneton, 1999).

Les tanins sont classés en 2 groupes: hydrolysables et condensés (Seremeet al., 2010).

10
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e Tanins hydrolysables:

Les tanins hydrolysables sont constitués de molécules phénoliques simples. Ce sont
des esters d’acide galliqgue et de ses dimeéres (acide digallique, acide ellagique) et de
monosaccharides, le plus souvent le glucose (Hopkins, 2003). (Figure 4).

Figure 4: Exemple d'un tannins hydrolysable .structure de la «Gereniine».

e Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée, appelés aussi
proanthocyanidines ou procyanidines sont largement répandus dans l'alimentation humaine.
Ce sont des polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone, non
hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines
(Hopkins, 2003). (Figure 5).

Figure 5: Exemple d'un tannins condensés structure de la « Proanthocyanidine».

2.1.1.4 Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cétoniques (Figure 6). Elles sont caractérisées par un motif 1,4-Dicéto
cyclohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto
cyclohexa 3,5-diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 1993). On retrouve des motifs

quinoniques dans différentes classes de composés secondaires (Cowan, 1999).




Chapitre | Plante médicinale et métabolites secondaires

O

N\

0O NH

Figure 6: Structure chimiqued’indole-5 -6-quinones.
2.1.1.5 Coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels. La structure de
la coumarine se trouve dans environ 150 especes, appartenant a 30 familles de plantes
différentes. lls tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féve tonka, d’ou fut
isolée pour la premiére fois par Vogel en 1820 de I’espéce Coumarouna odorata. (Bruneton,
1993). Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques (Mpondo et al., 2015),
constituent d’un noyau coumarine simple (un cycle benzéne et d’un noyau lactone) (benzo-o-
pyrone) (Bakouan et al., 2021). Les familles les plus riches en coumarines sont: les
Iégumineuses, les rutacees, les apiecées et les thymeleacées. Elles sont présentes dans toutes
les parties de la plante et notamment dans les fruits et les graines (Deina et al., 2003; Booth
et al., 2004).

Ce noyau entre dans la composition de nombreux produits naturels ou synthétiques
rencontrés dans un certain nombre d'agents méedicinaux tels que: les antibactériens (Cravotto
et al., 2006),les anticancereux (Qiang et al., 2014), les anticoagulants (Abdelhafez et al.,
2010), les antioxydants (Bailly et al., 2004), les anti-VIH (Mufioz et al.,2012), les
antimicrobiens, les antifongiques (Abdou, 2017), etc. C’est la présence du noyau de la
coumarine qui confere a ces composés un intérét pharmacologique et thérapeutique
(Abdelhafez et al., 2010).

5 4

T -,
6~ >~ 3
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707 Yo
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coumarin

Figure 7 :Structure des Coumarines.
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2.1.1.6 Lignanes

Les lignanes sont des polyphénols s’accumulant dans les tissus ligneux, les graines et
les racines de nombreuses plantes. Ces molécules, vraisemblablement impliquées dans les
mécanismes de défense chez la plante, sont également utiles pour I’homme. Ils sont issus de la
condensation de deux unités phénylpropanoiques. (Pengelly, 2004) ils possedent de
nombreuses activités biologiques, qui leur conférent une importance non négligeable en
phytothérapie. Ils ont montré des propriétés: antibactérienne, antifongique, antioxydante,
antitumorale, antivirale, antihépatotoxique, anti-PAF, insecticides et oestrogéniques (Ayres et
Loike, 1990; Bruneton, 1999).

Figure 8: Exemple d’un Lignane: Structure chimique de la« 4°-O-3 -D-glucopyranosyl-
nortrachelogenin » (Baatouche et al., 2018).

2.1.2 Compose terpenique

2.1.2.1 Terpénoides

Les terpénes constituent une famille de composés largement répondus dans le regne
vegétal. (Yazaki et al., 2017), Leur particularité structurale la plus importante est la présence
dans leur squelette d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par
Wallach des 1887 (Lamarti et al., 1994). lls sont produits par une grande variété de plantes et
par certains animaux. On les trouve également en abondance dans les fruits, les Iégumes et les
fleurs (Dudareva et al., 2005).

CH3
|

Figure 9: Molécule d’isopréne.
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Les terpénes ont un large éventail de propriétés biologiques, notamment les effets
chimiopréventifs du cancer, les activités antimicrobiennes, antifongiques, antivirales,
antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires. Les terpenes sont egalement
présentés comme des agents améliorant la pénétration dans la peau et des agents impliqués
dans la prévention et la thérapie de plusieurs maladies inflammatoires (Paduch et al., 2007).

Les terpénes aussi ont plusieurs effets sur 1’étre-humain. Connus comme des huiles
essentielles, ils s’utilisent actuellement pour I’aromathérapie (Carla de Carvalho et Manuela
da Fonseca, 2006).

CHs

H3C |
H3C OH

Figure 10: Exemples d’un terpéne: Structure chimique de Pinéne, Farnesol, Cayophylléne.
2.1.2.2 Saponines (Saponosides)

Les saponines sont des métabolites secondaires (Hartmann, 2007), qui sont
généralement connus comme des composés non-volatils, tensio-actifs qui sont principalement
distribués dans le regne végetal (Vincken et al., 2007). Le nom « saponine » est dérivé du mot
latin sapo, qui signifie « savon ». En effet, les molécules de saponines dans 1’ecau forment une
solution moussante (Bruneton, 2009), en raison de cette propriété moussante, les saponines
trouvent de nombreuses applications dans [l'industric alimentaire et dans 1’industrie
cosmétique. Les applications des saponines s’étendent a 1’agriculture, pour l'assainissement

des sols ;et en tant que pesticides naturels(Chen et al., 2007).

Figure 11: Exemple d’un Saponine: Structure chimique de la « Solanine» (Garai, 2014).
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2.1.3 Composés azotés
2.1.3.1 Alcaloides

La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910:
« Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec 1’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doués de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose ».lIs ont,
de plus, la propriété de réagir avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur
caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat).

Les alcaloides jouent un réle important pour la protection des plantes car ils
confirment leur existence contre les microbes, les fongiques, et les insectes et les herbivores
(Jan et Abbas, 2018). Ainsi certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre
les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine). Elle présente aussi des
effets anticancéreux puissant (Iserin et al., 2001).

HO

H o\\“"

Figure 12: Exemple d’un alcaloide: structure de la « Morphine ».

2.1.4 Activités biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques font actuellement I’objet de nombreuses études pour leurs
différentes activités biologiques (Trabelsi et al., 2010) et ils ont été rapportés pour des
propriétés pharmacologiques intéressantes et variées, a savoir, les propriétés anti-
inflammatoires, anticancéreuse, anti-athérosclérose (Stahlhut et al., 2015), anti allergique
(Bouhafsoun et al., 2018), antioxydantes (Santos-Sdnchez et al., 2019), antivirale
(Cevallos-Casals et Cisneros-Zevallos, 2010), antifongique (Kamelé et al., 2019) et
antibactérienne (Lin et al., 2016).
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1. Activité antioxydant
1.1 Le stress oxydatif

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de
I’oxygéne (ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces derniéres sont
cependant controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est

rompu en faveur des radicaux libres (figurel3).

[lntioxydants ¢

Figure 13: Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance
des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant et pro-oxydant. Ce
déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que lI’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact
avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains

médicaments.

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN, les lipides

(peroxydation),les protéines...ctc (Cook et al., 2003).

Le stress oxydatif est impliqué dans de tres nombreuses pathologies telles que le
cancer, vieillissement accéléré, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Favier, 1997).
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Figure 14: Les principaux causes du stress oxydatif.
1.2 Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable: il va donc se réduire en
oxydant un autre composé (Martinez-Cayuela, 1995).

1.3 Antioxydants

Vansant (2004) définit les antioxydants comme substances capables de neutraliser ou de
réduire les dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Ce systéme est
divisé en deux grandes catégories: Les antioxydants enzymatiques ou non-enzymatiques.

e Antioxydants enzymatiques

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al., 1989). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau de l'anion superoxyde O2" et du H202, conduisant finalement a la formation de I'eau
et de I'oxygéne moléculaire.
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Figure 15: Les systemes de défense contre les radicaux libres (Binov, 2001).

e Antioxydants non enzymatiques

La plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par 1’organisme et nécessitent
étre apportés par I’alimentation. Les principaux antioxydants non-enzymatiques sont le

glutathion, la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et 1’acide urique. Ces molécules vont

interrompre la chaine de réaction radicalaire (Cadenas, 1989).

OH OH HO
% o
COOH Zcoon HO OH
Acide gallilique Acide caffeique

Acide ascorbique

Alpha-Tocopherol

Béta-carotene

Figure 16: Structures des antioxydants naturels les plus couramment utilisés.

1.4 Meécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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2. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne correspond a I’activité d’une molécule ou composé présent au
sein d’un végétale qui a tres faible concentration inhibe le développement d’une bactérie ou la
tue. La sensibilit¢ d’une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de I’antibactérien
face a un antibactérien. La sensibilité d’une bactérie peut étre tres différente selon la souche

d’appartenance (Nicolas et Daniel, 1998).
2.1 Principale substances antibactériennes

e Antibiotiques

Un antibiotique (du grec anti, contre et bios, vie) (Sablonniére, 2006), est une
substance antibactérienne d’origine naturelle produite par des micro-organismes
(champignons et bacteries) ou synthétique chimiquement capable d'inhiber la multiplication
ou détruire les micro-organismes. Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la
nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action (Yala et al., 2001).

Les antibiotiques perturbent des mécanismes essentiels de la vie cellulaire (réplication,
transcription, traduction, synthese de la paroi...) ce qui limite la croissance bactérienne (effet
bactériostatique) ou tue les bactéeries (effet bactéricide) (Figure 17). Comme les cibles
moléculaires des antibiotiques sont présentes uniquement chez les bactéries, ces substances

n’interférent pas avec la vie des cellules eucaryotes et n’ont pas d’effet sur les virus.

Cibles des Mécanismes de
antibiotiques résistance

Antibiotique

Efflux actif

Paroi
Membrane
cytoplasmique
ADN bactérien

Modification de
la cible
Inactivation
enzymatique

1

: m Imperméabilité
|

!

|

Ribosome

Figure 17: Cibles bactériennes et mécanisme de résistance aux antibiotiques.
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e Composés phénoliques

Les polyphénols sont doueés d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement dd a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a
la toxicité. Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils
sont inhibiteurs des microorganismes (Cowan, 1999).

2.2 Méthodes de détermination de I’activité antibactérienne

Pour étudier I’effet bactériostatiques ou bactéricides d’un antibiotique, il existe deux

grandes familles de tests tels que:

e Tests par diffusion: qui utilisent une méthode permettent de classer les bactéries en
sensibles ou résistantes (Pibiri, 2006).

e Tests par dilution: qui utilisent une méthode quantitative aboutissent a un résultat
chiffré correspondent a une CMI (Eloff, 1998).

2.2.1 Aromatogramme (Méthode de diffusion)

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou meéthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques. (Pibiri, 2006).

La technique consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes
substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencés avec
une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la
surface de la gélose laissant des zones d’inhibition autour des disques (Biyiti et al., 2004).
Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’antibiotique. Plus il est

petit, plus la bactérie est résistante (Pibiri, 2006).
2.2.2 Méthode de dilution

La méthode de dilution est généralement utilisée pour la détermination des
concentrations minimales inhibitrices. Dans le milieu de culture, des volumes d'extraits sont
introduits pour des concentrations précises puis ce milieu est inoculé par les microorganismes
par la suite. Aprées incubation, la CMI est déterminée (Eloff, 1998). La lecture peut étre
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visuelle ou a I’aide d’un spectrophotometre, le degré d’inhibition est en rapport avec la
turbidité du milieu (Robert-Demuet, 1995).

3. Activité antifongique

3.1 Antifongiques

Les antifongiques sont des substances chimiques produites par des micro-organismes ou
par synthese chimique & partir de molécules dérivant de composés naturels. Ces medicaments

sont utilisés dans la lutte contre les mycoses. Jusqu’en 1950, la recherche des antifongiques

dans les plantes était pratiquement inexistante mais elle n’a pris de ’ampleur que vers les

années 1990 (Cowan,1999; Iwu et al., 1999). Les principaux antifongiques sont: les polyenes

(amphotéricine B et amphotéricine B liposomale), les triazolés (fluconazole, voriconazole et

isavuconazole), les eéchinocandines (caspofungine,

flucytosine. Les mécanismes d’action cellulaire de ces différents antifongiques sont exposés

dans la figure ci-dessous, et se résument comme sulit:

«+ Alteration de la structure de la paroi fongique (Candines).

+«+ Troubles de la perméabilité membranaire (Amphotéricine B).

+«+ Inhibition des synthéses protéiques (Azolés).

+«+ Inhibition de la synthese des acides nucléiques (ADN, ARN) (5-flourocytosine).

Gluco-, mannoprotéines

e

-

Phospholipide

Ergostérol

gggggggg

téricine B |

Biosyntheése d’ADN

Cible S-fluorocytosine
ARN

Cible azoleés.
allylamines, morpholines
Biosyntheése de métabolites
essentiels (ergostérol)

Figure 18: Cibles des différents antifongiques (Lortholary, 2004).

micafungine et anidulafungine),

la
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4. Activité anticoagulante

4.1 Définition

La coagulation est ’aboutissement d’une cassade de réaction protéolytiques entrainant
I’activité en chaine de facteurs plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de
précurseurs inactifs (zymogenes) (Ajjan et Grant, 2006). C’est un phénomeéne par lequel le
sang fluide et circulant se transforme en une masse insoluble et immobile (caillot). Il est lié a
la transformation de fibrinogéne en fibrine. Cette transformation & lieu aprés une série de
réactions enzymatiques faisant intervenir de nombreux facteurs tant plasmatiques que
plaquettaires (Ekoumou, 2003).

4.2 Facteurs de coagulation

Les facteurs de la coagulation sont désignés par des numéros allant de 1 a XIllI
(Tableau 4) a l'exception du facteur XIIlI qui intervient dans la derniére étape de la
coagulation, les autres facteurs interviennent dans l'ordre inverse de leur numérotation
(Fressinaude et Meyer, 1994).

Tableau 4: Facteurs de la coagulation plasmatique (Boisseau, 1996).

N° de
Nom de facteurs Roéle Lieu de synthese
facteurs
| Fibrinogéne Substrat Foie
I Prothrombine Zymogene Foie
) ) Sous-Endothélium
1 Facteur tissulaire Cofacteur )
Cellules sanguines
\ Proéaccélérine Cofacteur Foie
Vil Proconvertine Zymogene Foie
Facteur .
VI - . Cofacteur Foie
antihémophilique A
Facteur . .
IX - . Zymogene Foie
antihémophilique B
X Facteur STUART Zymogene Foie

22/}7
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Facteur de . _
Xl Zymogene Fole

Rosenthal

Facteur de . _
X1l Zymogene Foie

Rosenthal

4.3 Déroulement de la coagulation

La coagulation peut étre initiée de deux facons différentes. La premiere dite « voie
extrinséque » de la coagulation, est 1’exposition du sang au contact du FT qui semble
prépondérant et essentielle in vivo. La seconde, connue sous le nom de « voie intrinséque »

est I’exposition du sang au contact d’une surface chargée négativement (Said, 2012).
4.3.1 Voies de la coagulation

La coagulation peut suivre deux voie (Vogler et Siedlecki, 2009).

4.3.1.1 Voie endogene ou voie cellulaire

Dans cette voie de coagulation tous les élements nécessaires de la coagulation sont
présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie est déclenchée par 1’activation du
facteur XII (Hageman) lors de ce contact aux structures électronégatives de la matrice sous-
endotheliale (collagene, sulfatides, glycosaminoglycanes) (Vogler et Siedlecki, 2009), une
activation qui conduit par la suite a I’activation de pré-kallikréine en kalikriéne qui a son tour

peut activer le F XII.

Le F XII activé catalyse la transformation de la forme zymogene du facteur Xl a la
forme protéolytique activée qui active par la suite le facteur IX. Ce dernier se lié a la surface
des phospholipides anionique des plaquettes (F3P) par I’intermédiaire des ions de calcium et
forme en présence de son cofacteur, le facteur VIII le complexe tenase qui est responsable de
’activation du facteur X (Colvin, 2004; Vogler et Siedlecki, 2009).

4.3.1.2 Voie exogene ou extrinséque

La voie exogene est la voie la plus simple et la plus rapide que la voie endogéne, car
elle fait intervenir un nombre limité de facteurs (Caen et al., 1975). Cette voie est activée par
un facteur non plasmatique qui est le facteur tissulaire, une glycoprotéine membranaire
exprimée sur la surface des cellules endothéliales et les cellules de la matrice sou endothéliale.
Lors d’une bréche vasculaire, le facteur tissulaire devient en contact avec le plasma ce qui

permet l’interaction avec le facteur VII (pro-convertine) pour former un complexe
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enzymatique réactif (Facteur tissulaire-FVII). Ce complexe est responsable de I’activation de
facteur X et aussi de facteur IX et par conséquence de prothrombine en thrombine (Colvin,
2004).

X1—= Xlia Facteur tissulaire + Phospholipides (PL)

Complexe
ténase

IXa +Villa +Caz+ +PL

+Vlla +Ca 2+

X| ———Xla

X

Complexe

prothrombinase

Xa + Va + Ca 2+ +PL

Fibrinogéne Fibrine soluble
Xilla

Fibrine (caillot)

Figure 19: Schéma simplifié de la cascade de coagulation(Vogler et Siedlecki, 2009).
4.4  Anticoagulants

Un anticoagulant est une substance ayant la propriét¢ d’inhiber ou de retarder la
coagulabilité naturelle du sang afin de prévenir la formation de caillots. Quatre catégories des
médicaments anticoagulants sont disponibles:

4.4.1 Héparine

Famille de médicaments anticoagulants qui agissent en stimulant un anticoagulant

physiologique présent dans la circulation de chacun d’entre nous: 1’antithrombine.

L’héparine est un polysaccharide présent dans divers tissus, notamment le poumon et
I’intestin. Il existe deux catégories des héparines utilisables et administrées par voie

intraveineuse ou sous cutanée, I’héparine non fractionnée ou standard (HNF) et les héparines

de bas poids moléculaire (HBMP) (Barouti et al., 2013).

de
polysaccharidiques sulfatées de structures et de taille différentes, alors que les héparines de

L’héparine standard est composée d’un mélange hétérogene chaines

bas poids moléculaire obtenues par fragmentation des chaines polysaccharidiques de
I’héparine standard. L’HNF et les HBPM (exp: Lovenox) forment un complexe avec

I’anticoagulant physiologique I’antithrombine III potentialisant son effet sur I'inactivation de

divers facteurs de coagulation (Batty et Smith, 2010).



https://anticoag-pass-s2d.fr/glossary/anticoagulant/
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4.4.2 Anti vitamines K (AVK)

Les facteurs vitamine K-dépendants (I1, VII, X, IX, PC et PS) deviennent actifs dans le
foie. grace a I’activité d’une carboxylase qui les rend efficaces pour agir sur la cascade de la
coagulation. Cette enzyme a pour cofacteur la vitamine K réduite. Les AVK donc inhibent
’action de cette enzyme (Niksic et al., 2006).

4.4.3 Danaparoide sodique (Orgaran®)

Est un mélange glycosaminoglycanes de faible poids moléculaire (Héparane—sulfate,
dermatane-sulfate, chondroitine-sulfate). Comme les héparines, il a besoin pour agir d'un
cofacteur, I’antithrombine, mais il présente une activité anti-Xa beaucoup plus sélective que
les HBPM. 1l est utilisé essentiellement en cas de TIH ou d’antécédents de TIH, bien que des

réactions croiseées aient éte decrites (<10%) (Ortel et Chong, 1998).
4.4.4 Hirudine

L’hirudine est une petite protéine présente dans la salive des angsue et dont I’affinité
pour la thrombine est trés forte (Gachet, 2013), 1l va inhiber la thrombine afin de prévenir
I’étape de coagulation du sang (22). (Abdullah et al., 2012), Elle est produite par génie
génétique et commercialisée sous le nom de Iépirudine (Refludan®) (Greinacher et al.,
1999).

4.45 Nouveaux anticoagulants

Actuellement utilisés a c6té des anticoagulants classiques, deux nouveaux type des

anticoagulants sont subdivisés selon leur mode d’action:

% Les inhibiteurs indirects qui agissent en potentialisant 1’activité de 1’antithrombine III
comme le fondaparinux et I’idraparinux.
% Les inhibiteurs directs qui agissent directement sur le facteur Xa ou la thrombine,

comme, I’hirudine, I’argatroban...etc (Girardelet Samama, 2006).
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1. Plante Hibiscus sabdariffa L.
1.1 Famille des Malvacées

Les Malvaceae représentent une grande famille de plantes a fleurs qui contient 244
genres et 4225 especes différentes, dont font partie I'Hibiscus, On les retrouve partout dans le
monde, a I'exception des régions froides, mais surtout dans les régions tropicales d'Amérique
du Sud, le nom de la famille dérive du genre Malva qui désigne les mauves, ce nom provient
du grec « malacos » qui signifie « mou », en référence aux propriétés des mauves
(émollientes) (Marine et al., 2009).

a» Présent > Absent

Figure 20: Répartition géographique de la famille des malvacées.
1.2 Genre Hibiscus

Le genre Hibiscus est un petit arbuste fleuri qui mesure entre 40 et 70 cm de la famille
des Malvacées comprend de 200 a 300 espéces, le nombre d’espéces estimé varie car les
opinions divergent quant a I’inclusion de plusieurs groupes d’especes apparentés au sein du
genre. Les especes du genre Hibiscus sont natives des régions tropicales et subtropicales, et

nombre d’entre elles sont cultivées comme plantes ornementales (Tela Botanica, 2014).
1.3 Espéce Hibiscus sabdariffa Linné.
1.3.1 Description botaniques

Hibiscus sabdariffa L. est une plante qui se développe a partir d’un systéme racinaire
profond pouvant atteindre une hauteur de plus de 3,5 metre, vigoureuse, peu ramifiée et trés
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fibreuse avec des tiges cylindriques lisses rouges ouvertes et un calice rouge ou jaune péle
comestible et posséde une racine pivotante a pénétration profonde, plantule a germination
épigée, cotylédons arrondis, atteignant 2,5 cm x 3 cm foliacés (Shruthi, 2016).

Figure 21: Hibiscus sabdariffa L.

e Tiges: Les tiges sont ligneuses, cyclindriques et typiquement rouges a violettes
(Lavanya et al., 2019).

e Feuilles: Les feuilles supérieures d’Hibiscus sabdariffa L. sont simples et les feuilles
inférieures sont profondément 3 a 5 ou méme a 7 lobes et les marges sont étouffées,
généralement les feuilles sont disposées de maniéere alterne sur la tige avec une
longueur de 7,5 a 12,5 cm de couleur verte rouge, rouge violet, avec des nervures
rougeatres (Shruthi, 2016) .

e Calices: Le calice typiquement rouge, composé de 5 grands sépales avec un collier qui
s’appelle epicalyx de 8-12 bractées minces et pointues autour de la base, il commence
a s'élargir a la fin de la journée, Il est de 3,2 a 5,7 cm de long et entour complétement
le fruit, il est rouge ou blanc (Shruthi, 2016).

Figure 22: Tige, feuille et calice de la plante Hibiscus sabdariffa L. (Cisse et al., 2009).

4,
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e Fleurs: La fleur prend naissance sur les rameaux a 1’aisselle des feuilles, peuvent
atteindre 12,5 cm de large, avec une couleur jaune et un ceil rose ou marron et
deviennent rose a la fin de la journée, elle s’ouvre tard dans la matinée et se

referme t6t I’aprés-midi (Shruthi, 2016).

Figure 23: Fleur d’Hibiscus sabdariffa L. (Qi et al., 2005).

e Fruit: C’est une capsule ovoide a 5 loges composées chacune de 3 lames minces,
lisses a I’intérieur et hérissées a 1’extérieur de poils fins et piquants. La capsule

contient les graines (Paul, 1995).

Figure 24: Fruit d’Hibiscus sabdariffa L. (Cisse et al., 2008).

e Graines: Le calice rouge persistant de I'hibiscus sabdariffa L. abrite le fruit rond
dans lequel il y a un grand nombre de petites graines (Figure 25) ovoides, de teinte
brune. A maturité, qu'ils sont réniformes, de 3 & 5 mm de longue et couverte de

poils minuscules, épais et étoilés (Mahadevan et al., 2009).
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Figure 25: Les graines de I'Hibiscus sabdariffa L. (Endrias, 2006).

e Racines: La roselle possede un systeme racinaire prolifique avec une longue racine
pivotante et des racines latérales étendues, ce qui lui permet d'étre plus sensible aux
changements d'humidité du sol et a I'absorption de I'eau en profondeur (Lavanya et
al., 2019).

Figure 26: Les racines de I'Hibiscus sabdariffa L.
1.3.2 Origine et Répartition géographique

Hibiscus sabdariffa L. est une plante herbacée de la famille des Malvaceae, largement
répandue dans les régions tropicales et subtropicales des deux hémisphéres (Cisse et al.,
2008), également présente dans de nombreuses régions d’Amérique centrale et d'Asie. Mais il
est originaire d'Afrique, ou les graines auraient été apportées en Amérique par les esclaves
africains. 1l était largement répandu en Asie, ou l'espéce s'est adaptée. Hibiscus sabdariffa L.
est également présent en Thailande, au Vietnam, en Malaisie, en Chine, au Soudan et au
Mexique. 1l est également présent dans d'autres pays comme I'Egypte, le Sénégal, Ghana,
Niger, Nigeria, Angola (Grubben, 2004), la Tanzanie, le Mali,le Tchad et la Jamaique qui le
produisent en petite quantité (Morton, 1987).
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Figure 27: Répartition géographique de I' Hibiscus sabdariffa L.
1.3.3 Nom vernaculaire

¢ Arabe: Karkade.

+« Anglaise: Rosell.

+« Francaise: Oseille de Guinée.

+« Africaine: Bissap au Sénégal ; Da bilenni au Mali, en Céte d'lvoire et au Burkina Faso.
+ Mexique: La flore de Jamaique.

+ Allemagne: Rosellahanf.

1.3.4 Classification systématique

Tableau 5: Classification de 1’espece Hibiscus sabdariffa L.

Domaine Eucaryote
Regne plantea
Embranchement Spermaphyte
Sous- embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédone
Sous-classe Dialypétale

E



Chapitre 111 Présentation de la plante Hibiscus Sabdariffa. L

Ordre Malvale

Famille Malvaceae

Genre Hibiscus

Espéce Hibiscus sabdariffa Linné.

1.3.5 Ecologie

La plante Hibiscus sabdariffa L., plante des régions tropicales et subtropicales, est
cultivee entre 20° de latitude Nord et 30° de latitude Sud. Cependant, elle a des besoins de
températures situées entre 18 et 35 °C. La croissance de la plante s’arréte a 14 °C et elle meurt
alors au bout de 15 jours A 10°C, la mort survient au bout de 2-3 jours seulement. La
production de fleurs et de calices diminue en dessous de 17 °C (Grubben, 2004).

1.3.6 Culture de Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L. est relativement robuste et se développe bien dans la plupart
des sols mais peut tolérer les sols pauvre (Da-Costa-Rocha, 2014). Hibiscus sabdariffa L.
aime les climats tropicaux humides (Morton, 1987). 5 a 8 kg de graines sont nécessaires pour
ensemencer environ 1 hectare, en fonction de la densité choisie. Les graines ont besoin d'une
température minimale de 20°C pour germer mais la température optimale pour le
développement de la plante se situe entre 20 et 35°C, avec des précipitations mensuelles de
130 a 250 mm pendant les 3 a 4 premiers mois de croissance (Da-Costa-Rocha, 2014). Le pH
optimum du sol, pour un bon développement, est de 5-6, et les meilleurs sols sont sablonneux
ou de type terreux (Morton, 1987).

La floraison d'Hibiscus sabdariffa L. est favorisée par des journées courtes (octobre
février). 1l lui faut 120 a 180 jours pour étaler ses calices d'un rouge vif (Mohamed et al.,
2012).

1.3.7 Croissance et développement

La période de croissance végétative dure entre 4 et 6 mois, La taille de la plante 30
jours apres la levée est d'environ 30 cm. La récolte de feuilles peut débuter 6 semaines aprés
le semis, elle stimule la ramification et en conséquence augmente la production de feuilles. La
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floraison démarre lorsque la longueur du jour diminue, au plus tét 2 mois aprés le semis, et au
plus tard 7 mois. La fleur est généralement auto fécondées. Les fruits commencent a murir
deux ou trois mois apres la fécondation (Grubben, 2004).

1.3.8 Récolte

La premiére récolte comprend les plantes récoltées au cours de I’éclaircissage.
Lorsque la plante atteint 6-8 semaines, on récolte les rameaux qui font a peu prés 50 cm, 2 ou
3 fois pendant la période de croissance végétative. Les calices se récoltent a la main, 2-3
semaines apres la floraison, habituellement 4-6 mois apres le semis avant que le fruit ne se
desseche et s’ouvre. Des cueillettes réguliéres prolongent la floraison. (Cisse et al., 2009). On
fait sécher les calices a ’ombre. En culture de fibre, on coupe les tiges avant la floraison, 4-5
mois apres la plantation. Aprés le début de la floraison, la qualité des fibres baisse rapidement
(Grubben, 2004).

1.3.9 Composition chimique

Beaucoup d’études ont été¢ menées en vue de déterminer la composition chimique des
feuilles, des calices, des graines et des racines de Hibiscus sabdariffa L. Le tableau suivant les

résume:

Tableau 6: Compositions chimiques de I'Hibiscus sabdariffa L. (Mahadevan et al., 2009).

Partie de la plante Composition chimique

Protéine, lipides, fibre, glucides ( saccharose, glucose, amidon,
Graine Acides grais (oléique, palmitique, linoléique, arachidique...),

acide aminé ( acide glutamique, aspartique, leucine, arginine ...)

Protéine, vitamine, polyphénol, pectine, carotene, fibre,

Cali minéraux, anthocyene ( delphinidine -3sambubioside, cyanitine-
alice

3sambubioside, acide organique oligo-éliments ( chrome, cuivre,

plomb ), éliment essentiels ( Ca, Cu, Fe, k, Me, Zn ), eau

Feuille Calcium, fer, zinc, phosphore, fibre, cendre, protéine, lipide,
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glucides, thiamine,riboflavine,-carotene, acide ascorbique

Protéine, lipide, glucides (arabinase, saccharose, manose, xylose)
Fleur , thiamine, fibre ( brute, diététique ), minéraux, cendre, résine, p-
carotene, acide ascorbique

Fruit Oxalate de Calsuim, pectine, acide acétique ....

1.3.10 Principale utilisation d’Hibiscus sabdariffa L.
1.3.10.1 Utilisation thérapeutique

L’espéce Hibiscus sabdariffa L. aurait de nombreuses propriétes thérapeutiques, qui
sont attribuées aux concentrations élevées en acides organiques, notamment en acide malique,
ascorbique et acide citriqgue (Kohen et Downing, 1992). D’autres activités biologiques
seraient liees aux composés anthocyaniques qui sont dotés d’activités antioxydantes
importantes (Sarni Manchad et Cheymier, 2006). Les études, ont mis en évidence que la
consommation journaliére d’extrait d’Hibiscus sabdariffa L. diminuerait de maniere
significative la tension artérielle chez les sujets hypertendus, montrent également une grande
efficacité contre le froid, les douleurs cardiaques (Ojeda et al., 2010), des voies respiratoires
supérieures, les maladies nerveuses (Panizza, 1997), la perte d’appétit, le gonflement
(inflammation), I’irritation de I’estomac, la rétention d’eau, les troubles de la circulation et

pour dissoudre les mucosités.

D’autres études chez les personnes diabétiques montrent qu’un verre une fois par jour
de I’infusion d’Hibiscus sabdariffa L. aide a lutter contre la résistance a I’insuline. En effet,
cette infusion peutaider a maintenir un bon taux de glycémie, I’extrait d’Hibiscus sabdariffa

L. suite a un repas peut diminuer I’absorption d’amidon et de saccharose (Endrias, 2006).

Ainsi que, I'infusion de cette plante joue un role d’antidépresseur naturel en agissant
contre les signes de la fatigue, le tonus, le manque de motivation grace aux certains
bioflavonoides qui se trouvent dans la fleur d’Hibiscus sabdariffa L. (Endrias, 2006).

Les graines sont utilisées comme complément alimentaire contre I’anémie et la poudre

de feuilles sert de farine enrichie en nutriments (El-Sherif et Sarwat, 2007).
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Antioxydant Obésité Diurétique Hepatoprotecteur
Immunomodulateur Amntihypertenseur
| Hibiscus sabdariffa L
Antiathérosclérotique ——— Antipidémique
Anticancéreux Antidiabétique Antiparasitaire Antimicrobienne Anti-inflammatoire

Figure 28: Propriétés thérapeutiques et/ou pharmacologiques d' Hibiscus sabdariffa L.
(Izquierdo-Vega et al., 2020).

1.3.10.2 Utilisation alimentaire

L’espéce Hibiscus sabdariffa L. est utilisée dans I’alimentation humaine et dans

I’industrie agroalimentaire. La plante est exploitée pour ses calices, feuilles et graines.

Les calices, du fait de leur concentration élevée en acides, pectine, vitamine C et
surtout en anthocyanes, constituent la partie de la plante la plus valorisée. Ils sont surtout
utilisés pour la production de boissons désaltérantes et tonifiantes sans alcool.

Ils sont aussi utilisés dans la préparation de confitures, de marmelades et de I'infusion
(tisane) (Cisse et al., 2008). Les extraits de calices, sous forme de concentré ou de poudre
séchée, sont utilisés comme colorant naturel dans les industries alimentaires (patisserie, jus de
fruits, boissons, etc) (Cisse et al., 2009). lls sont utilisés également pour fabriquer une boisson
fermentée alcoolisée qui s'apparenterait a du vin (Mounigan et al., 2007).

Les calices détrempés, de méme que les graines de bissap (hibiscus sabdariffa L.) sont
donnés aux animaux domestiques. Ces derniéres sont souvent mélangées a d'autres produits
pour donner un aliment riche en cellulose et en oligo-élément.

Les graines d 'Hibiscus sabdariffa L. sont riches en protéines, sont-elles utilisées pour
la fabrication de condiments traditionnels par cuisson puis fermentation. (Cisse et al., 2008).
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Les feuilles d’Hibiscus sabdariffa L. sont également propices a leur utilisation dans
I’alimentation humaine. Au Sénégal, ces feuilles sont utilisées pour fabriquer une sauce aigre,

épaisse, appelée « békéj », servie avec le riz au poisson.
1.3.10.3 Utilisation industrielle

L’Hibiscus sabdariffa L. a des applications trés variées dans le domaine industriel,
notamment celui des ardmes, des colorants alimentaires et de la génération des nouvelles
boissons. Il est un candidat, par ses graines, a étre une nouvelle source d'huile végétale
(Endrias, 2006).

1.3.10.4 Utilisation cosmétique

Gréce a ses propriétés anti-oxydantes et colorantes, la poudre de bissap (Hibiscus
sabdariffa L.) peut entrer dans la composition de produits cosmetiques comme les
maquillages, les cremes, les shampooings, les soins anti-age, adoucissants et hydratants, etc.
ainsi leur I'huile utilisée pour produire les gommages et savons (Ismail et al., 2008).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461400692X#b0480
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1. Matériel et méthode
1.1 Extraction

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de biologie de centre universitaire

Abdalhafide Bouassouf (Mila) a partir des fleurs d’Hibiscus sabdariffa L.
e Principe

L’¢étape d‘extraction est considéré comme une étape primordiale d’analyse et
d’identification des molécules bioactives. L‘extraction de produits naturels est généralement
de type solide-liquide. Des méthodes dites traditionnelles, comme la macération, I’infusion, et
la décoction étaient jusqu’ici utilisées et considérées comme techniques de choix pour extraire

les composés naturels (Mendiola, 2007).

Dans notre étude, nous avons utilisé deux méthodes d’extractions qui sont:

7

¢ Extraction par macération dans le méthanol aqueux.
«+ Extraction par infusion dans 1’eau distillée bouillante.

e Echantillonnage

L’objectif de notre travail est porté sur 1’étude phytochimique et les activités
biologiques: antioxydante, antibactérienne, antifongique et anticoagulantes des extraits du
Hibiscus sabdariffa L. (figure 29) une plante médicinale qui s’appellent « karkadeh ».
L’échantillon a été acheté sous forme des fleurs séches telle qu’elle est vendue par

I’herboriste de Constantine (nouvelle ville) en janvier 2023.

Figure 29: Fleurs séches d’Hibiscus sabdariffa L. (Photo personnelle, 2023).




Chapitre 1 Matériels et méthodes

1.2 Préparation de mateériel végétal

e Broyage et tamisage

Nous avons utilisé échantillons des fleurs séchées d’Hibiscus sabdariffa L. pour mettre
au point notre méthodologie d’analyse. Les échantillons sont soumis a un broyage a 1’aide

d’un mortier le résultat est passé au tamis afin d’obtenir une poudre fine.

Enfin, la poudre (Figure 30) est conservée dans des flacons en verre a ’abri de la

lumiere et de I’humidité jusqu’a I’utilisation.

Figure 30: Broyage de |I’'Hibiscus sabdariffa L. (Photo personnelle, 2023).

1.3 Préparation des extraits végétaux
1.3.1 Extraction par macération

C’est une méthode qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant, pour en extraire les principaux actifs. Elle se déroule a température
ambiante ce qui est trés positif pour conserver I’intégrité des molécules (Llaneza Coalla et
al., 2009). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Adil et al.,
2012), avec quelques modifications : d’ou une quantité de 25 g de la poudre végétale (fleures)
de I’'Hibiscus sabdariffa L. ont été macérées de maniere exhaustive dans 250 ml d’une
solution hydro-méthanolique (Méthanol: Eau) (80%) pendant 72 h a température ambiante.
Aprés filtration par papier filtre type Wattman, le filtrat a été combiné et évaporés sous
pression dans un évaporateur rotatif (BUCHI, R-215) a 40 °C pour obtenir l'extrait brut (Ext
1), qui est conservé dans un flacon en verre fermé hermétiquement et stocké a I’abri de la

lumiére jusqu’a utilisation. (Figure 31).
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80%+25 g broyat 72h

250 ml méthanol Le mélange ‘ Macération pendant ‘

L'extrait récupéré Evaporation Filtration ‘

Figure 31: Protocole d’extraction par macération de 1’Hibiscus sabdariffa L. (Photos
personnelle, 2023).

1.3.2 Extraction par infusion

L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation
généralement végétale, et ceci par dissolution de cette matiére végétale par dissolution dans
un solvant appropri¢ généralement I’eau bouillante. Elle est utilisée pour les parties tendres ou
fragiles des plantes: fleurs, sommités fleuries, feuilles tendres, plantes aromatiques (qui

contiennent des huiles essentielles), certains fruits (Sophie et Eherhart, 2003).

L’extraction des fleurs de |I’'Hibiscus sabdariffa L. par infusion a été effectuée selon le
protocole décrit par (Chavan et al., 2001): ou on a mis 10 g de la plante seche dans l'eau
distillée (100 ml) bouillant a 100 °C, puis laisser macérer entre 10 a 20 min. Le résidu est
filtré par papier filtre type Wattman, le filtrat a été séché dans 1’étuve a 45°C. Enfin, le produit
final est stocké dans une boitte en verre fermée hermétiquement a I’abri de la lumiere a 4°C et

jusqu’a utilisation (Figure 32) (Zahoui et al., 2010; Bourgou, 2016 ).

£
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Matériels végétales 100ml d’eau distillé Agitation pendant
broyée 10g chaude (100°C) 10 a 20 min

L'extrait récupéré Evaporation a 45° Filtration
dans I'étuve

Figure 32: Protocole d’extraction par infusion de I’Hibiscus sabdariffa L. (Photos

personnelle, 2023).

2. Rendement de ’extrait brut

Le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traite. Ce rendement est calculé via

1I’équation:
R % = (Me/Mv) x 100

% R%: Rendement en %.
«» Me: Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant.

« Mv: Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.

£
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3. Analyse qualitative

Les tests de 1’analyse qualitative de notre plante sont réalisés au sein du laboratoire du

centre universitaire Abdalhafide bouassouf (Mila).

3.1 Screening phytochimique

Il s’agit d’une analyse quantitative basée sur des réactions de coloration et de
précipitation. Cette technique permet de déterminer les différents groupes chimiques contenus

dans I’extrait végétal.

e Détection des Alcaloides

Le test a été réalisé par des réactions de précipitation avec le réactif de Wagner, 2 ml
de I’extrait sont mis dans un tube a essai puis, on y ajoute quelques gouttes de réactif de
Wagner. L’apparition d’un précipité rouge-orangé ou brun rougeétre indique un test positif
(Vijay et al., 2013).

e Détection des Flavonoides

Dix gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de tournures de
magnésium sont ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait. La coloration rose-rouge ou jaune, apres
trois minutes d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides
(Bentab et lasgaa, 2015).

e Détection des Substances phénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction effectuée entre les
substances phénoliques et le réactif de chlorure ferrique (FeCl3). A 2 ml de I’extrait végétal,
une goutte de solution de chlorure ferrique a 2% est ajoutée. L’apparition d’une coloration
bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la présence des polyphénols
(Békro et al., 2007).

e Détection des Terpénoides

La présence des terpeénes a été mise en évidence a 1’aide de H2SO4 concentré. A 2,5 ml
d’extrait est ajouté 1 ml de chloroforme. Aprés homogénéisation, 1,5 ml d’H2SO4 concentré
sont additionnés au mélange. La formation d’une couleur brun-rouge a I’interface indique leur

présence (Diallo, 2000; Azam et al., 2013).
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o Détection des saponines

Les saponines ont été mises en évidence par le test de la mousse. Dans un tube & essai,
5 ml del’extrait ont été mis. Ensuite, le tube est agité pendent 1 min, puis laissé au repos
pendant 20 min. Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1cm indique la présence des
saponines (Karumi et al., 2004; Ayoola et al., 2008).

e Détection des Coumarines

Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction du cycle lactonique. 2 ml de
I’extrait végétal ont été mis dans un tube a essai. Ensuite, 3 ml de NaOH (10%) sont ajoutés.
Apres I’agitation du mélange, I’apparition d’une couleur jaune indique la présence de
coumarine (Diallo, 2000; Daira et al., 2016).

e Détection des Quinones libres

Un volume de 2 ml de I’extrait est mis dans un tube a essai, puis y sont ajoutés
quelques gouttes de NaOH a 1%. L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violete indique

la présence des quinones libres (Dohou, 2004; Oloyede, 2005).

e Détection des Protéines

Les protéines ont €té mises en évidence par la réaction du Biuret. 2 ml de I’extrait ont
été mis dans un tube a essai, puis 1 ml de NaOH a 2 % y a été ajouté. Aprés homogénéisation,
2 a 3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSO4 ont été ajoutées au mélange. L’apparition
d’une coloration violette, quelque fois avec une teinte rougeatre, indique une réaction positive

(Békroet al., 2007).

e Détection des Tannins condensés

Les tannins (tannins non hydrolysables ou condensés) sont des polyméres de
polyphénols. Ces derniers ont été mis en évidence par leur réaction avec chlorure de fer.
A 2 ml d’extrait brut ont été additionnées quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeCls &
2 %. L’apparition d’une coloration bleu-noir indique la présence des tannins condensés
(Daira et al., 2016).

e Détection des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence par le réactif de Fehling. Pour réaliser le

test de Fehling, 5 ml d’extrait brut ont été additionnés a 5 ml de la liqueur de Fehling. Aprés
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agitation pour homogénéiser le milieu et chauffage pendant 2-3 minutes au bain marie a 70°C,

la formation d’un précipité rouge brique indique une réaction positive (Békro et al., 2007).

e Détection des Stérols et Triterpénes

Les Stérols et Triterpeéne ont été mis en évidence par 1’ajout de 1 ml de CHCIz a 10 ml
de I’extrait. La solution obtenue est partagée dans deux tubes a essais, puis 1 a 2 ml de H2SO4
concentré ont ajoutés a 1I’'un des tubes, I’autre servira comme témoin. La formation dun

anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact révéle leur présence (Mamadou, 2012).

e Détection des Stéroides

Dans un tube a essai, 5 ml d’anhydride acétique ont été mélangés avec 5 ml de I’extrait
vegétal. Ensuite, 0,5 ml de H2SO4 concentré y sont ajoutés. L’apparition d’une coloration
violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive (Daira et al., 2016).

4. Analyse quantitative

4.1 Dosage des polyphénols totaux (PPT) par colorimétrie (méthode de Folin
Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux a éte realisé au sein du laboratoire pédagogique du
centre universitaire Abdalhafide bouassouf (Mila).

La teneur en polyphénols totaux des extraits (hydro-methanolique et de l'infusion) de
d’Hibiscus Sabdariffa L., est déterminée par le dosage spectrophotométrie selon la méthode
du Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

e Principe

L’ensemble des composée phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier, est de couleur jaune, constitu¢é par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMO12040), il est réduit lors de I’oxydation des
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstéene (WgO23) et de molybdene (MOgO23)
(Ribereau-Gayon et al., 1968). La coloration produite, dont 1’absorption maximum a 765 nm
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ojeil et
al., 2010).

Le phénol standard utilisé dans cette méthode est I’acide gallique.
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4.1.1 Mode opératoire

e Préparation de Carbonate de sodium (Na.COs) a 7,5%

7,5 grammes de Na>COs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

e Préparation de Folin- Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

1 ml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10 ml avec 1’eau distillée (9 ml).

e Préparation de tube blanc

Constitue de 5 ml FCR, de 3,75 ml Na,COs (7 ,5%) et 1 ml méthanol.

e Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique

La gamme ¢talon est préparée avec de ’acide gallique a des concentrations variables
de 0.05, 0.075, 0.100, 0.125, 0.150, 0.175 mg/ml. Les dilutions ont été preparées dans les
mémes conditions et les mémes étapes du dosage. C’est a dire 1 ml de chaque dilution sont
transférés dans une tube avec 5 ml FCR et 3,75 ml de Na.CO3 (7,5%), le blanc est préparé en
parallele de la méme maniére remplagant I’acide gallique par le solvant utilisé, aprés une

incubation de 2 heures 1’absorbance est mesurée a A=765 nm par spectrophotometre.

e Préparation de I’extrait de plante
Une masse de 1 mg d’extrait sec est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol.
1 ml de chaque extrait ont été pipetés dans un tube a essai, mélange avec 5 ml de Folin
Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans I’eau distillée. Puis laisser 15 min avant d’ajouter 3,75 ml

de carbonate de sodium Na>COz (7,5%), agit le mélange a ’aide d’un vortex.

Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures de temps a température
ambiante et a I’obscurité, puis I’absorbance est mesurée a 765 nm par un spectrophotometre
UV-VIS (JENWAY 7305). Le blanc est préparé en parallele de la méme maniere en
remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (constitué de (FCR), de Na2COs (7,5%) et méthanol)
(Singleton et al., 1965 ; Muller et al., 2010).
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Figure 33: Matériel de dosage des polyphénols totaux (Photo personnelle, 2023).

1 ml d~extrait végétal

p—

5ml de réactif de Folin Ciocalten (FCR)
dilué 10 fois

——

Aprés 15 minutes
3.75 ml de MNa:CO:sont ajoutés {(7.5%)

e

Incubation pendant 2 heures 3 une
températureambiante et al’obscurité

e

Lecture 32=765 nm

Figure 34: Protocole de dosage des polyphénols totaux.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif (Juntachote et al., 2006).

e Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique (mg/ml)

et exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/g).

E
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5. Activités biologiques

5.1 Etude de P’activité anti-oxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante, in
vitro et in vivo des composés phénoliques purs ou d’extrait. Dans notre étude nous avons
utilisé des tests chimiques qui mesurent la réduction du radical stable le DPPH (2,2-
Diphényll-picrylhydrazyl) (Sharma et al., 2009; Bourkhiss et al., 2010).

L’activité anti-oxydante des extraits de Hibiscus sabdariffa L. a été réalisé au niveau
du laboratoire de biologie de centre universitaire Abdalhafide Bouassouf (Mila).

e Principe

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotomeétrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a A= 517 nm
provoquée par la présence des extraits (Wu, 2007). Quand une solution de DPPH" est
mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogene, antioxydant, il y’a formation
de la forme reduite (Figure 35). Ceci provoque la perte de la coloration violette en coloration
jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a A= 517 nm (Brand-Williams,
1995).

DPPH (violet) DPPH (jaune)
Figure 35: Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite.

e Préparation de DPPH
0.004g de DPPH (CigH12 N5 Os: M = 394.33 g/mol), est solubilisé dans 100 ml de
MeOH pour avoir la concentration de 0.1 mmol/l.
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Figure 36: préparation de DPPH (Photo personnelle, 2023).

e Préparation des solutions meres de concentration 5 mg/ml

On mélange 50 mg de chaque extrait d’Hibiscus sabdariffa L. avec 10 ml de MeOH
absolu dans un tube a essai.

5.1.1 Mode opératoire

La mesure de [lactivité anti-radicalaire des extraits hydro-méthanolique et de
I’infusion a été effectuée par le test de 2, 2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) en suivant la
méthode décrite par (Govindarajan, et al 2003) avec quelques modifications (Figure 37).

Un volume de 1.5 ml de la solution DPPH (4%) est ajouté a 0.5 ml d’une série de

concentrations déférentes (5, 3, 2, 1 mg/ml) des extraits testés.

Aprés homogénéisation, le mélange est incubé a la tempeérature ambiante (25 °C) et a
I’abri de la lumiére. Aprés 30 minutes d’incubation, 1’absorbance est lue a 517 nm contre un

blanc qui ne contient que 0.5 ml de méthanol et 1.5 ml de la solution DPPH.

0,5 ml d’extrait

1,5ml de DPPH

N

Incubation i Pobscurité 330 min

L
Lecture a 517 nm

Figure 37: Schéma représentatif du protocole expérimental de I’activité antioxydante .

E
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La valeur ICsp ou concentration d’inhibition 50 est la concentration du substrat qui
assure la réduction de 50% de l’activit¢ du DPPH déterminée graphiquement par une

régression linéaire.

La détermination de la capacité réduire le radicale DPPH de chaque extrait de la plante

pour réaliser I’activité antioxydant s'exprimée en pourcentage d’inhibition.

L’ICso est inversement proportionnel a la capacité antioxydant d'un composé, parce
qu’il exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre
de 50%. Plus la valeur d’ICso est faible (valeur élevée de pourcentages d’inhibition), plus
I'activité antioxydant d'un compose est forte (Alain et al., 2011).

Le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule

suivante :
1%= ((blanc —extrait) /blanc) x100

s |1 %: pourcentage d’inhibition.
% Extrait: la densité optique du DPPH en présence de I’extrait a tester.
% Blanc: la densité optique de DPPH dans la solution méthanolique.

5.2 Etude de Pactivité antibactérienne

Les tests d’évaluation de D’activité antimicrobienne sont réalisés au niveau du
laboratoire d’analyses meédicales Mirouh Ferdjiwa Mila, laboratoire bactériologie du CRBt
(Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine), laboratoires de biologie de centre

universitaire Abdalhafide bouassouf (Mila).

Ce test nécessite un travail dans des conditions d’asepsie rigoureuses afin d’éviter les
problemes de contamination. En outre, le matériel, les solutions et les milieux de cultures

doivent étre stérilisés par autoclavage.

5.2.1 Microorganismes testées

Quatre souches bactériennes de références ont été testé: Escherichia coli,
Staphylococcus Aureus, Pseudomonas Aereuginasa et Bacillus Subtils.
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Tableau 7: Caractéristiques générales des bactéries testées.

Nom de la souche Gram Famille Référence
Escherichia coli Négatif Enterobacteriaceae ATCC25922
Staphylococcus - )

Positif Micrococcaceae ATCC19111
Aureus
Bacillus Subtils Positif Bacillaceae ATCC6633
Pseudomonas o
) Négatif pseudomonadaceae ATCC27853
aeruginosa
e Principe

L’activité antibactérienne des extraits est déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé standardisée (antibiogramme) (Treki et al., 2009). Cette technique repose sur
l'apparition d’une zone d'inhibition dans le milieu de culture. Le test a porté sur deux extraits
de la plante d’Hibiscus sabdariffa L. préparés précédemment et s’est déroulé selon les étapes

suivantes:

A. Préparation des milieux

e Préparation de milieu MH

La gelose Mueller-Hinton a été préparé pour le but du repiquage des souches
bactériennes et d’évaluation de I’activité antibactérienne. On introduit 38g de MH avec 1 L
d’eau distillée, le mélange obtenu est semis a une agitation continue, a une température élevée
sur une plague chauffante jusqu'a le bouillage, puis le milieu sera divisé dans des flacons en
verre puis stériliser par autoclave a une pression de 15 Ib (121 °C) pendant 15 min, apres
I’autoclave, laisser refroidir a 45-50 °C (Bauer et al., 1966).
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Figure 38: Préparation de milieu MH (Mueller Hinton) (Photo personnelle, 2023).
e Préparation de I’eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour I’ensemencement des souches. Elle est réalisée
par solubilisation de 0.9 g de NaCl dans 100 ml d’eau distillée avec agitation pendant
quelques minutes et divisée dans des tubes en verre a vesse (Bauer et al., 1966).

e Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Wattman n°® 3 avec un diamétre de 6 mm
par I'emporte-piéce. Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave,

puis stockés a une température ambiante jusqu’a l'utilisation.

Figure 39: Préparation des disques d’aromatogramme (Photo personnelle, 2023).

B. Repiquage des souches bactériennes

Afin d’obtenir une culture jeune, et des colonies isolées les différentes souches
bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur gélose nutritive en boite de pétri.
A T’aide d’une anse de platine stérile, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 h, qui

ont servi a préparer I’inoculum bactérien.

E
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C. Dilution d’extraits

Les extraits ont été repris avec le Dimethylsulfoxide (DMSO) (le solvant préferable
pour la majorité des auteurs, qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun pouvoir antimicrobien

puissant).

On prépare une concentration de (200 mg/ml), pour chaque extraits utilisés (hydro-
meéthanolique, de I'infusion ).

Les dilutions des extraits sont réalisées a analyses selon les méthodes suivantes:

+ SM: 200 mg d’extrait avec 1 ml de DMSO [100%].

s T%: 0,5 ml d’extrait de SM avec 0.5 ml de DMSO [50%].
% TY: 0.5 ml d’extrait de T%2 avec 0.5 ml de DMSO [25%].
s T%: 0.5 ml d’extrait de T% avec 0.5 ml de DMSO [12.5%)].

D. Préparation de I’inoculum bactérien

% Apres la stérilisation de zone de travail avec I’eau de javel.

% A l’aide d’une anse de platine, quelques colonies bien isolées et identiques de chaque
souche bactérienne a tester sont alors raclées, déchargées dans un tube contenant 3 ml
de I’eau physiologique stérile a 0.9% puis homogénéisées a 1’aide d’un vortex.

+«+ Nous avons fait la lecture de la suspension bactérienne a une densité optique de (0.08 a
0.10), a la longueur d’onde A= 625 nm.

« L’ensemencement doit se faire au moins en quelques minutes qui suivent la

préparation de I’inoculum (Figure 40).

Figure 40: Préparation de I’inoculum bactérien (Photos personnelle, 2023).

s
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E. Coulage de milieux de culture MH

On verse le milieu de culture (MH) stérilisé par l'autoclave dans des boites de pétrie a 4
mm de hauteur pres du bec benzene pour assurer une stérilisation parfaite jusqua la
solidification (Figure 41).

Figure 41: Coulage de milieux de culture MH (Photo personnelle, 2023).

F. Ensemencement bactérienne

Apres la préparation et I’identification des boites de pétri nous avons fait
I’ensemencement des bactéries dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri.

¢+ Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne;

« L’essorer en le pressant fermement, sur la paroi interne du tube, en le tournant, afin de
le décharger au maximum;

¢+ Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries
serrées;

*» Répéter 'opération trois fois en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois. Finir
I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose;

*» Recharger 1’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche (Figure 42) (Bendahou et al., 2007).

Figure 42: Ensemencement bactérienne (Photo personnelle, 2023).
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G. Dépéts des disques et I’injection des extraits

*
°e

A I’aide d’une pince stérilisée au bec benzéne les disques de papier Wattman de 6 mm
de diametre sont placés délicatement sur la surface de la gélose MH ensemencées par
les souches testées (Figure 43);

% On a ajouté 10 ul de chaque dilution des extraits hydro-méthanoliques et extraits de
I'infusion (SM / T / T% / T'%) sur les disques a 1’aide d’une micro pipette (Figure
43);

% On réalise deux témoins: négatif (présence de DMSO), positif (un disque
d’antibiotique (15ug) (céfotaxime, gentamicine);

% Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 24 heures a 37°C.

Figure 43: Dépots des disques et I’injection des extraits (Photos personnelle, 2023).

H. Lecture des antibiogrammes

Apres I'incubation I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de disque d’une
zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. Plus le diameétre de

cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).

I. Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a ’aide d’une régle le diametre
de la zone d’inhibition, par les différentes concentrations de 1’extrait autour des disques, la

mesure est réalisée au verso des boites de Pétri.
5.3 Etude de L’activité antifongique

Cette étape du travail a éteé réalisée au niveau du laboratoire de Mycologie du CRBt
(Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine).
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5.3.1 Matériel fongique

Il s’agit de La souche fongique « Fusarium oxysporum » les souches de lycopersici,
qui est la plus répandue dans le monde, il peut étre retrouvée dans la plupart des sols,
immobile (Kommedahl et al., 1988). Il peut également étre dispersé par les insectes. Il
responsable des maladies connues sous le terme de fusarioses telles que le flétrissement
vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet (Lepoivre, 2003), mise & notre disposition par
le laboratoire de mycologie du CRBt de Constantine.

e Principe

L’activité antifongique des extraits de I’Hibiscus sabdariffa L. ont été déterminées par
la méthodes directe sur le milieu gélosé PDA pour déterminerles taux d’inhibition, en
copmarant leur action a divers concentration sur la croissance de mycélienne (Hussin et al.,
2009).

5.3.2 Mode opératoire

A. Préparation du milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar)

Le milieu de culture PDA est favorable pour la croissance des champignons phyto-
pathogénes, ce milieu a été préparé a base de pomme de terre suivant les étapes suivantes:

«+ Sur une plague chauffante en fait bouillir 220 grammes de la pomme de terre dans
800 ml d'eau distillée a 400 C° pendant 30 min. Une filtration est faite pour enlever la

pomme de terre et récupérer l'eau;

Figure 44: Préparation du milieu de culture (Photos personnelle, 2023).

%+ Dans un bécher on a ajouté 22 g de glucose sur I'eau de pommes de terre avec
agitation;
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16,5g d’agar sont ajoutées au mélange en petites quantités pour éviter la solidification
en gardant I’agitation;

On a ajusté avec la chaleur pour éviter les grumeaux et remplir avec le reste de 300 ml
d'eau distillée et bien mélanger le tout;

Figure 45: Le milieu de culture PDA (Photo personnelle, 2023).

On a versé 100 ml de la solution obtenue dans des Erlenmeyer et mise dans l'autoclave
a 121 C° pendant 2 heures a une pression de 1,2 bar pour la stérilisation;
On a laissé refroidir jusqu'a 55 C° pour éviter la condensation de vapeur;
On obtient donc 11 Erlenmeyers remplis de 100 ml de milieu de culture préparer est

prét pour étre utilisé.

Figure 46: Le milieu de culture aprés stérilisation (Photo personnelle, 2023).

B. Préparation des extraits :

2 mg de chaque extrait (hydro-méthanolique, de I'infusion) sont mélangés avec 2 ml de

DMSO (Diméthylsulfoxyde) dans des tubes eppendorf et homogénéisés a I’aide du vortex.

s



Chapitre 1 Matériels et méthodes

Tableau 8: Préparation des extraits .

Dilution Concentration
1 ml d'extrait 100 mg/ml
0,5 ml d'extrait + 0,5 ml DMSO 50 mg/ml
0,25 ml d'extrait + 0,75 ml DMSO 25 mg/mi

C. Ajout des extraits végétaux

Un volume de 2 ml de solution de DMSO contenant 0,25; 0,5; 01 mg de I’extrait a été
ajouté a 100 ml de milieu PDA a 60 C°, préalablement stérilisé puis réparti dans 4 boites de
Pétri.

2 ml de DMSO a été ajouté a 100 ml de milieu PDA et a été considéré comme un
contrdle positif. Le contr6le négatif contient le support PDA sans aucun autre produit (Song et
al., 2004).

On a laissé refroidir le milieu de culture mélangé a I’extrait dans les boites pétries

jusqu’au ou il devient solide.

Figure 47: L’addition de I’extrait au PDA et coulage dans les boites de pétri (Photo
personnelle, 2023).
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Figure 48: Solidification du milieu de culture mélangé a 1’extrait sous la haute (Photo
personnelle, 2023).

D. Culture de la souche fongique
+« Un disque de 5 mm de diamétre provient d'une jeune culture fongique et est déposé de
maniére aseptique au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA et le
complexe a tester (extrait hydro-méthanolique et extrait de I'infusion), L'expérience est
répliquée 4 fois pour chaque traitement avec des concentrations de 100mg/ml,

50mg/ml, 25mg/ml,;

Figure 49: Dépdt des disques de champignon (Photo personnelle, 2023).

+« On a obtenu a la fin 44 boites de pétri fermer et protéger avec du papier film et mis

dans I’étuve. Les boites ont été incubées 7 jours a 28 °C.

Figure 50: L'incubation des boites (Photo personnelle, 2023).
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E. Lecture des résultats

La croissance mycélienne de l'agent phytopathogéne est mesurée a I'échelle
millimétrique a 1’aide d’une regle. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition
de la croissance de chaque champignon pour chaque complexe, par rapport au diametre
moyen des colonies de chaque milieu cultivé sans contréle. Ainsi, I'activité d'inhibition a été
exprimée en pourcentage et a été calculée selon la formule suivante:

19% = (C —T / T) x100

®,

¢ 19: temps d’inhibition en pourcentage%o

% T: croissance radicale de 1’agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA contenant le
complexe a tester.

7

% C: croissance radicale De 1‘agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA (témoin)
(Dennis et al., 1971).

5.4 Etude de P’activité anticoagulante

L’activité anticoagulante des extraits de la plante Hibiscus sabdariffa L. est realisée au
sein du laboratoire d’analyses médicales MIROUH Ferdjioua Mila.

Cette activité a été évaluée in vitro vis-a-vis les deux voies de coagulation, en
I’occurrence, la voie endogene et la voie exogéne sur un pool des plasmas normaux
déplaquetté et a ’aide de deux tests globaux et chronométrique, le temps du céphaline kaolin
(TCK) et le temps de Quick (TQ) (Taux de Prothrombine (TP)) (Boukeria et al., 2019).

e Préparation du plasma pool déplaquettés

Le pool plasmatique est un mélange de plasma déplaquettés des volontaires sains,
adultes et non traités, dont les TCK et TP sont normaux et comparables.

Par ponction veineuse le sang de dix volontaires a été prélevé dans un tube en
plastique sur une solution anticoagulante de citrate de sodium (3.2 %), et a raison de 1 volume
pour 3 volumes du sang. La centrifugation du sang est ensuite faite pendant 10 min a 2500

rpm pour obtenir un plasma dépourvu en plaguettes (Bourahima et al., 2021).




Chapitre 1 Matériels et méthodes

Figure 51: préparation d’un pool de plasma (Photo personnelle, 2023).

5.4.1 Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene(TQ)

e Principe

L’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene de la coagulation a été évaluée
en utilisant un test de coagulation appelé le temps de Quick (TQ) ou le taux de prothrombine
(TP) qui permet d’une exploration globale des facteurs de la voie exogéne de la coagulation
(La proconvertine VII, la prothrombine Il, la proaccélérine V, le facteur stuart X, et aussi le
fibrinogéne) (Caquet, 2004).

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation & 37C° d’un plasma pauvre en
plaquettes en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Les facteurs de la voie exogene donc sont activeés et le temps

qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est mesuré (Athukorala et al., 2007).

Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du contrdle négatif explique que
I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation (Athukorala
et al., 2007).

s
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e Mode opératoire

Apreés la préparation du pool plasmatique déplaquetté, L'effet des extraits sur la voie
exogene de la coagulation a été évalué selon le protocole décrit par Athukorala et ses
collaborateurs (2007), en utilisant le test de TP qui consiste a mesurer le temps de coagulation
a 37°C d’un plasma déplaquetté en présence de facteur tissulaire thromboplastine
(Bourahima et al., 2021).

5 ul de l'extrait préparé a différentes concentrations (10, 25, 50 et 100 mg/ml) est
additionné a 45ul du plasma standard, Les mélanges sont centrifugés pendant 10 minutes puis
sont incubés a 37°C durant 15 minutes. Apres l'incubation, la coagulation a été déclenchée par
I'addition de 100 pul de thromboplastine pré incubé a 37°C pendant 1 min (déclenchement du
chronometre), et le temps qui s'écoule jusqu'a la formation du caillot fibrineux est calculé
(arrét du chronometre).

Un standard (plasma normale) et un control négatif (DMSO) ont été réalisées pour

comparer les résultats obtenus.

Figure 52: Matériel préparé pour 1’évaluation de TQ (Photo personnelle, 2023).

5.4.2 Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

e Principe

L’évaluation de [I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene de la
coagulation a été réalisée en utilisant le test du temps de céphaline-Kaolin (TCK), un test qui
permet d’explorer I’activité des facteurs plasmatiques de la voie endogene (intrinseque) de la
coagulation (Caquet, 2004).

Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 C° d’un plasma déplaquettés et

citraté mis en présence de phospholipides (la céphaline) substitut du facteur 3 plaquettaire
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(F3P) d’un activateur du systéme contact (Prékalikriéne, Kininogéne de haut poids
moléculaire et le facteur XII) qui est généralement le Kaolin et de calcium comme un facteur
déclenchant.

e Mode opératoire

5 ul de l'extrait préparé a différentes concentrations (10, 25, 50 et 100 mg/ml) est
additionné a 45 ul du plasma standard, Les mélanges sont centrifugés pendant 10 minutes
puis sont incubés a 37°C durant 15 minutes, 50 pl de solution de TCK préalablement incubé a
été additionné, puis le mélange a été réincubé pendant 3 min sous agitation a 37°C. Le temps
de la coagulation est alors déclenché par I’ajout de 50 ul de chlorure de calcium(CaCl,)
préchauffé (0.025 M), et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation d’un caillot est mesuré par
la coagulometre.
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1. Screening phytochimique

Les tests de caractérisation phytochimique, effectués sur les deux extraits de
I’Hibiscus sabdariffa L. sont présentés dans le tableau ci-dessous:

Tableau 9: Résultats de screening phytochimique.

Test Résultat

o Description des résultat Photo
phytochimique

L’absence d'une teinte
rougeatre indique
Proteines - ’absence des protéines

Formation d’un précipité
rouge -orange, ce qui

) confirme l'existence des

Alcaloides ++ alcaloides dans cette

plante

La coloration rouge
obtenue, confirme

Flavonoides +++ I'existence des

flavonoides dans cette

plante

La coloration bleue

Subst noiratre obtenue,
ubstances
. +++ confirme I'existence des
phénoliques o
substances phénoliques

dans cette plante
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Terpénoides

+++

La coloration brun-rouge
obtenue, confirme
I'existence des
terpénoides dans cette
plante

Saponines

L’absences d’une mousse
persistante indique

I’absence des saponines

Coumarine

+++

La coloration jaune
obtenue, indique la
présence des coumarines
dans nos extraits

Quinones libres

+++

La coloration jaune
obtenue, indique la
présence des quinones

Tanins condensés

L’absence d'une
coloration bleu-noir
indique I’absence des

tanins

Ext M

E
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Sucres réducteurs

+++

Formation d’un précipité
rouge-brique, ce qui
confirme I'existence des
sucres dans nos extraits

Stérols et Tri

terpénes

+++

Le test positif des stérols
et tri terpénes nous a
montré leur présence dans
nos extraits par
I’apparition d’un anneau

rouge-brunatre

Stéroides

++

L’apparition d’une
coloration violette claire,
vire au marron, indique la

présence des stéroides
dans nos extraits

(-): test negatif, (+): test faiblement positif, (++): test positif, (+++): test fortement positif

1.1 Discussion des résultats

Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur les deux extraits: de lI'infusion et
hydro-méthanolique de 1I’Hibiscus sabdariffa L. ont montré la présence de plusieurs composés
bioactifs: les alcaloides, les flavonoides, les substances phénoliques, les coumarines, les
quinones libres, les sucres, les stérols, les terpénoides et les stéroides. Ces résultats sont
similaires avec les résultats de (Raihan Sarkar et al., 2012; Adamu et Ngwu., 2015; Maffo
Tazoho et al., 2016; Mohamed et al., 2016; Bedi et al., 2020; Hermawan et al., 2020;
Samakeé et al., 2020) et de (Tuhami et Ibrahim., 2020). Par contre les tannins, les saponines
et les protéines sont absent dans les deux extraits de notre plante ce qui corrobore aux
résultats de (Olaleye, 2007 ; MaffoTazoho et al., 2016; kaboré et al., 2021; MaffoTazoho

et al., 2016 ) et de (Shafirany et al., 2021).
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2. Rendement des extractions

La préparation de nos extraits bruts a été effectuée par deux méthode d’extraction
extraction a froid ou macération par une solution hydro-méthanolique (Méthanol: Eau) (80%
et extraction par infusiondans I'eau distillée bouillante.

Le rendement de ces extraits (hydro-méthanolique et de I'infusion) a été déterminé pa

)

r

rapport a la poudre séche initiale. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 54 et le

tableau 10.

Tableau 10: rendement des extraits de 1’Hibiscus sabdariffa L.

Extrait Rendement (%)
Hydro-méthanolique 32,56
Infusion 36

w b
o1 o
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Figure 53: Rendement des extraits de /’Hibiscus sabdariffa L.

2.1 Discussion

Dans cette étude, nous avons constaté une convergence entre les teneurs enregistrees
par les deux méthodes d'extraction (infusion 36% et macération hydro-méthanolique 32.56
%.) (Figure 53 et tableau 10). Cette affinité des résultats peut étre attribuée a la polarité des
deux solvants utilisée, car I'eau et le méthanol ont des indices de polarité élevés et proches
I'un de I’autre (Dhanani et al., 2017).
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3. Taux des polyphénols totaux

La détermination des teneurs en phénols totaux dans I’extrait hydro-méthanolique et I’extrait
de l'infusion de I’Hibiscus sabdariffa L. a été faite en utilisant la méthode colorimétriques
(Folin-Ciocalteux) (Figure 54). Cette teneur a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage
de l’acide gallique (standard), Les valeurs obtenues sont rapportées en milligrammes
équivalents acide gallique par gramme de I’extrait sec (mg EAG/g Extrait sec) (Wong et al.,
2006).

m««v -““f'ﬂ :

R ik -.-s

WA

qit 5

Figure 54: Résultat de dosage des polyphénols (Photo personnelle, 2023).

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont eté déterminées a partir de la
formule de la régression linéaire de cette courbe (Y =13.91X+0.021) avec un coefficient de
corrélation (R? =0.996) (prévenant la fiabilité de cette courbe dans la détermination des
polyphénols).

Avec
++ Y: Valeur d’absorbance.
% X: Concentration d’étalon en mg/ml.

% R2: Coefficient de corrélation.

La mesure de 1’absorbance des extraits hydro—méthanolique, et de I’infusion de

I’Hibiscus sabdariffa L. dissous dans le méthanol a été effectuée a une longueur d’onde Amax=
765 nm.

Tableau 11: valeur de (DO) de l'acide galique

Concentration (mg/ml) | 0,025 | 0,05 |0,075 |0,1 0,125 0,15 |0,175|0,2

Absorbance 0,395 | 0,705 |1,0611 | 1,423 | 1,724 | 2,145 | 2,354 | 2,884
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La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure suivante.

3.5
= 3
= P
925 /
<
3 / y =13,91x + 0,021
_§ 1.5 / R2=10,996
3l
205 4
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Concentration (mg/ml)

Figure 55: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour I’évaluation des teneurs en

polyphénols.

La valeur de la densité optiqgue (DO) mesurée de chaque echantillon de I'Hibiscus

sabdariffa L. est mentionnée dans le tableau suivant:

Tableau 12: valeur de (DO) de chaque extrait 4 Hibiscus sabdariffa L.

Extrait DO
Hydro-méthanolique 0,542
infusion 0,503

La quantité des composés polyphénolique indiquée dans le tableau est calculée en mg

EAG/mg selon la relation suivante, puis transformée en mg EAG/gE:

Y =13.91X+0.021

Tableau 13: La quantité des PPT de chaque extrait de I’'Hibiscus sabdariffa L.

Extrait Teneur mg/g
Hydro-méthanolique 37,45
infusion 34,65

L’ensemble des résultats obtenues sont présentées dans la figure ci-dessous (figure 56):
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Figure 56: Teneurs en polyphénols totaux des extraits étudiés.

3.1 Discussion

Si on compare maintenant les teneurs enregistrées pour ces deux méthodes
d’extraction, les résultats, montrent des convergences importantes dans les deux meéthodes:
infusion (34,65mg EAG/g) et maceration hydro-méthanolique (37,45 mg EAG/g), ce qui
confirme que la solubilité des composés phénoliques est réagie par la nature de solvant utilisé
(polarité). Car le type de solvant d’extraction doit avoir une grande capacité d’extraction de
biomolécules de la plante. Plusieurs auteurs ont montré que le méthanol et I'eau est sont parmi

les meilleurs solvants pour I’extraction polyphénolique (Zlotek et al., 2016).

Les teneurs en phénols totaux trouvées par (Hamrita et al., 2022) dans leur étude sur
les extraits hydro-méthanolique et de I'infusion sont nettement inférieur a nos résultats (19.58
mg EAG/Q), (22.71 mg EAG/Q) respectivement.

Par contre et d’aprés (Chinedu et al., 2011) I’extrait hydro-méthanolique et de
I'infusion de I’Hibiscus sabdariffa L. possedent des teneurs en phénols totaux proche en
comparaissant a celles de nos résultats avec une valeur de (36.7 mg EAG/g), et (33.3 mg
EAG/g) respectivement.

La variabilité des teneurs en phopyphénols est du probablement a la composition
phénolique des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs génotypiques (EI-Waziry, 2007),
les conditions biotiques (espéce, organe et I’étape physiologique) et abiotiques (facteurs
édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le type du microclimat (Atmani et al.,
2009) et aussi des étages bioclimatiques ou poussent ces plantes.
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4. Activité antiradicalaire par le test DPPH

Afin d'évaluer l'activité antioxydante des extraits obtenus, différentes méthodes
chimiques sont utilisées, parmi eux: le test de DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle). Le
principe de cette derniére repose sur un changement de couleur qui a été suivi par la lecture de
I’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques (Figure 57).

Figure 57: Résultats de l'activité antioxydant des deux extraits (Photo personnelle, 2023).
La capacité de piégeage du radical libre est calculée a travers le pourcentage d’inhibition:

Densité optique de blanc — Densité optique de I'extrait
PI% = — - x 100
Densité optique de blanc

+«+ Abs: Absorbance a la longueur d'onde de 517 nm.
+«+ Abs controle: Absorbance de la solution DPPH.
« Abs test: Absorbance de produit.

En utilisant les valeurs obtenues de I’extrait hydro-méthanolique de Hibiscus
sabdariffa L., nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule

indiquée dans le chapitre précedent, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 14.

Tableau 14: Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait hydro-méthanolique d’extrait
hydro-méthanolique.

Extrait hydro-méthanolique

Concentration 1 2 3 5
(mg/ ml)
Pl % 36,6 57,83 73,22 87,92
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e Détermination de la valeur CI150

Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer la courbe qui représente les variations
de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration d’extrait hydro-méthanolique, la

détermination graphique d’ICso se fait a partir de la courbe.

100
*
80 , y = 12,42x + 29,72
R2=0,933
0 40 .
20
0
0 2 4 6
Concentration (mg/ml)

Figure 58: Courbe de pourcentage d'inhibition en fonction de concentration d’extrait hydro-

méthanolique.

La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
¢été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extraits préparés.

Clso de I’extrait de lI'infusion calculée selon 1’équation suivante:
Y =12.423X + 29.729

Pour Y=50%
X =(50-29.729) /12.423 = 1.63 mg/ml
ICs0 = 1.63 mg/ml

En utilisant les valeurs obtenues de ’extrait de l'infusion de Hibiscus sabdariffa L.,
nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule indiquée dans le

chapitre précédent, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 15.
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Tableau 15: Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait de I'infusion.

Extrait de P’infusion

Concentration 1 2 3 5
(mg/ ml)
Pl % 36,09 53,77 64,86 82,32

e Détermination de la valeur Clsg

La détermination de la Clso se fait a partir de la courbe ci-dessous (figure59).

90

80 e

70 y = 11,19x + 28,47
g R2 = 0.970

0 2 4 6

Concentration (mg/ml)

Figure 59: Courbe de pourcentage d'inhibition en fonction de concentration de I’extrait de

I'infusion.

La concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été
calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extraits préparés

Clsode I’extrait de I'infusion calculée selon 1’équation suivante:
Y =11.194X + 28.476

Pour Y=50%

X =(50-28.476) /11.194 = 1.92 mg/ml.

1Cs0=1.92mg/ml
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4.1 Discussion

L’évaluation de ’activité anti radicalaire des extraits d’Hibiscus sabdariffa L. a été
réalisée par la technique du piégeage du radical libre DPPH.

D’apres les résultats précédents, nous pouvons noter que les extraits issus des deux
méthodes d'extraction (macération et infusion) ont dévoilé des activités antiradicalaires
nettement convergente avec des valeurs d’ICsp varient entre 1.63 et 1.92 mg/ml

respectivement.
Nos résultats, trouvent leurs concordances avec certaines études ultérieures et parfois non.

D’aprés samaki et al., (2020) I’extrait de linfusion de 1’Hibiscus sabdariffa L.
possede des proprietés antioxydants proche en comparaissant a celles de nos résultats avec
une valeur de 1Cs0=1,312 mg /ml.

Les résultats de Yang et al., (2012) trouvent une similarité avec ceux obtenus dans la
présente étude qui a enregistré une 1Cso= 1,051 mg/ml de I’extrait hydro-meéthanolique. Par
contre et d’aprées Mensah et Golomeke, (2015) I’extrait hydro-méthanolique de 1’Hibiscus
sabdariffa L. possede des propriétés antioxydants supérieur en comparaissant a celles de notre
etude avec une 1Csp de 0,2003 mg/ml.

Hamrita et son équipe (2022) ont montré que les deux extraits: hydro-méthanolique et
de l'infusion de I’Hibiscus sabdariffa L. possede une activité antiradicalaire moins puissante
avec des valeurs d’ICso de 2.79 mg/ml, et de 2.47 mg/ml respectivement, et cela confirme nos
résultats, mais reste inférieur a que nous avons obtenus.

A noter que l'activité antioxydant de 1’Hibiscus sabdariffa L. varie considérablement
d'une étude a l'autre, et ceci peut étre di au changement des solvants utilisés dans la
préparation des extraits ainsi qu'aux concentrations des radicaux libres. Et aussi les mesures
obtenues, ainsi que la différence dans I'appareil de mesure pour ces valeurs, en plus de cela, il
peut y avoir une différence dans 1’espéce de plante étudie, les conditions de sa culture et de sa
récolte ou du stockage, a la raison la plus importante, qui peut étre la raison principale, le
pourcentage et la qualité des différentes teneurs en polyphénols totaux présents dans la plante
(Popovici et al., 2010).
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5. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits: hydro-méthanolique et de I'infusion d’Hibiscus
sabdariffa L. contre les bactéries testées (Escherichia Coli, Pseudomonas Aeruginosa,
Bacillus Subtilis et Staphylococcus Aureus) est expérimentée par la méthode de diffusion sur
disque. La lecture des résultats se fait aprés 18 a 24 heures d’incubation a 37°C, Elle est basée

sur la mesure des diamétres des zones d’inhibition exprimée en mm (tableau 15).

L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al.,
(2009). Ils ont classé les diamétres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en

5 classes:

*
o0

*
°

Sensible: 9 <D< 14 mm

*
°

*
o0

La variation de la sensibilité bactérienne vis-a-vis de l'extrait hydro-méthanolique, et
de lextrait de l'infusion de Hibiscus sabdariffa L. est confirmée par I’existence des

différences dans les diamétres d’inhibition aux diverses concentrations d’extraits, les valeurs

indiquées dans le (tableau 16).

Non sensible: D < 8 mm.
Trés sensible: 15 <D< 19 mm.
Extrémement sensible: D > 20 mm.

Tableau 16: Diameétres de la zone d’inhibition de différentes souches sous 1’action des

extraits hydro-méthanolique et de I'infusion (en mm).

Types

d’extraits

Hydro-
méthanolique

Infusion

Concentrations

(mg/ml) SM D1 D2 D3| SM D1 D2 D3| Antibiotique

< S. Aureus 1005|R| R|R|11 | R|R 25

8

E P.aeruginosa [984| R | R | R R | R|R /

3

e B. Subtils R I R|R|R R |IRI|R 29,5

=

@ E. coli 05| R| R| R |115| R | R 29
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T+- céfotaxime, gentamicine ; SM = solution mere ; D= dilution ; R = résistance
Les résultats obtenus sont présentés sur (annexe 04).

Dans la présente étude, une variété de Gram positif (S. aureus et B. Subtils) et Gram
négatif (E. coli et P. aeruginosa) ont été utilisées pour le dépistage de I’activité
antimicrobienne d'extraits de l'infusion et hydro-méthanolique de 1’Hibiscus sabdariffa L.
(tableau 16).

D'apres les résultats du tableau précédent, il a été observé que toutes les souches
bactériennes utilisées dans cette étude ne présentaient aucune sensibilité a toutes les dilutions
des deux extraits de Hibiscus sabdariffa L. étudiés sauf la solution mere avec des valeurs
différentes.

% E. Coli: est sensible aux I’extrait hydro-méthanolique et I’infusion avec un diametre de
zone d’inhibition égal a 10.5 mm et 11.5 mm respectivement juste pour solution mere
et non sensible avec les autres dilutions.

%+ Staphylococcus Aureus: est sensible aux 1’extrait hydro-méthanolique et de I’infusion
avec un diamétre de zone d’inhibition égal a 10.5 mm et 11 mm respectivement juste
pour solution mere et non sensible avec les autres dilutions

 Bacillus subtilis: est plus résistante, ne représente aucune sensibilité aux deux extraits
étudiés de I’Hibiscus sabdariffa L.

% Pseudomonas aeruginosa: est sensible aux I’extrait hydro-méthanolique avec un
diameétre de zone d’inhibition égal a 9.84 mm, et elle ne représente aucune sensibilité
aux I’extrait de l'infusion.

De ces résultats, on peut noter que les extraits issus des deux méthodes d'extraction
(macération et infusion) ont révelé des activités antibactériennes nettement convergentes.

5.1 Discussion

Shan et al., (2003) ont trouvé que [I’extrait hydro-méthanolique du 1’Hibiscus
sabdariffa L. a une activité contre Escherichia coli (20 mm). Ces résultats sont en accord avec
celles de (Olaleye. 2007) et de (Sanogo et al., 2006) qui ont rapporté que I’extrait aqueux
présente une activité antibactérienne contre S. aureus et E. coli. D’autre part, ces résultats sont
en accord avec celles de (Al-Hachimi, 2012) qui ont montré que I’extrait de I'infusion de H.
sabdariffa vont un effet inhibiteur contre E. coli et S. aureus (40 mm), et P. aeruginosa (27
mm), et que l'extrait hydro-méthanolique a montré une capacité d'inhibition plus élevée contre

E. coli (47 mm) que contre S. aureus (20 mm) et P. aeruginosa (17 mm).
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Nos résultats ne sont pas d’accord avec celle de la littérature, cela peuvent étre
attribuées aux plusieurs facteurs tels que les facteurs inhérents (variété,conditions ambiantes,
facteurs ecologiques, variations saisonnieres), les méthodes d’extraction, préparation de
I’extrait, solvant utilisé, la sensibilité des bactéries et finalement 1’organe de la plante utilisé
(Natarajan et al., 2005).

6. Activité antifongique

La lecture des résultats a été effectuée aprés 6 jours d’incubation a 37° C par la mesure
du diametre de la zone de croissance du champignon. La croissance des souches fongiques
observées est présentée dans les figures suivantes:

e Pour I'extrait hydro-méthanolique

Figure 60: la zone d’inhibition de I’extrait hydro-méthanolique de chaque concentration

testée par la souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (Photo personnelle, 2023).

e Pour I'extrait de I'infusion

Figure 61: la zone d’inhibition de ’extrait de I'infusion de chaque concentration testée par la

souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (Photo personnelle, 2023).

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures séparés.
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Tableau 17: Diamétres des zones de développement du champignon de T*et T-(en mm).

Témoin positif (PDA
+DMSO)

Témoin négatif
(PDA)

La moyenne

61,5

66,75

Tableau 18: Diameétres des zones de développement du champignon des extraits hydro-

méthanolique et de I'infusion (en mm).

Extrait i .- .
Concentration hydro-méthanolique Extrait de I'infusion
100 mg /mi 40,5 42,5
50 mg /ml 50,25 46,75
25mg /ml 56,5 56,75

L’activité inhibitrice est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule:

7

¢ | : taux d’inhibition

% C: Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO (témoin).

I= C;—T x 100 (Dennis et al., 1971).

en %.

%+ T: Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant 1’extrait.

Tableau 19: Résultats de I’activité inhibitrice des extraits hydro-meéthanolique et de

I'infusion .

Concentration

Extrait hydro-
méthanolique

Extrait de I'infusion

100 mg/ml 34,14% 30,89%
50 mg/ml 18 ,29% 23,98%
25 mg/mi 8,13% 7,72%
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Figure 62: Activité antifongique des extrait d’Hibiscus sabdariffa L., vis-a-vis des
champignons phytopathogenes: Fusarium oxysporium f. sp lycopersici

6.1 Discussion

Dans notre étude, I’expérience est faite avec 3 concentrations 100 mg/ml, 50 mg/ml et

25 mg/ml.

Il ressort des résultats des tests préliminaires de l'activité antifongique des extraits d’
Hibiscus sabdariffa L. que La zone d’inhibition des extraits de la plante indique que
I’efficacité diminue en fonction de la concentration (plus la concentration est faible, moins

I'extrait est efficace) tableau 18.

Nous avons remarqué que les deux extraits: hydro-méthanolique et infusion
d’Hibiscus sabdariffa L. ont exercé une activité moyennement inhibitrice sur Fusarium
oxysporum f avec des pourcentages d’inhibition de 34,14% et 30,89 % respectivement a la
concentration de 100 mg/ml. Cette observation pourrait étre due a la présence de certaines
substances ayant des capacités fongiques plus élevées. En revanche, aucune activité n’est par
ailleurs notée par les concentrations (50 et 25 mg/ml) des deux extraits précédents sur la

méme souche fongique.

En effet, les différentes concentrations des deux extraits ont influencé de facon

différente a la croissance de la moisissure, la concentration élevée était plus inhibitrice.

Par contre Bessikri et al.,, 2022 ont trouvé que I’extrait hydro-méthanolique du
Hibiscus sabdariffa L. exerce une activité importante (72.66%) sur F. oxysporium a la

concentration 5 mg/ml.
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En général, la capacité antifongique peut s'expliquer par sa richesse des composés
naturels appelés métabolites secondaires que contiennent ces plantes. Par conséquent,
I’activité¢ biologique d’une plante naturelle est en relation directe avec sa composition
chimique (Mohammedi, 2013).

7. Activité anticoagulante

Le pouvoir anticoagulant des extraits bruts de la plante étudiée a été évalué in vitro
vis-a-vis de la voie endogéne et la voie exogéne de la coagulation a ’aide de deux tests

chronométriques, le TCK et le TQ respectivement.
7.1.1 Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

Les résultats obtenus de I’activité anticoagulante des extraits via la voie exogene en

utilisant le test de TQ sont illustrés dans I’histogramme suivant:
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Figure 63: Temps de coagulation par voie exogene.

Le TQ normal est compris entre 12 et 14 secondes selon les réactifs utilisés
allongement par rapport au contrdlet raduit une activité anticoagulante du matériel testé vis-a-
vis de la voie exogenede la coagulation. Un temps de coagulation (TQ ou TP) allongé par
rapport a untémoin a un TQ de 16.8 sec, et tout un allongement par rapport au témoin montre
une activité anticoagulante des extraits testé vis a- vis la voie exogéne de la coagulation
(Caquet , 2004).

L’histogramme (Figure 63), montre que le temps de coagulation des deux extraits

augmente avec l'augmentation des concentrations.
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Le meilleur TQ est constaté avec la grande concentration (100 mg/ml) des deux
extraits d’Hibiscus sabdariffa L.: avec une valeur de 153 sec pour I’extrait de I'infusion et un

temps maximal pour I’extrait hydro-méthanolique.

Cependant, les concentration (50; 25 mg/ml) des extraits: hydro-méthanolique et de
I'infusion de Hibiscus sabdariffa L. ont une activité anticoagulante estimée par un TQ de
(21.2; 18.4) sec par un allongement de (4.4; 1.6) sec, et un TQ de (19.2; 17.3) sec par un
allongement de (2.4; 0.5) sec respectivement.

La concentration (10 mg/ml) de I’extraits de l'infusion d’Hibiscus sabdariffa L.
capable d’allonger le temps de quick Iégérement avec une valeur d’ordre de (0.1 sec) et avec
un TQ de 16.9 sec, a I’exception cette concentration ne posséde aucun effet anticoagulant
pour I’extraits hydro-méthanolique vis-a-vis de la voie exogéne avec des TQ de 15.9 sec avec
un allongement négatif de -0.9 sec.

7.1.2 Activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne

Analyse statistique de Temps de céphaline-Kaolin (TCK) présenté dans les tableaux

suivants:

Les résultats obtenus concernant I’exploration de la voie endogene de la coagulation

en utilisant le test de TCK sont présentés dans la figure.
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Figure 64: Temps de coagulation par voie endogéne.

Les résultats de l'activité anticoagulante obtenus (Figure 64) révelent que les deux
extraits I’extrait hydro-méthanolique et de l'infusion des fleurs d’Hibiscus sabdariffa L.
possédent une activité anticoagulante dose dépendante. Un temps de coagulation (TCK)
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allongé par rapport & un témoin de TCK de 46.1sec, le TCK normal est compris entre 30 et 40
sec selon le réactif,

L’observation générale de I’histogramme révéle que tous les concentrations de
I’extrait hydro-méthanolique exerce des TCK relativement plus importants que celle de
I’infusion. Ces valeurs semblent plus élevées a celle de témoin, tandis que le TCK des deux
extraits augmente avec l'augmentation des concentrations :

La concentration (100 mg/ml) présente une activité anticoagulante avec un TCK
maximale (plus 500 sec) pour ’extrait hydro-méthanolique et un TCK de 82.0 sec avec un
allongement de 35.9 sec pour I’infusion (Figure 64).

Par ailleurs, les concentrations (50 et 25 mg/ml) capables d’exercer un effet
anticoagulant sur la voie endogene de la coagulation, estimé par un TCK de 96.6 et 81.3 sec
par un allongement de 50.5 et 35.2 sec respectivement pour I’extrait hydro-méthanolique et un
TCK de 62.6 et 53.2 sec par un allongement de 16.5 et 7.1 sec pour I’extrait de l'infusion

respectivement (Figure 64).

Finalement, La concentration (10 mg/ml) a une capacité anticoagulante estimée par un
TCK de 64.8 sec par allongement de 18.7 sec pour I’extrait hydro-méthanoliqueet un TCK de

48.7 sec par un allongement de 2.6 sec pour I’extrait de I'infusion (Figure 64).

Ces résultats indiquent que les grandes concentrations des deux extraits de la plante testee
affectaient différents facteurs de coagulation par leurs effets sur le TQ et le TCK par rapport
au témoin.

7.2 Discussion

Globalement, 1’évaluation de la capacité anticoagulante des extraits: hydro-
méthanolique et de T’infusion d’Hibiscus sabdariffa L. établi par les deux tests
chronométriques d’exploration de la coagulation, le TCK et le TQ démontre que ces extraits
exercent une activité anticoagulante tres importante vis-a-vis les deux voies de la coagulation

sur tout avec les grandes concentrations.

Nos résultats concordent avec les études rapportées par (Fathy et al., 2022) qui a
trouvé que I'extrait hydro-méthanolique d’Hibiscus sabdariffa L. & un effet significatif dans
les deux test TQ et TCK a une concentration utilisée: (10 mg/ml) avec un allongement du
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temps ou le sang ne coagule pas, pour le TQ, et un allongement du temps de coagulation de
44.8 sec pour le TCK.

Les études réalisées sur I’activité anticoagulante de différentes plantes médicinales ont
montré que I’allongement de temps de coagulation des extraits végétaux est du probablement
a leurs richesses en métabolites secondaires (Sakthipriya et Vidhya, 2015). Cela est
confirmer par le screening phytochimique qui a montré (Tableau 9) la présence de
polyphénols, en particulier de flavonoides qui sont déja associés a une altération de
I'némostase.

Notre étude in vitro de l'activité anticoagulante de d’Hibiscus sabdariffa L. a fourni
une preuve supplémentaire de son activité connue pour la gestion des caillots sanguins, car
elle a montré des résultats intéressants qui necessitent une évaluation plus approfondie de leur
activité anticoagulante, pour son effet sur le TP et TCK. par consequent, elle est évitée chez

les patients sous traitement anticoagulant.
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Les plantes médicinales sont des plantes utilisées pour leurs propriétés curatives. Cela
signifie qu'au moins une partie de celle-ci (feuille, tige, racine, etc) peut étre utilisee a des fins
thérapeutiques. lIs sont utilisés par 'hnomme depuis au moins 7 000 ans, et sont a la base de la
phytothérapie.

Au fait, nos recherches visent a mieux utiliser les ressources végétales et a trouver de
nouveaux produits naturels pour remplacer les produits chimiques utilisés pour traiter diverses
maladies. En effet, les extraits de plantes médicinales sont des solutions a la composition
chimique complexe qui conferent des propriétés phytothérapeutiques d'un grand intérét pour
la santé.

L’espéce végétale étudié dans ce travail appartient a la famille des Malvacées qui est
largement cultivé dans de nombreux pays. L’extraction des substances bioactives des fleurs
d’Hibiscus sabdariffa L. a été effectuée par deux méthodes d’extractions: maceration et
infusion. C’est deux méthodes ont permis d’obtenir des rendements similaires et importants
par rapport a la poudre utilisé en terme de quantité: ou I’extrait hydro-méthanolique a fourni
un rendement de 32,56%, alors que I’extrait de I'infusion a donnait un rendement de 36%.

L’analyse qualitative des extraits, réalisée a 1’aide des tests phytochimiques, a révélé la
présence de plusieurs familles de composés naturelles. En effet, les deux extraits étudiés ont
été riche en alcaloides, flavonoides, substances phénoliques, coumarines, quinones libres,
sucres reducteurs, stérols, terpénoides et stéroides. En revanche, les tannins, les saponines et
les protéines sont complétement absents dans les deux extraits.

Concernant I’activité antioxydant, elle a été évaluée in vitro en employant le test de
piégeage du radical libre DPPH qui a montré que les deux extraits étudiés présentent un
pouvoir antiradicalaire similaires. Ce résultat est représenté par les valeurs d’ICso qui ont été
1.92 mg/ml pour I’extrait de l'infusion, et 1.63 mg/ml pour I’extrait hydro-méthanolique
respectivement.

Les potentialités antibactériennes des extraits de d’Hibiscus sabdariffa L. sont
évaluées par la méthode de diffusion sur disque sur gélose Muller Hinton en utilisant quatre
souches bactériennes, il s’agit de staphyllococus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtils et
Pseudomonas aeruginosa. Au vu de résultats obtenus, nous avons fait ressortir que 1’extrait
hydro-méthanolique a un effet inhibiteur contre les trois souches bactériennes staphyllococus

aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, mais il n’a aucune activité vis-a-vis
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Bacillus subtilis. D’autre par tI’extrait de I'infusion montre un effet inhibiteur just contre les
deux souches bactéeriennes staphyllococus aureus, et Escherichia coli, par contre il n’a aucune
activité vis-a-vis les deux autres bactéries (Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa).Ceci
est d0 a la nature de la composition chimique des extraits.

L'activité antifongique a été évaluée par une méthode directe sur gélose PDA avec le
champignon Fusarium oxysporum. f. Les résultats obtenus indiquent queles deux extraits:
hydro-méthanolique et de I’infusion de 1’ 'Hibiscus sabdariffa L. ont une activité inhibitrice
modérée similaire avec des pourcentages d'inhibition de 34,14 % et 30,89 % respectivement a
une concentration de 100 mg.

L’activité anticoagulante de nos extraits a été évaluée in vitro par les deux testes
(TCK, TP), a permet d’asseoir que les deux extraits exercent un effet anticoagulant trés
important sur les deux voies de la coagulation, avec un effet plus marquee sur la voie
endogene et surtout avec les grandes concentrations. A la lumiéere de ces résultats ont peux
dire que I’Hibiscus sabdariffa L., peuvent étre utilisé comme anticoagulant potentiel dans le

traitement des maladies thrombotiques.

Les doses élevees de I'Hibiscus sabdariffa L. provoquer des effets secondaires et il est
également deconseillé par les femmes enceinte, car il existe des données indiquant qu'il peut

stimuler le fux sanguin menstruel chez les femmes enceintes.

Finalement, cette étude montre une concordance entre le contenu phénolique des
extraits hydro-méthanolique et de l'infusion et leurs activités biologiques étudiées.Par
conséquent, cette étude scientifique confirme la valeur thérapeutique de cette plante et justifie

son utilisation en médecine traditionnelle.

Toutefois, les résultats obtenus ouvrent également d'autres perspectives pour
compléter ce modeste travail par I’isolement, la purification et I’identification, des composés
bioactifs de cette plante responsable de ces activités biologiques, et en essayant de

comprendre les mécanismes fonctionnels impliqués et leurs utilisations thérapeutiques.
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire

Appareillage

Spectrophotomeétre Vortex Balance

Rotavapeur Etuve Balance de précision

Centrifugeuse

Micro-onde Bec Benzéne Autoclave
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Agitateur mécanique

Matériel et VVerreries

Flacons, béchers, erlenemyers, entonnoirs, tubes a essai, Papier filtre, barreau magnétique,
spatules, pipettes, Portoirs, verres de montre, micros pipettes, boites de Pétri en verre, boites
de Pétri en plastique, pipettes graduees,parafilme, papier aluminium.

Produits chimique et réactifs

Méthanol, Ethanol, Acide gallique, Folin Ciocalteu, lodure de potassium, lode, Acide
chlorhydrique (HCI), Hydroxyde d’ammonium, acétate d’éthyle, Alcool chlorhydrique,
Copeaux de magnésium, Chlorure ferrique (FeCls), liqueur de Fehling, KOH, NaOH,
NHsOH, H2SOs, , Anhydride acétique, Chloroforme, Carbonate de sodium, DPPH, Céphaline
kaolin, Chlorure de calcium,Thromboplastine calcique.

Annexe 02 : Préparation des réactifs

e Réactif de MAYER

Chlorure de mercure.........ccccveeveeeeciiee e, 1,36 g.
lodure de potassiuMm..........ccovveeiiveeeiieeeiieeee 5¢.
Eau distillée.........cccoeovveeiiiiiiic e gsp 100 ml.

e Réactif de WAGNER
Chlorure de mercure.........ccceveeviveeeciiee e, 1,36 g.
lodure de potasSium.........ccceevvviveeeiiiieee e, 50

Eau distillée.........ccoovvieiiiiiieeccee e, gsp 100 ml.



e Chlorure ferrique FeCls (1%)
Chlorure ferrique .........cccooeieeiiiiiieeeeee 1g.

Bau distillée......cooveeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 ml.

e Chlorure ferrique FeCls (2%)

Chlorure ferrique .........ccocoeieeiiiiieicccc 2 3.

Bau distillée......cooveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 ml.

e Hydroxyde de sodium NaOH (1%o)

Hydroxyde de sodium...........cccceeeviveeiineecinnns 0,59.
Eau distillée..........cooovviiiiii e 50 ml.
e Hydroxyde de sodium NaOH (2%)

Hydroxyde de sodium...........cccceeeviveeiieeecinnns 0,1g.
Eau distillée..........cooviiiic 5ml.
e Hydroxyde de sodium NaOH (10%)
Hydroxyde de sodium...........cccceevveeeiineecinnns 0,5¢.

Bau distillée......cooveeeeeeeeeeeeeeeee 5ml.

Annexe 03 : Quelgues données sur les bactéries et champignon étudiées

Annexes

Escherichia coli : est un bacille a Gram négatif aérobie-anaérobie facultatif appartenant a la

famille des entérobactéries (Enterobacteriaceae) qui colonisent le tube digestif de I’lhomme et

des animaux (King et al., 2014).

Bacillus subtilis : une bactérie a Gram positif ubiquitaire du sol. Cette bactérie possede

I’avantage d’avoir un génome entierement séquencé, et est facile & manipuler génétiquement,

ce qui favorise la compréhension des génes impliqués dans la formation de biofilm (Zhu et

Stiilke, 2018).
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Pseudomonas aeruginosa : Bacille aérobie, Gram négatif et trés mobile grace a un flagelle
polaire. 1l est de plus en plus souvent responsable d'infections nosocomiales (germe
ubiquitaire). C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement.

Staphylococcus aureus : est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant a
la famille des Staphylococcaceae (Becker et al, 2004). 11 a un diamétre d’environ (0,5 a 1,5
pum), est immobile, asporulé et facultativement anaérobique il est habituellement disposé en
grappes. De nombreuses souches produisent des entérotoxines staphylococciques, et font
partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur la peau(Kluytmans et al,
1997;Le Loir, 2003; Benhamou et al, 2005).

Souches bactériennes

Figure 1: staphylococcus aureus Figure 2: Escherichia coli

Figure 3 : Pseudomonas aeruginos Figure 4:Bacillus Subtils
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Fusarium Oxysporum

Fusarium oxysporum est une espece de champignons ascomycétes de la famille des
Nectriaceae. Comme c'est le cas de tous les Fusarium, il s'agit de la forme de reproduction
asexuée d'un ascomycete, mais son téléomorphe est inconnu.

L’espéce Fusarium oxysporum existe sous de nombreuses formes spéciales. Selon Bouth
(1971), cette espéce posséderait 77 formes parasites attaquant aussi bien des plantes annuelles
(cotonnier, lin, tomate, pois, melon), que des plantes pérennes comme le bananier, le palmier
a huile et le palmier dattier.

Figure 5: Fusarium Oxysporum

Annexe 04 : Résultats

e Résultats d’activité antimicrobienne
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Figure 6 : Effet antibactérien exercé par les différentes dilutions de I’extrait hydro-
méthanolique sur les quatre souches étudiées: A : Escherichia coli, B: Staphylococcus aureus,
C: Pseudomonas aeruginosa, D: Bacillus Subtils .

Figure 7 : Effet antibactérien exercé par les différentes dilutions de 1’extrait de I'infusion sur
les quatre souches étudiées: A: Escherichia coli, B: Staphylococcus aureus, C: Pseudomonas
aeruginosa, D: Bacillus Subtils.
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