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RESUME

Les populations du centre et du Septentrion du Bénin utilisent les feuilles, les calices et les
graines de la variété blanche Hibiscus sabdariffa L. dans I’alimentaire et en pharmacopée pour la
prévenir et le traiter diverses maladies. Ce travail visait d’une part a déterminer la composition en
métabolites secondaires de ces trois organes sus-mentionnés et d’autre part, a évaluer la toxicité aigué
de leurs extraits. A cet effet une analyse phytochimique basée sur des réactions de coloration et/ou de
précipitation a été effectué afin d’identifier quelques composés chimiques qu’ils contiennent. La
toxicité aiglie des extraits des organes a été testée par observation durant 14 jours apres gavage par
une dose unique de 5000 mg/kg pv a des rats Wistar contre des témoins. Les tests phytochimiques
révelent la présence des tanins galliques, des flavonoides, des anthocyanes, des leuco-anthocyanes,
des mucilages, des composés réducteurs, des anthracéniques combinés dans les trois organes. En ce
qui concerne la toxicité, les extraits des trois organes de la plante n’ont pas provoqué de variations
significatives des taux d’urée, de I’'uricémie des bilirubines, 1’ Aspartate Aminotransférase (ASAT),
I’ Alanine Aminotransférase (ASAT) et la Phosphatase Alcaline (PAL) chez rats Wistar (p > 0,05).
© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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Phytochemical analysis of Hibiscus sabdariffa Linn (Malvaceae) ethanolic
extracts and evaluation of acute oral toxicity in Wistar rats

ABSTRACT

The populations of central and northern Benin use the leaves, chalices and seeds of the white
variety Hibiscus sabdariffa L. in food and in pharmacopoeia in the prevention and treatment of various
diseases. This work aimed on the one hand to determine the composition in secondary metabolites of
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these three above-mentioned organs and on the other hand, to evaluate the acute toxicity of their
extracts. To this end, phytochemical analysis based on coloring and/or precipitation reactions was
carried out in order to identify some chemical compounds they contain. The acute toxicity of the organ
extracts was tested by observation for 14 days after gavage with a single dose of 5000 mg/kg bw in
Wistar rats against controls. Phytochemical tests reveal the presence of gallic tannins, flavonoids,
anthocyanins, leuco-anthocyanins, mucilages, reducing compounds, anthracenics combined in the
three organs. With regard to toxicity, the extracts of the three plant organs did not cause significant
variations in the levels of urea, uricemia, bilirubins, Aspartate Aminotransferase (AST), Alanine
Aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP) in Wistar rats (p > 0.05).

© 2023 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Assimilées de nos jours grace a la
classification phylogénétique, comme étant de
patrimoine biologique commune aux animaux,
les plantes constituent des éléments essentiels
a la survie des humains (Grésillon et al., 2023).
Elles produisent des substances naturelles tres
diversifiées allant des métabolites primaires au
métabolites secondaires qui constituent des
sources importantes de molécules utilisées en
pharmacologie (Marouf et Joél, 2007
Benkhnigue et al., 2014). Conscient de ce fait,
I’homme dans son environnement, a accordé
un intérét croissant pour I'étude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle
dans différentes régions du monde (Muthu et
al., 2006).

Au Bénin, la médecine traditionnelle a
toujours occupé une place importante dans les
traditions de  médication. Selon les
investigations de ’'OMS (2013), 70% de la
population béninoise majoritairement
analphabéte recourt a la  médecine
traditionnelle. Parmi les plantes dont font
usages les peuples béninois, figure Hibiscus
sabdariffa L. En général, deux variétés de cette
plante sont cultivées au Bénin. Il s’agit de la
variété rouge majoritairement cultivée au Sud
et la variété blanche (vert) plus cultivée au
Centre et au Nord (Alassi et al., 2017). La
variété rouge est essentiellement cultivée pour
ses calices qui servent a la préparation de jus de
communément appelé "bissap”. La variété
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blanche quant a elle, est principalement utilisée
dans la préparation de mets locaux et en
pharmacopée (Alassi et al.,, 2017). Les
précédentes investigations ont révélé que les
populations du centre et du Septentrion du
Beénin utilisent les feuilles les calices et les
graines de la variété blanche dans 1’alimentaire
et en pharmacopée pour prévenir et traiter
diverses maladies (Akpo et al., 2022).

Pour des populations souvent peu
informées des questions de santé, en absence
de |législation stricte et de contréle de
I’efficacité des plantes, le recourt a celles-ci,
apparait comme une solution facile, naturelle et
“ stire ” (Kpétéhoto et al., 2017). Cependant,
I’'usage de la plupart des plantes a certaines
doses peut s’avérer toxique (Souad et al.,
2006). C’est fort de cela que la présente étude
est initiée afin d’évaluer la toxicité de trois
organes de plante.

MATERIEL ET METHODES
Cadre d’étude

Les travaux relatifs a la toxicité ont été
réalisés dans le Laboratoire de Physiologie et
Pharmacologie Expérimentale de la Faculté des
Sciences et Techniques (FAST) de I’Université
d’ Abomey-Calavi (UACQ). L’étude
phytochimique quant a elle a été faite au sein
du Laboratoire National de Pharmacognosie de
I’Institut de Recherche et d’Expérimentation en
Médecine et Pharmacopée Traditionnelle
(IREMPT) a Porto-Novo (Bénin).



J.-M. K. AKPO et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. 17(7): 2909-2924, 2023

Matériel

Deux types de matériels ont été utilisés
dans ce travail. Il s’agit du matériel biologique
et du matériel technique.
Matériel Biologique
Matériel animal

Des rats de souche wistar (192g - 215g)
ont été utilisés dans cette étude. Ces animaux
ont été élevés dans I’animalerie du Laboratoire
de Pharmacologie et de Physiologie
Expérimentale de la Faculté des Sciences et
Techniques (FAST) de I’Université d’ Abomey
Calavi (UAC). Les animaux ont été élevés dans
une piece maintenue dans des conditions
environnementales contr6lées de 25+ 1°C et de
12 heures de cycle d'obscurité et ont librement
accés a de l'eau dans des biberons. lls sont
soumis a un régime alimentaire standard
constitué de granulés.
Matériel végétal

Le matériel vegetal utilisé dans cette
étude était constitué de calices, feuilles et
graines de la variété blanche d’Hibiscus
sabdariffa L. Ces organes d’Hibiscus
sabdariffa L. ont été récoltés sur des plantes
cultivées dans le jardin du Laboratoire de
Physiologie et Pharmacologie Expérimentale
de I’Université d’ Abomey-Calavi.
Matériel technique

Le matériel technique (le matériel
d’extraction, de screening phytochimique et de
toxicité) comprenait des appareils (balance de
précision 0,01 SR-400C (electronic compact
scale), spectrophotomeétre de marque Genova,
un  moulin broyeur, évaporateur rotatif,
agitateurs Vortex, d’une étuve de marque
inclutherm prolabo, d’une centrifugeuse,
automate de biochimie de marque Mindray BS
200, automate d’hématologie de marque
ERBA_CHEMTY), de la verrerie (micropipettes,
pipettes graduées, tubes de prélevement
sanguin), des réactifs et solvants (acide
chlorhydrique dilué a 5%, réactif de Mayer,
ammoniaque & 50%, d’éther chloroformique,
sulfate sodique anhydre, eau distillée, chlorure
ferrique, réactif de Stiasny, acétate sodique,
d’alcool chlorhydrique, poudre de magnésium,
HCI, alcool éthylique et absolu, d’acétate de
plomb, phosphate sodique, acide acétique,
acide sulfurique, anhydride acétique, acide
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picrique, réactif de Fehling, isopropanol,
réactif de Baljet, réactif de Kedde, réactif de
Raymond-Marthoud, réactif de Folin-
Ciocalteu, carbonate de sodium, chlorure
d’aluminium, méthanol) et des consommables
(plats en porcelaine, flacons stériles, une sonde
gastrique, du papier Whatman N° 1, pipettes
pasteur, tubes EDTA, tubes secs, coton blanc,
une spatule en acier).

Méthodes
Préparation des poudres des organes
d’Hibiscus sabdariffa L.

Les calices, feuilles et graines

d’Hibiscus sabdariffa L. récoltés ont été lavés
a ’eau de robinet et séchés a température du
laboratoire (25°C) pendant deux semaines. Les
organes déshydratés obtenus ont ensuite été
réduits en poudre I’aide d’un moulin broyeur.
Une partie des poudres a été utilisée pour le
screening phytochimique et le dosage des
composés polyphénoliques et ’autre partie a
servi a la préparation des extraits éthanoliques.
Tri phytochimique des organes d’Hibiscus
sabdariffa L. et dosage de quelques composés
bioactifs

Tri phytochimique des organes de la variété
blanche d’Hibiscus sabdariffa L.

Le screening phytochimique est basé
sur les réactions (coloration et précipitation)
différentielles des principaux groupes de
composeés chimiques contenus dans les calices
feuilles et graines de la plante selon la méthode
classique de Houghton et Raman (1998) et qui
est largement utilisée dans la littérature avec
succes (Houngbeme et al., 2014). Le Tableau 1
ci-dessous présente les réactifs et réactions

spécifiques des composés  chimiques
recherchés.
Dosage de quelques grands groupes
chimiques

Dosage des phénols totaux

25 pL d’échantillon & 1 mg/ml ont été
prélevés et dissouts dans 625 pL de réactif de
Folin-Ciocalteu. Aprés incubation pendant 5
min, 500 pL de carbonate de sodium Na,COs a
75 mg/mL ont été ajoutés. L’ensemble a été
mélangé au vortex puis incubé pendant 2
heures a I’obscurité. La lecture de I’absorbance
a été faite au spectrophotomeétre de marque
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Genova, a 760 nm (Maiga et al., 2020). Les
concentrations des polyphénols ont été
déduites a partir de gammes d’étalonnages
établies avec I’acide gallique (0-10mg/ml) et
sont exprimées en mg d’équivalent d’acide
gallique (AG) par gramme d’extrait sec (Kim
et al, 2003; Maiga et al., 2020) selon
I’expression :
C.Vr

T(mgéqAG/g) = Vp Cp

T = Teneur des composés ; C = Concentration
obtenue a partir de la courbe d’étalonnage Vr =
Volume réactionnel ; Vp = Volume d’extrait
prélevé ; Cp = Concentration de la solution de
I'extrait prélevé.
Dosage des Flavonoides

A 500 puL d’une solution d’AlCl;3 (2%)
ont été ajoutés 500 pL de chaque échantillon.
A ce mélange, a été ajouté 3 mL de méthanol
et ’ensemble a été incubé pendant 10min. La
lecture des densités optiques a été faite au
spectrophotométre a 415 nm contre un blanc
constitué de 500 uL d’AlCI; et de 3.5 mL de
méthanol. La quercétine (Q) a été utilisée

comme témoin et fut préparée a la
concentration de 10 mg/mL de méthanol (Kim
etal., 2003).

Les teneurs des flavonoides ont été
calculées & partir de la droite de régression du
standard (quercétine) et ont été exprimées en
mg d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait sec (Kim et al., 2003 ; Maiga et al.,
2020) selon 1’expression :

i Cc.Vr
T(mgéqQ/g) = Vp Cp
T = Teneur des composées ; C = Concentration
obtenue a partir de la courbe d’étalonnage Vr =
Volume réactionnel ; Vp = Volume d’extrait
prélevé ; Cp = Concentration de la solution
d'extrait prélevée.

» Dosage des Tanins condenses
500 pL de chaque extrait ont été prélevés
auxquels ont été ajouté : 1,5 mL de la solution
de la vanilline (4%) préparée dans du
méthanol, 1,5 mL de I’acide chlorhydrique
concentré et 2 mL de méthanol. La solution de
vanilline a été préparée en dissolvant 4 g de
vanilline dans 100 mL de méthanol et celle de
la catéchine a été préparée a partir de 20 mg de
catéchine dans 4 mL de méthanol (Heimler et
al., 2006). Le mélange a été incubé durant
15min et I’absorbance a été lue a 500 nm. La
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droite de calibration a été établie avec la
catéchine (0-500 pg/mL).

Les teneurs des tanins ont été calculées
a partir de la droite de régression du standard
(catéchine) et ont été exprimées en g
d’équivalent de catéchine (CAT) par
milligramme d’extrait sec (Kim et al., 2003 ;
Maiga et al., 2020) selon 1’expression :

B C.Vr

T(ngéqCAT /mg) = Vp Cp
T = Teneur des composées ; C = Concentration
obtenue a partir de la courbe d’étalonnage Vr =
Volume réactionnel ; Vp = Volume d’extrait
prélevé ; Cp = Concentration de la solution
d'extrait prélevée.
Toxicité aigué des extraits des organes
d’Hibiscus sabdariffa L.
Préparation des extraits des organes

Pour I’obtention des extraits
éthanoliques des poudres de la variété blanche
d’Hibiscus sabdariffa L., 100 g de la poudre de
chaque organe ont été pesés a I’aide d’une
balance de précision et ajoutés a 1 L d’éthanol,
I’ensemble est porté a macération. Les
macérats sont filtrés aprés 24 h et les filtrats
obtenus sont récupérés dans des plats en
porcelaine puis mis a I’étuve a 35°C pour
évaporation et séchage. Apres séchage complet
au bout de 72 h, les extraits secs accolés au
fond des plats ont été raclés a 1’aide d’une
spatule en inox. Les extraits obtenus ont été
conservés au réfrigérateur dans des flacons en
verre, stériles et hermétiquement fermés.
Evaluation de la toxicité aigué

L’essai de toxicité a été mené suivant la
méthode de « I’ajustement des doses » de la
ligne 425 de ’OCDE (OCDE, 2008) et a
consisté a tester les extraits des organes de la
variété blanche d’Hibiscus sabdariffa L. a la
dose unique de 5000 mg/kg de pv. Les tests ont
été réalisés sur un total de 16 rats femelles de
souche Wistar 4gés de 12 semaines et indemnes
de toute affection. Aprés un jeline de 24 h, les
animaux ont été répartis au hasard en quatre
(04) lots de quatre (04). Un lot témoin T ayant
recu par administration d’eau distillée a raison
de 10 ml/kg. Trois groupes expérimentaux
dénommeés EECHS, EEFHS et EEGHS & qui il
a été administré par gavage respectivement les
extraits éthanoliques de calices d’Hibiscus
sabdariffa L. (EECHS), les extraits
éthanoliques de feuilles d’Hibiscus sabdariffa
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L. et extraits éthanoliques de graines
d’Hibiscus sabdariffa L.

L’administration des substances a été
faite par voie orale grace a une sonde gastrique
en acier au volume de 1 ml pour 100 g de poids
corporel. Le comportement des animaux a été
observé de méme que le nombre de déces sur
une période de 14 jours. D’abord I’observation
comportementale continue a été réalisée au
cours des quatre (04) premieres heures aprés
I’administration des substances. Aprés ce
temps, une hydratation et une alimentation ont
été effectuées. Ensuite, une observation de
facon quotidienne pendant 14 jours a été faite.
Les signes de toxicité observés sont notamment
la modification du pelage, la motilité, les
tremblements, le toilettage, la respiration, la
sensibilité au bruit aprés un choc métallique,
I’aspect des selles (diarrhées).

Le poids corporel est aussi un facteur
non négligeable dans 1’appréciation de la santé
d’un animal. Sa diminution constitue souvent
la premiére manifestation d’un effet néfaste des
substances administrées. Afin d’évaluer la
variation pondérale, les animaux ont subi 3
pesées respectivement aux Jo (le jour de
I’administration), J7 et Ji. Le poids corporel a
été mesuré a I’aide d’une balance en gramme
(9) et les variations par rapport au premier jour
ont été exprimées en pourcentage (%) selon la
formule suivante (Mrabti, 2018) :

Variation du poids corporel (%) = (PJ — PJo) X
100/ PJo

PJo : poids corporel au ler jour ;

PJ : poids corporel au jour J.

Prélévement sanguin

A I’issue des 14 jours d’observation, des
prélevements sanguins ont été réalisés par

ponction du plexus retro-orbitaire dans des
tubes secs et des tubes contenant un
anticoagulant (EDTA). Les échantillons de
sang recueillis dans les tubes secs ont été
centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min a 4°C
et les plasmas résultant des animaux ont été
utilisés pour des tests biochimiques de contrdle
de toxicité (Acide urique, Transaminases
(ASAT et ALAT), Urée, Créatinine,
phosphatase alcaline (PAL), bilirubines (totale
et conjuguée)). Ceux des tubes a anticoagulant,
ont quant a eux servi a la réalisation des tests
hématologiques (La Numération Formule
Sanguine (NFS) : les taux de globules rouges,
de globules blancs, de volume globulaire
moyen, de plaquettes sanguines,
d’hémoglobine et d’hématocrite, Teneur
Corpusculaire  Moyen en hémoglobine ;
Concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine ; VMP : Volume plaquettaire
moyen).

Apres les préléevements sanguins, deux
animaux de chaque lot ont été sacrifiés et leurs
reins et foies ont été prélevés puis peses. Ces
organes ont été ensuite conservés dans du
formol 10%.

Analyse statistique

Les résultats sont donnés sous forme de
moyennes et écart-types. Les différences entre
les moyennes ont été déterminées par une
analyse de variance unidirectionnelle suivie
d'un post-test de Tukey a l'aide du logiciel
Minitab version 14.1. La valeur de p <0,05 était
considérée comme significative dans toutes les
expériences.

Tableau 1 : Réactions caractéristiques des tests phytochimiques.

Groupes chimiques

Réactifs

Réaction

Polyphénols Tanins Test au chlorure ferrique Teinte bleue ou noire
galliques (FeCls)
Flavonoides  Réaction a la cyanidine Coloration orangée,

rouge ou violette

Anthocyanes Test a 1’acide chlorhydrique Coloration rouge virant

5% + ammoniaque 50%

bleu-violacé ou verdatre

Leuco- Test a ’alcool chlorhydrique  Coloration rouge cerise

Anthocyanes

ou violacée
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Mucilage

Test a I’alcool absolu

Précipités floconneux

Composés réducteurs

Liqueur de Fehling

Précipité rouge brique

Test FeCl; & 10% +
ammoniaque dilué a 50%

Une coloration rouge
plus ou moins intense

Anthracéniques C-
combinés Hétérosides
O-

Hétérosides

Test au FeCls a 10% +
chloroforme

Coloration rouge plus ou
moins intense

Hétérosides cardiotoniques

Réactif de Baljet + KOH

Coloration orange

Réactif de Kedde + KOH

Coloration
violacée

rouge-

Réactif de
Marthoud + KOH

Raymond-

Coloration violet fugace

Saponoside

Indice de mousse (IM) et
degré de dilution des extraits

Test positif lorsque IM
supérieur a 100.

Triterpénoides et Triterpénes

Libermann-Burchard

Anneau  pourpre ou

stéroides (AnhydrideAcétique-H,SO4)  violet, virant au bleu puis
au vert
Stéroides Test alcoolique d’acide Coloration rouge pourpre

dinitrobenzoique + ou rouge au vin

d’hydroxyde de sodium a 1N
Alcaloides Test au réactif de Mayer Précipité jaune ou louche
Coumarines Test a ’lammoniaque a4 25%  Fluorescence intense

RESULTATS 10mg/ml). Elles sont exprimées en mg

Criblage phytochimique
Les résultats du

screening

d’équivalent

d’acide

gallique

(AG) par
gramme d’extrait sec (mméqAG/g) comme

phytochimique révélent que les feuilles et les
calices contiennent neuf (09) des quatorze 14
composés chimiques recherchés alors que les
graines en contiennent huit (08) comme
I’indique le Tableau 2. Les trois organes
contiennent, des tanins galliques, des
flavonoides, des anthocyanes, des leuco-
anthocyanes, des mucilages, des composés
réducteurs, des anthracéniques combinés
(hétérosides C et O). En plus de ces composés,
les calices et les feuilles contiennent des
stéroides alors que les graines n’en contiennent
pas. Les saponosides, les alcaloides, les
triterpénes, les coumarines et les hétérosides
cardiotoniques sont absents dans les trois
organes utilisés.

Dosage des grands groupes chimiques
Dosage des phénols totaux des trois organes
Les concentrations des phénols totaux
ont été déduites a partir des gammes
d’étalonnages établies avec ’acide gallique (0-
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présenté par la Figure 1. Les extraits des
feuilles avec une valeur de 3,6 = 0,07
mmégAG /g, présentent  une  teneur
relativement plus élevée que ceux des calices
et des graines qui contiennent respectivement
145 + 0,14 mmégAG /g et 1,15 + 0,04
mmégAG /g.
Dosage des Flavonoides

Les teneurs des flavonoides des
différents organes d’Hibiscus sabdariffa L. ont
été calculées & partir de la droite de régression
du standard (quercétine) et sont exprimées en
mg d’équivalent de quercétine (Q) par gramme
d’extrait sec (mméqQ/g) comme I’indique la
Figure 2. Il ressort que des extraits des trois
organes, ceux des feuilles avec une valeur de
44,54 + 0,50 mméqQ/g présentent la teneur la
plus élevée en flavonoides. Suivent les extraits
des calices avec une teneur estimée a 30,07
+0,22 mméqQ/g et en derniére position les
extraits des graines avec valeur de 12,27 + 0,02
mméqQ/g possedent la teneur la plus faible.
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Dosage des tanins des trois organes

Les teneurs des tanins ont été calculées
a partir de la droite de régression du standard
(catéchine) et sont exprimées en g
d’équivalent de catéchine (CAT) par
milligramme d’extrait sec (nugéqCAT/mg)
comme I’indique les Figures 5 et 6. Les teneurs
en Tannins galliques des extraits des feuilles et
des calices, avec comme valeurs respectives
1,89 + 0,00 pugéqCAT/mg et 1,56 + 0,05
HgéqCAT/mg sont relativement plus élevées
que celle des graines (1,09 + 0,03
MgéqCAT/mg).

Toxicité Aigiie des organes d’Hibiscus
sabdariffa L.

L’observation comportementale
continue au cours des 4 premieres heures aprées
I’administration de la dose unique de 5000
mg /kg pv des extraits éthanoliques des calices
(EECHS), feuilles (EEFHS) et graines
(EEGHS) n’a révélé aucun signe de toxicité. La
mobilité, de la sensibilité au bruit métallique,
I’aspect du pelage D’aspect des selles et
I’appétit des rats des groupes tests étaient
similaires aux observations faites au niveau du
groupe
enregistrée au cours des 14 jours d’observation.
Effet des extraits des différents organes
d’Hibiscus sabdariffa L. sur la variation du
poids des rats

De fagon générale comme le présente le
Tableau 3, un gain de poids s’observe aussi
bien au niveau du groupe témoin que ceux
ayant recu la dose unique de 5000 mg/kg de pv
des extraits des trois organes d’Hibiscus
sabdariffa L. aprés les deux semaines
d’observation. Le gain de poids est plus élevé
chez les rats témoins que chez les rats traités.
Entre les animaux ayant regu I’administration
des extraits, le gain de poids est plus prononcé
(1,53 + 0.46%) au niveau du groupe ayant recu
I’EEGHS que chez ceux ayant recu les deux
autres extraits a savoir les EECHS (0,64 +
0,14%) et EEFHS (0,50 + 0,29%). 1l faut aussi
remarquer qu’une perte de poids s’observe
chez les animaux ayant recu la dose unique de
5000 mg/kg de pv des extraits des trois organes

témoin. Aucune mort n’a été
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d’Hibiscus sabdariffa L. au cours des 7
premiers  jours aprés  ’administration
contrairement aux rats témoins chez qui
s’observe un gain de poids.

Effet des extraits éthanoliques d’Hibiscus
sabdariffa L. sur les parameétres biochimiques
des rats Wistar

Les taux d’urée, d’acide urique
(uricémie) et de créatinine sont des parametres
biochimiques renseignant sur 1’état des reins
chez les animaux. Les valeurs usuelles de ces
paramétres chez les rats sont: Urée (6-23
mg/dl) ; Créatinine (5-15 mg/l) ; Uricémie
(Male 30-70 mg/l ; Femelle 25-60 mg/l). Des
résultats présentés dans le Tableau 4, il ressort
que de facon générale, les valeurs des
marqueurs rénaux sont dans les normes au
niveau de tous les groupes animaux. On
n’observe aucune différence statistique entre
les différents groupes d’animaux (p > 0,05) en
ce qui concerne les taux d’urée et 1’uricémie
chez tous les groupes d’animaux. Par contre en
ce qui concerne la créatinine, s’observe une
augmentation significative (P < 0,05) entre les
taux des animaux traités avec les extraits des
trois organes de la plante (Feuilles, graines et
calices) et celui des témains.

Les taux de bilirubine Conjuguée et
Totale (BC et BT), Aspartate Aminotransférase
(ASAT), Alanine Aminotransférase (ASAT) et
de Phosphatase Alcaline (PAL) sont des
marqueurs renseignant sur le fonctionnement
du foie. Les valeurs usuelles chez les rats
Wistar sont : Bilirubine Totale (3-10 mg/L) ;
Bilirubine Conjuguée (1-3 mg/mL) ; ASAT (0-
40 Ul /L) ; ALAT (10-45 UI/L) ; PAL (30-125
mg/L). Des résultats issus du dosage de ces
paramétres consignés dans le Tableau 5, il
ressort que les marqueurs hépatiques de tous
les groupes de rats (témoins et tests) impliqués
dans 1’étude sont restés dans les normes a
I’issue des 14 jours d’observation. Les valeurs
observées chez les groupes de rats ayant recu
les doses uniques de 5000 mg/kg de pv des
extraits des trois organes ne sont pas
statistiquement différentes de celles observées
chez les rats témoins (p > 0,05).
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Effet des extraits éthanoliques d’Hibiscus
sabdariffa L. sur les parameétres
hématologiques des rats Wistar

Le Tableau 6 présente D’effet des
extraits des trois organes (calices, feuilles et
graines) sur les parameétres hématologiques des
groupes de rats. Il en ressort que les extraits
éthanoliques des trois organes (EECHS,
EEFHS et EEGHS) a la dose unique de 5000
g/kg.pv, n’entrainent pas de variation
significative par rapport au groupe témoin (P >
0,05) au niveau 6 (GR, Hb, Hte, TMCH,
CCMH e VMP) des 8 paramétres
hématologiques mesurés. Par contre, les

extraits ont provoqué une augmentation
significative (P < 0,05) du nombre de globules
blanc (GB) et du nombre de plaquettes
sanguines (PLA) au niveau des groupes de rats
ayant recu les extraits par rapport au groupe
témoin.
Effet des extraits éthanoliques d’Hibiscus
sabdariffa L. sur le poids des organes des
animaux

L’analyse des poids des organes (Foie et
reins) prélevés indique tel qu’indiqué dans le
Tableau 7, qu’il n’y a pas de variation
significative du poids des deux organes entre
les groupes de rats traités avec les extraits d’H.
sabdariffa L. et le groupe témoin.

Tableau 2 : Composition chimique d’Hibiscus sabdariffa L.

Groupes chimiques Organes
Calices Feuilles Graines
Polyphénols Tanins galliques + + +
Flavonoides + + +
Anthocyanes + + +
Leuco- Anthocyanes + + +
Mucilage + + +
Composés réducteurs + + +
Anthracéniques combinés C-Hétérosides + + +
O-Hétérosides + + +
Saponoside - - -
Triterpénoides et Triterpenes - - -
stéroides Steroides " " .
Alcaloides - - -
Coumarines - - -

Hétérosides cardiotoniques

(-) Absent ; (+) présent
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Tableau 3 : Variation du poids corporel.

Jo J7 J14
Lots Poids Moyen (g) Poids moyen (g) Gain/Perte de Poids moyen (g) Gain de poids
poids (%) (%)
T 189,64+14,25 192,87+14,22 1,71 +0,38 197,27+ 14,47 4,03+ 0,53
EEFHS 195,75+ 12,99 195,15+ 13,07 -0,30 £ 0,45 196,72 +12.78 0,51+0,29
EEGHS 166 +17,26 165,82+17,39 -0,11+£0.18 168,5+16,85 1,53+ 0,46
EECHS  179+12,90 178.55 £12,73 -0,24 £ 0,25 180,15+13,05 0,64 +0,14

T : Témoin ; EEFHS : Extrait éthanoliques des Feuilles d’Hibiscus sabdariffa L. ; EEGHS : Extrait éthanoliques des graines
d’Hibiscus sabdariffa L. ; EEFHS : Extrait éthanoliques des Calices d’Hibiscus sabdariffa L.

Tableau 4 : Variation des parametres rénaux.

Parameétres Témoin EEFHS EEGHS EECHS

Urée (g/l) 0,42 £ 0,092 0,38 £ 0,022 0,40 £ 0,112 0,43 +0,112
Créatinine (mg/l) 6,26 £ 0,572 8,05+ 0,67° 7,91+0,63° 8,02 +0,73°
Uricémie (mg/l) 68,37 £ 2,97° 65,69 + 3,66° 64,28 + 1,49° 64,6 £1,832

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présentent pas une différence significative (P > 0,05).

Tableau 5 : Variation des parametres hépatiques.

Paramétres Témoin EEFHS EEGHS EECHS
ASAT/GOT 18,83 + 4,982 21,37 + 8,222 18,98 + 2,84% 20,06 + 6,16°
ALAT/GPT 35,93 + 0,292 35,94 £ 9,782 37,81 + 28,382 36,96 + 2,48
PAL 32,94 + 2,942 30,75 + 3,02 35,28 + 3,01° 33,05 + 2,69?
Bilirubine C. 0,68 + 0,162 1,42 +0,372 1,33+0,34% 1,22+0,172
Bilirubine T. 2,00 +0,69% 2,72 +0,252 1,82 +£0,432 1,87 £0,59°

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présentent pas une différence significative (P > 0,05).
Bilirubine C. : Bilirubine Conjugué ; Bilirubine T. : Bilirubine Totale ; ASAT : Aspartate Aminotransférase ; ALAT : Alanine
Aminotransférase ; PAL : Phosphatase Alcaline.

Tableau 6 : Variation des parametres hématologiques.

Parametres Témoin EEFHS EEGHS EECHS

GR (x10%/mm?3) 7,30 £ 0,628 6,97 £0,32 @ 6,90+ 0,132 6,93+0,372
PLA (x103/mm?3) 525,75+ 84,272 625 +19,61¢ 539 +28,31° 597,77 + 43,48°
GB (x10%/mm?) 6,47 + 2,612 9,05+ 0,51° 9,925 +1,80P 9,00 +1,11°
Hb (g/dl) 13,72 + 1,322 14,28 £+ 0,27 14,7 +0,18? 13,95 £+ 0,352
Hte (%) 39,25 + 5,012 39,62+ 0,842 40,87 + 1,842 41,10 + 1,942
TCMH (pg/GR) 18,62 £ 0,572 19 +0,712 21,35 + 0,46° 20,35 + 1,26°
CCMH (g/dI) 35,55+ 1,652 35,92 +0,27% 36,15+ 1,52° 33,67 + 2,102
VMP (fl) 8,35+ 0,342 8,75+ 3,128 8,25+ 0,282 8 + 0,552

Les données sont exprimées en moyennes ; (+) : Ecart type.

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme ligne qui ne présentent pas une différence significative (P > 0,05).
GR: Globules Rouges (x10%mmd); PLA : Plaquettes sanguines (x10%mmq); GB: Globules blancs (x10¥mm®); Hb:
Hémoglobine (g/dl) ; Hte : Hématocrite (%) ; TCMH : Teneur Corpusculaire Moyenne en hémoglobine (pg/GR) ; CCMH :

Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (g/dl); VMP : Volume plaquettaire moyen (femtolitre (fl)).
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Tableau 7 : Effet des extraits d hibiscus sabdariffa L sur le foie et les reins des rats.

groupes Poids des organes en (g)

Foie Reins
Témoin 8,85+ 0,52 0,78 £ 0,022
EECHS 7,99+0,02° 0,75+ 0,022
EEFHS 8,19+0,16° 0,77 £ 0,082
EEGHS 85+1,27% 0,74 £ 0,062

Les données sont exprimées en moyennes ; (z) : Ecart type.

Une méme lettre est affectée aux valeurs de la méme colonne qui ne présentent pas une différence significative (P > 0,05).

DISCUSSION

Les plantes constituent une source
importante de molécules bioactives dont font
partie les métabolites secondaires (Haddouchi
et al.,, 2014). La recherche de ces composés
chimiques contribue a la justification du
pouvoir thérapeutiques attribués aux plantes.
Dans cette étude, le screening phytochimique
chimique a révélé que les calices, les feuille et

les graines d’Hibiscus sabdariffa L.
contiennent, des tanins galliques, des
flavonoides, des anthocyanes, des leuco-

anthocyanes, des mucilages, des composés
réducteurs, des anthracéniques combinés
(hétérosides C et O). En plus de ces composés,
les calices et les feuilles contiennent des
stéroides alors que les graines n’en contiennent
pas. Exceptés les saponosides absents dans les
organes analysés dans cette étude, tous ces
composés a ont été également retrouvés dans
les fleurs de la variété rouge de la plante par
(Tangara, 2013 ; Souley Kallo et al., 2018 ;
Hagr et Adam, 2020). Plusieurs facteurs
pourraient expliquer cette différence observée
au niveau des compositions des organes dans
cette étude et celle de ces auteurs. En effet, les
conditions environnementales, le type de sol, le
climat et I’4ge des plantes lors du prélévement
des organes ainsi que les facteurs génétiques
pourraient influer sur les teneurs en métabolites
secondaires des plantes (Naczk et Shahidi,
2006 ; Mrabti, 2018). La présence de ces
composés bioactifs dans les différents organes
de la plante pourrait expliquer leur utilisation
traditionnelle dans le traitement/prévention de
nombreuses maladies telles que 1’anémie, le
paludisme, I’hypertension, le diabéte de type 2,
la faiblesse sexuelle, I’obésité, 1’asthénie, les
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maladies microbiennes, [’agalactic et la
diarrhée (Akpo et al., 2022). Plusieurs études
ont montré les effets des composés
phytochimiques dans le traitement de
nombreuses maladies. Ainsi, les composés
réducteurs sont dotés de  pouvoir
antidiabétique, les flavonoides capables de
réduire I’hypertension artérielle (Gazola et al.,
2004), les tanins connus par leur propriété
tensioactive, antibactériennes et antivirales et
en fin les hétérosides cardiotoniques
préconisées dans certaines insuffisances
cardiaques (Macheix et al., 2005).

Le dosage des polyphénols dans les
trois organes, indique que les feuilles et les
calices d’H. sabdariffa L. ont des taux plus
élevés en flavonoides, tanins totaux et phénols
totaux que les graines de la plante. Cette
inégale répartition de ces composés dans les
organes pourrait s’expliquer par le fait que les
feuilles et les calices sont exposes au soleil que
les graines se trouvant dans des enveloppes
protectrices (Evenamede et al., 2017). En effet,
il a été montré que les polyphénols assurent la
protection des tissus de la plante contre les
effets nocifs du rayonnement solaire (Gehin et
al., 2006). Ainsi plus un organe est exposé au
soleil, plus il est susceptible de produire des
polyphénols.

Les teneurs des feuilles d’Hibiscus
sabdariffa L. en flavonoides, phénols totaux et
tanins, observées dans cette étude sont
inférieures a celles de Tsado et al. (2019) au
Niger. En effet ces auteurs ont observé des
teneurs de 67,47+ 3,87 mméqQ/g ; 121,54 +
567 mmégAG/g e 5190 =+ 3.89
MgéqCAT/mg  respectivement  pour  les
flavonoides, les phénols totaux et les tanins
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dans les feuilles d’H. sabdariffa L. Par contre,
les valeurs enregistrées au niveau des calices
dans cette étude sont plus élevées que les 2,41
mméqQ/g, 0,07 mmégAG/g et 0,17
MgéqCAT/mg révélées par les observations de
Alaga et al. (2014) au Nigéria. Les facteurs
édaphiques, génétiques, climatiques,
géographiques et le stade de maturité sont entre
des paramétres qui pourraient expliquer ces
différences de teneur en composés chimiques
des plantes (Merouane et al., 2014 ; El Hazzat
etal., 2015 ; Evenamede et al., 2017).

Au cours des 4 heures ayant suivi
I’administration des extraits, aucun signe
physique de toxicité (a savoir la baisse de la
sensibilité au stimulus (douleur et bruit), la
diminution de la mobilité ou le ramollissement
des féces etc.) n’a été relevé chez les animaux.
En outre, les extraits éthanoliques des trois
organes d’Hibiscus sabdariffa L. administrés
par voie orale a la dose 5000 mg/kg de pv aux
rats n’a entrainé aucun décés. Les mémes
observations ont été faites avec les extraits
aqueux de la plante par Sireeratawong et al.
(2013). Cela indique que les extraits des trois
organes ont une DL 50 supérieure a 5000
mg/kg de pv.

Les extraits des calices, feuilles et
graines d’Hibiscus sabdariffa L. ont provoqué
au cours des 7 premiers jours, une perte de
poids chez les rats et un gain de poids inférieur
a celui des témoins aprées les 14 jours
d’observation. La perte de poids observée est
trés inférieure a 10% au niveau des groupes
tests. Cela indique que les extraits des trois
organes de la plante n’ont pas un effet néfaste
sur les animaux. En effet, une dose qui entraine
la perte de 10% ou plus du poids corporel, est
considérée comme toxique (OCDE, 2008).
Cette perte de poids observée serait donc liée a
’activité de la plante dans la réduction du gras
dans I’organisme. Des travaux ont montré que
les extraits des feuilles et des fleurs d’H.
sabdariffa L. sont efficaces dans la réduction
du taux sanguin du cholestérol LDL et des
triglycérides chez les rats (Tseng et al., 1997 ;
Chen at al., 2005). Par ailleurs, la diminution
pondérale constatée pourrait provenir de la
réduction de [Dingestion alimentaire que
provoqueraient les extraits de la plante. En
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effet, 'incorporation de la poudre des graines
d’H. sabdariffa L. s’est avérée réduisant
I’indice de consommation alimentaire et la
croissance pondérale chez les animaux
(Ouédraogo et al., 2016). Les gains de poids
observés a la fin des 14 jours pourraient
expliquer la réversibilité des effets des extraits
sur la croissance pondérale aprés un certain
délai.

L’administration des extraits des
calices, des feuilles et des graines a la dose de
de 5000 mg/kg de pv aux rats n’a pas provoqué
de modifications significatives sur les taux
d’urée et d’acide urique (uricémie) des
animaux traités en comparaison avec le groupe
témoin. Par contre une augmentation
significative s’observe au niveau du taux de la
créatinémie des animaux traités par rapport au
taux des animaux témoins. La perte de poids
des animaux traité avec les extraits des organes
de la plante pourrait expliquer cette
augmentation de la créatinine. En effet la
déshydratation de la créatine dans les cellules
lors de la perte de poids, produit dans le sang
de la créatinine (Nutr et al., 2008).

Les analyses sanguines ont également
montré que parmi les paramétres hépatiques
dosés, les valeurs observées chez les groupes
de rats ayant recu les doses uniques de 5000
mg/kg de pv des extraits éthanoliques des trois
organes (Calices, Feuilles et graines) d’H.
sabdariffa L. ne sont pas statistiguement
différentes de celles observées chez les rats
témoins. Ces résultats concordent avec ceux de
Sireeratawong et al. (2013). Ces auteurs ont
montré que les extraits aqueux des calices d’H.
sabdariffa L. & la dose de 5000 mg/ kg de pv
n’a entrainé aucune modification significative
entre les groupes de rats traité et ceux témoins.
Le systeme hématopoiétique fait partie des
indicateurs de la toxicité. Les molécules
bioactives d’une substance thérapeutique
peuvent entrainer la lyse des cellules sanguines
provoquant ainsi 1’anémie (Gandhare et al.,
2013). 11 s’avére donc nécessaire d’effectuer
des analyses homologiques afin de vérifier
I’innocuité d’une plante sur ce systéme avant
son utilisation. Les analyses ont montré que la
dose unique de 5000 mg/kg de pv, n’entrainent
pas de variation significative (P > 0,05) sur le
nombre de globule rouges, le taux
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d’hémoglobine, 1’hématocrite, la Teneur
Corpusculaire  Moyenne en hémoglobine,
Concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine et le volume plaquettaire moyen
en comparaison avec le groupe témoin. Ces
résultats indiquent que les extraits des trois
organes de la variété blanche d’Hibiscus
sabdariffa L. a la dose administrée n’altérent
pas les cellules du systétme hématopoiétique.
En outre, les extraits ont provoqué une
augmentation significative (P < 0,05) du
nombre de globules blanc (GB) et le nombre de
plaquettes sanguines (PLA) au niveau des
groupes de rats ayant recu les extraits par
rapport au groupe témoin. Dans I’organisme les
globules blancs sont responsables de la lutte
contre les infections par des corps étrangers.
Les plaquettes sanguines quant a elles,
interviennent non seulement dans la lutte
contre les hémorragies mais aussi protégent
I’endothélium vasculaire contre les Iésions
générées par les radicaux libres (Guyton et
Hall, 2006). L’augmentation des nombres de
globules blancs et du nombre de plaquettes
sanguines provoquée par les extraits des
différents organes de la plante indique qu’elle
serait un bon immunostimulant et un bon
antioxydant. Le pouvoir immunostimulant de
la plante justifierait sont usage dans la lutte
contre le cancer. Ainsi Khaghani et al. (2011)
ont montré D’efficacité de 1’extrait aqueux
d’Hibiscus sabdariffa L. dans la réduction des
cellules cancéreuses du sein. Cette activité
anticancéreuse de la plante serait liée a sa
teneur en polyphénols (anthocyanes et
flavonoides). En effet, des études ont montré
que les polyphénols (Fimognari et al., 2008 ;
Liu et al., 2010); les anthocyanes (Fujiki,
2005; Wang et al., 2008) et les flavonoides
(Clément, 2009) sont des composés intervenant
dans la lutte contre le cancer. L’activité
antioxydant de la plante quant a elle serait liée
aux composés anthocyaniques qui sont dotés
d’activités antioxydantes importantes (Sarni-
Manchad et Chevnier, 2006).

La mesure du poids des foies et des
reins des animaux indique qu’il n’y a pas de
différence statistique pour les deux organes des
groupes de rats traités avec les extraits d’H.
sabdariffa L. et ceux du groupe témoin. Cela
montre que les extraits de la plante a la dose
administrée n’affectent pas les organes des
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animaux. Ces résultats sont similaires a ceux de
Tazoho et al. (2022). Ces auteurs ont montré
que D’administration de jus d’Hibiscus
sabdariffa L. a des rats n’a provoqué aucune
variation significative du poids des reins et du
foie des animaux traités en comparaison aux
animaux témoins.

Conclusion

La variét¢ blanche d’Hibiscus
sabdariffa L. consommeées dans le Centre et le
Septentrion du Bénin pour prévenir ou traiter
des maladies, est assez riche en métabolites
secondaires avec les feuilles et les calices plus
riches en composés polyphénoliques que les
graines. Les extraits des trois organes
administrés a la dose de 5000 mg/kg de pv par
voie orale ne provoquent pas de signes de
toxicité au niveau des marqueurs plasmatiques
des fonctions rénales et hépatiques. De méme,
ils n’altérent pas le tissu sanguin. Il serait
judicieux de se servir de I’innocuité des extraits
des trois organes de la plante a la dose testee
dans la réalisation d’études de contréle
d’efficacité dans le traitement de quelques
affections pour lesquelles elle est utilisée par
les populations.
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