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Abstract 
The anti-radical and therefore antioxidant activities of different concentrations of dried calyxes of 
Hibiscus sabdariffa dried calyx "sorrel" and that of a reference antioxidant, "gallic acid", were 
determined by the scavenging effects on free radical cation of 2,2’-azinobis[3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate] (ABTS•+) according to the experimental method of Re et al. after a time reaction of 1, 6 10 
and 12 minutes. The aim of this study was to determine the incubation time required for maximum 
antioxidant activity. 

The obtained results shown that the of Hibiscus sabdariffa dried calyxes, as those of gallic acid have a 
maximum activity after 1 minute of incubation time. This activity would increase ranging 3 to 20% 
depending the tested concentrations after 1 to 6 minutes of incubation. And, between 1 to 5% after 10 
to 12 minutes. The Sorrel dried calyxes keep their antioxidant activity despite the drying heating 
process (drying). The incubation times of 6 or 10 minutes appear to be the optimum reaction time to 
evaluate the antioxidant activity according to the ABTS method. 

 
Keywords: Dried calyxes of Hibiscus sabdariffa; gallic acid; anti-radical activity; incubation time. 
 

1. Introduction 

Depuis plusieurs décennies, la communauté scientifique a mis en évidence le rôle délétère du 

stress oxydatif induit par les espèces réactives oxygénées, encore appelées radicaux libres 

oxygénés (RLO). 

En biologie humaine, les RLO sont à l’origine de différents états physiopathologiques tels 

que le vieillissement et le cancer [1, 2]. Dans l’industrie agro-alimentaire les RLO induisent la 

peroxydation des lipides des denrées alimentaires, responsables du goût rance des dits 

aliments [1, 2]. C’est ainsi que les antioxydants sont d’un grand intérêt pour les chercheurs, 

puisqu’ils protègent l’organisme humain et les produits alimentaires des désordres causés par 

la formation de RLO [1, 2]. Malgré une efficacité certaine, le coût élevé des antioxydants de 

synthèse, et leur toxicité potentielle est malheureusement à l’origine de l’intérêt porté aux 
antioxydants naturels présents dans les produits végétaux, notamment les plantes dont est 

extraite une très large variété d’antioxydants naturels [3]. 

Ces derniers sont des composés phénoliques et flavonoïques utilisés dans la plupart des cas 

comme additifs alimentaires afin de préserver la fraîcheur des aliments, d’en améliorer le 

goût et la texture, ou encore afin de garantir leur innocuité [4]. En santé humaine, les 

antioxydants naturels pourraient également protéger des dommages oxydatifs [4]. Aussi, une 

consommation d’extraits de végétaux riches en antioxydants naturels seraient bénéfiques 

pour l’Homme. Dans cette optique, l’évaluation de l’activité anti-radicalaire de dérivés de 

plantes fortement consommées par l’Homme serait d’un intérêt majeur dans la lutte contre 

les dommages causés par les RLO. 

Hibiscus sabdariffa (H. sabdariffa), appelé communément « oseille », est une plante 
herbacée, vivace, localisée dans les zones tropicales et subtropicales (Image 1). 
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Image 1: Hibiscus sabdariffa, (a) plante entière ; (b) calices frais ; (c) calices séchés 
 

Cette plante est consommée en Afrique sub-saharienne pour 

ses feuilles et pour ses calices qui sont de trois types: vert, 

rouge et rouge foncé [5]. Les extraits de calices rouges 

séchés, riches en acides organiques, sont généralement 

utilisés pour la préparation d’une boisson rafraichissante et 

tonifiante [6]. Les anthocyanes (pigments naturels) présents 
dans les calices rouges confèrent à la boisson des propriétés 

antioxydantes, bien qu’elles soient 10 fois moins élevées 

que celles du vin rouge [6]. S’il est bien établi que l’extrait 

aqueux de calices frais d’H. sabdariffa présente une activité 

antioxydante [5], il n’en demeure pas moins que dans la 

littérature, on retrouve relativement peu d’informations 

consacrées à l’activité antioxydante des calices séchés d’H. 

sabdariffa.  

Ce travail avait pour but d’évaluer l’activité antioxydante 

des calices séchés d’H. sabdariffa par piégeage du cation 

radicalaire de l’acide 2,2’-azinobis [3-éthylbenzothiazoline-

6-sulfonique] (ABTS•+) selon la méthode mise au point par 
Re et al. [7], avec l’acide gallique comme antioxydant de 

référence. D’autre part, nous avons tenté d’optimiser cette 

méthode en déterminant le temps de réaction nécessaire à 

l’obtention d’une activité anti-radicalaire maximale.  

 

2. Matériels et Méthodes 

2.1 Matériels 

Les calices séchés d’H. sabdariffa ont été achetés sur le 

marché local de Libreville (Gabon). L’ABTS (acide 2,2’-

azinobis[3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique]), l’acide 

gallique, le persulfate de potassium (K2S2O8) et le 
dihydrogénophosphaste de sodium hydraté ont été 

commandés auprès de Sigma-Adrilch (Saint-Quentin 

Fallavier, France). L’eau utilisée a été distillée par 

l’équipement du laboratoire « Milli-Q Labo » (Millipore 

Japan, Tokyo, Japan). Tous ces produits sont de qualité pour 

analyses. 

L’activité anti-radicalaire a été déterminée par 

spectrophotométrie UV: Spectrophotomètre V-200 

(BOECO, Germany). La lecture de la densité optique a été 

faite à 734 nm, longueur d’onde d’absorption maximale du 

cation radicalaire ABTS•+. 

 

2.2. Extraction du jus de calices séchés d’H. sabdariffa et 

préparation des solutions de travail 

Nous avons introduit dans 200 mL d’eau distillée, 50 g de 

fleurs séchés d’H. sabdariffa. L’ensemble a été porté à 

ébullition pendant 5 min. Nous avons obtenu une solution de 

couleur rouge. Une fraction de 50 mL de cette solution a été 

prélevée, diluée dans 150 mL d’eau distillée et chauffée de 

nouveau pendant 5 min. L’extrait ainsi obtenu a été filtré 

pour éliminer les résidus de calices en suspension. Cette 

deuxième solution a représenté la solution mère. À partir de 

cette dernière, nous avons réalisé une succession de 

dilutions (1/400ème; 1/800ème, 1/1600ème, 1/3200ème, 

1/6400ème, 1/12800ème, 1/25600ème, 1/51200ème) afin 

d’obtenir 8 solutions filles de concentrations respectives 

suivantes: 156 ; 78 ; 39 ; 19,5 ; 9,76 ; 4,88 ; 2,44 ; et 1,22 

µg/mL. 
 

2.3. Préparation des solutions d’acide gallique 

« antioxydant de référence » 

L'acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoïque) est un 

composé organique aromatique, utilisé comme composé 

anti-radicalaire de référence [8-11]. Dix solutions de travail, 

de concentrations décroissantes, allant de 0,94 à 0,094 µM 

ont été préparées par dilution de l’acide gallique dans de 

l’eau distillée. 

 

2.4. Mesure de l’activité anti-radicalaire 

Le principe du test de mesure de l’activité anti-radicalaire 
par la méthode ABTS est basé sur la diminution de 

l’absorbance à 734 nm du cation radicalaire ABTS•+ 

(coloration bleu-vert) en présence d’un composé 

potentiellement anti-radicalaire qui réduit le radical cation 
[7]. La diminution de la forme radicalaire d’ABTS•+ entraine 

une décoloration de la solution. 

L’ion radicalaire ABTS•+ est obtenu en faisant réagir la 

molécule d’ABTS (7 mM) avec le persulfate de potassium 

(2,45 mM), dans de l’eau distillée pendant 16 heures à 

température ambiante et à l’abri de la lumière. La solution 

d’ABTS•+ obtenue est diluée avec du tampon phosphate de 
sodium (5 mM, pH = 7,4), afin d’obtenir une solution mère 

ayant une valeur initiale d’absorbance à 734 nm située entre 

0,65 et 0,70. Le cation radicalaire (ABTS•+) est stable 

pendant plus de 2 jours lorsqu'il est stocké à température 

ambiante et à l’abri de la lumière. Tous les dosages ont été 

réalisés trois fois et l’activité anti-radicalaire est calculée 

selon la formule ci-après [7, 12]: 

 

 
 

En fait, évaluer la réduction du radical cation ABTS•+ 

revient donc à déterminer l’activité anti-radicalaire et au 

total, les propriétés antioxydantes des extraits de calices 

séchés d’H. sabdariffa comparativement aux propriétés 

antioxydantes de l’acide gallique (étalon). L’activité anti-
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radicalaire a été déterminée par spectrophotométrie UV dans 

des cuves de 1cm de trajet optique (volume réactionnel de 2 

mL). Les temps d’incubation ont été de 1, 6, 10 et 12 

minutes à température ambiante. Ces temps ont été choisis 
car ils sont soit supérieurs, inférieurs ou égales aux temps 

d’incubation choisis par différents auteurs [7, 13, 14, 15]. 

3. Résultats 

3.1. Activité anti-radicalaire de l’acide gallique en 

fonction de la concentration 
Le pourcentage (%) d’activité anti-radicalaire augmente de 
manière croissante en fonction de la concentration en acide 

gallique, quel que soit le temps d’incubation (Figure 1).  

 

 
 

Fig 1: Activité anti-radicalaire en fonction de la concentration de l’acide gallique après 1, 6, 10 et 12 minutes d’incubation. La proportion 
ABTS•+ transformée en ABTS+ en présence d’acide gallique est calculée à partir de la variation d’absorbance à 734 nm mesurée par 

spectrophotométrie. Les équations de droite sont les suivantes: y(1min) = 95,021x - 0,1548 (R2 = 0,99) ; y(6min) = 107,22x + 2,713 (R2 = 
0,99) ; y(10min) = 108,78x + 4,155 (R2 = 0,99) ; y(12min) = 109,3x + 4,709 (R2 = 0,985) ; n = 3. 

 

Les activités anti-radicalaires de 10% et de 94% ont été 

obtenues avec des concentrations de 0,094 et 0,94 µg/mL 

pour une minute d’incubation. Alors que les activités de 

13% et 100% sont obtenues au bout de 6 minute 

d’incubation, puis celles de 14% et 100% pour 10 minutes 

d’incubation et enfin pour 12 minutes d’incubation nous 
avons obtenues 15% et 100%. Selon nos résultats ainsi 

obtenus, l’IC50 de l’acide gallique, qui est la concentration 

nécessaire à la réduction de 50% de l’activité anti-

radicalaire varie en fonction du temps d’incubation. En 

effet, elle est de 0,57 µg/mL pour 1 minute, de 0,47 µg/mL 

pour 6 minutes et de 0,44 µg/mL pour 10 et 12 minutes. 

3.2. Activité anti-radicalaire de l’acide gallique en 

fonction du temps 
Les résultats obtenus (Figure 2), ont montré qu’après 1 

minute de réaction, on observe un maximum d’activité anti-

radicalaire de l’acide gallique compris entre 85% et 95% en 

fonction de la concentration testée de cet antioxydant. Par la 
suite, on remarque une légère augmentation subséquente de 

l’activité anti-radicalaire de 3 à 15% entre 1 à 6 minutes et 

de 1 à 2% entre 6 à 10 minutes de réaction. L’activité anti-

radicalaire de l’acide gallique ne variait plus entre 10 à 12 

minutes. 
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Fig 2: Activité anti-radicalaire en fonction du temps pour diverses concentrations d’acide gallique. La proportion ABTS•+ transformée en 
ABTS+ est calculée à partir de la variation d’absorbance à 734 nm mesurée par spectrophotométrie. n=3. 

 

3.3. Activité anti-radicalaire des calices séchés d’H. 

sabdariffa en fonction de la concentration 

L’activité anti-radicalaire du jus de calices séchés d’oseille a 

été évaluée sur différentes concentrations de la solution 

mère (1,22 ; 2,44 ; 4,88 ; 9,76 ; 19,5 ; 39 ; 78 et 156 µg/mL), 

après 1 minute, 6 minutes, 10 minutes et 12 minutes 

d’incubation. Nous avons observé une activité anti-

radicalaire croissante avec la concentration de calices séchés 

d’oseille, ceci quel que soit le temps d’incubation considéré 

(Figure 3). Les activités anti-radicalaires de 3,28%, de 

10,48%, de 32,77%, de 62,9% et de 99,19% ont été 

obtenues avec des concentrations de 1,22 ; 9,76 ; 39 ; 78 et 

156 µg/mL respectivement, pour 1min d’incubation. Ces 

activités étaient de 5,83 ; 14,29 ; 42,85 ; 79,84 et 100% pour 

6 min d’incubation ; de 7,23 ; 16,28 ; 47,11 ; 86,03 et 100% 

pour 10 min d’incubation et de 8,17 ; 17,08 ; 48,89 ; 88,32 

et 100% pour 12 minutes d’incubation. Selon nos résultats, 

l’IC50 des calices séchés d’H. sabdariffa varie légèrement en 

fonction du temps d’incubation. En effet, nous avons trouvé 

des IC50 de 62 µg/mL pour 1 min, de 42 µg/mL pour 6 min 

et de 39 µg/mL pour 10 et 12 min d’incubation. 
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Fig 3: Activité anti-radicalaire en fonction de la concentration de jus de calices séchés d’H. sabdariffa après 1, 6, 10 et 12 minutes 
d’incubation. La proportion ABTS•+ transformée en ABTS+ est calculée à partir de la variation d’absorbance à 734 nm mesurée par 

spectrophotométrie. Les équations des polynômes sont les suivantes: y(1min) = -0,0018x2 + 0,909x + 1,566 (R2 B = 0,999) ; y(6min) = -
0,0041x2 + 1,276x + 2,405 (R2 = 0,997) ; y(10min) = -0,005x2 + 1,403x + 3,393 (R2 = 0,996) ; y(12min) = -0,0053x2 + 1,447x + 3,942 (R2 = 

0,996) ; n = 3. 
 

3.4. Activité anti-radicalaire des calices séchés d’H. 

sabdariffa en fonction du temps 

D’après les résultats, le jus de calices séchés d’oseille, 

montre déjà une forte activité anti-radicalaire, après 1 
minute d’incubation. Une augmentation plus ou moins 

légère (en fonction de la concentration) de l’activité anti-

radicalaire est ensuite observée de 1 minute jusqu’à 6 voire 

10 minutes de réaction. Au-delà, l’activité anti-radicalaire 

restait quasi constante (Figure 4). En effet, nous avons 

observé une augmentation de l’activité anti-radicalaire de 

2,5 à 17% entre 1 à 6 minutes et de 1,5 à 5% entre 6 à 10 
minutes de réaction en fonction de la concentration des 

calices séchés d’oseille. L’activité anti-radicalaire des 

calices ne variait plus entre 10 à 12 minutes. 
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Fig 4: Activité anti-radicalaire en fonction du temps d’incubation pour diverses concentrations de jus de calices séchés d’H. sabdariffa. La 
proportion ABTS•+ transformée en ABTS+ est calculée à partir de la variation d’absorbance à 734 nm mesurée par spectrophotométrie ; n=3. 
 

4. Discussion 

Dans notre étude, nous avons dans un premier temps évalué 

l’activité anti-radicalaire d’un extrait aqueux des calices 
séchés d’H. sabdariffa par piégeage de l’ion radicalaire 

ABTS•+ selon la méthode de Re et al. [7] avec l’acide 

gallique comme antioxydant de référence. Cette méthode 

très sensible est largement utilisée pour la détermination de 

l’activité antioxydante d’extraits de plante, de composés 

hydrophiles et lipophiles, de fruits rouges etc. [13, 14]. 

Cependant, le temps d’incubation pour une activité optimale 

semble varier d’un auteur à un autre [7, 13, 14, 15]. Aussi, nous 

avons dans un second temps, déterminé la durée 

d’incubation optimale pour une réaction complète entre un 

antioxydant et l’ABTS•+. 
Concernant l’activité anti-radicalaire de l’acide gallique, nos 

résultats ont montré que cette activité augmente de manière 

croissante en fonction de la concentration d’acide gallique, 

quel que soit le temps d’incubation (Figures 1 et 2). De plus, 

nous avons trouvé une IC50 de 0,57 µg/mL pour 1 min 

d’incubation, de 0,47 µg/mL pour 6 min d’incubation et de 

0,44 µg/mL pour 10 et 12 minutes d’incubation. L’IC50 

semble donc légèrement varier en fonction du temps 

d’incubation, soit d’environ 10% de variation entre 1 et 6 

minutes et de seulement 3% de 6 à 10 minutes. L’IC50 reste 

constant entre 10 et 12 minutes. Ces résultats sont en accord 
avec ceux de Sadat et al. [15], et de N’Negue et al. [16], qui 

ont isolé et identifié les peptides d'α-lactalbumine bovine 

ayant une activité antioxydante par la méthode ABTS avec 

l’acide gallique comme antioxydant de référence. En effet, 

ces auteurs ont trouvé une IC50 de 0,47 µg/mL (ou 2,5 µM) 

d’acide gallique pour un temps d’incubation de 10 minutes. 

Nous avons obtenu dans cette étude une valeur similaire de 

l’IC50 de l’acide gallique (0,47 µg/mL) pour un temps 

d’incubation de 6 minutes. Il y’a très peu de différences 

après les temps d’incubations de 6 et 10 minutes. Le temps 

d’incubation de 6 minutes serait donc suffisant pour 

observer l’effet anti-radicalaire par la méthode dite ABTS. 

D’ailleurs, Re et al. [7] ont montré que la réaction entre 
l’ABTS et certains antioxydants autres que l’acide gallique 

(Troxol, vitamine C, α-tocophérol, Kaempférol et l’acide 

urique), était complète après 1 minute de réaction ; tandis 

qu’avec d’autres composés tels que la cyanidine et le 

glutathion, la réaction se poursuivait jusqu’à 4 minutes [7].  

D’autre part, Re et al. [7], en mettant en évidence l’effet 

croissant de l’activité anti-radicalaire en fonction de la 

concentration en antioxydant Troxol, ont trouvé une IC50 de 

12 µM. Selon Sadat et al. [15], le Troxol possède une IC50 de 

5,6 µM contre 2,5 µM (ou 0,47 µg/mL) pour l’acide 

gallique. Comparativement à nos résultats, nous pouvons 
dire que dans nos conditions d’études, l’acide gallique serait 

un antioxydant plus efficace que le Troxol. 

S’agissant de l’activité anti-radicalaire des calices séchés 

d’H. sabdariffa, nous avons observé une activité croissante 

avec les concentrations des solutions de calices séchés 

d’oseille, ceci quel que soit le temps d’incubation considéré 

(Figure 3). Cette activité anti-radicalaire atteignait les 100% 

(99,19%) pour une concentration en calices séchés de 156 

µg/mL dès 1 minute d’incubation. Cependant, pour des 

concentrations en dessous de 156 µg/mL testées, l’activité 

anti radicalaire augmente non seulement en fonction de la 
concentration, mais aussi en fonction du temps d’incubation. 

C’est ainsi que pour une concentration en calices séchés de 

39 µg/mL, l’activité anti-radicalaire passe de 32,77% à 43% 

lorsqu’on passe de 1 minute à 6 minutes d’incubation. Elle 

est de 47% et 48,8% pour les temps de réactions de 10 et 12 

minutes. Selon nos résultats, l’IC50 des calices séchés d’H. 

sabdariffa comme celle de l’acide gallique varie légèrement 

avec le temps d’incubation. En effet, nous avons trouvé des 

IC50 de 62 µg/mL pour 1 minute, de 42 µg/mL pour 6 

minutes et de 39 µg/mL pour 10 et 12 minutes d’incubation. 
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L’IC50 des calices diminuerait d’environ 20% entre 1 et 6 

minutes et de seulement 3% de 6 à 10 minutes. L’IC50 reste 

constant entre 10 et 12 minutes. Comme avec l’acide 

gallique, les résultats obtenus avec les calices séchés ont 
montré une très faible variation d’activité antiradicalaire 

lorsqu’on passe d’un temps de réaction 6 minutes à celui de 

10 voire 12 minutes. Une variation (d’environ 3 à 20% en 

fonction de la concentration testée) s’observe cependant, 

lorsqu’on passe de 1 minute à 6 minutes d’incubation. Re et 

al., [7] ont montré que des composés antioxydants tels que la 

cyanidine «anthocyane» réagissent avec l’ABTS jusqu’à 4 

minutes, nos résultats ont montré que la réaction entre la 

solution de calices séchés d’oseille (riche en anthocyane) et 

l’ABTS se poursuivait jusqu’à 6 voire 10 minutes (Figure 

4). D’après nos résultats, la réaction entre les calices séchés 
d’oseille et l’ABTS (comme celle avec l’acide gallique) était 

donc quasi complète après 6 minutes et complète après 10 

minutes. Cela renforce l’idée selon laquelle un temps de 

réaction de 6 minutes serait largement suffisant pour 

observer l’effet anti-radicalaire par piégeage du cation 

radicalaire ABTS•+.  

Les résultats obtenus ont confirmé que les calices séchés 

d’oseille possédaient bien une activité anti-radicalaire. 88% 

et 100% d’activité anti radicalaire ont été enregistré pour 

des concentrations de jus de calices de 78 et 156 µg/mL, ce 

qui est équivalent à l’activité anti-radicalaire obtenue par 

0,94 µg/mL d’acide gallique. La composition chimique des 
calices séchés d’oseille expliquerait ce résultat. En effet, les 

calices sont riches en composés antioxydants tels que la 

vitamine C, et surtout en anthocyanes [5, 17]. Cette richesse en 

composés antioxydants pourrait être à l’origine de l’activité 

antioxydante de nos extraits aqueux de calices séchés d’H. 

sabdariffa. Selon certains auteurs, les anthocyanes d’H. 

sabdariffa sont instables et facilement dégradés pendant les 

traitements thermiques ou durant leur stockage à 

température ambiante [5]. Nous pouvons donc dire que le 

traitement thermique lors du séchage des calices d’H. 

sabdariffa ne semble pas altérer les propriétés antioxydantes 
d’H. sabdariffa. 

 

5. Conclusion 

L’extrait aqueux de calices séchés d’H. sabdariffa serait 

bien doté d’une activité anti-radicalaire Le traitement 

thermique de ces calices d’H. sabdariffa ne semble pas 

altérer les propriétés antioxydantes de la plante. D’autre 

part, pour une évaluation optimale de l’activité antioxydante 

par piégeage du cation radicalaire ABTS•+ (méthode ABTS), 

un temps d’incubation de 6 ou 10 minutes est nécessaire. 
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