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Résumé

Les calices d 'Hibiscus sabdariffa sont connus pour leur richesse en anthocyanes, (calices
rouges) responsables de leur coloration rouge. Cependant, ces anthocyanes étant trés instables
au cours du stockage, se dégradent en donnant une coloration brune, limitant ainsi leur
utilisation comme colorant dans les différents produits alimentaires. Des essais de stabilité
des anthocyanes ont été réalisés entre 4 et 45 °C avec des sirops d 'H. sabdariffa contenant
différents ratios de gomme arabique et de tanins de tamarin. Les résultats ont montré une
stabilité mitigée des anthocyanes & 37° et 45 °C dans des sirops contenant 5 mg L™ de tanins
de tamarin et 2,5g L™ de gomme arabique. Par rapport au sirop témoin, le ratio 4 10g L™ de
gomme arabique affiche une bonne stabilité pendant le stockage a 4 °C. En effet, les pertes en
anthocyanes s’élévent a 10 % en 120 jours, contre 16 % pour le témoin. Les parametres
indirects de suivi des produits de dégradation que sont la conductivité et la turbidité sont
inversement proportionnelles & la température de stockage.
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Abstract

The thermal stability of anthocyanin extract isolated from the dry calyces of Hibiscus
sabdariffa L was studied over the temperature range 4, 15, 20, 37 and 45 °C in agueous
solutions (syrup) in the presence of gum Arabic and tannin (Tamarind). The anthocyanins are
easily degraded during heat treatments and during storage at room temperature. The red color
gradually changes in brown. This instability is also evident in aqueous solutions (syrup) in
storage and is the main factor limiting the use of extracts of H. sabdariffa as colorant in
complex food formulations. Results showed that using 10 gl™ Arabic gum resulted in a much
more stable product as compared with sample syrup at 4 and 20 °C, at 37 and 45 °C using
tannin 5 mgl™ give more stable product as compared with sample syrup. The losses of
anthocyanins in sample were 16 %, 96 % during storage after 120 days at 4 and 45 °C
respectively. Compared to syrup and 10 gl™* Arabic gum 10 % and 95 % at the same
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temperatures and storage days. The turbidity and conductivity decreased with increasing time
as a function of storage temperature.
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l. INTRODUCTION:

Une des caractéristiques des calices d’Hibiscus sabdariffa est leur richesse en anthocyanes et d’agents
antioxydants [1]. Ces derniers dont les teneurs peuvent atteindre 1,5 g/100 g de matiere séche [2] leur
conférent une couleur rouge. Cependant les anthocyanes d’Hibiscus sabdariffa sont connus pour leur
instabilité [3, 4, 5, 6, 7, 8,9]. Ainsi la couleur rouge des boissons et sirops obtenus a partir des calices
devient trés instable. Des tentatives de stabilisation des anthocyanes d’Hibiscus sabdariffa ont été
réalisés par Esselen et Sammy [10] dans différentes formulations de produits alimentaires (gelées,
boissons, boissons carbonatées, poudres lyophilisées). Clydesdale et Francis [3] ont également étudié
cette stabilité des anthocyanines d’H. Sabdariffa L dans les produits alimentaires sec conditionnés
(une préparation de boisson et un dessert de gélatine), alors que Pouget, Lejeune et Pourrat [11]
examinaient les effets de différents composés chimiques (acide ascorbique, BHA, gallate propylique,
EDTA dissodique, sulfite de sodium) sur la stabilité des anthocyanes d’H. Sabdariffa. Par ailleurs, le
phénoméne de co-pigmentation est 1'un des mécanismes les plus importants de stabilisation des
couleurs naturelles exprimées par les anthocyanes [11, 10]. La co-pigmentation intensifie et stabilise la
couleur dans les conditions de pH ou I’anthocyane est quasiment incolore. Elle a été¢ déja rapportée
comme pouvant affecter la coloration rouge dans le jus du raisin [12]. Dans le cas de la stabilisation de
la couleur des vins rouges, d’autres alternatives sont exploitées telles que 1’utilisation de la gomme
arabique et des tanins: Ainsi, I’introduction de la gomme arabique et des tanins, permettrait aussi
d’augmenter la stabilité des anthocyanes des extraits aqueux de H. sabdariffa. Les résultats de ces
essais font donc 1’objet de ce présent article.

1. Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal
Les essais de stabilité des anthocyanes de sirops d’Hibiscus sabdariffa ont été réalisés avec deux
variétés horticoles dites «Vimto et Koor ». Ces variétés ont été récoltées durant la campagne 2014 -
2015 et proviennent de la région de Diourbel dans le village de Bambeye. Il s’agit de calices, séchés et
conditionnés dans des sacs de 50 kg en polyester. La gomme arabique vient de la Mauritanie, dans la
région de Kaille et récoltée en 2014 tandis que le tamarin vient du Sénégal dans la région de Kolda.

2. Méthodes
2.1.Production des sirops

Un extrait aqueux de calices d’H. Sabdariffa est obtenu aprés quatre heures de macération dans un
ratio calices/eau de 1/5 (kg.kg™). L’extrait final récupéré est doublement filtré puis divisé en quatre
lots : deux lots auxquels sont rajoutés de la gomme arabique a raison de 2,5 g.I" et 10 g.I"*; un lot
contenant des tanins de tamarin & raison de 5 mg.I" et un lot témoin. Les sirops & 65 °Brix sont
préparés avec rajout de sucre saccharose a froid sur chaque extrait, puis mélangés a froid jusqu’a
dissolution compléte au bout de 30 min.

2.2.Extraction des tanins du tamarin.
Les tanins sont obtenus selon le procédé de Seigler et al. (1986) [13]. Une masse de 100 g de fibres de
gousse de tamarin est plongée dans 100 ml d’éthanol et 100 ml d’eau distillée. Le tout est chauffé a
ébullition durant une heure sous réfrigérant. Aprés refroidissement et filtration, le filtrat est centrifugé
a 3000 trs/min pendant 15 minutes. Le culot est récupéré et séché a I’étuve a 70 °C pendant 5 heures.

2.3.Pasteurisation et stockage



Afrique science

Les sirops sont caractérisés (Tableau 1) et remplis dans des bouteilles ambrées propres, désinfectées a
I’eau de javel diluée a 100 ppm pendant trente minutes égouttés et séchées a 1’étuve. Apres
remplissage et capsulage a froid, la pasteurisation est effectuée en bain-marie a la pasteurisatrice (VP
50) de 75 °C / 30 min, le refroidissement est effectué sous jet d’eau froide. Une bouteille témoin a été
utilisée avec une sonde de température placée au centre géométrique pour suivre 1’évolution de la
température a cceur au cours de la pasteurisation. Les échantillons de sirops sont ensuite séparés et
stockés a différentes températures (4, 15, 20, 37, et 45 °C). Cette expérience permet de voir I’influence
de la température et la matrice ajoutée sur la stabilisation des anthocyanes.

Des analyses sont effectuées toutes les deux semaines sur une période de quatre mois afin de suivre
les parametres physico-chimiques. Les réactifs, les solvants organiques utilisés dans I’ensemble des
travaux de recherche sont de pureté analytique. La pureté de 1’eau distillée a été vérifiee en mesurant
la conductivité. Afin d’éviter les contaminations des échantillons par des microorganismes, la verrerie
utilisée (entonnoirs, béchers, pipettes, flacons, bouchons) a été étuvée pendant 20 min a 120 °C.

2.3.1. Dosage des anthocyanes

Le principe est basé sur la modification de la coloration des anthocyanes en fonction du pH (méthode
pH-différentiel) selon les prescriptions de wrolstad [14]. Aprés dilution de I’extrait de calices dans
deux solutions tampon & pH 1,0 et pH 4,5. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre UV
(Specord 200) a 510 et a 700 nm.

2.3.2. Détermination couleur, turbidité, conductivité

L’indice de dégradation de la couleur se détermine par le rapport des absorbances a 420 nm et a Amax
520 nm suivant la méthodologie utilisée par Cevallos et Cisneros-Zevallos [15]. C’est un indicateur de
la stabilité de I’extrait pendant sa conservation dans des conditions déterminées. Les caractéristiques
chromatiques sont déterminées par spectrophotométrie. La turbidité et les conductivités ont été
mesurées par un turbidimeétre (HE9 série 61076) et un conductimétre (Hanna instruments) a 20 °C.

Analyses statistiques

Les résultats issus de notre étude ont été exprimés sous forme de moyennes =+ écart-types. Les
analyses statistiques ont été réalisées en utilisant I’ANOVA a un facteur.

I11. Résultats et discussion
L’enjeu de cette partie est de montrer I’impact des matrices ajoutées aprés la caractérisation des
différents sirops (Tableau 1) sur la stabilité des anthocyanes durant la conservation entre 4 et 45 °C.

1. Caractérisation des sirops

Les résultats d’analyse des différents sirops a base de calices rouge d’Hibiscus sabdariffa sont
consignés dans le tableau 1 ci-dessous. Les analyses montrent des résultats assez homogénes pour
I’ensemble des sirops au premier jour avant le stockage a différentes températures.

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des sirops utilisés
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Paramétres Sirop +5mg I"  Sirop témoin  Sirop +2,5g.I" sirop +10g.I"
Tanin 'g. arabique  g. arabique
pHa?25°C 2.40 +0,02 2.39 £0,02 2.40 £0,02 2.41 £0,02
Acidité titrable en meq/L 19.58+0,12 21.26%0,14 20.44+0,13 21.81+0,12
Brix a 20 °C g/100 g 66.5+ 0.2 65.3+ 0.2 67.3£0.2 65.6+ 0.2
Anthocyanes Apres pasteurisation 496 + 30 561+ 29 522 £ 30 562 £ 19
Turbidité en NTU & 20 °C 0 0 0 0
Conductivité en ps/cm a 20 °C 1446 1520 1549 1533
Densité a20 °C 1.24 1.22 1.27 1.22

2. Suivi de la concentration en anthocyane et ’intensité de coloration du lot témoin

L’analyse des résultats montre une tendance homogene des pertes aux différentes températures
de stockage. Il est noté une dégradation des anthocyanes qui est faible a basse température (4
°C, 15 °C et 20 °C), et trés accentuée a haute température (37 °C et 45 °C).

Concentration en antocyanes en mg/L
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Figure 1. Evolution de la concentration en anthocyanes au cours

du stockage du sirop témoin entre 4 et 45 °C.
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L’intensité colorante est mesurée a la longueur d’onde optimale de 520 nm. Les résultats du
suivi montrent également des déperditions dans le temps qui sont plus importantes a 45 °C
qu’a 4 °C (Figure 2).
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Figure 2. Evolution de I'intensité colorante du sirop
témoin durant le stockage a 4 et 45 °C 120 jours.

3. Reésultats des essais de stabilisation durant le stockage des sirops.

Les taux de pertes en anthocyanes a différentes températures : 4 °C, 20 °C, 37 °C et 45
°C, sont montrés sur les différentes figures ci-dessous.
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des différents sirops stockés a 4 °C. des différents sirops stochés a 20 °C.
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4, Suivi de la conductivité des différents lots a 4 °C et 45 °C.

Une baisse générale de la conductivité est constatée (Figure 7) sur ’ensemble des sirops
(stockes a 45 °C) avec un meilleur résultat pour le sirop a 10 g GA/L.
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Figure 7. Suivi de la conductivité des sirops au cours du
stockage a 4 °C.
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Figure 8. Evolution de la conductivité au cours du stockage des
sirops a 45 °C 3 mois.

5. Résultats du suivi de I’évolution de la turbidité au cours du stockage

L’analyse de la figure 8 montre des turbidités qui décroisent inversement & la température de stockage
des sirops.
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6. Discussion
6.1 Stabilité des anthocyanes au cours du stockage.

Au cours de ces essais de suivi, les pertes en anthocyane dans les échantillons ‘témoins’ sont
proportionnelles aux températures de stockage et le sont plus significativement a 37°C et 45°C
(Figure 1). Ces pertes en anthocyanes demeurent couplées a I’intensité colorante (Figure 2) et
confirment que les anthocyanes sont trés instables et thermolabiles [16]. Les résultats montrent donc
que les meilleures températures de stockage des extraits de H. sabdarifa se situent entre 4°C et 20°C.
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Les tentatives d’amélioration de la stabilité des anthocyanes dans les conditions d’essais ont été vaines
en présence de tanins et de gomme arabique a 5g I™. Elles n’ont réussies qu’avec la gomme arabique
10 g I & 4°C (Figure 3). A cette concentration en gomme arabique et pour des températures
supérieures a 20 °C, I’effet de la chaleur semble prédominer (Figures 5-6).

Par ailleurs, d’autres facteurs permettent d’optimiser la stabilité¢ des anthocyanes dans les sirops. En
effet, le sucre permet la réduction I’activité de I’eau, I’augmentation de I’effet hypertonique,
I'inhibition des enzymes, ou la création des interférences stériques [14].

La co-pigmentation intermoléculaire entre les anthocyanes et les autres molécules flavonoides
(catéchine, acides phénoliques) peut améliorer la stabilité des anthocyanes [6,8]. Le phénomene
s’explique par une réduction de la production de pseudo base carbinol et une stabilisation de la base
quinonoidale [17,18]. Cet effet de co-pigmentation a été recherché avec 1’ajout de 5 mgl™ de tanin
dans le sirop. Un taux de pertes de 82 % est obtenu & 37 °C en trois mois contre 85 % du sirop témoin,
et 79 % contre 81 % du sirop témoin a 45 °C en trois mois. Bien que faible (2 % et 3 %), cette
différence confirme I’effet des tanins [19]. Néanmoins la structure du co-pigment est aussi influencée
par la température [20].

6.2 Evolution de P’intensité colorante au cours du stockage.

Les résultats du suivi de 1’absorbance a la longueur d’onde 520 nm, donne des valeurs qui chutent
dans le temps (Figure 2). De 0,67 a 0,45 entre zéro et quatre mois a 4 °C, et 0,67 et 0,15 a 45 °C pour
le sirop témoin. Les anthocyanes peuvent réagir avec d’autres composés phénoliques qui résultent de
formation complexe qui jouerait un rdle principal dans la chute de 1’absorbance impliquant des
changements de couleur. Par contre la co-pigmentation et la polymérisation ont aussi été rapportées
comme pouvant affecter la coloration rouge dans le jus du raisin [12]. Cependant, d’autres réactions
de condensation peuvent étre a ’origine de la décoloration des anthocyanes. Certains acides aminés,
catéchines, ou autres nucléophiles en se condensant en présence de sels de flavylium, génerent des
produits moins colorés lesquels sont réactifs et subissent des changements supplémentaires [7].

6.3 Turbidité et conductivité

La conductivité mesure la capacité de I’extrait acqueux d’H. sabdariffa & transmettre le courant
électrique. Elle traduit aussi la stabilité des anthocyanes par le billet du cation flavylium. Elle sera
d’autant plus élevée que la quantité d’ions sera importante. Une baisse générale est constatée sur
I’ensemble des sirops (Figures 7-8). Mais ’échantillon avec 10g.1™ de gomme arabique affiche les
meilleurs résultats. Ainsi, son effet stabilisant sur les anthocyanes masqué a 45 °C est révélé par le
suivi de I’ion flavylium. Le paramétre conductivité présente donc I’avantage de suivre la stabilité des
anthocyanes aux températures de stockage.

La mesure de la turbidité permet d’évaluer la réactivité de la matiére colorante et polyphénolique vis-
a-vis des protéines et autres molécules dissoutes. C'est I'expression du trouble constaté dans les sirops.
L’utilisation de la gomme arabique et les tanins de tamarin dans les sirops lors des essais entraine une
Iégére augmentation de la turbidité des leur ajout. Apres filtration et mise en bouteilles de 30 ml, le
trouble se forme petit a petit au cours du stockage a différentes températures (Figures 9).
L’augmentation de ce trouble est variable et dépend de la matrice utilisée. Par ailleurs, 1’intensité du
trouble est inversement proportionnelle a la température de conservation des sirops, confirmant les
travaux de Moine [21] réalisés sur le vin rouge.

Conclusion

L’utilisation de la gomme arabique concourt a diminuer le niveau d’instabilité des sirops d’H.
sabdarifa lors du stockage a 4°C. Son effet masqué aux fortes températures de stockage peut
étre mis en évidence par le suivi de la conductivité. Dans les conditions d’essais le ratio
tanins/sirop s’est révélé trop faible pour étre efficace. Au regard de ces travaux, chacune de
ces techniques de stabilisation peut faire I’objet d’une optimisation et une application en
production.
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