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Résumeé

Les essais de stabilité des anthocyanes ont été réalisés entre 4 et 45 °C avec des hoissons d . Sabdariffa
contenant du jus de figue de barbarie et de tanins de moringa. L'analyse de la variance (ANOVA) a montré des
différences significatives (p < 0,05) sur certains paramétres étudiés. Les résultats des suivis ont montrés que
le stockage des lots de boissons & des températures inférieures d 20 °C augmenté considérablement la durée
de conservation. Entre 37 et 45 °C la dégradation des anthocyanes est accélérée par I'effet thermique. Le
ratio & 4 mg.L" de tanin de moringa affiche une meilleure stabilité durant deux mois de stockage & 4 °C. Une
meilleure stabilité est obtenue d 37 °Cavecle lot a 100 g.L" de jus de fruit de figue de barbarie. Une analyse
en composantes principale (ACP) nous a permis de classer les différentes boissons en fonction de leur
concentration résiduelle en anthocyanes.

Mots-clés : Hibiscus sabdariffa, anthocyane, instable, moringa, tanin, stockage.

Abstract

Effects of betalains and tannin of moringa on the stability of anthocyanin in drinks of
Hibiscus sabdariffa L.

The thermal stability of anthocyanin extract isolated from the dry calyces of Hibiscus sabdariffa [ was studied
over the temperature range 4, 15, 20, 37 and 45 °Cin aqueous solutions (heverages) in the presence of gum
arabic and tannin (moringa). Characterization of principal drinks was carried out. The analysis of variance
(ANOVA) showed significant differences (p < 0.05) in some of the composition drink. Results showed that, the
storage at temperatures lower af 20 °C increases considerably the shelf of these drinks. Using 4 mg.L" of
tannin resulted in a much more stable product as compared with sample beverages at 4 °C. At 37 °C using
100 g.L" betalains give more stable product as compared with sample. The analysis of the results by the
multivariate analysis tools (ACP) led to a simple classification of the drinks studied.

Keywords : Hibiscus sabdariffa L, anthocyanins, stability, degraded, tannin, moringa.
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1. 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 matiére seche [2] leur conférent
une couleur rouge. Cependant les anthocyanes d’ Hibiscus sabdariffa sont connus pour leur instabilité [3 - 9]. Ainsi
la couleur rouge obtenu a partir des calices devient trés instable. Des tentatives de stabilisation des anthocyanes
d Hibiscus sabdariffe ont été réalisés par [10] dans différentes formulations de produits alimentaires
(gelées, boissons, boissons carbonatées, poudres lyophilisées). [3] ont également étudié cette stabilité des
anthocyanines d #. sabdariffa [ dans les produits alimentaires sec conditionnés (une préparation de boisson et un
dessert de gélatine), alors que [11] examinaient les effets de différents composés chimiques (acide ascorbique,
gallate propylique, sulfite de sodium) sur la stabilité des anthocyanes d 4. sabdariffa. Par ailleurs, le phénomeéne
de co-pigmentation est I'un des mécanismes les plus importants de stabilisation des couleurs naturelles
exprimées par les anthocyanes [10, 11]. La co-pigmentation intensifie et stabilise la couleur dans les conditions
de pH o0 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 l'utilisation de la gomme arabique et des tanins. Ainsi, I'introduction des tanins,
permettrait aussi d’augmenter la stabilité des anthocyanes des extraits aqueux de A sabdariffa. L objectif des
travaux est de voir I'effet des tanins du moringa et les bétalaine sur la stabilité des anthocyanes dans les boissons
d base d’ Hibuscus sabdariffa. Les résultats de ces essais font donc I'objet de ce présent article.

2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel végétal

Les essais de stabilité des anthocyanes de boissons d Hibiscus sabdariffa ont été réalisés avec la variété
horticole dite «Vimto . Cette variétés a été récoltée durant la campagne 2015 - 2016 et proviennent de la
région de Diourbel dans le villuge de Bambeye. Il s’agit de calices, séchés et conditionnés dans des sacs de
50 kg en polyester. Les fruits de la figue de barbarie ont été cueillis @ Dakar @ la corniche. Les fevilles de
moringa viennent de la région de Kaolack du Sénégal, conditionner en sac de 25 kg aprés séchage.

2-2. Méthodes
2-2-1. Production des hoissons

Un extrait aqueux de calices d’ 4. sabdariffa est obtenu aprés quatre heures de macération dans un ratio
calices / eau de 1/ 30 (kg.kg?). L'extrait final récupéré est doublement filtré puis divisé en trois lots : un lot
rajouté de tanin de moringa d raison de 4 mg.L™" ; un lot contenant du jus de figue de barbarie & raison de
100 g.L" et un lot témoin. Les boissons @ 15 °Brix sont préparés avec rajout de sucre saccharose @ froid sur
chaque extrait, puis mélangés a froid jusqu’a dissolution compléte au bout de 15 min.

2-2-2. Extraction des tanins dv Moringa

Les tanins sont obtenus selon le procédé de [13]. Une masse de 100 g de feuilles de moringa 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 tr / min pendant 15 minutes. Le culot est
récupéré et séché a I'étuve a 70 °C pendant 5 heures.
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2-2-3. Pasteurisation et stockage

Les boissons sont caractérisées (Tahleav 1)et remplies dans des bouteilles ambrées propres, désinfectées
d I'eau de javel diluée a 100 ppm pendant trente minutes égouttés et séchées a I'étuve. Aprés remplissage
et capsulage d 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 I'évolution de la température @ ceeur au cours de la
pasteurisation. Les échantillons de boissons sont ensuite séparés et stockés a différentes températures
(4,15, 20, 37, et 45 °(). 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 trois mois afin de suivre les paramétres physico-chimiques. Les réactifs, les solvants organiques utilisés
dans I'ensemble des travaux de recherche sont de pureté analytique. La pureté de I'eau distillée a été vérifiée
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 & 120 °C.

2-2-4. 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 [14]. Aprés dilution de I'extrait de calices dans deux solutions tampon d pH
1,0 et pH4,5. L’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre UV (Specord 200 plus Germany)a 510 et a 700 nm.

2-2-5. Détermination couleur, turbidité, conductivité

L'indice de dégradation de la couleur se détermine par le rapport des absorbances d 420 nm et & Amax 520
nm suivant la méthodologie utilisée par [15]. Cest un indicateur de la stabilité de I'extrait pendant sa
conservation dans des conditions déterminées. Les caractéristiques chromatiques sont déterminées par
spectrophotométrie. La turbidité a été mesurée par un turbidimetre (HE9 série 61076, Roumanie) et la
conductivité par un conductimétre (Hanna instruments, Germany)a 20 °C.

2-2-6. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant I"’ANOVA a un facteur avec le logiciel R version 3.2.4
Révisée (2016-03-16 r70336) et le logiciel Minitab17. Une analyse en composantes principales suvivie d’une
classification numérique sur les coordonnées des composantes de I'ACP a été réalisée. Pour une analyse
donnée, la valeur X de chaque échantillon est assignée d’une lettre en exposant (X" obi =a, b, c, ...). Les
échantillons portant la méme lettre ne sont pas statistiquement différentes au seuil de 5 %.

3. Résultats
3-1. Caractérisation des boissons

Les résultats d’analyse des différentes boissons a base de calices rouge d Hibiscus sabdariffa sont consignés
dans le Tableav 1 ci-dessous. Les analyses montrent des résultats assez homogénes pour I'ensemble des
boissons au premier jour avant le stockage a différentes températures.
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Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des boissons utilisées

Témoin Moringa 4 mg /L Cactus 100 g /L
pHa 25 °C 2.3(£0.2) 2.2°(£0.2) 2.5°(£0.2)
Brixa20°Cg/100¢g 15.1°(£0.2) 149°(+£0.2) 14.5°(£0.2)
Saccharose ajouté (g) 156.5° (£ 0.1) 156.5° (£ 0.1) 152.0°(£ 0.1)
Anthocyanes av pasteurisation (mg / L) 250°(+ 2) 247° (% 3) 236" (1 3)
Anthocyanes ap pasteurisation (mg / L) 243 (£ 3) 240° (+ 4) 220" (£ 3)
Turbidité en NTU & 20 °C 0 0 0
Conductivité lue d 20 °C 3050° (% 45) 2910° (% 37) 3870° (% 40)
Densité 1.0610 1.0588 1.0569

3-2. Suivi de la concentration en anthocyane et I'intensité de coloration

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 d basse température (4 °C, 15 °Cet 20 °C), et trés
accentuée  haute température (37 °C et 45 °C) pour toutes les boissons.
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Figure 1 : Lvolution de o concentration en anthocyanes témoin av cours du stckage (3 mois)

L’absorbance 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 (Figures 2, 3).
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Figure 2 : Fvolution de l'intensité colorante de lo  Figure 3 : Fvolution de ['intensité colorante de /o
boisson témoin conserver a 45 °C 3 mois boisson témoin conserver d 4 °C 3 mois
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3-3. Résultats des essais de stabilisation durant le stockage des hoissons (Figures 4 a 8)

47

Les taux de pertes en anthocyanes & différentes températures : 4 °C, 20 °C, 37 °C et 45 °C, sont montrés sur

les différentes Figures ci-dessous.
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Figure 4 : £volution dv taux de perte anthocyanes des lots de boisson en fonction des

températeures de stockage (60 jours)
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Figure 5 : Corrélation entre les différentes concentrations en anthocyanes des boissons aux
deux premiéres dimensions de I'ACP. (Logiciel £)

Le graphique des valeurs propres (Figure 5)suggére que les deux premiers axes expliquent au total 100 %
de l'inertie. Le premier plan factoriel (Dim 1) renferme 79,86 % d’inertie et le deuxieme (Dim 2) 20,14 %
d'inertie (Figure 5). Les variables concentration anthocyanes 4 °C, 15 °C et 20 °C sont fortement et
négativement corrélée @ la premigre dimension, tandis que les variables concentration anthocyane 37 °C,
conductivité et turbidité (4°C / 60 jours) lui sont positivement corrélées. La dimension 2 est caractérisée par
la variable anthocyanes 45 °C qui lui est corrélée positivement (Figure 5)
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Figure 6 : Projection des classes de boisson selon la concentration en anthocyanes sur le plan
factoriel de I'ACP. (Logiciel K)

Les lots de boisson sont regroupés en deux classes (Figure 6). La classe 1 est caractérisée par la boisson
témoin qui contribue d 46.6 % sur la dimension deux, et la boisson @ 4 mg.L™" de tanin de moringa qui contribue
d 51.1 %. La deuxiéme classe caractérisée par la boisson d 100 g.L"' de jus de figue de barbarie avec une
contribution de 66.4 % sur la premiére dimension. La Figure 7montre une baisse générale de I'absorbance
en fonction de la durée de conservation corrélée avec la baisse de la concentration en anthocyanes.
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Figure 7 : Fvolutions de I'absorbance et la concentration en anthocyane au cours dv stockage 6 4 °C de la
boisson témoin (sur logiciel/ Minitab 17)
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Figure 8 : Dégradation de la covleur rouge de la boisson témoin au cours du stockage 6 4°C
(sur logiciel Minitab 17)

3-4. Suivi de la conductivité des différents lots entre 4 °C et 45 °C

Une hausse générale de la conductivité est constatée (Figure 9)sur I'ensemble des boissons.
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Figure 9 : £volution de a conductivié av 60°™ jour de stockage

3-5. Résultats du suivi de I’évolution de la turbidité au cours du stockage

L’analyse de la Figure 10montres des turbidités élevées par rapport au premier jour Tableau 1, et certaine
décroisent inversement @ la température de stockage.
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Figure 10 : Fvolution de la turbidité av 60°™ jour de stockage

4. Discussion

4-1. 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 & 37 °C et 45 °C (Figure 1). Ces pertes en
anthocyanes demeurent couplées a I'intensité colorante (Figures 2-3) et confirment que les anthocyanes
sont trés instables et thermolabiles [16]. Les résultats montrent donc que les meilleures températures de
stockage des extraits de A sabdariffa se situent entre 4 °C et 20 °C. Les tentatives d’amélioration de la
stabilité des anthocyanes dans les conditions d’essais n’ont réussies qu’avec les tanins de moringa d raison
de 4 mg.L" @ 4 °C (Figure 4). A cette concentration en tanin et pour des températures supérieures a 20 °C,
I'effet de la chaleur semble prédominer (Figure 4). Par ailleurs, d’autres facteurs permettent d’optimiser la
stabilité des anthocyanes dans les boissons. En effet, le sucre permet la réduction l'activité de I'eavu,
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 I'ajout de tanin dans les boissons. Un taux de pertes de 73 % est obtenu d
37 °Cen deux mois de conservation sur la boisson ajoutée de 100 g.L' de jus de fruit de figue de barbarie, contre
un taux de perte de 89 % de la hoisson témoin, soit une différence de 16 %. En trois mois de conservation d la
méme température 37 °C, nous obtenons une différence de 5 % de taux de perte en anthocyanes en moins pour
la boisson a 100 g.L' de jus de fruit de figue de barbarie (Figure 4), ces différences confirment I'effet des
tanins [19]. Néanmoins la structure du co-pigment est aussi influencée par la température [20].

4-2. Evolution de I'intensité colorante au cours du stockage

Les résultats du suivi de I'absorbance a la longueur d’onde 520 nm, donne des valeurs qui chutent dans le
temps (Figure 2 - 3 - 7) de 0,55 d 0,52 entre zéro et deux mois de conservation d 4 °C, et 0,53 et 0,24 &
45 °C pour la boisson témoin. Les anthocyanes peuvent réagir avec d’autres composés phénoliques qui
résultent de formation complexe qui jouerait un rdle principal dans la chute de I'absorbance impliquant des
changements de couleur (Figure 8). Cette chute de I'ubsorbance est en accord avec la diminution des teneurs
en anthocyanes observée dans I'extrait au cours du stockage [21]. Par contre la co-pigmentation et la
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polymérisation ont aussi été rapportées comme pouvant affecter la coloration rouge dans le jus du raisin [12].
Cependant, d’autres réactions de condensation peuvent tre @ l'origine de la décoloration des anthocyanes.
Certains acides aminés, catéchines, ou autres nucléophiles en se condensant en présence de sels de flavylium,
générent des produits moins colorés lesquels sont réactifs et subissent des changements supplémentaires [7].

4-3. Turbidité et conductivité

Une hausse générale de la conductivité est constatée sur I'ensemble des boissons (Figure 9). La conductivité
mesure la capacité de I'extrait aqueux d’ A sabdariffa d 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 en solution. La mesure de la turbidité permet d’évaluer la réactivité de la matiére
colorante et polyphénol vis-a-vis des protéines et autres molécules dissoutes. C'est I'expression du trouble
constaté dans les boissons. L'utilisation de jus de fruit de figue de barbarie et les tanins de moringa dans les
boissons lors des essais entrainent une légére augmentation de la turbidité au cours du stockage (Figure 10).
L’augmentation de ce trouble est variable et dépend de la matrice utilisée. Par ailleurs, I'intensité du trouble
est inversement proportionnelle a la température de conservation des boissons témoins, et le lot rajouté de
4 mg.L" de tanin de moringa pour les températures 4, 15 et 20 °C (Figure 10), confirmant les travaux
de [22] réalisés sur le vin rouge.

5. Conclusion

L'utilisation de tanins de moringa concourt a diminuer le niveauv d’instabilité des boissons d’ 4 sabdariffalors
du stockage @ 4 °C durant deux mois. Son effet masqué aux fortes températures de stockage n’est pas mis
en évidence par le suivi de la conductivité a différentes températures. Dans les conditions d’essais le ratio
tanins / boisson s’est révélé trop faible pour &tre efficace pour des températures supérieures a4 °C. A 37 °(
de conservation, les meilleurs résultats sont obtenus avec les hoissons a 100 g.L" de jus de fruit de figue de
barbarie. Auv regard de ces travaux, chacune de ces techniques de stabilisation peut faire I'objet d’'une
optimisation avec des ratios variables de matrices nous permettant ainsi de prolonger selon les cas, les dates
limites de consommation des boissons a base d’extrait aqueux d’ # sabdariffa.
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