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ABSTRACT: Myrtus nivellei Batt and Trab. is a Sahara-endemic plant belonging to the Myrtaceae family, this plant is very
famous in southern Algeria for its therapeutic properties in folk medicine. However, its uses are limited exclusively to the
ancestral know-how. In the present work, three extracts were prepared from the leaves of this plant: an ethanolic extract, a
methanolic extract and an aqueous extract. The yields of dry crude extracts are respectively 11.12%, 12.45% and 16.5%. The
quantitative estimation of flavonoids, flavonols and total phenols by the spectophotometric method showed that the three
extracts contain these compounds. The evaluation of antioxidant capacity by the method of free radical scavenging test
showed that all of the extracts have a very good reductive activity, especially for ethanolic extract which presented a
percentage of inhibition equal to 78.81% with an EC50 estimated to 0.59 mg/ml. On the other hand, the FRAP test revealed
that the methanolic extract has the best reducing power (66.71%) than those of the other extracts, but it remains relatively
low compared to the ascorbic acid used as positive control.
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RESUME: Myrtus nivellei Batt et Trab. est une plante saharo-endémique, appartenant a la famille des Myrtaceae, Cette plante
est tres réputée au sud algérien pour ses vertus thérapeutiques en médecine populaire. Cependant, ses usages restent
toutefois, exclusivement limités au savoir-faire ancestral. Dans le présent travail trois extraits ont été préparés, a partir des
feuilles de cette plante: un extrait éthanolique, un extrait méthanolique et un extrait aqueux. Les rendements en extraits
brutes secs sont de I'ordre de 11,12%, 12,45% et 16,5% respectivement. L’estimation quantitative des flavonoides, des
flavonols et des phénols totaux par la méthode spectrophotométrique a montré que ces trois extraits contiennent ces
composés. L'évaluation du pouvoir anti-oxydant par la méthode du piégeage des radicaux libres a montré que les extraits
étudiés ont tous une trés bonne activité réductrice, surtout pour I'extrait éthanolique ayant présenté un pourcentage
d’inhibition égale a 78,81% avec une EC50 égale a 0,59 mg/ml. D’autre part, le test de FRAP a révélé que |'extrait
méthanolique a le meilleur pouvoir réducteur (66,71%) par rapport ceux des autres extraits, mais qui reste, toutefois,
relativement faible par rapport a celui de I'acide ascorbique utilisé comme controle positif.

MoOTS-CLEFS: Myrtus nivellei Batt et Trab., flavonoides, flavonols, phénols totaux, activité anti-oxydante.
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1 INTRODUCTION

L'utilisation des anti-oxydants de synthése est actuellement remise en cause en raison des risques toxicologiques
potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales d’anti-oxydants naturels sont recherchées [1]. En effet, les composés
phénoliques sont des molécules naturelles tres répondus dans le regne végétal. Ces derniers regagnent une importance
croissante grace a leurs effets bénéfiques sur la santé [2]. Leur role d’anti-oxydants naturels suscite un tres grand intérét,
notamment pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires [3]; ils sont
également utilisés en tant qu’additifs en industrie agro-alimentaire, en pharmacie et en cosmétologie.

Myrtus nivellei Batt et Trab. est un arbuste de 0,5 a 2 métres de hauteur, il s'adapte trés bien a la sécheresse. Cette plante
est une espéce saharo-endémique, restreinte aux montagnes du Tassili n'Ajjer, Tassili n'Immidir, Tefedest et des massifs de
I'Ahaggar algérien ainsi que les montagnes du Tibesti tchadien, ol elle couvre des zones trés réduites [4]. Elle apparait au
dela de 1400 a 2000 metres d'altitude [5]. Elle jouit notamment d’une grande faveur populaire au sud de I'Algérie comme
remede contre les infections respiratoires, les troubles gastro-intestinaux et les mycoses [6]-[4].

Dans cet article, nous ferons le point sur la composition en polyphénols des extraits de I'espéce Myrtus nivellei Batt et
Trab., ainsi que leurs éventuels effets anti-oxydants. Des travaux antérieurs sur I'analyse de I’huile essentielle de cette plante
ont montré qu’elle possede un excellent pouvoir antimicrobien [7].

Il nous paraissait alors intéressant d’investiguer, pour la premiére fois, le pouvoir anti-oxydant des extraits alcooliques et
aqueux, préparés a partir de cette plante, dans la perspective d’obtenir de nouvelles sources potentielles de nouvelles
biomolécules ayant des effets anti-oxydants.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1  MATERIEL VEGETAL

Les feuilles de la plante ont été récoltées sur des pieds adultes, a 146 km du chef lieu de la wilaya de Djanet, cette station
est située a 94,8 km au sud de la ville d’lhrir, faisant partie du parc national du Tassili (tableaul). Le matériel végétal récolté a
été séché a température ambiante pendant 2 semaines, a I'abri du soleil, puis réduit en poudre fine qui est soigneusement

conservée dans un bocal en verre jusqu’a son utilisation.

Table 1. Coordonnés géographiques du site de récolte.

Région Altitude Latitude Longitude Période de récolte Etage bioclimatique
Tassili 2018 m | 24°59’ Nord | 8°07 Ouest 05/2012 Aride a hiver frais
n’Ajjer (Sahara central)

2.2 PREPARATION DES EXTRAITS ALCOOLIQUES

La préparation des extraits alcooliques est réalisée par épuisements de la poudre végétale a I'aide d'un solvant, a froid par
macération dans I'éthanol [8] et a chaud par Soxhlet avec du méthanol [9]. L’extrait est ensuite stocké a 4°C durant 24h.
Aprés filtration, le solvant est évaporé a sec sous pression réduite a 50°C a I'aide d’un évaporateur rotatif.
2.3 PREPARATION DE L’EXTRAIT AQUEUX

Elle est basée sur la préparation d’une décoction, en introduisant 10g de la poudre végétale dans 150ml d’eau distillée, le
tout est chauffé a reflux pendant 2h. Aprés refroidissement et filtration, le filtrat récupéré est évaporé a sec sous pression
réduite a 65°C a I'aide d’un évaporateur rotatif [10].

24 DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—Ciocalteu [11]. Une quantité de 200ml
de chaque extrait (1mg/ml) est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5%.
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L'ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a I'aide d’un
spectrophotometre a 765nm. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent par mg d’extrait sec.

2.5 DOSAGE DES FLAVONOIDES

La teneur en flavonoides des extraits est déterminée en utilisant la méthode colorimétrique décrite par Kim et al [12].
Une quantité de 100ml de chaque extrait (1Img/ml) est mélangée avec 0,4ml d’eau distillée et puis avec 0,03ml d’une
solution de nitrite de sodium NaNO, a 5%. Aprés 5min, 0,02ml d'une solution d’AICl; a 10% est ajouté. On additionne a ce
mélange 0,2ml de solution de Na,CO; 1M et 0,25ml d’eau distillée aprés 5 min de repos. L'ensemble est agité a I'aide d’un
vortex et I'absorbance est mesurée a 510 nm. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent par mg d’extrait sec.

2.6 DOSAGE DES FLAVONOLS

La teneur en flavonols est déterminée par la méthode de Yermakov et al [13]. On mélange 2 ml de chaque extrait
(2mg/ml) avec 2 ml d'une solution d'AICI; (20 g/1) et 6 ml d'une solution d'acétate de sodium (50 g/l). Aprés 2 heures et demi
d'incubation a 20°C, la lecture de I'absorbance est réalisée a 440 nm. Le taux des flavonols est déterminé en microgramme
équivalent par milligramme d'extrait sec.

2.7 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-OXYDANTE PAR LE TEST DPPH

Le test anti-oxydant est réalisé avec la méthode au DPPH [14]. 50ul de chaque extrait a différentes concentrations (de
0,25 a 1mg/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025g/I). Parallelement, un contrdle négatif est
préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. Aprés 30 min d’incubation a
I'obscurité et a température ambiante, la lecture de I'absorbance est faite a 515nm contre un blanc. Le contréle positif est
représenté par une solution d’un anti-oxydant de référence: I'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesuré dans les
mémes conditions. Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage
d’inhibition (1%) et les valeurs de I'EC50 sont déterminées graphiquement par régression linéaire.

2.8 EVALUATION DU POUVOIR CHELATEUR DU FER FRAP

Le pouvoir réducteur du fer dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu [15]. Un millilitre de
chaque extrait (1mg/ml) est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K;Fe(CN)g a 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min, ensuite 2.5ml d’acide
trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont ensuite centrifugés a 3000 rpom pendant 10min.
Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl; a 0,1%.
La lecture de I'absorbance est réalisée a 700nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions, mais en remplagant
I’extrait par de I'eau distillée, afin de calibrer le spectrophotométre (SHIMADZU UV-1601). L’acide ascorbique et la quercetine
sont utilisés comme controles positifs, dont I'absorbance est mesurée dans les mémes conditions opératoires.

3 RESULTATS ET DISCUSSION
3.1 TENEURS EN PHENOLS TOTAUX ET EN FLAVONOIDES
La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les extraits: méthanolique (MeOH), éthanolique

(EtOH) et aqueux de Myrtus nivellei a été faite par des dosages spectrophotometriques.

La teneur en phénols totaux pour chaque extrait a été rapportée en pg équivalent/mg d’extrait sec. Les résultats
montrent que I'extrait éthanolique a une forte teneur en phénols totaux (734,3+0,145ug eq/mg) par rapport a I'extrait
aqueux (466,5+0,569ug eq/mg) et a 'extrait méthanolique (348,1+0,809ug eq/mg).

Les résultats du dosage des flavonoides révelent que ces extraits présentent des teneurs modérées. En se basant sur ces
données, on peut déduire que ces derniers représentent 43,74% des phénols totaux de I'extrait méthanolique, et environs
29,05% des phénols totaux de I'extrait aqueux. Ce taux ne dépasse pas 24,66% des phénols totaux de I'extrait éthanolique.

Pour ce qui est des flavonols, I'extrait éthanolique a présenté la plus forte teneur (71,75+0,456) part rapport aux autres
extraits, en représentant 9,77% des phénols totaux de |'extrait éthanolique (Tableau 2).
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Table 2. Résultats du rendement et des dosages réalisés sur les extraits de M nivellei Batt et Trab.

Etalon Longueur Taux (ug eq/mg)*
Parametre lecti . d'ond
selectionne onde (nm) [ Extrait aqueux Extrait MeOH Extrait EtOH
Phenols totaux | Acide gallique 765 466,5+0,569 348,110,809 734,310,145
Flavonoides Quercetine 510 135,5+0,256 152,25+0,485 181,1+0,073
Flavonols Rutine 440 40,485+0,654 38,510,457 71,75+0,456
Rendement des extraits 16,5% 12,45% 11,12%

*Les valeurs sont la moyenne de trois répétitions + écart type

3.2 RESULTATS DU TEST DPPH

L'activité anti-oxydante des extraits étudiés et de I'acide ascorbique (contréle positif) vis-a-vis du radical DPPH, a été évaluée
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH") & la couleur jaune
(DPPH-H), mesurable au spectrophotometre a 515nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires [10]. Les valeurs EC50 déterminées en mg/ml expriment la
concentration efficace de I'extrait anti-oxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de molécules de DPPH
en dissolution dans du méthanol. Un autre parametre exprimant la puissance anti-radicalaire a été calculé nommé "ARP" qui
est égale a 1/EC50 (Tableau 3).

Table 3. Effet anti-oxydant des trois extraits de M nivellei Batt et Trab.

Extraits étudiés % d'inhibition ECso (mg/ml) PAR
Extrait aqueux 74,08 0,71+0,115 1.41
Extrait MeOH 52,00 0,9810,256 1,02

Extrait EtOH 78,81 0,5940,052 1,69
Acide ascorbique (Cp) 86.62 0.3910,754 2.56

Selon les résultats enregistrés, I'extrait éthanolique est doté d’un bon pouvoir anti-oxydant (EC50=0,59mg/ml), meilleur
que celui exprimé par I'extrait aqueux et I'extrait méthanolique, mais reste d’une efficacité moindre par rapport a celle
exprimée par l'acide ascorbique utilisé comme contréle positif (fig 1, fig 2, fig 3 et fig 4).

Fig. 1.
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Il a été démontré que les molécules anti-oxydantes telles que I'acide ascorbique, I'a-tocophérol, les flavonoides et les
tanins réduisent et décolorent le radical DPPH a cause de leur capacité a céder I'hydrogene [16]. La richesse de |'extrait
éthanolique en composés phénoliques témoigne de son remarquable effet anti-oxydant enregistré.

L'activité anti-oxydante des extraits dépend essentiellement du taux des polyphénols accumulés durant le cycle végétatif
de la plante [17]. L'EC50 de 'espece Myrtus communis L., rapportée par les travaux de Gardeli et al. [18], est comprise entre
0,0095 et 0,017mg/ml, ces mémes auteurs ont également démontré que les extrait de M communis L. récoltés en période
estivale sont les plus anti-oxydants.

3.3  RESULTATS DU TEST FRAP
L’étude du pouvoir réducteur des ions Fe*est évalué par le test FRAP, qui est largement applicable aussi bien sur les

plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux [19].

Le pourcentage de chélation des ions Fe’" exercé par l'acide ascorbique est égal a 43,22%. Ce dernier est dix fois plus
important, que celui de la quercetine n'ayant exprimé que 4,98% (tableau 4).

Les résultats obtenus montrent que |'extrait éthanolique de M nivellei présente le meilleur pouvoir chélateur estimé a
64,8577%, largement supérieur a celui exprimé par |’extrait aqueux et I’extrait méthanolique ainsi qu'a celui des controles
positifs (Cp).

D'apres les travaux de Gardeli et al. [18], I'extrait méthanolique de M communis L. exerce un important effet chélateur en
pourcentage de réduction des ions Fe’'estimé entre 63,410,4 et 70,2+2,3 mmol Fe2+/|, il a aussi confirmé qu'il varie
significativement selon les saisons.

Les variations de l'activité réductrice des radicaux libres, sont, en général, directement liées aux taux des composés
phénoliques présents dans la plante récoltée [20].

Table 4. Effet réducteur des extraits de M nivellei Batt et Trab.

Controles positifs (Cp)
Acide ascorbique | Quercetine
% FRAP 43,22 4,98 64,8577 3.309 35.1422

Extrait EtOH | Extrait MeOH | Extrait aqueux

., , . , . 3 . . N
La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe’*/complexe ferricyanide a la forme
., 2 N . . . . ey 2
ferreux. Par conséquent, le Fe** peut étre évalué en mesurant et en surveillant 'laugmentation de la densité de la couleur
bleu dans le milieu réactionnel a 700nm [21].

En d’autre terme, le complexe réactionnel FeCl;/Ks;Fe(CN)e facilite la détermination "semi-quantitaive" de la
concentration des composés phénoliques qui participent a la réaction rédox [22]

On suggere que Le pouvoir réducteur des extraits de 'espece Myrtus nivellei Batt et Trab. est probablement da a la
présence de groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui jouent le réle de donneurs d’électrons. Par
conséquent, on peut les qualifier comme des réducteurs et inactivateurs des radicaux libres. Plusieurs travaux ont également
montré que le pouvoir réducteur d’'un composé peut étre considéré comme un indicateur de son potentiel effet anti-oxydant
[23, 24]

4 CONCLUSION

L'étude de I'activité anti-oxydante des extraits issus de |'espéce Myrtus nivellei Batt et Trab. selon la méthode de la
réduction du fer et celle du piégeage du radical libre DPPH a montré que les extraits éthanolique, méthanolique et aqueux
possedent une activité anti-oxydante intéressante. Ces extraits pourraient ainsi constituer une alternative a certains additifs
de synthése, bien que cette activité reste, néanmoins, nettement inférieure a celle exprimée par 'acide ascorbique.

Cependant, ces extraits sont constitués d’'un mélange de plusieurs composés de nature chimique différente. Il est ainsi
trés probable qu’ils contiennent des molécules susceptibles d’avoir des propriétés anti-oxydantes similaires a celle de la
I'acide ascorbique, ce qui ouvre de larges perspectives pour établir des études plus approfondies afin de les isoler et les
identifier.
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