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Abstract



Stipa tenacissima L. commonly called Halfa is a plant belonging to the Poaceae
family. It is widespread in the western Mediterranean basin.

This work aimed to evaluate the biological activity of the ethanolic extracts of the
aerial parts of the plant (leaves, stems-leaf sheath) throughout the determination of the
antioxidant and antimicrobial activities.

The antioxidant activity was evaluated through the determination of DPPH radicals
scavenging capacity of the extract. The antimicrobial activity was evaluated using the agar
well diffusion method.

Results showed that S. tenacissima ethanolic extracts have the ability to scavenge
DPPH radicals demonstrating their antioxidant power. However, no inhibition was noted

on the tested bacterial and fungal strains with the different concentrations tested.

Key words: Stipa tneacissima L.; antioxidant activity; antibacterial and antifungal activity.

Résumé



Stipa tenacissima L. appelée communément Halfa est une plante de la famille des
poacées, répandue dans 1’ Afrique du Nord.
Le but de ce travail était d’évaluer I’activité antimicrobienne et antioxydante des
extraits éthanoliques des feuilles et de I’ensemble tiges et gaines de cette plante steppique.
Il ressort de I’étude de I’activité antioxydante, évaluée par la méthode de DPPH que
les extraits de Stipa tenacissima L. possedent des capacités importantes a ceder des atomes
d’hydrogéne pour agir comme antioxydants puissant. Cette plante a une capacité
d’inhibition des radicaux DPPH intéressante, en outre, I’extrait des tiges avec gaine a
montré un effet 1égeérement supérieur a celui des feuilles en terme d’CIS0 (0.22 mg/ ml et
0.46 mg/ ml respectivement). Concernant 1’activité antimicrobienne, aucune inhibition des
souches bactériennes et fongiques testées n’a été constatée chez les deux extraits de S.

tenacissima L.

Mots clés : Stipa tenacissima L.; métabolites secondaires ; activité antioxydante ;

activité antibactérienne ; extraits éthanoliques.
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Introduction

Introduction

De nos jours I’apparition des souches de micro-organismes antibiorésistants et
I’émergence des infections non communes qui compromettent les traitements a 1’aide des
médicaments existants. A cOté des infections microbiennes, les radicaux libres sont
impliqués dans 1’étiologie d’un grand nombre de pathologies qui sont maintenant
considérées comme 1’un des problémes majeurs de santé publique.

Le retour a la nature s'impose alors. Ainsi la population commencent a avoir
beaucoup d’intérét sur les plantes comme une source potentielle de molécules naturelles
bioactives. Elles font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative
pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection des aliments contre
’oxydation.

L’ Algérie, par sa surprenante richesse en biodiversité (faune et flore) renferme de
nombreuses especes. On y dénombre plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques. Ces plantes, avec plus de 15 % sont endémiques (Hanifi 1991) ne
sont que peu explorées c’est pourquoi il est envisageable de s’orienter vers elles pour
évaluer I’activité biologiques.

Dans le cadre de notre étude nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’effet anti
microbienne et antioxydante de Stipa tenacissima L « Alfa » qui est une herbe vivace
typiguement méditerranéenne appartenant a la sous-région écologico-floristique ibéro-
maghrébine, qui fait partie intégrante de la région méditerranéo-steppique s'étendant de la
moyenne vallée de I'Ebre jusqu'a celle de I'lndus (Le Houérou 1990). Par ailleurs, c'est
I'une des espéces xerophiles qui caractérise le mieux les milieux arides méditerranéens a
I'exclusion des secteurs désertiques. Sa terre d'élection est I'Afriqgue du Nord, et tout
particulierement les hauts plateaux de I'Algeérie et du Maroc.

L’objectif principal de cette étude est la valorisation d’une plante qui occupe une
large aire de répartition en Algérie et d'évaluer ses activités antimicrobienne et anti

oxydante.
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I. Présentation générale de la plante Stipa tenacissima L.

Stipa tenacissima L. ou I’Alfa est une herbe vivace typiqguement méditerranéenne,
elle pousse en touffes d’environ 1m a 1m20 de haut formant ainsi de vastes nappes. Elle
pousse spontanément notamment dans les milieux arides et semi arides, elle délimite le

désert ; 1a ou I’ Alfa s’arréte le désert commence (Giménez, 1971).

Figure 1. Touffe de S. tenacissima L (Moulay.A).

1. Etude botanique de la plante

L’alfa comprend une partie souterraine et une autre aérienne. La partie
souterraine, appelée Rhizome, formée d’un réseau complexe de racines trés ramifiées de 2
mm de diamétre environ et profondes de 30 a 50 cm, qui se terminent par les jeunes
pousses. La partie aérienne est constituée de plusieurs branches portant des gaines
emboitées les unes dans les autres, surmontées de limbes longs de 30 a 120 cm. La
face inférieure des limbes est l1égérement brillante, la face supérieure porte de fortes
nervures. L’une et 1’autre sont recouvertes d’une cire isolante qui permet a la plante de
résister a la sécheresse (Benchrik, 2002).

La tige est creuse et cylindrique, et régulierement interrompue au niveau du nceud

par des enchevétrements des faisceaux. Au méme niveau, se trouvent des bourgeons qui
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donneront naissance soit a un entre-nceud, soit a une tige, ou reste sous la forme d’une
réserve qui entrera en activité lorsque la souche sera épuisée. Les feuilles sont
cylindriques, trés tenaces, longues de 50 a 60 centimétres. La fleur est protégée par
deux glumes de longueur égale. La glumelle supérieure semble partiellement séparée en 2
parties et la glumelle inférieure est plus fine. Généralement, les fleurs apparaissent vers
la find’Avril début Mai et sont de couleur verte. Le fruit est un caryopse (une sorte
de grain) qui mesure 5 a 6 mm de longueur. Sa partie supérieure est brune et porte
souvent des traces des séchées. La floraison a lieu a partir de la fin du printemps et
durant tout I’été. Cette espeéce est hermaphrodite (Nedjraoui, 1990).

En raison de I’importance de cette plante dans le maintien de 1’équilibre de
I’écosystéme et de son intérét économique, nous jugeons nécessaire de rappeler les

principales caractéristiques de I’espece.
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Figure 2. Différentes parties de Stipa tenacissima L. (Hellal, 1991).

2. Nomenclature et classification
Nom vulgaire : L’alfa, Halfa en espagnole Esparto
Nom scientifique : Stipa tenacissima L.
Nom arabe : Halfa (slisll)
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Classification : (USDA)

Regne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Super Division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida
Ordre : Poales
Famille : Poaceae
Genre : Stipa L.

Espéce:  Stipa tenacissima L.

3. Répartition géographique

Stipa tenacissima L. est une herbe vivace typiquement méditerranéenne appartenant
a la sous-région écologico-floristique ibéro-maghrébine, qui fait partie intégrante de la
région méditerranéo-steppique s'étendant de la moyenne vallée de I'Ebre jusqu'a celle de
I'Indus. (Houérou, 1990). Par ailleurs, c'est lI'une des especes xérophiles qui caractérise les
milieux arides méditerranéens a I'exclusion des secteurs désertiques. Sa terre d'élection est
I'Afrique du Nord, et tout particulierement les Hauts Plateaux du Maroc et de I'Algérie.
Cette espece est présente en Espagne orientale et méridionale, au Portugal méridional, aux
Baléares, et elle s'étend vers I'Est jusqu'en Egypte.

En Algérie, Stipa tenacissima L est abondante dans la région oranaise, depuis le
littoral jusqu’aux monts des Ksours, sur les hauts plateaux de la région de Ksar Chellala,
Djelfa, autour de Bou Saada, jusqu’aux montagnes d’Ouled Nail et autour de Laghouat. A
I’Est, elle se répartit surtout dans les régions ouest et sud de Sétif, les Bibans, Boutaleb et
Maadid. Elle couvre également une partie importante des versants de montagnes du massif
des Aures (Boudy, 1948 ; Ozenda, 1954).
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4. Ecologie de Stipa tenacissima L.
4.1. Facteurs climatiques

Cette espéce possede une amplitude écologique trés vaste qui lui permet de
s’étendre depuis les dunes littorales jusqu’a des altitudes de 2400 m, elle est xérophile.
Stipa tenacissima L. est beaucoup plus rare dans les eétages subhumides et surtout humides,
dans lesquels on ne la rencontre qu'a la faveur de conditions édaphiques et méso-
climatiques favorables.

S. tenacissima L. résiste a —15 °C. Au-dessous de 1 a 3°C, la plante se met en état
de vie latente, I’optimum de développement pour elle se situe entre 19 a 25 °C de
température moyenne annuelle (Boudy, 1950).

Les steppes a S. tenacissima L. dominants se rencontrent dans les zones la ou les
précipitations annuelles varient entre 450 et 1300 mm (Djebaili, 1984).

Selon Boudy (1952), S. tenacissima L. est surtout abondant entre 200 et 400 mm de
tranche pluviométrique, mais peut vivre la ou cette tranche s’abaisse a 150 mm.

4.2. Facteurs édaphiques

S. tenacissima L. se développe sur des sols le plus souvent a substrat calcaire
(Maghreb) ou marno-calcaire (Espagne) et en général bien drainés.

Selon Kaabech (1990), S. tenacissima L. se développe sur des sols squelettiques
secs a texture limono-sableuse.

S. tenacissima L. fuit les sols lourds ou I’argile dépasse 12 a 15 % des éléments, Si
le drainage est mal assuré (Marion, 1956).

S. tenacissima L. fuit aussi Les eaux stagnantes, peu d’argile recouverte de
pierrailles calcaires sur un substrat sableux, et avec pH compris entre 7 a 8,5, les terrains
salés ne conviennent pas a S. tenacissima L (Khelil, 1991).

Les steppes de S. tenacissima L se trouvent dans de nombreux types de conditions
édaphiques. Elles se développent sur des sols marneux, calcaires ou gypseux, et
généralement sur des sols peu profonds (Cortina, et al.2012).

5. Intéréts de Stipa tenacissima L.
5.1. Intéréts économiques
L’alfa est tres recherché pour la fabrication des tapis des cordes des maltes et
surtout du papier de haute qualité (Harche, 1978), I’exploitation de cette plante devrait étre

rationnelle au risque de la voir disparaitre un jour. L’alfa est une plante rustique, peut
5
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exigeante en eau et en sol, bien adaptée a la sécheresse, et qui présente d’énormes
possibilités d’exploitation.
e Sur le plan artisanal
Elle est tres utilisée dans la confection de vannerie, de nattes, de tapis et de chaussures
(Boudy, 1952).
e Sur le plan industriel
Le meilleur débouché demeure la fabrication de la pate a papier en effet les
recherches effectuées sur le systéeme foliaire de cette poacée ont montré que la plante
dispose d'un potentiel important en élément fibreux, notamment en cellulose (40 a 50%),
qui est la matiere premiére de l'industrie papetiére. (Paiva et al. 2007),
5.2. Intéréts zootechniques
L’alfa présente une faible valeur fourragere de 0,3 a 0,5 UF/Kg MS, cependant, les
inflorescences sont tres appétées et recherchées par le bétail surtout en période de
disette(0,7UF/Kg MS). (Harche, 1978)La productivité pastorale moyenne de ce type de
steppe varie de 60 a 150 UF/ha selon le recouvrement et le cortege floristique (Aidoud et
Nedjraoui, 1992)
5.3. Intéréts médicinaux
L’alfa pourrait servir a la fabrication des composes utilisés dans les industries
alimentaires Pharmaceutiques tel que de xylose, c’est 1’équivalent du saccharose et qui
conviendrait fort bien au diabétique car son métabolisme ne nécessite pas I’insuline.
5.4. Intéréts écologiques
De par sa physionomie dominante sur les hautes plaines, I'alfa joue un réle important dans
la lutte contre I'érosion et le ravinement des sols. (Trabut, 1889) La touffe d’alfa intervient,
a travers sa forme, dans la rétention a sa base, des fines particules de sols, transportées par
le vent et qui s'y déposent en surélevant le substratum (Le Houérou 1969), les fines
particules ainsi piégées, ajoutées a la litiere des feuilles d'alfa, constituent une niche
écologique, qui attire une faune tres variée de prédateurs polyphages et d'insectes
détriphages (Khelil, 1984).
Des microorganismes cellulolytiques (Khelil, 1984). Elle joue un réle dans la
protection du sol et dans la biodiversité, elle peut servir d’abri pour les plantes annuelles
dont les graines peuvent germer a son ombre, ce qui améliorent ainsi la qualité pastorale

des parcours. (Greco, 1966 ; Bourahla et Guittoneau, 1978). Les brins morts sont utilisés
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comme paillage, contre la désertification, et aussi pour constituer un milieu forestier
(Bourahla et Ghittoneau, 1978).

1. Métabolites secondaires

1. Les metabolites secondaires

Contrairement aux glucides, aux protéines, aux acides nucléiques et aux lipides, les
métabolites secondaires ne sont pas essentiels a la croissance et au développement de base
des plantes, mais ils jouent un role important dans la survie et la propagation des plantes
qui les produisent (Murray,2008).Beaucoup fonctionnent parmi eux comme signaux
chimiques permettant a la plante de répondre aux contraintes de 1’environnement. D’autre
interviennent contre les herbivores et contre les maladies (Raven et al., 2014).

Les métabolites secondaires sont surtout illustrés en thérapeutique. La pharmacie
utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche
trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles (Mohammedi, 2006).

2. Différentes classes des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires comportant : Les composés phénoliques, les terpénes et les
alcaloides.

2.1. Composés phénoliques

Les composes phénoliques produits principalement a partir les acides aminées
phénylalanines et tyrosines, sont un groupe de nombreux composés carbonés cyclique dont
la structure ne contient pas d’azote (Murray, 2008).

Elles sont présentes dans presque toutes les plantes, elles s’accumulent dans toutes
les parties de I’organisme (racines, tiges, feuilles, fleurs) (Raven et al. 2014).

Parmi ces composes :

Les flavonoides.

Les anthocyanidines.
Les tanins.

Les coumarines.

Les lignines.

Les stilbénes.

Les phénylpropanoides (Benkhadimalleh et Kismoun 2014).



Synthése bibliographique

2.2. Composés azoteés

Les composés azotés comprennent les alcaloides, les glycosides et de 1’acide
byanhydrique (Murray, 2008).

Parmi ces composes :
2.3. Terpenoides

IIs excitent chez toutes les plantes et représentent de loin la plus vaste catégorie de
métabolites secondaires, avec plus de 22000 composés décrits (Raven et al 2014).
Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte.

I11. Activité antioxydante et antimicrobienne.

3. Activité antioxydante

Dans une molécule, tous les électrons sont appariés et que les doublets ainsi formés
assurent la liaison les atomes, donc 1’ossature de la molécule. Bien évidemment, il existe
des contre-exemples ; la molécule de dioxygene en est un, avec ses deux eélectrons
célibataires ; ¢’est un di-radical.

Par définition, un radical libre est un composé possédant un électron célibataire
(Chantalhouée et al. 2005).
3.1. Processus d’oxydation

L’oxydation est un processus biochimique par lequel le corps produit des radicaux
libres responsables de réactions en chaine d’attaque et de destruction des molécules
biologiques. Les mécanismes d’oxydation des composés insaturés sont souvent des
réactions radicalaires avec I’oxygene moléculaire et se déroulent en 3 phases :

- La phase de déclenchement : ou se forme un radical libre. L’arrachement des

protons est facilité par la chaleur, les rayonnements ou des catalyseurs.

- La phase de propagation : ou I’oxygene fixé donne un radical peroxyde qui
réagit avec une autre molécule et conduit & un néo-radical libre et un hydro-peroxyde.

- La phase de terminaison : ou se recombinent différents radicaux formés

(Marcet al., 2004).
3.2. Stress oxydatif

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des espéces réactives
d’oxygeéne et la capacité des corps a neutraliser et a réparer le dommage oxydatif
(Halmi, 2015).
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Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un
déséquilibre entre la production des radicaux libres et la destruction par des systémes de

défenses anti-oxydantes donc c’est un déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydant
(Aliouat et Boulkelia 2012).
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Figure3. Facteurs intervenants dans le stress oxydatif (Koechlin, 2006).

3.3. Antioxydants
Les antioxydants sont des molécules qui peuvent réduire les radicaux libres
(Thomas, 2010) par leur transformation en molécules stables et non réactives (Koechlin,
2006). Elles sont bénéfiques a la santé en neutralisant les dommages cellulaires causés par
les espéces réactives de 1’oxygene (radicaux libres) (Benbrook, 2005).
3.3.1. Sources d’antioxydants
L’organisme possede des systémes de défense tres efficaces répartis en deux types :
- Antioxydants enzymatiques: synthétisés par 1’organisme.
- Antioxydants non enzymatiques : sont des piégeurs de radicaux libres dont la

plus part sont apportés par I’alimentation on cite les antioxydants du régne végétal
(Koechlin, 2006).
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4. Activité antimicrobienne

4.1. Infections microbiennes

Les maladies infectieuses représentent 1’une des causes majeures de mortalité dans
le monde ; ce sont des affections provoquées par des microorganismes pathogénes telles
que les bactéries, les virus, les parasites ou les champignons et touchent des millions de
personnes dans le monde (Alwash et al. 2013), I’apparition de souches résistantes aux
antibiotiques usuels, I’émergence d’un pouvoir pathogeéne chez des souches habituellement
saprophytes de notre environnement et les immunodépressions causées par 1’infection a
VIH sont les principaux facteurs de la forte recrudescence de ces maladies (Bagre et al.
2007).

4.2. Antibiotiques

Il existe plus de 22 500 composés actifs biologiqguement obtenus a partir des
microorganismes, 45% proviennent des actinomycétes, 38% des champignons et 17%
d'autres bactéries. Environ 5 000antibiotiques ont été identifiés a partir des cultures de
bactéries & Gram négatif, & Gram positif et les champignons filamenteux (Gebreyohannes
et al. 2013).

4. 2.1. Résistance microbienne aux antibiotiques

Elle est définie comme une résistance d'un micro-organisme a un médicament
antimicrobien auquel il était précédemment sensible (Alwash et al. 2013). Cette résistance
provient de I’utilisation intensive d'antibiotiques & des fins humaines, véterinaires et
agricoles, causant leur libération continue dans I'environnement et I'évolution des genes
résistants (Rizzo et al. 2013). Les maladies d’immunosuppression peuvent causer aussi le
développement de cette résistance (Sivananthan, 2013).

Les bactéries peuvent développer une résistance aux antibiotiques a travers
plusieurs mécanismes, notamment, la modification ou 1’élimination des sites de liaison des
agents antibactériens, la régulation de la production des enzymes qui peuvent désactiver
I'agent antimicrobien, le réglage ou la modification des canaux membranaires par
lesquelles 1’antibiotique traverse les cellules (Tenover, 2006), le changement de la
perméabilité cellulaire et le transfert horizontal de genes de résistance (Rodriguez et al.
2013).
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PARTIE EXPERIMENTALE

1. Objectif

L’objectif de ce travail consiste principalement a [I’évaluation de 1’activité
antimicrobienne et antioxydante des extraits éthanoliques des différentes parties aériennes
de Stipa tenacissima L .

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel biologique
2.1.1. Matériel végétal

La collecte de la partie aérienne de S. tenacissima a été effectuée au mois d’avril

2019 dans la région de Dijelfa (Fig. 4). Les différentes parties aériennes (feuilles,

panicules, tiges et gaines) sont separées, elles sont séchées a I’ombre dans une chambre

aérée pendant 10 a 15 jours.

Figure 4. Parties aériennes de S. tenacissima L (a: fleurs, b:panicules, c:tiges et

gaines).

Le matériel végétal, une fois séché est réduit en poudre avec un broyeur électrique

(Fig. 5), puis stocké dans des bocaux en verre a I’abri de la lumiére.

e ,’-1'1_;
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" K 4 Filh :h“ ‘ 1\
i ] I !ﬂ&!iﬂ!&!&!ii‘\\{é

Figure 5. Les broyats (a: des tiges/gaines, b: des feuilles).
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2.1.2. Microorganismes
Six souches microbiennes fréquemment rencontrées dans les infections communes
ont été utilisées lors de cette étude. Il s’agit de souches de collection internationale ATCC
(American Type Culture Collection) fournies gracieusement par les laboratoires du CHU
Mustapha Pacha d’Alger excepté Candida albicans ainsi que Aspergillus niger qui ont été
isolés au laboratoire. Une observation au microscope, apres des colorations simples pour
les champignons et de Gram pour les bactéries ont été effectuees afin de vérifier la pureté
des souches.
a. Bactéries a Gram positif
e Staphylococcus aureus
C’est un organisme a Gram positif, agent pathogéne opportuniste et colonisateur
fréquent de I’épithélium. Provoque des inflammations sévéres et septicémies (Grema et al.,

2015).

e Bacillus cereus

C’est une bactérie sporulée, aéro-anaérobie facultative et thermorésistante ; les
températures de croissance de cette bactérie peuvent varier de 5 & 50 °C. Ces
caractéristiques lui conférent une résistance particuliére a 1’action de bactéricides, aux
désinfectants, aux radiations, a la dessiccation et au cycle du froid.

Bacillus cereus peut produire deux types de toxines, une toxine émétique préformée
dans les aliments et résistante a une large gamme de températures et de pH, et des toxines
diarrhéiques produites pendant la croissance dans l’intestin gréle aprés ingestion de

cellules végétatives ou de spores en quantité suffisante (Cadel et al., 2006).

e Bacillus subtilis

Bactérie ubiquitaire a Gram positif, catalase positive, aérobie pouvant se
développer en anaérobiose, mobile par des flagelles peritriches, formant des spores trés
résistantes dont 1’élimination efficace nécessite des conditions particuliéres.
Malgré le fait qu’il s’agisse d’une bactérie a faible potentiel pathogene, elle peut donner
lieu a de redoutables infections dans certains cas ou encore étre a l’origine d’une
intoxication alimentaire d’ou I’importance de 1’application des recommandations en
matiere d’hygiéne et stérilisation afin d’éviter ces risques.
C’est une bactérie modele trés étudiée dont le génome, entiérement séquencé, est
facilement transformable au laboratoire.

Les applications de -B. subtilis concernent plusieurs domaines notamment le domaine

12
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médical, agro-alimentaire et écologique. Elle occupe également une place importante dans
I’industrie des détergents et du tannage (Bouihairi, 2017).
b. Bactéries a Gram négatif

e Escherichia coli

C’est un bacille Gram négatif assez typique, mesurant 1 um de long par 0,35um de
largeur. C’est un aérobie facultatif le plus courant dans I’intestin inferieur des mammiferes
peut étre pathogéne en provoquant de graves maladies : les entérohémorragies et les
péritonites (Blount, 2015).
¢. Champignons

- Levures
e Candida albicans

C’est un champignon opportuniste le plus fréquemment isolé de I'homme, c’est un
membre de la classe des Saccharomycetes. Il existe a I’état saprophyte habituellement dans
les épithéliums muqueux des mammiféres en particulier sur les muqueuses digestives et
génitales.

Le passage de la levure a un stade pathogéne est favorisé par un certain nombre de
conditions comme le changement dans les facteurs écologiques tels que [l'utilisation
d'antibiotiques a large spectre ou des médicaments immunosuppresseurs (Méar et al.,
2013).

- Moisissures
* Aspergillus niger

C’est un champignon filamenteux haploide qui est utilisé pour la gestion des
déchets et des biotransformations en plus de ses utilisations industrielles, telles que la
production d'acide citrique et d'enzymes extracellulaires.

On le trouve le plus souvent dans la végétation, le sol ou les plantes en
décomposition, mais on ne peut le considérer comme particulierement dangereux par
rapport a Aspergillus fumigatus, I'agent pathogene le plus répandu dans l'air. Aspergillus
niger, la moisissure la plus abondante trouvée dans l'environnement, a également été la

source de plusieurs composés bioactifs et d'enzymes industrielles (Schuster et al. 2002).
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3. Méthodologie
3.1. Protocole expérimentale

Les étapes suivies dans 1’évaluation des activités biologiques (Fig. 6) :

[ Récolte de Stipa tenacissima L. ]
¥
[ Séparation des parties aeriennes (feuilles, tiges avec gaines) ]
4
[ Séchage a I’abri de la lumiére ]
v
[ Broyage ]
¥
[ Feuilles ] [ Tiges et Gaines ]
¥ \
[ Préparation des extraits éthanoliques
v v
[ Filtration+ Evaporation ]
¥

[ Evaluation de I’activité biologique ]

T

[ Activité antimicrobienne [ Activité antioxydante
[ Bacteéries ] [Champignons [ Test DPPH ]

'
/Gram positif \ /I_evu re \

Staphylococcus aureus Candida albicans
Bacillus subtilis Moisissure
Bacillus cereus Aspergillus niger

Gram négatif

kEscherichia coli / K /

Figure 6. Protocole expérimental.
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3.2. Préparation des extraits éthanoliques

50g de mateériel végétal broyé séparément de feuilles et du mélange tiges et gaines
sont macérés dans 500 ml d’éthanol aqueux (70 %) et soumis a une agitation continue
durant 24 heures. Les solutions obtenues sont filtrées. Les filtrats récupérés sont mis a
I’étuve a 40°C pour permettre I’évaporation de 1’éthanol. Les extraits secs ainsi obtenue
sont conservé a 4°C a I’abri de la lumiére.

3.3. Détermination du rendement en extraits éthanoliques

Le rendement en extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait brut sec et la masse du matériel végétal broyé a traiter. Il est calculé selon la
formule suivante : R= (M1/M2) x100

R : Rendement en extrait brut sec exprimé en %.

M1 : Masse en grammes de I'extrait brut sec.

M2 : Masse en grammes du matériel végétal broyé a traiter.

3.4. Détermination de P’activité antibactérienne

Les activités antibactériennes des composes nouvellement synthétisés ont été
évaluées par la méthode de diffusion en gélose a partir des puits. Dans cette méthode,
on réalise des puits dans la gélose Mueller Hinton avec la partie inférieure de la pipette
Pasteur d’environ 6 mm de diamétre. Puis on fait un ensemencement de la gélose par
étalement a I’aide d’un écouvillon a partir des suspensions microbiennes préalablement
préparées et standardisées a 0.5 Mc Farland (10° cellules/ ml).

On remplit les puits avec les différentes concentrations des extraits éthanoliques
de S. tenacissima L. préalablement dilués dans du DMSO (70 %).

Les boites sont ensuite incubées pendant 24 h a 37 °C. La lecture des résultats
est faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition en millimétre (Ela et coll.,
1996).

3.5. Détermination de P’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de la capacité
antioxydante, on cite : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou
ABTS (2,2-azinobis 3 ethylbenzothyazoline 6-sulphonate), DPPH+ (2,2- diphényl-1
picrylhydrazyl) ...etc (Georgieva et al., 2010).
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4.1. Méthode du DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphenylf
picrylhydrazyle) fiit ’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Popovici et al., 2009).

4.1.1. Principe

La réduction du radical libre DPPH (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectromeétrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance provoquée par les antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux libres,
le DPPH passe d’une coloration violette a une coloration jaune (Prior et al., 2005).

4.2. Mode opératoire

2.5 ml de solution méthalonique de DPPH est ajouté a 0.5 ml de la solution
d’extraits de différentes concentrations, le mélange est vigoureusement agité. Puis les tubes
sont placés a ’obscurité, a la température ambiante pendant 30 minutes. Pour chaque
concentration, le test est répété 3 fois. La lecture est effectuée par la mesure de
I’absorbance a 517 nm par un spectrophotometre.

Les résultats sont exprimés en pourcentages d’inhibition selon la formule suivante :
L’évaluation de I’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (%) est calculée de
la maniere suivante :

Inhibition %= [(Abs contrdle — Abs échantillon t) / Abs contréle] x 100
Ou:

Abs contrdle : absorbance du contrdle (solution de DPPH sans échantillon)

Abs échantillon : absorbance de 1’échantillon
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Résultats

1. Rendement en extraits éthanoliques de S. tenacissima

Les rendements obtenus a partir des extraits de feuilles et de tiges-gaines de S.

tenacissima L. sont de 10.19% et 7.94% respectivement.

2. Evaluation de P’activité antimicrobienne

Les deux extraits éthanoliques de S. tenacissima L. n’ont présentés aucun effet

sur toutes les souches testées par les différentes concentrations (Tableau. 1).

Tableau 1. Résultats de 1’activité antimicrobienne des extraits de S. tenacissima L. avec

différentes concentrations.

concentration

Résultat

0.25mg/ml

zone d’inhibition

0.5 mg/ml

Négative

1g/ml

Négative

Négative
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3. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante reflétée par la reduction des radicaux libres DPPH est

exprimée en concentration inhibant 50% des radicaux (CI50) ainsi qu’en mg

équivalente d’acide ascorbique (Tableau. 2) (Fig. 7).

Tableau 2. CI50 des différents extraits (feuilles, tiges avec gaines).

Produits

Acide ascorbique

Extrait des feuilles

Extrait de tiges et gaines

CI 50 (mg/ ml)

0.0017

0.46

0.22

MgEgAA/ g d'extrait

4,5

3,5

2,5

N

1,5

-

0,5

Feuilles

Tiges + gaines

Figure 7. Activité antiradicalaire des extraits éthanoliques de S. tenacissima L.
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Discussion

Discussion

Ce travail a eu pour objectif I’évaluation de [D’activité antimicrobienne et
antioxydante des extraits éthanoliques des feuilles et des tiges-gaines de Stipa
tenacissima L.

La préparation des extraits éthanoliques s’est faite par la technique de macération
a température ambiante avec de 1’éthanol dilu¢ a 70 %.Le rendement en extrait des
feuilles était lIégérement élevé par rapport a celui des tiges-gaines. Ce résultat est lié a la
nature du solvant ainsi qu'a la méthode d'extraction utilisée.

D’une maniére générale, les rendements des extraits secs varient en fonction de la
plante et la partie utilisée ainsi que des paramétres de 1’extraction : la température, la
nature du solvant d’extraction (polaire ou non polaire), la taille des particules et le
coefficient de diffusion du solvant (Smith et al. 2005 ; Majhenic et al. 2007 ; Garcia
Salas et al. 2010).

L’utilisation des solvants organiques permet de séparer les composés de 1’extrait
brut a partir des plantes selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. La
macération a température ambiante permet d’extraire le maximum de composés et de
prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées
utilisées dans d’autres méthodes d’extraction .

Dans la présente étude, il apparait que les extraits de Stipa tenacissima L.
possedent des capacités importantes a céder des atomes d’hydrogéne pour agir comme
antioxydants puissants. En effet, les résultats ont montré que les extraits éthanoliques des
feuilles et des tiges+gaines de cette plante avaient une capacité d’inhibition des radicaux
DPPH intéressante cependant I’extrait des tiges + gaine & montré un effet légérement
supérieur a celui des feuilles en terme d’IC50 (0.22 mg/ ml et 0.46 mg/ ml
respectivement).

L’efficacit¢ d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des
radicaux libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine et prévenir le stress
oxydatif (Molyneux 2004). L’activité antioxydante des extraits de plantes est liée a la
présence de métabolites secondaires et d’autres molécules bioactives telles que les fibres

alimentaires, les micronutriments et d’autres substances phytochimiques (Capasso 2013).
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Des études réalisées sur S. tenacissima L. ont montré une composition riche en cellulose
(Khaled et al. 2019) et en fibres (Dallel, 2012) ainsi que la présence des acides gras
insatures tels que acide linoléique, acide linoléniqueet acide 13-octadécénoique et acide
gras saturés comme acide laurique, acide myristique ,acide palmitique et acide
stéarique(Mehdadi et al.,2006). Des études ont montré que la cellulose possede une
activité antioxydante non négligeable (Sediri, 2017).

Concernant 1’activité antimicrobienne, les résultats ont montré aucune inhibition des
souches bactériennes et fongiques testées par les deux extraits de S. tenacissima L. Cette
absence d’activité antibactérienne et antifongique pourrait s’expliquer par le fait que les
souches testées aient développé des mécanismes de résistance aux molécules présentes
dans I’extrait.

Parmi ces mécanismes la capacité de C. albicans a changer de phénotype « switch
phénotypique». Effectivement, de nombreux travaux ont révélé que la variabilité
phénotypique pourrait étre une stratégie mise en place par certains micro-organismes
pour échapper aux mécanismes immunitaires de 1’hote (Millon et al. 2002).

I1 est également possible que le solvant utilisé lors de 1’extraction, soit a 1’origine
de I’absence d’activité¢ de I’extrait de la plante. Indubitablement, le solvant utilisé n’a
peut-étre pas pu retenir les molécules recherchées a cause de sa polarité. Les travaux de
Traoré et al. (2012), sur I’activité antifongique et antibactérienne des feuilles
d’Annonasenegalensis ont suggéré que 1’éthanol était un meilleur solvant que 1’eau.
Tandis que, ceux de Bagre et al. (2006), sur 1’évaluation et I’amélioration in vitro de
’activité antifongique de Morindamorindoi des ont montré que 1’acétate d’éthyle était
meilleur solvant que I’eau et 1'éthanol.

En outre, ’activité des principes actifs serait liée aux conditions de séchage et de
broyage de la plante (Moussaid et al. 2012) et dépend également de plusieurs facteurs
dont le mode d’extraction et la concentration en principes actifs (Wagner1993 ; Thangara
al. 2000). 11 a été montré que le solvant utilisé dans I’extraction affecte considérablement
’activité antimicrobienne (Adejareet al. 2013).

Le mode d’action des extraits dépend du type de microorganismes, du type
d’extrait et de sa concentration. En général, les bactéries a Gram négatif sont plus
résistantes que les bactéries a Gram positif et ce grace a la structure de leur membrane
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externe (Pool, 2001). Les bactéries a Gram négatif sont dotées d’une couche de
peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et 1’assise externe composée de
lipo-polysaccharides et de protéines et constituerait ainsi une barriére imperméable aux
substances susceptibles d'entrer et d'empécher la croissance des bactéries & Gram positif.
Pour ces derniéres, la couche de peptidoglycane se situe a I’extérieur et leur permet,
donc, d’étre plus disponibles a entrer en contact avec les composés actifs (Chao et
al.2000 ; Raven et al. 2000).

La variabilité d’efficacité des extraits végétaux peut dépendre, également, de leur
composition chimique. Elle peut étre liée a la polarité des substances bioactives; les
composés les moins polaires n’ayant, par exemple, pas de groupement hydroxyles OH
sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux portant des groupements
hydroxyles (Chabot et al.1992). L’effet d’un extrait est aussi probablement di a la
synergie entre de nombreux composants qui, lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs

individuellement (Sarker et al. 2005).
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Conclusion et perspectives

La présente étude avait comme objectif I’évaluation de 1’activité antimicrobienne
et antioxydante des extraits éthanoliques des parties aériennes d’une poaceae qui occupe
une aire de répartition trés importante et qui a suscité 1’intérét des biologistes et des
¢écologiste, il s’agit de 1’alfa Stipa tenacissima L. Etant une plante peu étudiée par
rapport a ses propriétés biologiques, ce travail se veut une modeste contribution visant a

une meilleure connaissance de cette espéce végétale pour une éventuelle valorisation.

A T’issue de cette ¢tude, on a pu démontrer 1’effet antioxydant de cette plante par
rapport a sa capacité de piéger les radicaux libres. Cependant, aucune activité
antimicrobienne n’a pu étre constatée sur les souches testées a savoir : S. aureus, B.
subtis, B. cereus, E. coli, C. albicans et A. niger.

Ces résultats quoique préliminaires montrent le potentiel thérapeutique de cette
plante de part sa capacité antioxydante. Les deux tests complémentaires qui ont été
adoptés pour mesurer le pouvoir anti radicalaire et réducteur des extraits éthanoliques des
parties aériennes révelent la présence d’un important potentiel antioxydant, (IC50 = 0.46

pour ’extrait des feuilles et [C50 = 0.22 pour I’extrait tiges et gaines).

D’autres essais sont recommandés afin de déterminer ’activité antimicrobienne
sur d’autres souches microbiennes vu son importance puis que les parties aériennes de
cette plantes sont trés utilisées par la population locale pour la vannerie utilitaire que
décorative, comme la fabrication d’ustensiles de cuisine (plats et dessous de verres, ronds
de serviette, plateaux, couscoussier, coquetiers, coffrets pour dattes). Comme il est
préconisé d’utiliser d’autres solvants et tester leurs extraits sur ces mémes souches et

d’autres souches.

De plus, des études phytochimiques complémentaires sont nécessaires afin de
déterminer avec exactitude la composition chimique de cette plante et les molécules

bioactives qui lui conférent ces propriétes.
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Comme il est conseillé d’utiliser uniquement la partie aérienne pour une
éventuelle exploitation, et éviter de toucher a la fraction sous terraine qui contribue

favorablement a la régénération naturelle de cette espece par voie végétative.
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