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Résumé

Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr. est une plante de la pharmacopee
marocaine dont les bulbes sont couramment utilisés dans le traitement des affections
pulmonaires séveres, notamment dans le traitement des troubles respiratoires liés au
refroidissement ; cette plante est utilisés au Sud du pays pour contréler la glycémie chez les
diabétiques. Ce travail vise a la valorisation d’Androcymbium gramineum par caractérisation
chimique, ainsi que par I’étude de I’activité antimicrobienne par la mesure des Concentrations
Minimales Inhibitrices et Bactéricides (CMI et CMB) et de toxicité par la détermination de la
Dose Létale 50% (DLsop), dans le but de fixer une marge de sécurité d'emploi de la plante.

Mots clés: Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr, Pharmacopée Marocaine,
Composition phytochimique, Activité antimicrobienne, Toxicité.

Abstract

Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr. is a plant of the Moroccan
pharmacopoeia whose bulbs are commonly wused to treat severe pulmonary
diseases, especially in the treatment of respiratory disorders associated with cooling; this
plant is utilized in southern Morocco to regulate blood sugar in diabetics. This work aims
at the valorization of Androcymbium gramineum by chemical characterization, and the
study of the antimicrobial activity by measuring the minimum inhibitory
concentrations and bactericides (MIC and MBC), and toxicity by determining the lethal
dose 50 % (LDsp), in order to set a margin of safe use of the plant.

Keywords: Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr,
Moroccan pharmacopoeia, Phytochemical composition, Antimicrobial activity, Toxicity.
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1. INTRODUCTION

Parmi les ressources naturelles, les plantes médicinales et aromatiques jouent un réle
non négligeable dans I’économie du Maroc [1]. Dans le cadre d’une contribution a la
valorisation du patrimoine  floristique marocain, des recherches  sur
Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr. ont été engagées. C’est une espece endémique
ibéro-marocaine bien connue de la région cétiére qui s’étend entre Casablanca et Tan-
Tan(Maroc) [2]. La plante a fait lI'objet de plusieurs travaux publiés dans des revues
spécialisées du point de vue du génotypique et de la répartition spatiale [2,3]

Au Maroc les bulbes d’A. gramineum séches sont incorporés au repas traditionnel
pour combattre les effets du refroidissement, alors que I’infusion des bulbes frais est utilisée
pour régler la glycémie chez les personnes diabétiques, mais la toxicité de la plante n’y est pas
ignorée. Elle peut produire une hématurie, une congestion de la rate et des troubles
pulmonaires [4].

Nous avons récemment effectué des études phytochimiques par CPG /SM de I’extrait
alcoolique des bulbes d’A. gramineum [5], qui ont mis en évidence la richesse de la plante en

métabolites secondaires, notamment en saligénine et en sapsaicine.

2. MATERIEL ET METHODE
2.1. Matériel végetal

Il est constitué de bulbes récolteés apres la saison des pluies en novembre 2009 dans la
localité de Tamaris (27 km au sud du Casablanca). Les bulbes récoltés ont été séchés au
laboratoire a température ambiante pendant trois mois avant d'étre réduits en poudre a I'aide
d'un broyeur a lame. L’identification de la plante a été effectuée par une botaniste du
département de biologie de la Faculté des sciences | de Casablanca. Un spécimen est deposé

au sein du méme département.

2.2. Microorganismes étudies

Les souches de référence sont sous forme de lots ‘‘American Type Culture
Collection’> ATCC et sont: Staphylococcus aureus ATCC25923, Salmonella enteritidis
ATCC13312, Klebsiella pneumoniae ATCC23467, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Escherichia coli ATCC25922 et Streptococus pneumoniae ATCC49619. Ces souches sont
entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance [6]. En plus, d’autres
bactéries sont prélevés dans trois services (Service des Urgences, Urologie et Pédiatrie) de

I’hépital Ibn Senna de Rabat (Maroc). Apres la culture, la sélection et I’identification a
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I’Institut National d’Hygiene de Rabat « Département de bactériologie médicale » par
différents tests d’identification (plaque Api 20E*, ODC*, Mannitol mobilité, Oxydase,
Catalase (H,05), Indole, LDC*, ADH*, TSI*, Coagulasse etc..., et enfin la coloration de
Gram [7,8]), ce mateériel est constitué d’une (1) souche de Salmonella enteritidis, de deux (2)
souches de Klebsiella pneumoniae, de deux (2) souches de Staphylococcus aureus, d’une (1)
souche de Pseudomonas aeruginosa et de deux (2) souches d’Escherichia coli. Au total ces
quatorze (14) souches microbiennes ont été choisies pour leur fréquence de contamination
élevée et pour leur pathogénicité dominante.
2.3. Animaux de laboratoire

IIs sont constitués de souris males et femelles, éleves dans les conditions de
stabulation suivantes : température maintenue a 22° + 2°C, humidité 70 + 5%; éclairage
naturel du jour entre 6 h et 18 h et obscurité entre 18 h et 6 h, six (6) lots homogenes
d'animaux de six (6) souris ont été constitués avec un lot témoin. Les poids des animaux sont

compris entre 25 et 28 g.

2.4. Obtention des extraits végétaux

Pour les extraits aqueux, 50 g de bulbes en poudre ont été introduits dans un
erlenmeyer contenant 350 ml d'eau. L'ensemble a été porté a ébullition pendant 20 minutes.
La suspension a été ensuite filtrée a chaud successivement sur coton hydrophile et sur papier
filtre, le filtrat obtenu constitue le décocté. La concentration en matiere seche de décocté est
déterminée par évaporation totale de I'eau a 60° C sous vide.

De méme, pour I’extrait hydroalcoolique, nous avons pris 50g de bulbes en poudre
maceérés dans 350 ml d’éthanol a 70% pour analyse ; le tout est laissé dans un endroit obscur a
température ambiante pendant 48 h, le macérat a été filtré et concentré au rotavapor pour
obtenir un produit brut, qui sera utilisé selon le besoin.

Pour les tests biologiques, le décocté et I’extrait hydroalcoolique, sont ensuite placés a
I'étuve a 90 °C pendant 10 minutes afin de prévenir toute contamination due a des cellules

végétatives.

*Api 20E Appareils et procédés d’identification de 20 microtubes ; *ODC Transformation de I’ornithine par
I’ornithine décarboxylase ; *LDC Transformation de la lysine par la lysine décarboxylase; *ADH

Transformation de I’arginine par I’arginine déshydrolase, ; *TSI Gélose Triple Sugar Iron
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2.5. Criblage phytochimique

Il consiste a caracteriser ou identifier les principaux groupes chimiques d'une plante a
partir d'une méthode d'extraction convenable. Le protocole utilisé pour les extractions et
caractérisations est celui préconisé par Harborne [9]. A partir de réactions classiques, nous
essayerons de déterminer les familles chimiques présentes dans notre plante.

2. 6. Essal antimicrobien

L'inhibition de la croissance bactérienne a été étudiée par la méthode de diffusion sur
gélose Mueller-Hinton, telle qu’elle est pratiquée couramment en bactériologie médicale [10].
Avec un emporte-pieéce nous avons creuse des puits de 4 mm de diametre dans la gélose
ensemencée par une suspension bactérienne de 18 & 24 heures, ces puits seront préalablement
remplies avec 40 ul a une concentration de 300 pg/ml de chaque extrait (aqueux et
hydroalcoolique). Aprées une pré-incubation de 45 mn a température ambiante, les boites ont
été incubées a 37 °C pendant 24 h. L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant a
I’aide d’une régle transparente le diamétre de la zone d’inhibition autour des puits [11].

La détermination des CMI et des CMB a été réalisée par la technique de dilution en
milieu liquide couplée a I'étalement sur milieu solide telle qu’il est décrite par Chabert [10].
Les milieux solide et liquide utilisés sont respectivement I'agar et le bouillon de Miller-

Hinton.

2.7. Etude de la toxicité générale aigué

Nous avons utilisé 6 lots de 6 souris plus un lot ttmoin. Chaque animal est identifié
par un numéro et une marque différente. Les animaux sont préalablement mis a jeun pendant
24 h et regroupés de la facon la plus homogene possible. Chaque lot recoit par injection
intrapéritonéale les doses de 100mg/kg, 300mg/kg, 500mg/kg, 750mg/kg, 1500mg/kg et
2500mg/kg du poids corporel. Le volume de soluté a injecter (poudre de la plante dans I’eau
distillée) est de 0,4 ml. Le lot témoin a recu le méme volume en eau distillée. Apres
administration, I’observation a été faite pendant 2 h avant de leur donner a manger pour
observer le cas de mort immédiate [12].

La méthode de calcul de la DLs et de ses limites de confiance est celle décrite en
1944 par Miller et Tainter [13]. Elle consiste a porter directement sur du papier Log. Probit, le
pourcentage de mortalité en fonction du logarithme de la dose. La détermination de la DLs
permettra de situer la toxicité de I'extrait sur I'échelle de valeur de toxicité des substances

chimiques proposé en 1980 par Hodge et Sterner [14].
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Pour I’analyse antimicrobienne et la détermination de la toxicité aigué genérale, nous
avons choisi I’extrait aqueux et non alcoolique pour rester proche du mode de I’utilisation de
la plante par la population auprés de laquelle nous avons effectué I’enquéte ethnobotanique
[15].

3. RESULTATS
3.1. Extraction éthanolique et aqueux

Le calcul des rendements, du produit final par rapport a la matiére seche, montre des
masses en extraits sec supérieurs a 1 g/100 g de la plante en poudre. Du point de vue de la
rentabilité, I’extrait aqueux a donné la proportion la plus éleveée avec 13.5 %, alors que

I’extrait hydro-alcoolique a présenté 11.6%.
3.2. Composition chimique de la poudre d’A. gramineum

Les résultats de I’analyse chimique en tube de la poudre des bulbes d’A. gramineum

sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Résultats des reactions en tube de la poudre étudiée.

Groupes chimiques Réactifs Résultats positifs
Alcaloides Mayer (iodomercurate de potassium) Précipité jaunatre
Flavonoides Réaction a la cyanidine Coloration orangee, rouge ou

violette
Tanins FeCls Coloration bleu-_foncee, verte
Ou hoire

Hétérosides

. . Réactif de Kedde Coloration rouge violacée
Cardiotoniques
Saponosides Détermination de I'Indice Mousse (IM*) Test positif si IM>100
Stéroides et terpenes Anhydride acétique- H,SOy, 50:1 Coloration \\//leorlt(;tte-bleue ou
Oses et holosides H,SO, - alcool saturé avec du thymol Coloration rouge
Mucilage Alcool absolu Précipité floconneux

* IM est le degré de dilution d’un décocté aqueux de la drogue végétale qui, dans les conditions
déterminées, donne une mousse persistante.

Les réactions ont été positives avec quasiment tous les composés recherchés
(alcaloides, flavonoides, tanins, saponosides, hétérosides, stérols, triterpenes, mucilages, 0ses
et holosides). Bien qu’on note la richesse de notre plante en saponosides, en tanins et en

hétérosides cardiotoniques, la présence de saponosides est illustrée par un indice de mousse
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tres marqué ; on note également la présence des alcaloides et des composés réducteurs et

I’absence complete des caroténoides et des coumarines.

Cette abondance en principes actifs ayant des propriétés pharmacologiques diverses,

confere a la plante des propriétés remarquables, qui pourraient justifier ses multiples

indications thérapeutiques et son utilisation en médecine traditionnelle comme diurétique,

cardiotonique et hypoglycémique [4,16].

3.3. Activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait hydroalcoolique et aqueux d’A.

gramineum sont regroupés dans le Tableau 2.

Tableau 2. Diamétre des zones d'inhibition et les valeurs de CMI et de CMB pour

Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr.

Diametre des zones d'inhibition

o cMI®™ cmB®™  CMB
(mm) mg/ml mg/ml CMI
Extrait éthanolique  Extrait aqueux g g CMI
Souches de référence
S. aureus 13,0+0,5 11,4 +0,6 0,625 1,25 2
P. aeruginosa 10,5+0,8 8,7£0,3 0,312 0,312 1
E. coli 15,74£0,4 13,4+ 0,5 0,312 0,312 1
K. pneumoniae 11,5+0,3 9,6+ 0,2 10 10 1
S. enteritidis 11,4+0,7 9,5+0,6 0,625 2,5 4
S. pneumoniae 12,5+0,9 10,2 £0,7 0,625 1,25 2
Souches de prélevement
E: 14,4+0,8 12,310,5 0,312 0,312 1
E. 14,5+0,3 12,2 +0,2 0,312 0,312 1
Sal 10,5+0,6 8,7 £0,6 0,625 2,5 4
P 9,6+0,2 7,9+0,8 0,312 0,312 1
S1 12,6+0,3 10,7 £0,1 0,625 1,25 2
S, 12,4+0,8 10,4 +0,3 0,625 1,25 2
K1 pas d'activiteé pas d'activite >30 >30 >30
K, pas d'activité pas d'activité >30 >30 >30

2. diamétre des zones d'inhibition, il s'agit des moyennes de trois essais + E. S.

*": les résultats sont issus d'au moins trois expériences ayant données des valeurs identiques de CMI et

de CMB pour I’extrait aqueux vis-a-vis de chaque souche bactérienne.

E; et E, =Escherichia coli ; Sal=Salmonella enteritidis, P=Pseudomonas aeruginosa ;
Sy et S, = Staphylococcus aureus ; K; et K, = Klebsiella pneumoniae.

Les résultats du test de sensibilité obtenues, nous ont permis de mettre en évidence des

activités antibactériennes significatives vis-a-vis de la presque totalité des germes étudiés pour

les deux extraits de la plante, bien que I’extrait hydroalcoolique présente une activité
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supérieure a celle de I’extrait aqueux. Les diamétres d'inhibition varient de 9 a 16 mm et de 8
a 12 mm respectivement pour I’extrait alcoolique et I’extrait aqueux.

Pour [I’évaluation des paramétres d’inhibition, nous nous sommes intéressés
particulierement a I’extrait aqueux pour valider I’usage traditionnel et déterminer I’effet
antiseptique de la plante. Le calcul du rapport CMB/CMI, montre bien que I’extrait présente
une action principalement bactéricide sur tous les germes a I'exception de S. enteritidis pour
lequel cette action est de préférence bactériostatique.

Les activités observées sont par ailleurs expliquées par les résultats de I'analyse
chimique de la plante (Tableau 1) La presence de tanins et de saponosides dans les extraits de
plante peuvent expliquer les propriétés antimicrobiennes.

Plusieurs revues montrent que des composés isolés de plantes appartenant aux
differents groupes chimiques caractérisés dans notre plante (principalement alcaloides, tanins,
flavonoides et autres composes phénoliques, terpénes, stéroides ou saponosides) posseédent

une activité inhibitrice de la croissance in vitro de la majorité des souches testées [17].

3.4. Détermination de la toxicité générale aigué

L’évaluation de la toxicité de la plante n’est déterminée que par la toxicité générale
aigué. La mortalité observee lors de I’administration par voie intrapéritonéale du macére

aqueux des bulbes est présentée au tableau 3.

Tableau 3 : Résultats de I'étude de la toxicité aigué du macéré aqueux en 72 h.

(Toxicité retardée).

Log de Nombre  Probabilité

Lot Dose dose de morts  de mortalité

Témoin - - 0 0

1 100 2 0 0

2 300 2,47 1 16,66

3 500 2,69 3 50,00

4 750 2,87 4 66,66

5 1.500 3,17 5 83,33

6 2.500 3,39 6 100

Ces données permettent de construire la courbe correspondante. Celle-ci donne des

valeurs de DL, DLs et DLgg respectivement de 122 ; 533 et 2.321 mg/kg de poids corporel.

96



Bulletin de la Société Royale des Sciences de Liege, Vol. 81, 2012, p. 90 - 100

Les caractéristiques de la toxicité aigué du produit testé sont exprimées a la Figure 1.
L'égalité des rapports DLso/DL; et DLgg/DLsy confirme la validité de la droite de mortalité

cumulée selon la méthode de Leitchfield et Wilcoxon [18].

Courbe représentative de la toxicité générale aiglie du macéré aqueux

120
100
Androcymbium gramineum

N
‘T 80
2
o ¢
o 60
oo
©
= @
8
3 40 R*=0,96
a.

20

2
0@ ; .
100 1000 10000

Dose (mg/kg)

Figure 1 : Taux de mortalité des souris en fonction du logarithme de la dose d’Androcymbium
gramineum.
DLsp = 533,79 mg/kg

DL, = 122,73 mg/kg

DLgg = 2321,57 mg/kg

DLgg/DLsp = 4,34 et DLso/DL; = 4,34

La valeur de la DLso calculée, permet de classer la plante dans la catégorie des produits

moyennement toxiques (classe de toxicité de Hodge et Sterner).

4. CONCLUSION

L’extrait des bulbes d’Androcymbium gramineum (Cav.) J.F.Macbr., est riche en
saponosides, alcaloides, tanins, hétérosides cardiotoniques et composeés réducteurs. Les deux
extraits de la plante ont présenté une efficacité antiseptique contre toutes les souches de

bactéries testées, ce qui explique son usage comme maturatif par la population locale.
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L'analyse chimique a montré en particulier une abondance en saponosides : ce groupe
de composes, dont I'activité principale est antifongique, antimycosique, anti-inflammatoire et
antihelminthique revét un intérét particulier dans diverses pathologies [19].

Néanmoins, par leurs propriétés hemolytiques (destruction des globules rouges du
sang), I'administration de la plante requiert quelques précautions surtout par voie générale ou
parentérale a cause de la présence éventuelle de plaies dans le tractus digestif. Toutefois, la
détermination de l'indice hémolytique de I’extrait testé s'avére nécessaire.

Du point de vue chimiotaxonomique, la colchicine fournit une contribution bien
marquée dans la famille des Colchicacées ou elle est bien représentée comme marqueur
taxonomique [20].

En effet, I’étude phytochimique d’Androcymbium gramineum (genre représentatif de
la famille) révéle la presence de deux principaux alcaloides, la colchicine et la démécolcine
alors que les graines contiennent de la colchicine et de la colchicoside [21].

De méme Rodier [22] a dose la colchicine dans les différentes parties d’A. gramineum
récoltées aux premieres pluies d’automne provenant de Tadla (centre du pays) et de Tafilalt
(désert sud-est du pays), il conclut que les deux variétés sont riches en colchicine avec une
richesse plus importante de la variétés saharienne.

Cependant, notre plante ne contient ni colchicine ni ses dérivés, mais elle présente un
taux remarquable en capsaicine [5], ¢’est pour quoi, il nous semble que I’espéece, étudiée pour
la premiere fois, présente entre autres des propriétés particuliéres et typiques de la région de la
cueillette, d’ou la difficulté d’une comparaison bibliographique.

Selon les données que nous avons recueillies lors de notre enquéte, I’extrait aqueux
provenant de la plante retenue pour I’analyse phytochimique et pharmacologique, a été
administré per os sous forme d’associations diverses (bien connues par les tradipraticiens),
sans tenir compte des problémes de toxicité et /ou d’interactions. Plusieurs études réalisées
sur les traitements traditionnels au Maroc, ont fait état de probléemes similaires [23]. Ceci
pourrait éventuellement causer des échecs thérapeutiques voire des accidents.

La toxicité genérale aigué, nous a permis de situer les limites de tolérance de cette
plante. La DLsy estimee a cet effet (533.79 mg/kg de poids corporel) permet de classer
I’extrait aqueux parmi les substances moyennement toxiques.

Il ressort de cette étude I’intérét d’une standardisation des remédes traditionnels a base
de plantes. Par ailleurs, il existe une nécessité urgente d’études toxicologiques et
pharmacologiques sur ces remédes, d’ou I’intérét d’une étude plus approfondie de la toxicité

des bulbes en train de s’accomplir, pour fixer un garde-fou de I'utilisation de cette plante.
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