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Résumé :

La composition chimique et l’activité antibactérienne des huiles essentielles hydro-distillées

de trois espèces marocaines de thym (Thymus bleicherianus, Thymus algeriensis et Thymus

zygis) ont été étudiées. Elles ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse (GC-

FID) et par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS).

La composition chimique varie quantitativement et qualitativement en fonction des espèces

étudiées. Les rendements obtenus respectivement de T. algeriensis, T. bleicherianus et T.

zygis sont 2,96%, 1,8% et 0,3%. Les trois espèces de thym ont le thymol parmi les

constituants majoritaires dont le taux varie de 37,5% à 55,9% en fonction des espèces. Une

forte activité antibactérienne de ces huiles essentielles vis-à-vis d’Erwinia chrysanthemi et

Bacillus subtilis a été détectée. Cette activité est liée à la présence des phénols dans la

composition chimique.

Mots clés : Thymus bleicherianus, Thymus algeriensis, Thymus zygis, huile essentielle,
composition chimique, activité antibactérienne.

Abstract:

The chemical composition and antibacterial activity of essential oils hydro-distilled from three

species of Moroccan thyme (Thymus bleicherianus, Thymus algeriensis and Thymus zygis)

were studied. These oils were analyzed by gas chromatography (GC-FID) and by gas

chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The chemical composition varies
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quantitatively and qualitatively depending on the species studied. Yields of T. algeriensis,

T. bleicherianus and T. zygis are respectively, 2.96%, 1.8% and 0.3%. Thymol is the major

constituents of the three thyme. The rate varies from 37.5% to 55.9% depending on the

species. A high antibacterial activity of these essential oils vis-à-vis Bacillus subtilis and

Erwinia chrysanthemi has been detected. This activity is related to the presence of phenols in

the chemical composition.

Keywords : Thymus bleicherianus, Thymus algeriensis, Thymus zygis, chemical composition,
essentiel oil, antibacterial activity.

Introduction

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles des plantes aromatiques et médicinales

ont été reconnues depuis longtemps, mais n’ont été confirmées scientifiquement qu’avec

l’évolution des moyens techniques et analytiques. Parmi ces plantes on note le thym qui

possède des atouts considérables grâce à la découverte progressive de leurs applications dans

les soins et beauté, ainsi que leurs utilisations dans d’autres domaines d’intérêts économiques

selon l’OMS. Leurs nombreux usages font qu’elles connaissent une demande de plus en plus

forte sur le marché mondial (Walter et al., 2004). Elles ont un potentiel thérapeutique énorme

pour guérir plusieurs maladies infectieuses (Janovska et al., 2003). De ce fait, depuis deux

décennies des études ont été menées sur le développement de nouvelles applications et

l’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans différents domaines. Leur

production et leur pouvoir antimicrobien a pris une place importante dans la recherche

scientifique (Belaqziz et al., 2002).

L’utilisation d'huiles essentielles est aujourd’hui d’actualité. Le nombre de produits et

d’indications s’est multiplié. Exemple : les huiles essentielles peuvent assainir l’air ambiant

ou les systèmes de ventilation dans le milieu hospitalier pour limiter la propagation des

germes microbiens (De Billerbeck, 2007).Le Thym, une plante aromatique spontanée

appartenant à la famille des Lamiacées, se retrouve principalement dans la région

méditerranéenne, l'Asie, l'Europe du Sud et l’Afrique du Nord (Maksimovic et al. 2008). Au

Maroc, il y a vingt et une espèces de thym dont 15 sont endémiques (Fennane et al., 2007),

(Thymus maroccanus, Thymus bleicherianus,….). Elle est appelée communément Zaâitra par

les populations locales. La plante entière est très utilisée en médecine traditionnelle, leurs

huiles essentielles sont largement utilisées dans la médecine alternative grâce à leurs
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propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antimicrobiennes ( Panizzi et al., 1993 ; Van

Den Broucke et al., 1981).

Le présent travail a pour objectif la détermination de la composition chimique ainsi que

l’activité antibactérienne de l’huile essentielle extraite dans les parties aériennes de trois

thyms marocains : T. bleicherianus, T. algeriensis et T. zygis. Ces thyms sont collectés

respectivement dans les régions de Meknès et Taza à géographie différente, où les habitants

les utilisent fréquemment en médecine traditionnelle, et comme conservateur alimentaire. Les

populations locales les récoltent également pour les commercialiser sous formes d’herbe

fraîche et sèche dans les marchés des villes les plus proches. Cependant, ces espèces ne sont

pas exploitées à grande échelle. Sur le plan géographique et floristique, ces espèces sont

réparties comme suit : T. zygis est une espèce endémique du Maroc et de la Péninsule

Ibérique. La période de floraison dure du printemps à l’été. On la rencontre dans les clairières

des forêts, dans les pâturages pierreux des basses et moyennes montagnes, principalement

dans le Haut Atlas, Moyen Atlas, le Maroc Atlantique moyen dans la région d’Essaouira, le

Maroc Atlantique nord, le littoral de la Méditerranée; dans le bioclimat semi-aride froid,

subhumide et humide (Flore pratique du Maroc).

T. bleicherianus est une espèce d’Afrique du Nord. Elle est endémique du Maroc. Elle se

développe dans l’étage thermo-méditerranéen, dans les bioclimats semi-arides et subhumides

tempérés et chauds. On la rencontre dans les régions de Meknès et Oujda (Forêt de Tafogalt),

respectivement au Centre et à l’Est du Maroc.

T. algeriensis Boiss. & Reut. est une espèce endémique de l’Afrique du Nord. Au Maroc,

elle est rencontrée dans le Moyen Atlas, le Haut Atlas, l'Anti Atlas occidental, le Rif et

l’Oriental (Forêt de Béni Snassen).

I- Matériel et méthodes

I-1-Matériel végétal

Pour l'étude de la composition chimique et l’activité antibactérienne, des échantillons de

Thym ont été récoltées de la manière suivante:

 Au mois d’avril 2010 dans la région d’Aknoul (région de Taza), pour Thymus zygis

(TN001).
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 Au mois de mai 2010 dans la région de Boufekrane (région de Meknès), pour Thymus

bleicherianus (TN002).

 Au mois de mai 2010 dans la région d’Adarouche (région de Meknès, pour Thymus

algeriensis (TN003).

I-2-Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil de

type Clevenger (Clevenger, 1928). Trois distillations ont été réalisées par ébullition pendant

une heure trente de 200 g de matériel végétal avec un litre d’eau distillée.

Le rendement en huile essentielle a été déterminé en ml par rapport à 100g de matière sèche.

L’huile essentielle obtenue a été stockée à 4º C à l’obscurité.

I-3 Analyse chromatographique

Les analyses chromatographiques ont été effectuées à l’aide d’un chromatographe en phase

gazeuse à régulation électronique de pression de type Hewlett Packard (série HP 6890),

équipé d’une colonne capillaire HP-5 (30 m x 0,25 mm) avec une épaisseur du film de 0,25

μm, d’un détecteur FID réglé à 260 °C et alimenté par un mélange de gaz H2/air et un 

injecteur split - splitless réglé à 275 °C. Le mode d’injection est split (rapport de fuite : 1/50,

débit : 66 ml/min). Les échantillons sont dilués dans le méthanol (1/20v/v), 1 μl est injecté 

manuellement

Le gaz utilisé est l’azote avec un débit de 1,7 ml/min. La température de la colonne est

programmée de 50 à 250 °C à raison de 4 °C/min. L’appareil est piloté par un système

informatique de type « HP ChemStation », gérant le fonctionnement de l’appareil et

permettant de suivre l’évolution des analyses chromatographiques.

L’identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs indices de Kováts (IK) et

par la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-SM). Cette

dernière est réalisée à l’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard

(série HP 6890) couplé avec un spectromètre de masse (série HP 5973). La fragmentation est

effectuée par impact électronique sous un champ de 70 eV. La colonne utilisée est une

colonne capillaire HP-5MS (30 m x 0,25 mm), l’épaisseur du film est de 0,25 μm. La 

température de la colonne est programmée de 50 à 250 °C à raison de 4 °C/min. Le gaz

vecteur est l’hélium dont le débit est fixé à 1,5 ml/min. Le mode d’injection est split (rapport
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de fuite : 1/70 débit 112 ml/min. L’appareil est relié à un système informatique gérant une

bibliothèque de spectre de masse NIST 98. (Adams, 2001).

I.4. activité antibactérienne

I.4.1. Choix des souches :

Pour l’étude de l’activité antibactérienne on a choisi des souches bactériennes pathogènes de

l’ATCC (American Type Culture Collection), qui ont été entretenues par repiquage sur milieu

LB pendant vingt-quatre heures à 37 °C. Il s’agit de trois bactéries Gram+ (Bacillus subtilis,

Streptococcus pnomonia et aphylococcus aureus) et deux bactéries Gram- (Escherichia coli et

Enwinia chrysanthemi).

I.4.2. AromatogrammeLa méthode de diffusion en milieu gélosé est utilisée pour l’étude de

l’activité antibactérienne. Le résultat est exprimé par la mesure du diamètre de la zone

d’inhibition où les bactéries n’ont pas pu se développer. Ce diamètre d’inhibition traduit

l’activité antibactérienne de l’huile essentielle. La technique utilisée est une modification de la

méthode de Hayes et Markovic (2002). On a utilisé l’Ampicilline un antibiotique comme

témoin positif.

I.4.3.. La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI

Du fait de la non-miscibilité des huiles essentielles à l’eau et donc au milieu de culture, une

mise en émulsion a été réalisée grâce à une solution d’agar à 0,2 % (Remmal et al., 1993 ;

Satrani et al., 2001). Elle permet d’obtenir dans le milieu une répartition homogène des huiles

essentielles et d’augmenter au maximum le contact germe/composé. Des dilutions sont

préparées au 1/10, 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/300 et 1/500 dans cette solution d’agar. Dans

des tubes à essai contenant chacun 13,5 ml du milieu solide LB, stérilisé à l’autoclave pendant

vingt minutes à 121 °C et refroidis à 45°C, on ajoute aseptiquement 1,5 ml de chacune des

dilutions de façon à obtenir les concentrations finales de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000,

1/3000 et 1/5000 (v/v). On agite convenablement les tubes afin de bien disperser l’huile

essentielle dans le milieu de culture avant de les verser dans les boîtes de Pétri. Des témoins,

contenant le milieu de culture et la solution d’agar à 0,2% seule, sont également préparés.

L’ensemencement est fait par stries à l’aide d’une anse de platine calibrée afin de prélever le

même volume d’inoculum de bactéries préparé sous forme de bouillon de culture de 24

heures. L’incubation se fait à 37 °C pendant vingt-quatre heures. Chaque essai était répété

trois fois afin de minimiser l’erreur expérimentale.
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II. Résultats et discussion

II.1 Rendement et composition chimique

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation à partir des échantillons des thyms

ont permis de dresser le tableau I.

Tableau I: Rendements moyens en huiles essentielles de différentes plantes étudiées.

Plantes Rendement (%) Caractéristiques Organoleptique

Thymus zygis 0,3 Liquide jaune

Thymus algeriensis 2,96 Liquide jaune clair

Thymus bleicherianus 1,8 Liquide jaune

Avec un rendement de 2,96 % les échantillons de T. algeriensis ont fourni le taux le plus

élevé, suivi par T. bleicherianus avec un rendement de 1,8 %. Cependant, la teneur la plus

faible est obtenue avec T. zygis 0,3 %.

Le rendement obtenu avec nos échantillons de T. algeriensis est largement plus important que

celui trouvé par Hazzit et al. (2009) qui est de 0,4%. Comparativement aux résultats trouvés

par Amarti et al. (2008), nos échantillons de T. bleicherianus ont fourni un rendement moyen

très proche. Les différences obtenues au niveau des rendements peuvent être attribuées aux

conditions climatiques et édaphiques (facteur écologique lié au sol) ainsi qu’au stade végétatif

de la plante (Moldão et al., 1999).

L’analyse chromatographique, de l’huile essentielle T. algeriensis a permis l’identification de

26 composés qui indiquent un total d’environ 99,45 % de composés identifiés. 18 composés

(99,3 %) ont été identifiés pour T. bleicherianus et 29 composés (98.1 %) pour T. zygis

(Tableau II). La comparaison des trois espèces de thym montre un polymorphisme au niveau

de la composition chimique avec un composé majoritaire en commun qui est le thymol.

La composition chimique de thymus algeriensis est marquée par la présence du thymol

(37.78%), d’α terpinène (15,13%), d’E- β-cymène (11.72%) et de carvacrol (8,1%) comme 

constituants majoritaires.
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Tableau II : Composition chimique des huiles essentielles de T. zygis, de T. algeriensis et de

T. bleicherianus (en % de l’huile essentielle).

Composants IK Tz Ta Tb
α-Thujène 921 0,8 0.84 0.57
α-Pinène 928 0,4 0.75 0.51
Camphène 943 1.08 0.69
Sabinène 971 0.17 0.15
1-Octène-3-ol 978 0,1 0.72 -
β-Pinène 980 0,3 0.23 -
β-Myrcène 986 T 0.26 1.14
Myrcène 991 2,1 - -
δ-2-Carène; 1001 - 0.14 -
α-Phellandrène 1005 0,3 - -
δ-3-Carène 1012 T 1.07 0.91
α-Terpinène 1019 2,8 15.13 13.19
p-Cymène 1026 12,1 0.57 0.44
Limonène 1031 0,5 - -
1,8-Cinéole 1033 T - -
E-β-Ocymène 1052 0,1 11.72 10.43
γ-Terpinène 1062 29,7 0.80 1.04
Oxyde de cis-linalol 1074 0,3 - -
Terpinolène 1088 0,1 - -
Linalol 1093 1,5 6.13 4.54
Camphre 1140 - 0.25 -
Bornéol 1165 0,1 5.76 4.67
Terpin-4-ol 1177 0,3 0.59 0.59
α-Terpinéol 1189 0,1 0.18 -
trans-Carvéol 1202 0,2 - -
Carvéol 1223 - 1.75 -
Thymoquinone 1250 - 1.73 -
Géranial 1269 - 0.91 -
Acétate de Bornyl 1287 T - -
Thymol 1290 37,5 37.78 55.90
Carvacrol 1298 6,5 8.17 2.71
E-Caryophyllène 1418 3,2 1.38 1.35
Aromadendrène 1439 0,2 - -
α-Humulène 1454 0,2 - -
δ-Cardinène 1524 T - -
Oxyde de caryophyllène 1581 0,2 0.54 0 ,62

99,45 % 99,3 % 98.1 %

IK : Indice de Kovalts ; Tz : T. zygis ; Ta : T. algeriensis ; Tb : T. bleicherianus
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Contrairement au T. algeriensis de Tunisie et d’Algérie qui sont riches en camphre et 4-

terpinéol (Zouari et al., 2012 ; Hazzit et al., 2009), les échantillons du Maroc sont riches en

thymol, avec un taux proche de celui obtenu dans l’huile essentielle de la Lybie (38.50 %)

(Giweli et al., 2013).

En ce qui concerne T. bleicherianus, les composés majoritaires sont le thymol (55,9 %), l’α-

terpinène (13,19 %), l’E-β-ocymène (10,43 %) et le carvacrol 2,71 %. mais T. bleicherianus

étudié par Ajjouri et al., (2008) a comme composé majoritaire l’α-terpinène (42,23 %) suivie 

du thymol (23,95 %).

Pour T. zygis, la composition chimique est marquée par la présence de thymol (37,5 %), de γ-

terpinène (29,7 %) et de p-cymène (12,1 %) comme composés majoritaires. Cependant, pour

T. zygis d’Espagne, le thymol est détecté avec un pourcentage de 68,1 % (Rota et al., 2008).

En revanche, les pourcentages des autres composés sont négligeables, contrairement à T. zygis

du Portugal qui a un faible taux en thymol (23,8 %) (Goncalves, 2010).

Les variations du rendement et du polymorphisme chimique des huiles essentielles entre les

trois plantes, peuvent être dues à divers conditions, l’environnement, le génotype, l’origine

géographique, la période de récolte et le stade végétatif de la plante (Smallfield, 2001 ;

Moldão et al., 1999).

II.2 Activité antibactérienne

Les résultats des tests antibactériens avec des huiles essentielles de trois espèces du Thym

sont résumés dans le tableau III.

Les trois huiles essentielles ont démontré une activité inhibitrice sur l'ensemble des

microorganismes testés. Dans ces tests, les huiles essentielles de T. bleicherianus et T.

algeriensis étaient les plus actives que celles de T. zygis.

En général, les bactéries Gram positives sont plus sensibles que les bactéries Gram négatives ;

mais dans notre cas, on a trouvé que la souche la plus sensible est Erwinia chrysanthemi

(Gram-) avec CMI de 1/5000 v/v et la souche la plus résistante Streptococcus pneumoniae

(Gram+) CMI de 1/750v/v après E.coli.

L’huile essentielle de T. zygis révèle une faible activité par rapport à T. algeriensis et à

T. bleicheirianus. L’efficacité de l’huile essentielle de T. zygis est très marquée vis-à-vis

d’Erwinia chrysanthemi (CMI de 1/3000v/v). Avec T. zygis, la plus faible activité est détectée
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Tableau III: Évaluation de l’activité antibactérienne

CMI (v/v)

1/100 1/250 1/500 1/750 1/1000 1/2000 1/3000 1/5000 T

Bactérie Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb Tz Ta Tb TN
TP

(AMP)

TG1 - - - - - - - - - + - - + - - + - + + + + + + + + -

Bac - - - - - - - - - - - - - - - + - - + - - + - - + -

Strept - - - - - - - - - - - - + - - + - - + + + + + + + -

Staph - - - - - - - - - - - - - - - + - - + - - + + + + -

erwinia - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + -

(-) inhibition ; (+) croissance ; TG1 : Echerchia coli ; Staph : Staphylococcus aureus ; Bac : Bacillus subtilis ; Erwinia : Erwinia chrysanthemi

Strep : streptococcus pneumoniae ; Tz : T. zygis ; Ta : T. algeriensis ; Tb : T. bleicherianus ; TN : témoin negatif ; TP : témoin positif (AMP :

ampiciline) ; CMI : concentration minimale inhibitrice.
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par rapport à Echerchia coli (1/500v/v). Les souches les plus sensibles vis-à-vis de l’huile

essentielle de T. algeriensis sont Bacillus subtilis et Erwinia chrysanthemi (1/5000v/v).Le

Staphylococcus aureus est sensible aux deux huiles (T. algeriensis et T. bleicheirianus)

(1/3000v/v). Sauf la forte activité de l’huile essentielle de T. algeriensis sur Echerchia coli

(1/2000v/v), les résultats de T. algeriensis et de T. bleicheirianus sont les mêmes. En outre, la

sensibilité de Streptococcus pneumoniae aux huiles est moyenne en comparaison avec les

autres souches.

Nos résultats sont semblables à ceux de Rota et al. (2008) qui ont montré une sensibilité plus

importante de Staphylococcus aureus comparée à Escherichia coli vis-à-vis des huiles

essentielles à thymol extraites de T. zygis ssp. Gracilis. Aussi les trois huiles ont une forte

activité sur Erwinia chrysanthemi par rapport à l’activité de T. palludis (Sqalli et al., 2009).

Cette recherche révèle que l’activité inhibitrice de T. algeriensis et T. bleicherianus est très

forte sur toutes les souches étudiées en comparaison avec les travaux précédents (Aouni et al.,

2013 ; Belaqziz et al., 2010 ; Cao et al., 2009 ; Mangena et al., 1999). L’action des huiles

essentielles est due à la concentration élevée du thymol et α–terpinène, et malgré la petite 

concentration du carvacrol et bornéol dans la composition on peut les considérer comme des

composés clés qui font la différence entre l’activité de ces trois huiles (Cao et al., 2009).

La plupart des composés sont déjà reconnus pour leur activité antibactérienne. Le thymol et le

carvacrol sont les plus bactéricides (Zohary et al., 2004 ; Friedman et al., 2002 ; Aligiannis et

al., 2001 ; Dorman et Deans, 2000). Le thymol peut également être impliqué dans l'inhibition

des processus de transport des électrons, dans le transport intracellulaire des protéines, dans

les étapes de phosphorylation et dans d'autres réactions enzymatiques (Burt, 2004 ; Ultee et

al., 1999 ; Knobloch et al., 1986). Le carvacrol est aussi considéré comme biocide, avec son

précurseur, le p-cymène, un antibactérien faible, mais il agit probablement en synergie avec

lui par l'expansion de la membrane, ce qui entraîne la déstabilisation de la membrane (Jamali

et al., 2013 ; Cristani et al., 2007 ; Ultee et al., 2002). L’α-terpinène assure aussi, l'inhibition 

de plusieurs espèces bactériennes (Dorman et Deans, 2000). Il a été prouvé que le bornéol est

un composé doté d’un haut pouvoir antimicrobien du fait de sa grande solubilité dans l’eau, ce

qui lui confère une haute capacité à traverser les membranes des cellules bactériennes

(Tabacana et al., 2003 ; Knobloch et al., 1989). Dans le cas de T. zygis la faible activité

antibactérienne peut être due à la faible concentration en carvacrol et en bornéol par rapport

aux deux autres huiles essentielles, et l’existence de limonène connu pour sa faible activité

antibactérienne (Knobloch et al., 1989 ; Chalchat et al., 2000).
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En plus des composés majeurs, les composants secondaires interagissent entre eux pour

donner un effet sur les activités antimicrobiennes des huiles essentielles (Cao et al., 2009 ;

Bounatirou et al., 2007 ; Peñalver et al., 2005 ; Chorianopoulos et al., 2004 ; Sokmen et al.,

2004). Certaines études ont conclu que les composants mineurs jouent un rôle sur l'activité et

peuvent avoir un effet ou une influence sur l’huile essentielle (Rota et al., 2008 ; Gill et al.,

2002).

Au cours des dernières années, la recherche de nouvelles techniques et de nouvelles stratégies

de gestion des maladies des plantes ont conduit au développement d’études avec des

antagonistes des agents pathogènes des plantes (Basan et Basan, 2002 ; Johnson et Dileone,

1999), parallèlement nos tests sur la souche phytopathogène Erwinia chrysanthemi a illustré

une large sensibilité aux trois huiles essentielles.

Enfin, plusieurs paramètres influencent la détermination de l’activité antimicrobienne des

huiles essentielles ou de leurs composants actifs tels que : la méthode d’évaluation de

l’activité antimicrobienne, le choix des plantes, le type et la structure moléculaire des

composants actifs, la dose ajoutée, le type des microorganismes ciblés.

III. Conclusion

D’après ces résultats, les huiles essentielles de T. zygis, de T. bleicherianus et de T.

algeriensis ont montré une activité antibactérienne importante sur les souches étudiées. Cette

activité peut être attribuée à la richesse de la composition chimique en composés phénoliques

des trois huiles.

La mise en évidence des performances de ces trois huiles essentielles, sur différentes souches

bactériennes, peut conduire à une étude approfondie et à des perspectives pour leur

application comme agent de phytomédication et de conservation des aliments.
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