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Résumé

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation des feuilles seches de Thymus vulgaris, cultivée au Maroc a été analysée et
testée sur I’espéce de larve Culex pipiens. Le rendement d’extraction obtenu pour le Thymus vulgaris est de 1%. L'analyse
et l'identification des différents constituants de I'huile et la détermination de sa composition centésimale relative a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM). Celle-ci a révélé que I’huile
essentielle de Thymus vulgaris & une teneur en thymol de 41,4 %, la fraction monoterpénique prédomine avec de 97,35%,
constituée de 46,5% sous forme d’hydrocarbures et de 50,85% sous forme de composés oxygénés, les hydrocarbures
sesquitepéniques ne représentent qu’un faible pourcentage de 1,7%. Les constituants de I’huile du thym ont été identifiés
avec une totalité de 99%. Le test biologique effectué selon une méthodologie inspirée du protocole standard de ’OMS,
légérement modifié, a révélé que I’huile essentielle de thym posséde de remarquables propriétés larvicides. Les
concentrations minimales nécessaires pour obtenir 100% de mortalité des larves de Culex pipiens a été évaluée a 220 ppm
pour Thymus vulgaris. La concentration Iétale CL50 et CL90 mesurée pour I'huile essentielle de Thymus vulgaris semble
étre efficace avec des valeurs respectives de I’ordre de 103 ppm et de 178 ppm.

Mots-clés : Huile essentielle, Thymus vulgaris, Culex pipiens, test biologique, Maroc, Fes,

Abstract

The essential oil obtained by steam distillation of the dried leaves of Thymus vulgaris cultivated in Morocco has been
analyzed and tested on the species Culex pipiens larvae. The extraction yield obtained for Thymus vulgaris is 1%. The
analysis and identification of the various constituents of the oil and determining its relative percentage composition was
performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). This analysis revealed that the essential oil of
Thymus vulgaris thymol content of 41.4%, the dominant monoterpene fraction with 97.35 %, consisting of 46.5 % in the oil
form and 50.85% in oxygenated compounds form, hydrocarbons sesquitepéniques represent only a small percentage of
1.7%. The constituents of thyme oil have been identified with a total of 99%. Biological test performed according to a
standard methodology inspired by the WHO protocol, slightly modified, showed that the essential oil of thym has
remarkable larvicidal properties. The minimum levels necessary to achieve 100% mortality of larvae of Culex pipiens was
estimated at 220 ppm for Thymus vulgaris. Lethal concentration LC50 and LC90 measured essential oil Thymus vulgaris
appears to be effective with the respective values of the order of 103 ppm and 178 ppm.

Keywords: Essential oil, Thymus vulgaris, Culex pipiens, bioassay, Morocco, Fes.
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1. Introduction

Les moustiques causent, en plus de leur nuisance, des maladies vectorielles [1, 2] et leur impact sur la Santé
Publique humaine est trés considérable [3].

Dans le monde, les espéces de moustiques notamment du genre Culex sont responsables de la transmission de
maladies parasitaires telles la filariose, la fiévre jaune et le virus West Nile [4].

Au Maroc, ’espéce Culex pipiens a été fortement suspecté dans la transmission des épidémies qui 1’ont touché
en 1996 [5, 6], en 2003 [7] et récemment en 2010. Sa forte densité qui coincide dans le temps et dans 1’espace
avec la date de dépistage des cas équins fait de lui le vecteur le plus probable [8].

La lutte anti-moustique par des insecticides est tres efficace sur les moustiques culicidés, mais présente plusieurs
inconvénients. En effet, ils peuvent étre, en plus d’un effet néfaste sur la vie aquatique, a l'origine de divers
problemes environnementaux [4] notamment le phénomene de la résistance des insectes aux insecticides [9, 10,
11, 12]. D'aprés Georghiou et al [13] et Sinegre et al [14], les insectes traités développent une résistance aux
insecticides chimiques. Par ailleurs, les chercheurs et scientifiques tentent d'ores et déja de trouver des
alternatives efficaces et accessibles a partir de produits naturels qui connaissent de nos jours un regain d'intérét
et jouissent d'une popularité grandissante [15].

Au Maroc, les études menées sur I’activité insecticide des extraits végétaux vis-a-vis des larves de moustique
sont tres limitées [4, 16, 17]. Par ailleurs, la comparaison des produits naturels avec les produits chimiques de
synthese permettrait de mieux valoriser ces bio-insecticides naturels.

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail, réalisé pour la premiére fois au centre Nord du Maroc, qui a pour
objectif d’évaluer I’activité larvicide de 1’huile essentielle Thymus vulgaris (Lamiacée) sur l'espéce Culex
pipiens.

2. Matériels et méthodes

2.1. Collecte de plante et extraction d’huile essentielle de Thymus vulgaris

La plante de Thymus vulgaris a été récoltée durant la période Mars-Juin de 2010, de différentes stations de la région du
centre du Maroc. La plante fraichement collectée a été séchée a lI'ombre a I'abri de la lumiére et dans un endroit sec et aéré.
Devenue séche, les feuilles ont été récupérées et mises dans des sacs en papier et stockées jusqu’a leur utilisation.

Une biomasse de 200g de feuilles de plante a été soumise a une hydro distillation pendant 3 h, a I’aide d’un appareillage de
type Clevenger modifié. L'huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation a été séchée sur du sulfate de
sodium anhydre pour éliminer les traces d’eau résiduelles . L’essence ainsi obtenue a été mise dans de petits flacons
opaques et stockée a 4 ‘C avant son utilisation.

2.2. Etude chimique et identification des composées de [ 'huile essentielle

L’analyse chimique de I’huile essentielle a été effectué a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-MS); ce qui permet a la fois ’analyse chromatographique de chaque huile ainsi que la
détermination qualitative des composés majoritaires.

L’identification des constituants a été réalisée par couplage d’un chromatographe en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un appareil trace
GC ULTRA, équipé d’un injecteur en mode Split, d’une colonne VB-5(30 m de longueur, 0,25 mm de diamétre interne,
0,25 um d’épaisseur du film). Le mode d’ionisation est I’impact électronique avec une énergie d’ionisation de 70 eV.

Les conditions opératoires sont les suivantes: solvant : Acétate d’éthyle température d’injection 220 T, volume d’injection
1 pl, débit 1,4 ml/min, avec une programmation de température du Four de 40C a 250C, a raison de 6 C/min, avec un
palier de 20 mn a 300 T, gaz vecteur : hélium. Le couplage avec le spectrométre de masse Polaris Q MS ce fait avec une
température d’interface de 300 T.

L’identification des différents constituants est réalisée par comparaison des spectres de masse obtenus avec ceux de la
banque de données informatisées Wiley 275.L et de la littérature [18]. Les confirmations sont obtenues par la détermination
des indices de rétention et comparaison avec les donnés de la littérature [19, 18].

2.3. Caractéristique du gite larvaire

La collecte des larves du Culex pipiens a été effectuée dans un gite larvaire permanent nommé Grand Canal (402m
d’altitude ; 30°03.369” de latitude et 005°08.035 de longitude) situé a I’est de la ville de Fés. Ce gite est caractérisé par une
tres forte densité de I’espéce Culex pipiens, ceci grace a la présence d’une eau chaude originaire d’une source thermale
limitrophe nommée « Ain Lah », favorisant ainsi la prolifération des larves de moustiques.

2.4. Collecte des larves de Culex pipiens
Les larves sont collectées a 1’aide de plateau rectangulaire en plastique, qu’on incline de 45° par rapport a la surface de
’eau, la force de tension qui en résulte attire les larves vers le plateau. Les larves récoltées sont maintenues en élevage dans
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des plateaux rectangulaires a une température moyenne de 22,6°C + 2°C dans I’unité d’entomologie au Laboratoire
Régional de Diagnostic Epidémiologique et d’Hygiéne du Milieu de Fés (LRDEHMF).

2.5. ldentification des larves

L’identification des caractéres morphologiques des larves a été déterminée a 1’aide de la clé d’identification Marocaine des
culicidés [20] et le logiciel d’identification des moustiques de 1’ Afrique méditerranéenne [21].

2.6. Tests de sensibilité larvaire:

Nous avons préparé une solution stock a 1000ppm (0,1%) d’huile essentielle dans 1’éthanol et par une série de dilutions,
nous avons obtenus la gamme des solutions suivantes: 40, 80, 120, 160, 200 et 220 ppm. 1ml de chaque solution préparée
est mis dans des béchers contenant 99ml d’eau distillée en contact avec 20 larves du stade 3 et 4 de Culex pipiens, le méme
nombre de larves a été placé dans un bécher témoin contenant 99 ml d’eau distillée plus 1 ml d’éthanol. Trois répétitions
ont été réalisées pour chaque dilution ainsi que pour le témoin. Apres 24h de contact nous avons dénombré les larves
mortes et vivantes.

Les résultats des tests de sensibilité larvaires ont été exprimés en pourcentage de la mortalité en fonction des concentrations
d’huile essentielle utilisée. Si le % de mortalité chez les témoins est supérieur a 5%, le % de mortalité chez les larves
exposées a I’huile essentielle doit étre corrigé en utilisant la formule d’ Abbott [22].

% Mortalité corrigée = [(% Mortalité Observée - %Mortalité Témoin)/ (100-%Mortalité Témoin)] x100.
Si la mortalité chez les témoins excede 20%, le test est invalide et doit étre recommencé.

2.7. Analyse statistique :

Pour la saisie et le traitement des données, nous avons utilisé le logiciel d'analyse Loge- probit (WinDL de la version 2.0)
développé par CIRAD-CA/MABIS [23]. Pour évaluer plus précisément 1’efficacité de la toxicité de cette huile, nous avons
calculé les CL50 et CL90, définies comme étant les concentrations létales provoquant respectivement 50 % et 90 % de
mortalité dans la population de larves traitées. Ces valeurs ont été¢ déterminées a partir d’une courbe expérimentale donnant
les variations du pourcentage de mortalité, a 24 h, en fonction des doses croissantes d’huile essentielle.

3. Résultats et discussion

3.1. Rendement d’huile essentielle de Thymus vulgaris

Le rendement en huile essentielle de plante étudiée Thymus vulgaris est de 1%. Ce rendement moyen en huile
essentielle a été calculé sur la base de la matiére séche. Il est relativement faible par rapport a certaines plantes
qui sont exploitées industriellement comme source des huiles essentielles [15]. Le méme rendement (1%) de
Thymus vulgaris a été signalé dans I’Est du Maroc par [24].

3.2. Composition chimique d’huile essentielle de Thymus vulgaris

L’analyse de I’huile essentielle de Thymus vulgaris, cultivé au Maroc a permis 1’identification de 99% des
constituants. Le thymol présente la teneure la plus élevée de I'ordre 41,4 %, y-terpinéne 22,25% et p-cyméne
15,59% (tableau 1). La fraction monoterpénique prédomine avec de 97,35%, constituée de 46,5% sous forme
d’hydrocarbures et 50,85% sous forme de composés oxygénés. Cette derniere a été trouvée chez la méme espece
cultivée au Cameroun, en quantité plus importante avec un pourcentage de 93,9%, dont la proportion en
monoterpénes hydrocarbonés sensiblement identique (45,0%), et méme pour les monoterpénes 0Oxygénés
(48,9%), le principal constituant de la fraction oxygénée est le thymol (40,1%) [25], ce qui est en accord avec le
résultat obtenu. D'aprés Roman P. [26], les analyses ont montré que les substances majoritaires pour Thymus
vulgaris étaient le thymol 60,3% et le p-cymene & 10,1%. Les hydrocarbures sesquitepéniques ne représentent
qu’un faible pourcentage (1,7%). Pino et al. [27], ont rapporté avoir extrait un échantillon caractérisé par un fort
taux de thymol (34,6 %), de y-terpineéne (17,6 %) et de p-cyméne (17,6 %). En revanche, ils différent de ceux
publiés par Naguib [28], dont I’essence se caractérise plutdt par une forte teneur en thymol (36,6 %), a- thujone
(23,2 %) et 1,8-cinéole (13,4 %). Alexandre et al. [29] ont rapporté également que le thymol (44,77%), p-
cymene (18,6%) et y-terpinene (16,5%) sont des substances majoritaires de Thymus vulgaris cultivé au Rio de
Janeiro State (Brazil).

3.3. Activité larvicide d'huile essentielle de Thymus vulgaris sur Culex pipiens

3.3.1 Variation du taux de mortalité

Aprés avoir exposé les larves du stade 3 et 4 de I'espece Culex pipiens aux différentes concentrations de I'huile
essentielle de Thymus vulgaris pendant 24 h, le % de mortalité a varié selon les concentrations (tableau 2). Les

216


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669009000910

J. Mater. Environ. Sci. 6 (1) (2015) 214-219 El-Akhal et al
ISSN : 2028-2508
CODEN: JMESCN

concentrations minimales nécessaires pour obtenir 100 % de mortalité des larves du Culex pipiens ont été
évaluées a 220ppm pour Thymus vulgaris. L’activité larvicide tres importante observée chez I'huile essentielle
de Thymus vulgaris pourrait étre expliqué par I’action ou 1’effet des composées majoritaires. En effet, I’huile de
Thymus vulgaris, est caractérisée par une teneur élevée en Thymol de 41,4 %, connu pour ses propriétés
antiseptiques [24].

Tableau 1 : Composition chimique d'huile essentielle de Thymus vulgaris analysée par CPG-SM
Table.1 : Chemical composition of essential oil of Thymus vulgaris analyzed by GC-MS

Composés chimiques Indice  de | Pourcentage % Références
rétention [25] [[26] [ [27] |[28] [ [29]
Monoterpenes 97,35% 93,9%,
Monoterpenes 46,5% 45,0%
hydrocarbonés
a-thujéne 924 1,76 23,2
a-pinéne 932 0,85
Sabinéne 969 0,33
B-pinéne 974 1,63
a-phellandréne 1002 0,28
a-terpinene 1014 3,25
p-cymeéne 1020 15,59 10,1 | 17,6 18,6
y-terpinéne 1054 22,25 17,6 16,5
Camphéne 946 0,40
Terpinoléne 1086 0,16
Monoterpenes 0xXygenés 50,85% 48,9%
Isothymol - 0,27
Linalol 1095 1,79
Camphe 1141 0,24
Borneol 1165 0,65
Thymol 1289 41,39 40,1 60,3 | 34,6 | 36,6 | 44,77
Carvacrol 1298 2,06
Methyl 2-methylbutanoate - 0,18
2-hexen-1-ol 2-ethyl - 0,41
4-terpinéne - 1,15
2-isopropyl-4-methylanisole - 0,88
Thymol methyl ether 1232 1,18
p-menth-2-én-1-ol - 0,65
Sesquiterpénes 1,7%
Sesquiterpénes 1,7%
hydrocarbonés
B- Caryophylléne - 1,30
Germacréne D 1484 0,40

Dans la littérature, nous n’avons pas rencontré d’auteurs qui ont examiné 1’action larvicide de Thymus vulgaris
sur Culex pipiens. Nous avons, donc dans la suite de ce travail, comparé 1’action sur I’espece Culex pipiens
d’autres huiles, proche de composition a celle de 1’huile de Thymus vulgaris. Ainsi, Vatandoosta H. et al [30]
ont rapporté que les huiles essentielles de plantes Kelussia, Odoratissima Mozaffarian ont été trouvé également
d'une activité larvicide plus importante contre Culex pipiens, les principaux constituants de cette huile étaient Z-
ligustilide (77,73%), l'acétate de 2-octéne-1-ol (6,27%), E-ligustilide (2,27%) et phthalide butylidene (1,97%).
Des études similaires réalisées par Traboulsi et al [31], ont démontré ’activité insecticide de quatre plantes
meédicinales récoltées au Liban (Myrtus communis L., Lavandula stoechas L., Origanum syriacum L. et Mentha
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microphylla K.Koch) sur les larves de Culex pipiens spp, les CL50 obtenues étaient comprises entre 16 a 89
mg/l.

Tableau 2: Mortalité(%) des larves de Culex pipiens en fonction de la concentration d'huile essentielle (ppm) de
Thymus vulgaris et leur Concentrations létales CL50 et CL90 apres 24 heures d'exposition

Table.2 : Mortality (%) of larvae of Culex pipiens depending on the essential oil concentration (ppm) of Thymus
vulgaris and LC50 and LC90 lethal concentrations after 24-hour exposure.

Espéces | Concentrations Mortalité CL50 (ppm) CL90 (ppm) Equation de la Chi2
végétaux (ppm) des larves *(LI-LS) *(LI-LS) droite de calculé
(%) régression (x2)
Témoins 7,14
40 23,07
80 35,79 102,027 179,186 Y=10,52627
Thymus 120 67,88 (10,181-138,547) | (129,563-592,859) +5,24030X 15,098
vulgaris 160 78,46
200 96,15
220 100

*LI-LS: Limite Inférieure- Limite Supérieure

3.3.2. Concentrations létales CL50 et CL90

Le tableau 2 montre également que I'huile essentielle testé de Thymus vulgaris demeure la plus efficace, avec
une valeur de 103 ppm pour la CL50 et 178 ppm pour la CL90. L’équation de la droite de régression pondéré est
Y=10,52627+5,24030X et le Chi 2 = 15,098.

D’autre huile essentielle de Kelussia odoratissima Mozaffarian sur Culex pipiens ont montré un effet important
avec une valeur de CL50 a 2,69 ppm et une CL90 de 7,90 ppm [30]. Selon le Roman P. [26], les huiles
essentielles obtenues a partir de Thymus vulgaris ont été testés pour la mortalité des larves de moustiques Culex
quinguefasciatus. Ce dernier a été trouvé sensible a une CL50 de 33 microgrammes/ml (33 ppm).

Conclusion

Dans notre étude, nous avons évalué 1’activité larvicide sur les larves de Culex pipiens de I’huile essentielle de Tyhmus
vulgaris. Elle a montré une intéressante activité larvicide envers I’espéce Culex pipiens, avec une valeur de 103 ppm pour
la CL50 et 178 ppm pour la CL90.

Nous envisageons de poursuivre cette étude afin de préciser la nature des composés responsables de 1’activité par un
fractionnement mené en paralléle avec les tests biologiques ainsi que d’étudier I’évaluation de D’activité larvicide sur
d’autres larves de moustiques notamment les anophélinae et par d’autres espéces de plantes végétales récoltées y compris
les extraits aqueux.

Conflit d’intérét : aucun.
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