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Résumé 
 

Les nanoparticules d'oxyde de nickel (NiO NPs) ont attiré une attention 

croissante en raison de leur capacité potentielle à pénétrer dans plusieurs systèmes 

cellulaires humains en suscitant un effet toxique. D’autre part, l’utilisation des plantes 

médicinales comme source intéressante de composés chimiques naturelles est 

aujourd’hui la forme de médecine la plus répandue à travers le monde. Cette étude 

vise à évaluer l’activité antioxydante et cytoprotectrice d'huiles essentielles de Mentha 

spicata (HEMS) et Pistacia lentiscus (HEPL) vis-à-vis de la cytotoxicité et le stress 

oxydatif induits par les NiO NPs dans des cellules épithéliales pulmonaires humaines 

(A549).  

Les résultats obtenus, dans la première partie de cette étude, montrent que le 

rendement d’extraction était de l’ordre de 0.42±0.02% et 2.16±0.07%, dont les deux 

composés majeurs étant Carvone (71.02 %), Limonène (17.43 %) et Terpinen-4-ol 

(11.49%), Germacrène D (8.64%); HEMS et HEPL respectivement. L’évaluation de 

l’activité antiradicalaire des huiles essentielles nous amène à déduire que les deux 

extraits présentent des propriétés antioxydantes à piéger les radicaux DPPH•, ABTS+•, 

O2-• et à réduire le fer. En ce qui concerne la caractérisation morphologique et le 

comportement en solution de NiO NPs, l’analyse des clichés de MET révèle des NPs 

multiformes avec une taille moyenne de 25 nm. En outre, la DH et le potentiel Zêta de 

NiO NPs étant 293,86 ± 9.51 / 288,1 ± 7.04nm et -14/-18 mV; dans de l’eau 

déminéralisée et le milieu de culture (DMEM), respectivement.  

Nos résultats indiquent, dans la deuxième partie, que les nanoparticules de NiO 

ont réduit la viabilité cellulaire (CL50 =79.83 µg/ml) et provoqué également une 

rupture de l’équilibre RedOx. Par contre, la pré-incubation des cellules A549 en 

présence d’huiles essentielles des deux plantes a amélioré la viabilité cellulaire et 

l’activité du système antioxydant endogène, ce qui, par conséquent a diminé la 

production d’ERO. 

En conclusion, la présente étude a révélé pour la première fois, l'activité 

protectrice de HEMS et HEPL face aux dommages oxydatifs cellulaires induits par le 

NiO NPs. Donc, Il est suggéré que ces huiles essentielles pourraient être utilisées 

comme un protecteur de cellules. 

 

Mots clés: Nanoparticules de Nickel oxide; Mentha spicata; Pistacia lentiscus; huiles 

essentielles; antioxydant; cytotoxicité, cellules A549. 

 

 

 

 

 



المـلخـص 

كسُذ انُُكم انُاَىَح اهرًايا يرضاَذا َظشا نقذسذها ػهً اخرشاق انؼذَذ يٍ وذدزب خسًُاخ أ

يٍ خاَة آخش، َؼذ اسرخذاو . الأَظًح انخهىَح ندسى الإَساٌ وتانرانٍ انرسثة نها فٍ ذأثُشاخ سايح

 الأكثش اَرشاسا نهطة فٍ خًُغ أَحاء انظاهشجانُثاذاخ انطثُح، كًصذس هاو نهًىاد انكًُُائُح انطثُؼُح، 

. انؼانى

 انًضاد نلأكسذج وكزا انىاقٍ نهخلاَا نهضَىخ انرأثُش نهكشف ػٍ  هزِ انذساسح أخشَدرنك ل

كسُذ انُُكم انُاَىَح انًرسثثح فٍ الإخهاد انرأكسذٌ وٌ يىاخهح خسًُاخ أ فانضشونهُؼُاع و الأساسُح 

. (A549 )نخلاَا انظهاسَح انشئىَح نلإَساٌلوانرسًى انخهىٌ 

أظهشخ انُرائح انًرحصم ػهُها، فٍ اندضء الأول يٍ انذساسح انحانُح، أٌ يشدودَح اسرخلاص 

  ؛ حُث كاٌ انًكىَاٌ انشئُسُا2,16ٌ±0,07و٪ 0,42±0,02انضَىخ الأساسُح قذسخ ب٪

Carvone (٪71,02)،Limonene  (٪17,43) و Terpinen-4-ol (٪11,49)، Germacrene 

D (٪8,64 )ٍأتاَد انضَىخ الأساسُح انًسرؼًهح يٍ خهح أخشي . ػهً انرىانٍ انضشو ونُؼُاع ا نكم ي

. وكزا إسخاع انحذَذ  •-DPPH• ،ABTS+•،O2انحشج ػٍ َشاط يضاد نلأكسذج ورنك تًحاصشج اندزوس

كسُذ و وخىد أشكال يخرهفح يٍ خسًُاخ أ ػٍ تالإضافح إنً رنك، تُُد صىس انًدهش الإنكرشوٍَ

 ندسًُاخ Zetaو قًُح اندهذ  DHحدى  يٍ خاَة آخش، كاٌ.  25nmانُُكم انُاَىَح يغ يرىسظ حدى 

؛ فٍ انًاء -mV1/-81 4 و nm9,51 ±293,86 / nm7,04±288,1كسُذ انُُكم انُاَىَح وأ

 .انًُضوع الأَىَاخ وانىسظ انخهىٌ ػهً انرىانٍ

كسُذ انُُكم انُاَىَح خفضد يٍ و َرائح اندضء انثاٍَ يٍ هزِ انذساسح، أٌ خسًُاخ أشاسخأ

وأحذثد خهلا ػهً يسرىي ذىاصٌ  (CL50 =79.83 µg/ml)قذسج انخلاَا ػهً انثقاء حُح 

وس انحشج نلأوكسدٍُ رالاخرضال نهدشػح انًؼرًذج وانرٍ ػًهد ػهً انحث فٍ ذكىٌ انح/كسذجالأ

خ وػهً انؼكس يٍ رنك، حضٍ انخلاَا فٍ ذىاخذ انضٌ .واَخفاض فٍ َشاط الإَضًَاخ انًضادج نلأكسذج

َشاط اندهاص انًضاد نلأكسذج وكزا يٍ   ػهً انثقاء حُح يٍ قاتهُح انخلاَا حسٍاذٍُالأساسُح نكهً انُة

. انذاخهٍ يًا أدي إنً ذشاخغ إَراج اندزوس انحشج نلأكسدٍُ 

نُؼُاع ا كم يٍ صَد لأول يشج ػهً انُشاط انىاقٍ نهخهُح ل كشفدانذساسح انحانُح إٌ ،خلاصح

 نكرل. كسُذ انُُكم انُاَىَحو يٍ قثم خسًُاخ أ وانُاذحضذ الإخهاد انرأكسذٌ انخهىٌ انًحفض انضشو

 . ذقرشذ هزِ انذساسح إيكاَُح إسرؼًال هزِ انضَىخ كىاقٍ نهخلاَا

 ؛ انضَىخ الأساسُح؛ يضاد انضشوانُؼُاع ؛  خسًُاخ أكسُذ انُُكم انُاَىَح؛ : الكلمات المفتاحية

 .A549نلأكسذج؛ انرسًى انخهىٌ؛ انخلاَا 



Abstract 
 

Nickel oxide nanoparticles (NiO NPs) have attracted increasing attention owing 

its potential capacity to penetrate to several human cell systems and exert a toxic 

effect. On the other hand, the use of medicinal plants as interesting source of natural 

chemical substances is today the form of the most widespread medicine worldwide. 

Thus this study was carried out to investigate the antioxidant and cytoprotective 

effects of essential oil of M. spicata (MSEO) and P. lentiscus (PLEO) on NiO NPs induced 

cytotoxicity and oxidative stress in human lung epithelial cells (A549).  

The obtained results, in the first part of the present work, showed that the yield 

of extraction was 0.42±0.02% and 2.16±0.07%, where the two major’s components 

were Carvone (71.02 %), Limonene (17.43 %) and Terpinen-4-ol (11.49%), 

Germacrene D (8.64%) for MSEO and PLEO respectively. The two essential oils 

exhibited also a potent antioxidant activity by DPPH•, ABTS+•, O2-• radicals scavenging 

and iron reducing capacity. Furthermore, the transmission electron microscopy 

images characterized a multiform of NPs with average size of 25 nm. Besides, the 

hydrodynamic size and Zeta potential of the NiO NPs were 293,86 ± 9.51 / 288,1 ± 

7.04nm and -14/-18 mV, in deminerazed water and Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM) respectively. 

In addition, the findings demonstrated in the second part, that cell viability was 

reduced by NiO NPs (LC50 =79.83 µg/ml). Meanwhile, NiO induced oxidative stress in 

dose-dependent manner which was indicated by induction of reactive oxygen species 

and reduction of antioxidant enzymes activities. However, MSEO and PLEO exhibited a 

potent antioxidant capacity by cell viability improving, ROS scavenging and enhancing 

the endogenous antioxidant system against NiO NPs in this model of cells.  

In conclusion, this investigation revealed for the first time, the protective 

activity of MSEO and PLEO against cell oxidative damage induced by NiO NPs. So, it is 

suggested that these essentials oils could be use as a cells protector. 

 

Key words: Nickel oxide nanoparticles; Mentha spicata; Pistacia lentiscus; essential 

oils; antioxidant; cytotoxicity, A549 cells. 
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Les métaux lourds sont présents dans tous les compartiments de 

l’environnement mais en faible quantité. Le plomb, le mercure, le fer, le cadmium, le 

chrome et le nickel sont les principaux métaux émis dans l’air par les activités 

humaines; ces polluants peuvent s’avérer fortement toxiques et détériorer les sols, les 

eaux, les forêts et les cultures en plus de leurs effets sur l’homme (Chen & Seaton, 

1998; Crump, 1999). Ils peuvent affecter le système nerveux, les fonctions rénales, 

hépatiques et respiratoires (Harber et al., 2000). 

Le nickel, suite à son affinité pour les protéines, les amino-acides et l’ADN, 

manifeste des effets cytotoxiques, parce qu’il augmente la concentration des oxydants 

dans les cellules (Klein et al., 1994). Sa toxicité se manifeste aussi par l’amplification 

de la mort cellulaire programmée dite « apoptose » qui consiste à des modifications 

morphologiques et biochimiques notamment un rétrécissement cellulaire, une 

concentration de la chromatine et une fragmentation typique inter-nucléosomique de 

l’ADN. 

Les effets biologiques des polluants peuvent être assimilés à des indicateurs 

biologiques (ou biomarqueurs) de polluant dans le règne animal et végétal. La 

caractérisation de ces biomarqueurs peut permettre la mise en évidence précoce de 

l’effet polluant avant l’altération de la structure des organismes, et surtout avant que 

toute la population ou l’écosystème ne soient perturbés. 

L’approche « biomarqueurs » peut donc être une technique efficace pour 

prévenir, évaluer et réparer les effets intégrés précoces et réversibles du stress sur les 

organismes. Ainsi, on peut définir le stress comme un phénomène universel entrainant 

des réponses physiologiques, psychologiques, somatiques, et neuroendocriniennes qui 

assurent le maintien de l’homéostasie. 

Diverses études ont montré que certains dommages oxydants peuvent être 

utilisés comme marqueurs biochimiques. Le stress oxydant est un ensemble d’effets 

néfastes liés { des formes actives de l’oxygène ou radicaux libres d’oxygène (ERO). La 

conséquence majeure de ce stress oxydant est la peroxydation lipidique qui est 

évaluée par le taux de malonedialdehyde (MDA), ce qui renseigne sur l’état 

physiologique des organismes. Parmi les stress oxydants on peut citer les polluants 

environnementaux tels que, le plomb, le cadmium, le vanadium, le nickel.etc. (Hfaiedh, 

2002). 
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Le monde prend de plus en plus conscience du potentiel médical et économique 

de ressources naturelles qui fournissent les matières premières nécessaires à la 

fabrication des médicaments à base de plantes et d’autres produits de santé naturels. 

L’utilisation des plantes médicinales est aujourd’hui la forme de médecine la plus 

répandue à travers le monde. Le recours au traitement par les plantes ainsi que la 

recherche des nouvelles substances à activités biologiques constituent une des plus 

grandes préoccupations scientifiques. 

  La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne, 

Saharienne et une flore paléo tropicale, estimée à plus de 3000 espèces appartenant à 

plusieurs familles botanique. Ces  espèces  sont  pour  la  plupart  spontanées  avec  un  

nombre  non  négligeable (15%) d’espèces endémiques (Ozenda, 1977). Ce qui a 

donnée à la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. 

Les huiles essentielles, par leurs propriétés nombreuses et variées, sont utilisées 

dans différents secteurs : en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie, en 

pâtisserie, dans la fabrication des mastics, des insecticides et dans les industries 

pharmaceutiques. Ceci a été prouvé par plusieurs études (Prabuseenivasan et al., 

2006). 

Dans la présente étude, nous avons mis en lumière les huiles essentielles de deux 

espèces très répandues en Algérie et largement utilisée en médicine traditionnelle, 

Mentha spicata L et Pistacia lentiscus L. Elles sont douées de propriétés curatives 

potentielles intéressantes. 

Le choix ciblé concernant ces deux espèces est dictée par : 

 Large distribution et répartition en Algérie. 

 Leur disponibilité. 

 Leur emploi large en médecine traditionnelle par les populations locales. 

Notre objectif consiste, dans la première partie de ce travail, à valoriser les deux 

espèces choisies, M. spicata et P. lentiscus. Dans ce  contexte, cette valorisation portera 

sur l’extraction des huiles essentielles ainsi qu’en évaluation de la composition 

chimique et de l’activité antioxydante. La deuxième partie portera sur l’étude de l’effet 

toxique des nanoparicules de NiO et de l’activité cytoprotective des huiles essentielles 

extraites, sur des cellules alvéolaires pulmonaires (A549). 
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I. Généralités sur le Nickel 

1. Définition  

Le nickel est une substance que l’on retrouve dans le milieu naturel, 

essentiellement dans  les minerais sulfurés extraits des sous-sols et dans les minéraux 

silicatés se trouvant en surface. Dans l’environnement, le nickel est surtout combiné { 

l’oxygène (oxydes) et au soufre (sulfures). La croûte terrestre contient environ 0,009% 

de nickel dans les minerais sulfurés, arséniurés, antimoniurés, oxydés et silicatés. De 

plus, le nickel est présent dans l’air, dans les particules en suspension, après avoir été 

rejeté par des activités humaines ou des phénomènes naturels comme les éruptions 

volcaniques, les incendies de forêts et les météorites provenant de la haute 

atmosphère (Duke, 1980). 

 

2. Propriétés  

Le nickel est un métal blanc bleuâtre ou poudre grise, de forte masse atomique 

(58,69), de numéro atomique 28 et de masse volumique de 8.9 g/cm3. C’est un élément 

dur, malléable et bon conducteur de chaleur et d’électricité. Il est le cinquième élément 

le plus abondant en poids après le fer, l'oxygène, le magnésium et le silicium et est le 

28ème élément le plus abondant dans la croûte terrestre (WHO, l99I).  

   Tableau 01: Propriétés physico-chimiques du Nickel selon David (2009). 

 

 

 

Symbole Ni 

Série chimique métaux de transition 

Numéro atomique 28 

Masse atomique 58,70 g/mol 

Densité (à 20°C) 8,902 g/cm3 

Etat d’oxydation 2, 3 

Etat ordinaire Solide 

Couleur Blanc argenté, reflet gris 

Point de fusion 1455°C 

Point d’ébullition 2913°C 

Isotopes les plus stables 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 
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Le nickel est utilisé couramment pour fabriquer des alliages de métaux solides et 

durables. On retrouve ce métal dans de nombreux objets courants comme les 

casseroles inoxydables, les pièces de monnaie et les piles rechargeables. Les 

propriétés annoncées par ATSDR de ces dérivés sont résumées dans le tableau 

suivant : 

Tableau 02 : Propriétés physico-chimiques des dérivés de nickel (ATSDR, 2005). 

Propriétés 
Sulfate 

de nickel 

Acétate de 

nickel 

Chlorure 

de nickel 

Nitrate 

de nickel 

Oxyde   

de nickel  

Formule 

chimique 
NiSO4 

Ni 

(CH3CO2)2 
NiCl2 Ni (NO3)2 NiO 

Poids 

moléculaire 
154,75 176,80 129,60 182,72 74.69 

Couleur 
Jaune 

verdâtre 
Vert 

Jaune 

doré 
Vert Vert 

Etat physique Solide Solide Solide Solide Solide 

Point de fusion 840 °C / 1001 °C 56,7 °C 1984°C 

Point 

d'ébullition 

Dissocié à 

840  °C 
16,6 °C 973  °C 136,7  °C - 

Densité 4,01 g/cm3 1,798 g/cm3 3,55 g/cm3 2,05g/cm3 6.67g/cm3 

 

3. Utilisations  

Comme de nombreux autres métaux, les applications du nickel { l’état pur sont 

beaucoup moins importantes que celles sous forme d’alliage avec d’autres 

composants. Ainsi, le nickel est employé dans la production d'aciers inoxydables et 

d'aciers spéciaux. Il est également employé dans la production d'alliages non ferreux 

utilisés par exemple dans la fabrication de pièces de monnaie, d'outils et d'ustensiles 

de cuisine. Cet élément est  utilisé dans  les  batteries  alcalines  nickel-cadmium,  dans  

la  fabrication  de  pigments minéraux pour les métaux et les céramiques et comme 

catalyseur en chimie organique. 

De plus le nickel et ses principaux composés sont utilisés dans une vaste gamme 

d’applications industrielles. Le nickel tétracarbonyle est employé dans la fabrication 
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de poudre de nickel de haute pureté, il est également utilisé comme catalyseur en 

synthèse organique. L'acétate de nickel est utilisé comme mordant pour les textiles, 

comme intermédiaire dans la fabrication d'autres composés de nickel et comme 

catalyseur. Le chlorure de nickel est employé pour le nickelage, pour fabriquer des 

encres et comme réactif de laboratoire, il sert également à piéger l'ammoniac dans les 

masques à gaz. 

Le nitrate de nickel entre dans la composition de bains de nickelage et est utilisé 

comme colorant pour les porcelaines, il est également employé dans les batteries 

cadmium-nickel. L'oxyde de nickel est utilisé dans la fabrication de sels de nickel, dans 

la fabrication de ferrites utilisées dans l'industrie électronique, dans la production de 

catalyseurs et pour le nickelage, il est également employé comme colorant pour le 

verre et utilisé dans les peintures sur porcelaine. Le sulfate de nickel est utilisé dans 

les bains de nickelage, comme intermédiaire dans la fabrication de carbonate de nickel 

et de sulfate d'ammonium et de nickel. C'est le principal intermédiaire pour la 

fabrication de sels de nickel. Il sert à produire des catalyseurs et est employé comme 

mordant pour les textiles, il est également employé pour le noircissement du zinc et du 

bronze. Le sulfure de nickel est utilisé dans la production de catalyseurs et dans 

l'hydrogénation des composés de soufre en pétrochimie (Pichard et al., 2006). 

 

4. Les sources d’exposition 

4.1. Sources industrielles 

L’importance des risques liés au nickel serait limitée essentiellement à 

l’exposition professionnelle (Bruaux & Lafontaine, 1978; Haguenoer et al., 1982). En 

est fait les risques professionnels sont importants dans la métallurgie du nickel mais 

aussi chez les Nickeleurs. Il ne faut pas oublier la présence du Ni dans les ciments, les 

liquides de coupe, les détergents, les charbons bitumineux, les peintures et les talcs. 

Une exposition importante au Ni concerne les garagistes, les soudeurs, les fondeurs et 

raffineurs de nickel et des ouvriers de l’industrie chimique (Clemmenson et al., 1981). 

4.2. Sources environnementales 

En dehors de l’exposition professionnelle, il existe un grand nombre de sources 

de contact avec le nickel. 
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a.  Air 

Le nickel fait partie des éléments pouvant contaminer l’air, mais aussi les sols et 

la végétation autour des fonderies de plomb (Ragaini et al., 1977). Aux USA, les valeurs 

moyennes sont voisines de 6 mg/m3 à la campagne et de 17 à 25 mg/m3 en ville selon 

la saison. Dans les zones industrielles, les taux sont plus élevés (NAS, 1975). 

b.  Eau 

Dans l’eau de mer, les concentration du nickel varient de 0.1 { 0.5 µg/l présent 

dans les rejet industriels, le nickel est toxique pour les poissons et il peut provoquer 

une leucopénie et une polyglobulie comme chez Colisa fasciatus (Agrawal et al., 1979). 

c.  Aliment 

L’alimentation apporte environ 0.3 à 0.6 µg de Ni par jour (Schroeder et al., 

1963). Les aliments les plus riches en nickel sont le cacao et le chocolat, le soja, les 

légumes secs, les noix et les céréales (Chantal, 2000). 

d.  Divers 

La plupart des prothèse métalliques sont en acier inoxydable, lequel contient 

plus de 10 à 14% de nickel ou en alliage chrome-cobalt-nickel (Accominotti et al., 

1998). Quelques objets tels que bijoux, montre, bracelet, pièce de monnaie, sacs à main 

renferment du nickel (Menne & Solggaard, 1979). 

 

5. Devenir du Nickel 

5.1. L’absorption 

Le nickel et ses composés sont absorbés par les voies respiratoires et dans une 

moindre mesure par le tube digestif. Environ 20 à 35% du nickel inhalé (sous forme de 

composés peu solubles) sont absorbés dans le sang à partir des voies respiratoires 

(ATSDR, 2005). L’absorption du  nickel  est  directement  corrélée  avec  la  solubilité  

des  composés,  les  plus solubles  étant  les  mieux  absorbés. Les composés solubles 

du nickel (chlorure, sulfate) sont plus facilement absorbés par le tractus respiratoire. 

Par voie orale, quarante fois plus de nickel sont absorbées par le tractus gastro-

intestinal, lorsque le sulfate de nickel est administré dans l’eau de boisson (27 ± 17%) 

par rapport à son administration par la nourriture (0,7 ± 0,4%) (Sunderman et al., 

1989). Chez des rats exposés par gavage à une dose unique de différents composés du 

nickel (10 mg de nickel) dans une solution saline, le pourcentage de la dose absorbée 

varie de 0,01 % pour le monoxyde de nickel, 0,47 % pour le sulfure de nickel, 11,12 % 
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pour le sulfate, 9,8 % pour le chlorure et 33,8 % pour le nitrate (Ishimatsu et al., 

1995). L’absorption du nickel existe également par voie cutanée. Cette voie est peu 

significative quantitativement mais importante cliniquement dans la pathogénie de la 

dermatite de contact (OMS IPCS, 1991). Il n’existe pas de différence d’absorption du 

nickel par voie cutanée entre les sujets hypersensibles et les autres (Tiesjema & Baars, 

2009).  

5.2. La distribution  

Dans le sérum, le nickel est lié à l’albumine, la L-histidine et l’ α2- macroglobuline. 

Chez les humains, les rats et les bovins, la fixation du nickel { l’albumine sérique se 

réalise au niveau d’un résidu histidine (Sarkar, 1984). La distribution du nickel varie 

selon la voie d’exposition. Des travailleurs exposés par inhalation au nickel présentent 

des taux pulmonaires plus élevés que la population générale. Après exposition par voie 

orale, la distribution du nickel s’effectue principalement dans les reins,  mais  il  est  

également  retrouvé  au  niveau  du  foie,  du  cœur,  des  poumons,  du  tissu adipeux, 

du système nerveux périphérique et du cerveau (ATSDR, 2005). Une étude de Dostal et 

al. (1989) chez le rat suggère que le nickel peut s’accumuler dans le lait maternel. Dans 

le sérum et le placenta, le nickel est lie aux protéines spécifiques et/ou acides aminés. 

Ces ligands sont instrumentaux dans le transport et la distribution de nickel dans le 

corps (Pichard et al., 2006). 

5.3. L’excrétion 

 L’excrétion est principalement rénale ; elle est assez rapide. Le nickel ingéré 

(non absorbé) est excrété dans les fèces. La demi-vie plasmatique est de 12 à 24 

heures et la demi-vie urinaire chez les travailleurs exposés est comprise entre 17 et 53 

heures, selon l’hydrosolubilité des composés (Chantal, 2000). Après administration 

intratrachéale, la voie d’élimination du nickel chez les rats dépend de la solubilité des 

composés. Pour les composés solubles (chlorure, sulfate), environ 70 % de la dose 

administrée est excrétée dans l’urine en 3 jours. Pour les composés moins solubles 

(oxyde, sulfure de nickel), une grande partie de la dose est excrétée dans les fécès 

(ATSDR, 2005). Après administration par voie orale de chlorure de nickel à des rats, de 

94 à 97 % est excrété dans les fèces et de 3 à 6 % dans les urines (Ho & Furst, 1973). 

 

6. Le mécanisme d'action  

Le nickel pénètre dans les cellules par l'intermédiaire de 3 différents 
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mécanismes à savoir, 

 La capture via les systèmes de transport des ions métalliques. 

 Par diffusion des composés du nickel lipophilique à travers la membrane. 

 Par phagocytose, alors que les solubles ne sont pas phagocytés mais pénètre 

dans la cellule  par les systèmes de transport ou par diffusion membranaire. 

Une fois entré dans la cellule, les effets du nickel dépendent de sa solubilisation 

et des doses présentes d’ions Ni2+. La capacité de captage par les cellules est 

directement corrélée à la capacité des dérivés du nickel à élever les taux 

intracellulaires. Les structures cristallines de NiS2 sont accumulées dans les vacuoles 

cytoplasmiques en périphérie du noyau où il se produit une acidification progressive 

avec dissolution puis relargage de Ni2+ à la périphérie du noyau où ont lieu des 

interactions préférentielles avec les régions hétérochromatiques. Il se forme alors des 

complexes ADN-protéines et des cassures de brins (Mouffok, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Proposed Model of particulate nickel uptake and intracellular distribution. The nickel particle, 

crystalline Ni3S2 affixes at the cell surface (A). We hypothesize that the particle enters via macropinocytosis 

and/or clathrin mediated endocytosis — where the different forms of uptake may be related to the size of the 

particle (B). In macropinocytosis the membrane exhibits ruffling prior to uptake, a feature that was frequently 

observed during Ni3S2 endocytosis. In clathrin-mediated endocytosis the membrane undergoes a morpho-

logical change via invagination and forms a membrane pit. A number of proteins are involved in CME, pictured 

here are the clathrin proteins that stabilize the pit curvature and the dynamin that aggregates at the neck prior 

to scission. The endocytized particle moves via saltatory motion towards the nucleus inside some form of 

vesicle (the specific form will vary in accordance with the form of endocytosis — macropinosome or clathrin 

coated vesicle) (C). Lysosomes then interact with the vesicle in a process of lysosomal attack (D).These 

interactions often lead to lysosomal fusion (E). Once fused, the pH of the vesicle may be altered through proton 

pumps leading to acidification of the vesicle and the dissolution of the crystalline Ni3S2 particle. This process 

produces high concentrations of Ni2+ (F). In some cases the Ni2+ may exit the vesicle into the cytoplasm where 

they can interact with biomolecules (G); while in other cases the vesicles will continue to travel towards the 

nucleus where they will aggregate at the nuclear membrane (H). Those aggregated at the membrane will 

promote the transfer of Ni2+ ions into the nucleus (I). The presence of Ni2+ can lead to multiple effects 

including DNA condensation and the modification of epigenetic marks including increased DNA methylation 

and loss of histone acetylation (Munoz & Costa, 2012). 
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7. Effets toxiques 

7.1. Toxicité aiguë 

a.  Études chez l’homme 

Le composé du nickel ayant la plus forte toxicité aiguë est le tétracarbonylnickel 

(OMS IPCS, 1991). Une étude de 179 cas d’intoxications par inhalation survenus en 

Chine depuis 1961 a été publié par Shi (1986). Les concentrations dans l’air étaient 

supérieures à 50 mg de tétracarbonylnickel/m3, avec des périodes d’exposition variant 

de 30 minutes à plus de 2 heures. Le temps de récupération varie de 7 à 40 jours selon 

la sévérité des symptômes. 

La toxicité aiguë se dévise en deux phases : immédiate et retardée. La 

symptomatologie immédiate se manifeste par des maux de tête, des vertiges, des 

nausées, des vomissements, de l’insomnie et de l’irritabilité. Elle est suivie d’une 

période asymptomatique avant le début de la phase retardée. Celle-ci est 

essentiellement pulmonaire avec des douleurs constrictives dans la poitrine, une toux 

sèche, une dyspnée, une cyanose, une tachycardie, des symptômes gastro-intestinaux 

occasionnels, une sudation, des perturbations visuelles et une débilité. La 

symptomatologie ressemble à une pneumonie virale (Pichard et al., 2006). 

Un décès par syndrome de détresse respiratoire a été observé chez une personne 

qui pulvérisait du nickel lors d’un procédé de soudure sans porter d’équipement de 

protection (Rendall et al., 1994). La mort est survenue 13 jours après l’exposition de 

90 minutes à une concentration estimée de nickel métallique de 382 mg/m3. Le décès 

d’un enfant de 2 ans a été observé après ingestion accidentelle de 570 mg de nickel/kg 

(sous forme de sulfate de nickel). Un arrêt cardiaque est survenu 4 heures après 

l’ingestion et l’enfant est décédé 8 heures après l’exposition (Daldrup et al., 1983). Des 

effets toxiques ont été observés chez 35 travailleurs d’installation de galvanisation 

ayant bu accidentellement de l’eau contaminée par du sulfate et du chlorure de nickel, 

et de l’acide borique (Sunderman et al., 1988). L’exposition a été estimée entre 7,1 et 

35,7 mg de nickel par kg. Les symptômes incluent des nausées, vomissements, 

diarrhées, crampes abdominales, maux de tête, sensations d’ébriété et une 

augmentation transitoire des érythrocytes (7 travailleurs), de la bilirubine sérique (3 

travailleurs) et de l’albumine urinaire (3 travailleurs).  
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b.  Études chez l’animal 

Chez 28 rats soumis par inhalation à une exposition unique de 36,5mg de 

nickel/m3 (sous forme de sulfate) pendant 2 heures, quatre morts ont été observés 

dans les deux jours suivant l’exposition (Hirano et al., 1994).  

Des hémorragies sévères des poumons ont été observées chez les rats décédés. 

Une augmentation de la susceptibilité aux infections à streptocoques a été observée 

chez des souris exposées à 0,46 mg de nickel/m3 (sous forme de chlorure ou de 

sulfate) pendant 2 heures (Adkins et al., 1979). Après un test de provocation avec des 

streptocoques, le taux de mortalité était environ 20% supérieur chez les souris 

exposées au nickel par rapport aux témoins. Chez l’animal, l’ingestion de sels de nickel 

est suivie d’un syndrome dysentérique, d’une atteinte tubulaire rénale, d’une 

hypothermie et de convulsions (Sunderman et al., 1988). 

Les données de la toxicité aiguë du nickel par voie orale, citées dans le tableau2, 

indiquent que les composés solubles du nickel (acétate, sulfate) sont plus toxiques que 

les moins solubles (oxyde et sous sulfure de nickel). 

Tableau 03: Les différentes valeurs de DL50 des composés du nickel (Pichard et al., 

2006). 

Voie 

d’exposition 
Composé DL50 (mg/kg). Espèce 

Inhalation 

Tétracarbonylnickel 0,100 Rats, 20 minutes 

Tétracarbonylnickel 0,240 Rats, 30 minutes 

Tétracarbonylnickel 0,067 Souris, 30 minutes 

Voie 

orale 

Sulfate de nickel 39 Rats Sprague-Dawley  

Acétate de nickel 116 Rats Fischer 344  

Acétate de nickel 136 Souris Swiss-Webster  

Oxyde de nickel > 3930 Rats Sprague-Dawley 

Sous-sulfure de nickel > 3665 Rats Sprague-Dawley 
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7.2. Toxicité chronique 

  7.2.1.  Effets sur les organes 

a. Effets respiratoires 

Les  études  chez  l’homme  et  l’animal  indiquent  que  le  système  respiratoire  

est  la  cible principale de la toxicité du nickel par inhalation. Une augmentation de 

l’incidence des décès par pathologie respiratoire a été trouvée chez des travailleurs 

exposés chroniquement à des concentrations  supérieures  à  0,04 mg  de  nickel/m3,  

sous  forme  de  monoxyde  ou  de  métal (Cornell  &  Landis,  1984).  Les  effets  

respiratoires  étaient  de  type  bronchite  chronique, emphysème et diminution de la 

capacité vitale. Des cas d’asthme ont été décrits { la suite d’une exposition 

professionnelle au nickel (Novey et al., 1983; Dolovich et al., 1984; Shirakawa et al., 

1990). 

Des rats et des souris ont été exposés par inhalation au sous sulfure de nickel par 

inhalation 6 heures par jour et 5 jours par semaine, pendant 90 jours à des 

concentrations de 0,1 à 1,8 mg de nickel/m3 (Dunnick et al., 1989; Benson et al., 1990). 

Une hyperplasie des macrophages alvéolaires a été notée chez les rats à toutes les 

concentrations et chez les souris à partir de 0,2 mg/m3.  Pour  les  plus  fortes  

concentrations,  une  inflammation  chronique  active  et  une fibrose interstitielle 

focale chez certaines souris ont été observées. 

L’exposition  chronique  (6 heures/jour,  5 jours/semaine  pendant  78 semaines)  

à des poussières de sous sulfure de nickel (0,97 mg de nickel/m3, soit une 

concentration de nickel d’environ  0,7 mg/m3)  a  entraîné  une  augmentation  des  

lésions  pulmonaires  chez  des  rats Fisher 344  (Ottolenghi  et  al.,  1974).  Les  lésions  

étaient  de  type  pneumonie,  atélectasie, bronchite, bronchectasie, emphysème. 

L’exposition chronique pendant deux ans de rats et de souris { l’oxyde (0 –0,5 1 -2 

mg/m3 pour les rats, 0 – 1 – 2 - 3,9 mg/m3 pour les souris), au sous sulfure (0 - 0,11 - 

0,73 mg/m3  pour les rats, 0 - 0,44 - 0,88 mg/m3 pour les souris) et au sulfate de nickel 

(0  -  0,03  -  0,06  - 0,11 mg/m3 pour les  rats,  0  -  0,06  -  0,11-  0,22 mg/m3 pour  les  

souris)  a entraîné  des  lésions  respiratoires  (NTP, 1996).  Les  lésions  incluaient  

une augmentation du poids des poumons, une inflammation et/ou une fibrose des 

poumons. 
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b.  Effets rénaux 

L’intoxication chronique au nickel est responsable d’une altération des cellules 

épithéliales des glomérules, d’une nécrose tubulaire focalisée (Grititz, 1975) et aussi 

une dégénérescence granulaire des tubules (Weischer et al., 1980). Chez des 

travailleurs exposés à des composés solubles du  nickel  (sulfate  et  chlorure)  à une 

concentration  moyenne  de  0,75 mg  de  nickel/m3,  une  élévation  des  taux  

urinaires de protéines  totales,  de  β2-microglobuline,  de  retinol  binding  protein et  

de  N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG) chez 12 femmes, de lysozyme urinaire et de 

NAG chez 14 hommes a été  observée  (Vyskocil  et  al.,  1994).  Ces  observations  

témoignent  d’une  dysfonction tubulaire. 

c.  Effets hépatiques 

Chez le rat, l'intoxication par le nickel témoigne d'une dégénérescence des 

hépatocytes. Ainsi, le sulfate de nickel administré par voie cutanée ou orale provoque 

chez le rat des effets hépatiques qui se traduisent par un gonflement des hépatocytes, 

une nécrose focale et une vacuolisation; accompagnés d'une augmentation de l'activité 

enzymatique du foie notamment de la catalase, l'alanine aminotransférase (ALAT),       

l'spartate aminotransférase (AST) et une augmentation du taux de lipides peroxydases 

et de la bilirubine. De plus, chez les rats mâles et chez les souris, le sulfate de nickel 

administré dans l'eau de boisson provoque une chute du poids du foie, alors que par 

gavage il n’en provoque pas chez les rats. Le hamster traité par le nickel par voie sous- 

cutanée montre une augmentation de l'ATPase-Mg2+, de la phosphatase acide et du 

glucose 6-phosphate. Alors qu'une augmentation du poids du foie est observée chez 

des chiens exposés pendant deux ans au sulfate de nickel (Mouffok, 2008). 

d.  Effets cutanés 

La dermatite de contact, qui résulte d’une exposition  cutanée  au  nickel,  est  

l’effet le plus fréquent dans la population générale. Des études suggèrent que 

l’exposition { long terme au nickel  par  voie  orale peut  être  tolérée  par  quelques  

individus  sensibilisés,  et  peut  même servir  de  traitement  désensibilisant  (ATSDR,  

2005).  Van  Hoogstraten  et  al. (1991)  a  étudié chez  2159 personnes  la  relation  

entre  l’exposition  orale  au  nickel  lors  de  traitement orthodontique  et  la  survenue  

d’une  sensibilisation  après  perçage  des  oreilles  et  port  de boucles  d’oreilles  

contenant  du  nickel.  L’administration de sulfate de nickel { dose croissante (0,01 - 
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0,03 mg/kg/j) jusque 178 jours chez huit femmes sensibilisées a entrainé une 

amélioration clinique significative chez toutes les femmes de l’eczéma  des  mains  

après  un  mois  (Santucci  et  al.,  1994).  Par  la  suite, une guérison de toutes les 

lésions cutanées, { l’exception de celles des mains, a été observée. 

Par  voie  cutanée,  l’allergie  au  nickel  est  l’allergie  de  contact  la  plus  

fréquente  chez  les femmes.  L’exposition  sensibilisante  se  produit  le  plus  souvent  

par  les  produits  de consommation,  et  plus  particulièrement  par  les  bijoux,  plutôt  

que  par  une  exposition professionnelle (ATSDR, 2005). Une association a été 

observée entre le perçage des oreilles et la  sensibilité au  nickel. Une  étude chez  des  

écolières  âgées  de  7  à  12 ans  a  montré  que la fréquence de l’allergie au nickel était 

de 30,8 % chez les filles ayant les oreilles percées et de 16,3 % chez les filles n’ayant 

pas les oreilles percées (Dotterud & Falk, 1994). 

e.  Effets immunologiques 

Chez 38 travailleurs exposés au nickel (composé non précisé), une augmentation 

significative des IgG, IgA et IgM et une diminution significative des IgE a été observée 

(Bencko et al., 1986).  Par  ailleurs, une augmentation  significative  d’autres protéines  

sériques pouvant  être impliquées  dans  l’immunité  {  médiation  cellulaire (α1-

antitrypsine,  α2-macroglobuline, céruloplasmine)  a  été  observée.  Ces  modifications  

suggèrent  que  le  système  immunitaire  a été stimulé par l’exposition au nickel. De 

plus, une hyperplasie des ganglions lymphatiques bronchiques a été notée avec le 

monoxyde de nickel  (0,5 mg/m3 pour  les  rats,  1 mg/m3 pour  les  souris),  le  sous  

sulfure  de  nickel (0,11 mg/m3 pour les rats,  0,44 mg/m3 pour les  souris)  et  le  

sulfate  de  nickel  (0,11 mg/m3 pour les rats, 0,22 mg/m3 pour les souris). Des rats 

Wistar exposés de façon continue pendant quatre mois par inhalation à 0,025 mg de 

nickel/m3 (sous  forme  de  monoxyde de  nickel)  ont  présenté  une  diminution  du  

nombre  de macrophages alvéolaires et de la réponse humorale (Spiegelberg et al., 

1984). 

f.  Effets endocriniens 

Des effets sur la régulation de la glycémie ont été observés, comme une  

hyperglycémie due à l'augmentation du taux de glucagon. L’administration du chlorure 

ou du sulfate de nickel à des lapins ou chiens, les composés de nickel antagonisent 

l’action de l’insuline. Par ailleurs, l’injection de nickel à des lapins, des rats ou des 
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poulets provoque une augmentation rapide des concentrations en glucose 

plasmatique. De plus, Clemons et Garcia (1981) montrent une diminution significative 

du taux de prolactine et par voie orale une inhibition de l'absorption de l’iode par la 

thyroïde. Dormer et al. (1974) ont démontré que le nickel inhibe la sécrétion de 

l’amylase par la glande parotide, l’insuline par les îlots de Langerhans et la GH (growth 

hormone) par la glande pituitaire. Après l'administration du nickel à des rats ils ont 

remarqué une concentration élevée du métal au niveau de la glande pituitaire et 

l'hypothalamus et l'inhibition de la sécrétion de prolactine (Mouffok , 2008). 

g.  Effets cardiovasculaires 

Chez le rat, l'administration de NiCl2 par injection induit une augmentation de la 

pression artérielle (Wang et al., 2002). Une diminution du poids du cœur est observée 

chez des rats exposés au sulfate de nickel pendant deux ans (Ambrose et al., 1976). 

Aucun changement histologique n'a été observé au niveau du cœur soit après 

l'administration de chlorures de nickel dans l'eau de boisson, soit chez les rats exposés 

au sulfate de nickel dans leurs diètes pendant deux ans (Obone et al., 1999). 

h.  Effets érythropoïètiques 

Le nickel induit une diminution du taux d'hémoglobine, d'hématocrite et du 

nombre de globules rouges chez des rats et le chien et une augmentation du nombre 

de plaquettes sanguines (Ambrose et al., 1976). 

7.2.2.  Effets cancérogènes  

Les particules de nickel sont connues comme cancérigènes chez de nombreux 

animaux ; elles peuvent induire des transformations dans des systèmes cellulaires et 

des aberrations chromosomiques (Lin & Costa, 1994). Les sels de nickel comme les 

particules de nickel peuvent être allergènes et cancérigènes chez l’homme en formant 

des radicaux oxygénés (Huang et al., 1994). Cette cytotoxicité est vérifiée chez certains 

microorganismes (Wu et al., 1994). L’intoxication { long terme par les dérivés du 

nickel provoque un redoutable pouvoir carcinogène. En effet, le NiS2 est le plus 

carcinogène. Il provoque une augmentation très significative des cancers pulmonaires 

(Ottolenghi et al., 1975). De même, l’inhalation du nickel carbonyle peut induire 

facilement des sarcomes. Les dérivés du Ni ont une action synergique avec les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques cancérigènes (Maenza et al., 1971). Citons 
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l’exemple de  l’oxyde de carbone de la fumée de cigarette, une fois combiné avec le 

nickel forme le nickel-carbonyle cancérigène. 

La conséquence la plus grave de l’exposition { long terme au nickel est 

l’apparition du cancer pulmonaire au niveau du sinus et du larynx; et un cancer des 

cellules épithéliales le plus souvent des tubes proximaux des reins. Le cancer de 

l’estomac augmente aussi significativement chez les nickeleurs et chez les fondateurs 

de nickel. En fait, le risque d’attente par le cancer est trois fois supérieur chez les 

travailleurs que chez les sujets non-exposés, encore grave, chez les fumeurs 22 fois par 

rapport aux non fumeurs. La plupart des cancers observés ont été détectés chez les 

travailleurs dans les usines de raffinage où les poussières cancérigènes sont le nickel 

métallique, NiS2 et NiO (Hekmat, 2001). 

7.2.3.  Mutagénicité et génotoxicité du nickel 

L’effet mutagène et cytotoxique des sels et des particules de nickel est bien 

vérifié (Fletcher et al., 1994). Plusieurs études expérimentales et épidémiologiques ont 

montré que le nickel (Ni2+) est génotoxique en produit des espèces réactives de 

l’oxygène tel que le radical hydroxyle (Costa et al., 2002; Chen et al., 2003). Les 

mécanismes de cette génotoxicité sont multiples soit par cassures mono brins et 

double brins de l’ADN pour des très faibles concentrations avec activation de la Poly 

ADP-ribose polymérase qui est normalement induite en présence de lésions dans 

l’ADN (Lei et al., 2001), ou par inhibition (à des concentrations non cytotoxiques de 

Ni2+) des processus de réparation des lésions de l’ADN causées entre autres par les UV 

(Hu et al., 2004; Wozniak & Blasiak, 2004).  

 

Figure 2: Schematic representation of the uptake and major 

cellular interactions of Ni (II) derived from water-insoluble 

(e.g., Ni3S2 and NiO dust particles) and soluble (e.g., NiSO4, 

NiCl2, Ni(II) acetate) nickel compounds: (1) The insoluble 

particles enter the cell via phagocytosis; Ni(II) is released 

from the phagocytic vesicles into the cytoplasm and 

nucleus. (2) Soluble Ni2+ is transported into the cell via the 

Ca2+ channels, the divalent cation transporter system DMT-

1 (Nramp 2), and by diffusion. (3) The cytoplasmic Ni (II) 

forms a variety of complexes with different ligands, such as 

amino acids, peptides, proteins, and glutathione, some of 

which are redox active and catalyze ROS production; the 

major effect is hypoxic stress due to Ni (II) interference 

with iron transport and iron-dependent hydroxylases. (4) 

The nuclear Ni (II) and Ni (II)-generated ROS interact with 

DNA and histones, causing promutagenic DNA damage 

(aggravated through inhibition by Ni(II) of DNA repair 

enzymes), and epigenetic alterations (stemming from 

Ni(II)-induced DNA hypermethylation, histone 

hypoacetylation and structural damage, and transcription 

factors activation) (Kasprzak et al., 2003). 
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8. Effets sur la reproduction et le développement  

Il n’existe pas des études chez l’homme quant aux effets sur la reproduction et le 

développement du nickel par voie orale ou cutanée (OMS IPCS, 1991). Chez 356 

femmes employées dans une raffinerie de nickel, exposées par inhalation à des 

concentrations de 0,084 à 0,196 mg de nickel/m3 (sous forme de sulfate de nickel), le 

taux d’avortement spontané était de 15,9% contre 8,5% chez des femmes non 

exposées (Chashschin et al., 1994). 

Les études chez l’animal avaient montré que l’administration de sulfate de nickel 

a produit une nécrose des tubes séminifères, chez le rat. Les sels de nickel sont 

tératogènes chez la souris (anencéphalie, exencéphalie, fente palatine et autres 

malformations squelettiques) (IARC, 1990). D’autre part, une diminution du poids 

foetal a été signalé chez des nouveau-nés de rats exposés 23,6 heures/jour à 1,6 mg de 

nickel/m3 (sous forme de monoxyde de nickel) du jour 1 au jour 21 de la gestation 

(Weischer et al., 1980). De plus, une dégénérescence tubulaire des testicules a été 

observée chez des rats exposés par voie cutanée avec du sulfate de nickel à la dose de 

60 mg de nickel/kg/jour pendant 30 jours (Mathur et al., 1977). L'administration 

intrapirétoniale de nitrate de nickel (12 mg Ni/kg P.C) chez les souris mâles a 

entraînée une réduction de la capacité fertilisante des spermatozoïdes, tends que ceux 

qu'ont exposés au  8 mgNi/kg  P.C ne présente pas des effets.  L'injection 

intramusculaire de subsulfide de nickel (80 mg/Ni/kg P.C) chez les rats induit une 

réduction de poids corporel du fœtus (ATSDR, 2005). 

 

9. Généralités sur les nanoparticules 

9.1.  Définition 

Le préfixe « nano » représente dans le système international un milliardième    

(10-9) d’une unité de base. D’après la norme en vigueur, un objet possédant une 

dimension comprise entre 1 et 100 nm est appelé nanoparticule (NPs) (Krug & Wick, 

2011). La découverte de l’intérêt de ces objets associée { l’évolution des techniques de 

synthèse a permis un essor rapide des NPs qui sont aujourd’hui retrouvées dans bien 

des domaines tels que la cosmétologie, l’industrie alimentaire ou encore l’industrie 

pharmaceutique. La production mondiale est estimée à plusieurs dizaines de milliers 

de tonnes répartie dans plus de 1500 produits (EPA, 2007). 
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9.2. Origine des nanoparticules 

Les NPs sont produites par des procédés naturels tels que des éruptions 

volcaniques, les tempêtes de sables sahariennes, des feux de forêts ou simplement 

l’érosion des sols. La proportion de ces particules naturelles avoisine 90%. La 

présence de NPs dans l’environnement est également imputée { l’homme qui en 

produit des milliards avec notamment les rejets industriels. Les moteurs des 

automobiles, en particulier diesel, sont par ailleurs la première source de particules 

atmosphériques en milieux urbains. Les moteurs d’avion, les pneus, les cigarettes, la 

destruction des bâtiments sont également des générateurs de NPs (Buzea et al., 2007). 

9.3.  Localisation dans l’environnement 

Une fois libérées dans l’environnement, les NPs peuvent connaître des destins 

différents. En milieu marin, les NPs peuvent aussi bien sédimenter, rester en 

suspension ou bien flotter à la surface. Selon leur localisation, les particules se rendent 

disponibles pour différents types d’organismes. Elles peuvent être par exemple 

retrouvées dans les algues marines, dans les invertébrés comme le plancton ou encore 

dans les poissons (Menard et al., 2011). En milieu terrestre, les NPs peuvent être 

retrouvées dans les sols ou bien en suspension dans l’air et donc potentiellement dans 

n’importe-quel organisme vivant. A terme, les NPs pourraient envahir l’ensemble de la 

chaine alimentaire pour devenir omniprésentes (Nowack & Mueller, 2008). 

9.4. Les nanoparticules d’oxyde de nickel  

Le NiO NPs est largement utilisé dans diverses applications telles que les 

catalyseurs, les cellules solaires, les diodes électroluminescentes, les batteries au 

lithium, les RRAM en informatique, les capteurs électrochimiques et les biosenseurs 

(Rao & Sunandana, 2008). L’utilisation variée des NPs de NiO  multipliant les risques 

de contact aux animaux voire l’être humain (Ahamed et al., 2013). 

L’étude de la toxicité de NPs de NiO en utilisant plusieurs types de lignées 

cellulaires a fait l’objet de nombreuses publications. Les effets observés sont divers : 

(i) la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) dans les cellules est toujours 

rapportée. Dans la cellule, les ERO sont naturellement fabriquées lors des processus 

métaboliques, cependant leur présence en quantités anormalement élevées peut 

entraîner des dommages parfois irréversibles (Yin et al., 2012). (ii) Les NPs sont 

capables d’induire une peroxydation des membranes phospholipidiques. (iii) La 
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présence de NPs dans les cellules peut pareillement causer des dommages de l’ADN en 

altérant les fonctions cellulaires (Fig.3). (iv) La mort cellulaire, des ralentissements de 

prolifération et également des modifications dans les cycles cellulaires sont aussi des 

conséquences rapportées (Siddiqui et al., 2012; Ahamed et al., 2013; Capasso et al., 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Mécanisme de toxicité des nanoparicules de nickle (Khiari et al., 2018) 
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II.  Le Stress Oxydant 

Dans les conditions physiologiques normales, l’oxygène bien qu’il soit 

indispensable à la vie il produit en permanence au niveau de la mitochondrie des 

espèces réactives de l’oxygène (ERO) toxiques pour l’intégrité cellulaires en dépassant 

certains seuils. Les ERO sont également générées sous l’effet d’oxydant 

environnementaux, { savoir la pollution, l’absorption d’alcool ou de médicaments, 

l’exposition prolongée au soleil et au tabagisme (Phung et al., 1999) qui provoquent 

une surproduction des EOA dans notre organisme, un déséquilibre de la balance 

oxydante et par conséquent l’apparition des dégâts cellulaires.  

 

1. Définition 

Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un 

déséquilibre entre la production de radicaux libres et leur destruction par des 

systèmes de défenses anti-oxydantes. Les radicaux libres peuvent engendrer des 

dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de 

nombreuses cibles: les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Fig. 4) (Cooke & 

Davidge, 2003; Davies, 2003). 

 

Figure 4 : Le stress oxydant (Sandrine, 2013). 

 

2. Les causes du stress oxydant  

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils 

sont utiles pour l’organisme { dose raisonnable ; mais la production peut devenir 

excessive { la suite de phénomènes toxiques exogènes. Ainsi l’organisme doit se 
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protéger de ces excès par différents systèmes antioxydants. Dans ces circonstances 

anormales, la production de radicaux libres est beaucoup trop forte et elle ne peut pas 

être maîtrisée par l’organisme.  

    La rupture de cet équilibre peut provenir dans des cas : 

 D’irradiations UV, intoxication par des polluants métalliques ou gazeux, ou 

encore une exposition à des xénobiotiques (Scandalios, 2005; Fetoui et al., 

2008) 

 De changements brutaux d’environnement comme une surexposition { O2, une                

élévation de la température. 

 D’ischémies / reperfusions suivant des thromboses. 

 De défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des 

antioxydants apportés par l’alimentation comme les vitamines ou les oligo-

éléments, présents en  quantités limitées. 

 D’anomalies génétiques responsables d’un mauvais codage d’une protéine soit 

de nature enzymatique antioxydante, soit synthétisant un antioxydant (comme 

le gamma glutamyl synthétase produisant le glutathion). 

 Généralement, le stress oxydant est la résultante de plusieurs de ces facteurs et 

se produit  dans un tissu ou un type cellulaire bien précis ou objet de la défaillance et 

non pas dans tout  l’organisme (Fetoui et al., 2008). 

 

3. Les dérivés actifs de l’oxygène  

3.1. Définition de radical libre  

 Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un (ou plusieurs) électron(s) 

non paire(s), comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs) électron(s) de 

l’orbite externe, aboutissant { la formation d’une demi liaison qu’il faut satisfaire par  

un pillage local d’électron(s) (Wassmann et al., 2004; Wolin et al., 2005; Angelos et al., 

2006). 

3.2. Les principaux radicaux libres oxygénés et leur origine 

Les radicaux libres nocifs sont produits dans l’organisme au cours du 

métabolisme normal, cette production augmente en rapport avec  l’élévation  de la 

consommation d’oxygène (Gauche & Hausswirth, 2006). Les espèces réactives de 

l’oxygène peuvent être des radicaux libres (O2.-: anion superoxyde, HO. : radical 
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hydroxyle) ou des molécules non radicalaires mais néanmoins hautement instables 

(O2 singulet). La plupart des radicaux libres proviennent de la chaîne respiratoire, du 

NADPH et de l’activité de la xanthine oxydase. Alors que les espèces réactives du NO 

sont essentiellement produites par la NO-synthase (Fig. 5).      

 

Figure 5 : Origine des différents radicaux libres oxygénés impliqués en biologie 

(Favier,  2003) 

Les radicaux libres sont très  instables, leur durée de vie est généralement très 

courte (10-4 secondes). Leur réactivité réside dans la recherche d’un électron afin 

d’apparier leur électron célibataire, cela conduit souvent { la formation de nouveaux 

radicaux initiant ainsi une réaction en chaînes. Dans les milieux vivants, la diffusion du 

processus est limitée par la compartimentation tissulaire. 

 

Figure 6: Réduction mono-électrique de l’oxygène moléculaire en eau (Cette réduction 
s’accompagne de la formation d’espèces partiellement réduites et réactives de l’oxygène). 



Chapitre I  Synthèse bibliographique 

 

22 
 

3.3. Les cibles des dérivés actifs de l’oxygène  

3.3.1. Les cibles lipidiques  

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en 

raison de leurs hydrogènes bis-allyliques facilement oxydables. Plus l’acide gras est 

insaturé et plus il est susceptible d’être peroxydé, c’est { dire dégradé par un 

processus oxydant non enzymatique. 

a. La peroxydation non enzymatique 

Il s’agit d’un enchaînement de réactions radicalaires organisées en trois phases 

successives : l’initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell & Gutteridge, 

1999). La phase d’initiation consiste en la création d’un radical d’acide gras R. à partir 

d’un acide gras RH par soustraction d’un atome d’hydrogène (H.). Cette 

déshydrogénation peut être provoquée par un initiateur radicalaire tel que HO. ou 

HOO. .Le radical lipidique R subit ensuite un réarrangement moléculaire pour donner 

un radical avec une structure de diène conjugué, plus stable, qui peut réagir avec une 

molécule d’O2 et former un radical peroxyle (ROO.). Ce radical est suffisamment réactif 

pour arracher { nouveau, un H d’un acide gras polyinsaturé voisin, propageant ainsi la 

réaction. L’hydroperoxyde lipidique (ROOH) formé peut être oxydé en présence de 

Fe2+ ou Cu2+ et entraîner la formation d’alcanes et d’aldéhydes. 

La réaction en chaînes peut être interrompue (phase de terminaison) par 

l’association de deux radicaux libres et la formation d’un composé stable ou le plus 

souvent par la réaction du radical avec une molécule antioxydante (Fig. 7).  

 

Figure 7 : Les trois étapes de la peroxydation lipidique (Sachdev & Davies,  2008). 
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b. Les conséquences de la peroxydation lipidique 

La peroxydation lipidique spontanée s’avère toujours néfaste (Halliwell & 

Gutteridge, 1999; Kühn  & Borchert, 2002). Dans les conditions physiologiques 

anormales, elle reflète la toxicité de l’oxygène et elle a plusieurs conséquences telles 

que :  

 la présence d’un groupement peroxyle perturbe les interactions hydrophobes 

lipides/lipides et lipides/protéines, ceci conduit à des altérations structurales 

des membranes et des lipoprotéines. 

 la fluidité des membranes est diminuée et la perméabilité est augmentée. Des 

enzymes et des récepteurs membranaires sont susceptibles d’être inactivés. 

 les hydroperoxydes lipidiques sont à leur tour la source de radicaux libres qui 

peuvent induire des modifications secondaires des autres membranes et/ou 

des constituants des lipoprotéines. 

Ceci met en péril l’intégrité des organites et/ou de la cellule et peut conduire { 

une lyse des organites et de la cellule. 

3.3.2. Les cibles non lipidiques  

La production excessive de radicaux libres est responsable de lésions directes de 

molécules biologiques (oxydation de l’ADN, des protéines, des glucides), mais aussi de 

lésions secondaires dues aux caractères cytotoxiques et mutagènes des produits 

libérés, notamment lors de l’oxydation des lipides. 

Les acides aminés comme la méthionine, la lysine et les acides aminés 

aromatiques peuvent être oxydés de façon irréversible, ce qui modifie la structure des 

protéines et peut altérer leurs antigénicités ou leurs activités. Les protéines modifiées 

deviennent généralement plus sensibles { l’action des protéases et sont donc 

éliminées. L’oxydation de la cystéine est réversible mais peut également perturber les 

fonctions biologiques du glutathion (GSH) ou de certaines protéines (Davies et al., 

1999). 

Les ADN nucléaire et mitochondrial constituent une cible cellulaire importante. 

Les attaques radicalaires au niveau des désoxyriboses ou des bases puriques et 

pyrimidiques peuvent conduire { leur oxydation ainsi qu’{ des coupures mono- ou 

double-brin de l’ADN, responsables éventuellement de mutations pouvant aboutir à la 

mort cellulaire (Imlay & Linn, 1988; Zastawny et al., 1998). De puissants systèmes de 
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réparation (glycosylases, endonucléases) permettent d’assurer dans la plupart des cas 

la conservation du génome.  

Le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques en présence de 

traces métalliques en libérant des cétoaldéhydes, H2O2 et HO.. Son oxydation entraîne 

la coupure de protéines et leur glycation par attachement du cétoaldéhyde (Wolff et 

al., 1989). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Les conséquences du stress oxydant  

Les concentrations physiologiques d’espèces réactives de l’oxygène ont un effet 

bénéfique sur la croissance cellulaire tandis que des taux élevés sont destructeurs 

(Remacle et al., 1995). En effet, les ERO étant capables de réagir à différents niveaux 

dans les cellules, les conséquences liées à leur accumulation peuvent être très graves 

(Berlett & Stadtman, 1997;  Dean et al., 1997) tel que le diabète, les rhumatismes et les 

maladies cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998); la cataracte, la sclérose, le 

syndrome de détresse respiratoire aigu (McGuire et al., 1982); l'œdème pulmonaire 

ainsi que le vieillissement accéléré des tissus (Sohal et al., 2002). De plus, le stress 

oxydant entraîne des complications diabétiques au niveau macro ou micro-vasculaire 

ainsi qu'une augmentation de la résistance à l'insuline (Sato et al., 1979). Les ROS 

Figure 8: Free radical–mediated cellular injury. Superoxide and the hydroxyl radical 
initiate lipid peroxidation in the cellular, mitochondrial, nuclear, and endoplasmic 
reticulum membranes. The increase in cellular permeability results in an influx of Ca2+ , 
which causes further mitochondrial damage. The cysteine sulfhydryl groups and other 
amino acid residues on proteins are oxidized and degraded. Nuclear and mitochondrial 
DNA can be oxidized, resulting in strand breaks and other types of damage (Colleen et al., 
2005). 
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seraient impliquées dans les maladies neurodégénératives, notamment la maladie 

d'Alzheimer (Evans et al., 1989; Perry  et al., 2002) où la mort neuronale pourrait être 

liée à un phénomène d'apoptose impliquant les radicaux libres (Barus, 2008). Les 

dommages sur les lipides, principalement ciblés sur les acides gras de la bicouche 

membranaire, entraînent une cassure des parois cellulaires. L’oxydation d’un ou de 

plusieurs acides aminés des protéines peut conduire d’une part { une inactivation de 

celles-ci et d’autre part { des liaisons protéine ou ADN/protéine. Cette oxydation 

augmente alors la sensibilité à la protéolyse (Berlett & Stadtman, 1997;  Dean et al., 

1997). Les dommages oxydatifs sur les acides nucléiques entraînent des mutations et 

des dégradations des bases pouvant provoquer le clivage d’un brin d’ADN. Les liaisons 

ADN/protéine générées par oxydation de l’ADN ou de la protéine peuvent provoquer 

un dérèglement de la machinerie réplicative (Beckman & Ames, 1997; Burrows &  

Muller, 1998). Toutes les réactions engendrées par ces dommages oxydatifs peuvent 

être la cause de mutations, de cancers engendrant la mort cellulaire. 
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III. Le Système Antioxydant 

1. Définition  

Un antioxydant peut être défini comme toute substance qui est capable, à 

concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats 

oxydables et ainsi retarder ou empêcher l’oxydation de ces substrats. Les antioxydants 

cellulaires sont enzymatiques et non enzymatiques (Servais, 2004). 

 

2.  Les antioxydants enzymatiques  

2.1.  La superoxyde dismutase (SOD) 

Cette enzyme assure la première ligne de défense contre le stress oxydant, en 

éliminant l’anion superoxyde (O2-°) première espèce toxique générée à partir de 

l’oxygène. 

                      2O2-°   + 2H+                H2O2    +  O2   

On distingue la SOD cytosolique qui peut être soit cuivre soit zinc dépendante et 

la SOD mitochondriale manganèse dépendante, il existe aussi une SOD extracellulaire. 

La SOD se comporte de deux manières différentes face à une condition de stress 

oxydant : 

 Une surproduction de la SOD lors d’un stress oxydant modéré;  

 Si le stress perdure et produit les dérivés réactifs de l’oxygène de façon 

excessive, la SOD sera détruite et sa concentration chutera (Mena et al., 

1991). 

2.2. La catalase  

La catalase est un groupe d’enzymes tétramériques, chaque unité portant une 

molécule d’hème et une molécule de NADPH. Cette enzyme prévient les molécules 

biologiques induites par l’eau oxygénée. La catalase a donc pour rôle d’accélérer la 

réaction spontanée de dismutation de H2O2 en oxygène et en eau selon le mécanisme 

suivant : 

            

 

  

Catalase-(Fe III) + H2O2     [Catalase- H2O-(FeV)] + H2O 

[Catalase- H2O-(FeV)] + H2O2     Catalase-(Fe III) + H2O + O2   

                            2 H2O2    2 H2O + O2 

 

 

 

SOD 
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Tous les organismes aérobies possèdent la catalase qui est présente dans les 

érythrocytes, la moelle osseuse, le foie, les reins et la peau (Blondeau et al., 1987). 

2.3. Les peroxydases   

 Ces enzymes ont en commun une structure tétramériques. Chaque tétramère 

possédant un atome de sélénium dans son site actif, très fortement fixé à la chaîne 

peptidique, sous forme de sélénocystéine dans la séquence primaire. L’introduction du 

sélénium se faisant selon un mécanisme particulier dit péri-traductionnel. 

 La glutathion peroxydase à sélénium (GPx) 

La GPx est inactivée par H2O2, le terbutylhydroperoxyde, et HO- quand elle est 

incubée sans glutathion. L’enzyme natif n’est pas sensible { la trypsine ni { la 

chymotrypsine. Cet enzyme est de 80 kDa, sa sensibilité à la protéolyse augmente 

après traitement par des radicaux ou des peroxydes. Le rôle de la glutathion 

peroxydase à sélénium est très important dans la plupart des tissus où elle réalise la 

quasi-totalité de l’élimination de H2O2 comme dans les globules rouges ou les 

plaquettes (Prohaska & Ganther, 1977). 

 

 

 

 

 La glutathion peroxydase cytosolique  

Il s’agit d’un tétramère dont chaque sous unité porte une molécule de 

sélénocystéine sur son site actif. Le fonctionnement de l’enzyme nécessite un flux de 

glutathion recyclé par la coopération de plusieurs enzymes dont la glutathion 

réductase (GR) qui réduit le glutathion oxydé en consommant du NADPH, lui-même 

régénéré grâce à la glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PDH) alimentée par le 

shunt des pentose phosphates (Mates et al., 1999). 

 La glutathion peroxydase plasmatique  

La glutathion peroxydase présente dans le plasma et celle présente dans le 

cytosol sont différentes et proviennent des globules rouges ou des cellules 

endothéliales, les séquences et le poids moléculaire sont différents, 23 kDa pour la 

sous unité GPx plasmatique, contre 22 kDa pour la sous unité érythrocytaire. Le 

ROOH + 2 GSH   ROH + GSSG + H2O       

H2O2 + 2GSH   2H2O +GSSG 

 

 

GPx 

GPx 
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mécanisme d’action est identique, mais il y a un effet plus fort du zinc sur la GPx  

plasmatique (Soares, 2005). 

 La glutathion peroxydase membranaire (HPGPx)  

Cette glutathion peroxydase est capable de réduire les peroxydes membranaires, 

seulement, après action de la phospholipase A2. Elle agit sur les acides gras 

hydroperoxydés ; exp : la HPGPx réduit directement les hydroperoxydes du 

cholestérol, des cholestéryl-esters, et des phospholipides présents dans les 

membranes des globules rouges oxydées ou des lipoprotéines oxydées (Manel, 2008). 

2.4. La thiorédoxine (TRX) 

Cet enzyme a une structure proche de celle de la glutathion réductase. Il 

consomme aussi du NADPH dans son fonctionnement. Il joue un rôle protecteur contre 

une grande variété de stress oxydatifs grâce à ses propriétés de capture des radicaux 

libres. Des données biochimiques montrent que les thiorédoxines réduisent des 

protéines clefs pour le développement, la division cellulaire ou la réponse au stress 

oxydatif (Reichheld et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: ROS and their biological impact. Each ROS has intrinsic chemical 

properties that will render it more likely to interact with a particular biological 

target. The exact target of a particular ROS will depend in part on the local 

environment in which it was produced. The cell presents a diverse range of 

environments and subsequent. physiologic responses to ROS production (Wojtovich 

& Foster, 2014). 
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Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans cette détoxification 

enzymatique peut être résumé dans le schéma suivant:  

 

 

3. Les antioxydants non enzymatiques 

Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les espèces 

reactives d’oxygéne. Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le 

cytoplasme (glutathion, acide ascorbique) ou dans les membranes cellulaires (α-

tocophérol, caroténoïdes). 

3.1. Les antioxydants liposolubles  

Situés essentiellement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines 

plasmatiques circulantes, ces antioxydants sont capables grâce à leur structure 

chimique, de réagir directement avec les ERO et d’inhiber ainsi la peroxydation 

lipidique. Les principaux antioxydants liposolubles appartiennent à la famille des 

tocophérols ou des caroténoïdes.  

 La vitamine E  

C’est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités 

biologiques identiques à celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la 

vitamine E inclut quatre tocophérols isomères α, β, γ, δ, avec une activité antioxydante 

variable. L’alpha- tocophérol (α-TocH) est la forme la plus active de la classe des 

tocophérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une 

extrémité hydrophobe. Il est admis que les radicaux tocophéryles sont régénérés par 

l'acide ascorbique et que, sans cette synergie, les tocophérols sont inactifs (Carr et al., 

2000). Lors de l’initiation de la peroxydation lipidique, suite { une attaque radicalaire,  

l’α-TocH, connu comme inhibiteur de la propagation lipidique, cède son hydrogène 

situé dans le noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO2, et constitue par ce biais 

le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection (Khalil, 2002). 
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 Les caroténoïdes   

Elles forment une grande famille de polyènes conjugués pigmentaires (famille du 

carotène) dont la capacité antioxydante est similaire à celle des tocophérols. Grâce à 

leur longue chaîne carbonée, riche en double liaison, elles sont d’excellentes piégeuses 

de radicaux peroxyles et de l’oxygène singulets. Une molécule de caroténoïde peut 

piéger plusieurs espèces radicalaires avant d’être finalement détruite (Sthal & Sies, 

1997). 

3.2. Les antioxydants hydrosolubles  

 La vitamine C  

La vitamine C (ou acide ascorbique) n’est pas synthétisée par l’organisme et elle 

est située dans toutes les membranes cellulaires (Valk & Hornstra, 2000). Elle est 

hydrosoluble { la concentration physiologique. La vitamine C empêche l’oxydation des 

LDL produites par divers systèmes générateurs d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

(neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). Lors de son 

oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire 

intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un rôle essentiel dans la régénération de la 

vitamine E oxydée (Chen et al., 2000). 

 Le glutathion 

Le glutathion ou L-γ-glutamyl-L-cystéinylglycine est un tripeptide dont les 

propriétés réductrices et nucléophiles jouent un rôle majeur dans la protection contre 

les altérations oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléiques. En 

situation de stress oxydant, son rôle protecteur et détoxifiant résulte principalement 

de sa fonction de cosubstrat des GPx et des GSH-S-transférases. Mais il fait aussi l’objet 

d’interactions synergiques avec d’autres composants du système de protection 

antioxydante tels que la vitamine C, la vitamine E et les superoxyde dismutases 

(Caroline, 2003).                                                                                                   

 Les oligoéléments  

a. Le sélénium 

Le sélénium est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui joue un 

rôle intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet antioxydant 

est capital dans la détoxication des radicaux libres produits par le métabolisme 
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cellulaire. Cet effet de détoxication serait responsable des effets anticancéreux et 

antivieillissement attribués au sélénium (Wolters et al., 2006).  

b. Le zinc  

Le Zinc est un oligo-élément et l’un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise 

de zinc conduit { long terme { l’induction de protéines antioxydantes comme les 

métallothionéines. Le zinc protège également les groupements thiols des protéines. Le 

zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation d’espèces oxygénées 

induites par le fer ou le cuivre (Mezzetti et al., 1998). 

c. Le Cuivre 

Cet oligo-élément est aussi l’un des cofacteurs essentiels de la SOD. Toutefois au 

même titre que le fer, le cuivre est considéré comme un métal de transition. Il joue un 

rôle important dans le déclenchement des réactions conduisant à la formation 

d’espèces oxygénées activées. Une concentration trop élevée en cuivre par exemple en 

cas du processus de vieillissement pourra refléter la présence d’un stress oxydant (Del 

Corso, 2000). 

d. Le manganèse  

Différents oligo-éléments jouent un rôle catalytique dans le fonctionnement de 

certaines enzymes antioxydantes. C’est le cas du manganèse pour les superoxydes 

dismutases. Le rôle biologique de la SOD-Manganèse est la protection de la 

mitochondrie (Fridovich, 1998).      

 

Figure 10: Le système de défense antioxydant (Opara, 2002). 
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4. Les polyphénols 

A l'instar d'autres micronutriments, les polyphénols présentent des rôles 

biologiques encore relativement inexplorés. Ces substances sont caractérisées par leur 

noyau aromatique porteur d'au moins deux fonctions phénol. Cela les rend 

particulièrement réactifs dans les processus d'oxydoréduction, ainsi que vis-à-vis de 

nombreux systèmes enzymatiques. On y distingue trois grandes familles : les 

flavonoïdes, les anthocyanes et les tanins. Surtout présents dans les parties aériennes 

des plantes (feuilles, fleurs, fruits et donc miel, tisanes.etc.), les flavonoïdes occupent 

une place privilégiée parmi les polyphénols alimentaires. Ils cumulent des propriétés 

antioxydantes antiradicalaires et anti-inflammatoires (Mogode, 2005). 
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IV. Les Huiles  Essentielles 

1. Définition  

Les essences ou huiles essentielles, connues également sous le nom d’huiles 

volatiles, de parfums, etc.; sont des substances odorantes huileuses, volatiles, peu 

solubles dans l’eau, plus ou moins solubles dans l’alcool et dans l’éther, incolores ou 

jaunâtres et inflammables qui s’altèrent facilement { l’air en se résinifiant. Elles sont 

liquides à température ordinaire, quelques unes sont solides ou en partie cristallisées 

et elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent 

par leur volatilité. Leur odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. 

Elles ont la propriété de ne pas laisser de tache durable sur le papier. Les huiles 

essentielles se trouvent, pour la plus grande partie, élaborées par l’organisme végétal 

(Charabot et al., 1899) . 

AFNOR et ISO ont défini l’huile essentielle comme « un produit obtenu { partir 

d’une matière végétale, soit par entraînement { la vapeur, soit par des procédés 

mécaniques à partir de l’épicarpe des Citrus ou bien par hydrodistillation. » (Laidani & 

Damir, 2008). 

 

2. Répartition botanique 

 Les huiles essentielles sont largement réparties dans le règne végétale ; 

certaines familles en sont particulièrement riches (Conifères, Rutacées, Myrtacées, 

Ombellifères et Labiées) (Paris & Hurabielle, 1981). 

 

3. Localisation et lieu de synthèse  

Il n’existe pas de règle générale concernant les lieux d’accumulation des 

métabolites secondaires telles que les huiles essentielles, dans l’organisme végétal 

(Guignard et al., 1985). Par contre, pour Garneau (2004), la plupart des huiles 

essentielles se retrouvent dans des glandes (Fig.11 et Fig.12). Les structures 

glandulaires et les cellules sécrétrices isolées peuvent se rencontrer dans tous les 

organes végétaux, végétatifs et reproducteurs. Plusieurs catégories de tissus 

sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une même espèce, voir dans un 

même organe (Lamarti et al., 1994). 

Les structures anatomiques spécifiques spécialisées dans la sécrétion des huiles 

essentielles sont très diverses (Bruneton, 1999) : cellules sécrétrices isolées (des 
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Lauracées ou des Zingibéracées) poils sécréteurs (des Lamiacées, des Astéracées, des 

Graminacées ou des Verbénacées), poches sécrétrices schizogènes ou schizolysigènes 

(des Myrtacées et des Rutacées) et des canaux sécréteurs (des Apiacées, des 

Asteracées et des Abitacées) (Guignard et al., 1985). 

Les trichomes glandulaires sont les sites primaires de la biosynthèse d’huiles 

essentielle, et les plantes qui manquent de telles structures spécialisées synthétisent et 

amassent seulement des traces des monoterpènes. En conséquence, la dynamique du 

développement de ces structures ainsi que le procès sécréteur d’huile et le mécanisme 

ont une incidence directe avec la production de l’huile et le potentiel du système 

producteur (Sharm et al., 2003). 

                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Origine 

Les plantes vertes puisent l’eau du sol et utilise l’énergie solaire et le gaz 

carbonique présent dans l’air pour synthétiser les glucides, ce processus est appelé 

photosynthèse. Il se déroule au niveau des feuilles, plus précisément au niveau des 

chloroplastes qui renferment la chlorophylle. Les glucides ainsi formés constituent une 

source d’énergie, ils contribuent { la génération de nouvelle cellules et ils sont à 

l’origine de composée secondaire tels que les lipides, les hétérosides et les essences. 

Ainsi les huiles essentielles font partie des résidus du métabolisme végétal (Fig. 13) 

(Kebissi, 2004). 

Figure 11: Glande simple 
entièrement chargée, le calice 
d’une huile en forme de dôme 
(Sharm et al., 2003). 

Figure 12: Les poils 
épidermiques, fleur 
d’un origan (Kebissi, 
2004). 
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Figure  13: Usine végétale (Kebissi , 2004 ). 

 

5. Propriétés physico-chimiques  

 En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles 

forment un groupe très homogène (Bernard et al., 1988; Bruneton, 1993). Les 

principales caractéristiques sont: 

 Liquides à température ambiante ; 

 N'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes ; 

 Volatiles et très rarement colorées ; 

 Une densité faible pour les huiles essentielles à forte teneur en monoterpènes ; 

 Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpènes 

et en dérivés oxygénés ; 

 Solubles dans les alcools à litre alcoométrique élevé et dans la plupart des 

solvants organiques mais peu soluble dans l'eau ; 

 Douées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formées principalement de 

composés asymétriques ; 
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 Très altérables, sensibles à l'oxydation et ont tendance à se polymériser donnant 

lieu à la formation de produits résineux. Il convient alors de les conserver { l’abri 

de lumière et de l’air. 

 

6. Domaines d’applications 

Les huiles essentielles commercialisées dans le monde sont destinées à quatre 

grands secteurs industriels : parfumerie cosmétique, parfumerie technique (savons, 

détergents), alimentation et médecine (médecine douce et pharmaceutique). 

L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le goût, 

aromatiser et colorer les aliments. Le secteur des boissons gazeuses s’avère un gros 

utilisateur d’huiles essentielles. Les huiles essentielles possèdent des profils de 

composition chimique différents et elles sont utilisées comme agents naturels de 

conservation des aliments due à la présence de composés ayant des propriétés 

antimicrobiennes et antioxydantes. L’huile essentielle la plus utilisée dans le monde 

est celle de l’orange. Les huiles essentielles de Citrus limon par exemple, servent à la 

fabrication d’arômes alimentaires, d’essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de 

pâtisseries et de confiseries. Récemment, certaines études ont montré la possibilité 

d’intégrer les huiles essentielles de Citrus limon comme agent antioxydant (Kehal, 

2013). 

C’est en gastronomie que se fait le plus large emploi des plantes { essences sous 

forme d’épices. Celles-ci sont réparties en épices aromatiques (arômes amers et acres) 

comme dans le cas du faux poivrier, ou simplement en épice pour les desserts et 

pâtisseries (Himed et al., 2016). 

 

7. Les principes chimiques  

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 

300 composés différents. Ces composés sont des molécules volatiles appartenant, pour 

la grande majorité, à la famille des terpènes (Bakkali et al., 2008). Seuls les terpènes 

les plus volatils (c’est-à-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée) y 

sont rencontrés, les monoterpènes (myrcène, α –pinène, β-terpinène, sabinene, etc.) et 

les sesquiterpènes (β-caryophyllène, α-humulène, β-bisabolène, etc.). Rappelons ici 

que les terpènes sont des composés issus du couplage de plusieurs unités 

«isopréniques» (C5H8), soit deux unités pour les monoterpènes (C10H16) et trois unités 
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pour les sesquiterpènes (C15H24). Ils ont la même origine métabolique. Ces composants 

majeurs déterminent les propriétés biologiques des huiles essentielles (Kaloustian et 

al., 2008; Rota et al., 2008). 

Exceptionnellement, quelques diterpènes (C20H32) peuvent se retrouver dans les 

huiles essentielles (Lahlou, 2004, Bakkali et al., 2008). La réactivité des cations 

intermédiaires obtenus lors du processus biosynthétique des mono et sesquiterpènes 

explique l’existence d’un grand nombre de molécules dérivées fonctionnalisées telles 

que les alcools (géraniol, α-bisabolol), les cétones (Méthone, β-vétivone), les aldéhydes 

(citronellal, sinensal), les esters (acétate d’α-terpinyle, acétate de cédryle) et les 

phénols (thymol).Plus de 22.000 composés isopréniques ont été répertoriés mais seul 

un petit pourcentage d’entre eux a été étudié dans la perspective d’évaluer leurs rôles 

fonctionnels (Fig. 14) (Vandermoten et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Figure 14: Structures chimiques de quelques composés des huiles essentielles. 

(Winkelhaisen et al., 2001) 

 

 

(Lamarti et al., 1994) 

 

 

(Chen et al.,2004) 
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Une autre classe de composés volatiles fréquemment rencontrés est celle des 

composés aromatiques (Fig. 15) dérivés du phényl propane, qui empruntent une voie 

biosynthétique différente plus de celle des terpènes (Bakkali et al., 2008). Cette classe 

comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l’eugénol, l’anéthol, 

l’estragole et bien d’autres. Ils ont davantage fréquents dans les huiles essentielles 

d’apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de 

girofle, la vanille la cannelle, le basilic, l’estragon, etc (Bruneton, 1999). Les dérivés 

phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en proportion très 

variables de telle sorte que le produit est hétérogène et complexe sur le plan chimique. 

Ils sont bio-synthétisés au sein des mêmes organes sécréteurs où ils forment l’essence 

naturelle (Bakkali et al., 2008). 

Enfin il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la 

dégradation de terpènes non volatils, c’est le cas par exemple des ionones qui 

proviennent de l’auto-oxydation des carotènes et d’acides gras, comme par exemple le 

décanal qui est obtenu à partir de l’acide linoléique et α-linolénique (Viaud, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Les différents composés aromatiques rencontrés dans les huiles 
essentielles (Bruneton, 1999). 

 

 



Chapitre I Synthèse bibliographique 

 

39 
 

8. Activités biologiques 

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, 

mais cette  utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications 

sans bases scientifiques précises (Bouguerra, 2012). De nos jours, leur emploi se fait 

sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche 

ont porté sur les activités biologiques de ces huiles essentielles telles que l’activité 

antiseptique, l’activité antiradicalaire et l’activité inflamatoire (Nouioua, 2012). 

8.1. Activité antibactérienne 

Les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes 

appartiennent à la famille des Labiatae. L’origan, le thym, la sauge, le romarin et le clou 

de girofle sont d’autant de plantes aromatiques { huiles essentielles riches en 

composés phénoliques, comme l’eugénol, le thymol et le carvacrol à forte activité 

antibactérienne. Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour être non toxique, il 

est utilisé comme agent de conservation et comme arôme alimentaire dans les 

boissons,  friandises et autres préparations. Le thymol et l’eugénol sont utilisés dans 

les produits cosmétiques et alimentaires (Djenane et al., 2002; Bousbia, 2004; Kuda et 

al., 2004; Djenane et al., 2006). Ces composés ont un effet antimicrobien contre un 

large spectre de bactéries: E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Clostridium spp, Helicobacter pylori (Pauli, 2001). 

Il a été démontré que les huiles essentielles de Citrus sont efficaces contre les 

bactéries pathogènes et les spores bactériennes, mais également sur certaines 

bactéries responsables de toxi-infections alimentaires telles que : Mycobacterium 

jejuni, Listeria monocytogene, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, 

et Acrobacter butzleri (Belletti et al., 2004; Fisher et al., 2007). 

8.2. Activité antifongique 

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles a été mis en évidence par de 

nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes (De billerbeck et al., 2002; 

Koba et al., 2004; Oussou et al., 2004; Ouraini et al., 2005) et contre les dermaphytes et 

les champignons pathogènes et opportunistes tels que Candida albicans (levure), 

Cryptococcus neoformans et aspergillus fumigatus (Duarte et al., 2005). Des travaux 

similaires ont été réalisés par Momammedi (2006) sur l’huile essentielle de Cistus 
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ladaniferus contre sept moisissures : Rhizopus, Mucor, Alternaria, Fusarium, 

Penicillium, Trichoderma et Aspergillus ; les résultats ont démontré que les huiles 

essentielles de thym, de la sarriette et du clou de girofle présentent une activité 

antifongique «in vitro» vis-à-vis de l’Aspergillus flavus (Omidbeygi et al., 2007). Les 

huiles essentielles d’Eucalptus saligna et d’Eucalptus camalduiensis ont montré un effet 

fongistatique vis-à-vis de Phaeoramularia angolensis (Dongmo et al., 2008). 

Les huiles essentielles de Citrus  (d’orange douce, de citron, de mandarine et de 

pamplemousse) montrent une activité antifongique contre Aspergillus Niger, A. flavus, 

Penicillium chrysogenum et P. verrucosum (Sharma & Tripathi, 2006; Fisher & Phillips, 

2008; Viuda-Martos et al., 2008). Généralement les champignons sont plus sensibles 

aux huiles essentielles que les bactéries (Cox et al., 2008). 

8.3. Activité antivirale 

Les virus sont, généralement, fortement sensibles aux molécules aromatiques 

des huiles essentielles telles que les monoterpénols et les monoterpénals. De 

nombreuses pathologies virales sévères traitées avec des huiles essentielles ont 

montrées des améliorations importantes. L’effet antiviral de l’huile essentielle de 

Mentha piperita a été étudié « in vitro » contre les virus d’Herpès Simplex (HSV-1 et 

HSV-2), une inhibition de 50% est obtenue avec des concentrations de 0,002% à 

0,008% (Schuhmacher & Reichling, 2003). 

8.4. Activité antioxydante 

Lorsque l’on parle d’activité antioxydante des huiles essentielles, on distingue 

deux sortes selon le niveau de leur  action : une activité primaire et une activité 

préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont interrompus 

dans la chaîne auto-catalytique de l’oxydation.  En revanche, les composés qui ont une 

activité préventive sont capables de retarder l’oxydation  par des mécanismes 

indirects tels que la complexation des ions métalliques ou la réduction  d’oxygène. 

Des études de l’équipe constituant le Laboratoire de Recherche en Sciences 

Appliquées { l’Alimentation (RESALA) de l’INRS-IAF, ont montré que l’incorporation 

des huiles essentielles directement dans les aliments (viandes hachées,  légumes 

hachés,  purées de  fruit,  yaourts, etc.) ou l’application par vaporisation en surface de 
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l’aliment (pièce de viande, charcuterie, poulet, fruits et légumes entiers, etc.) 

contribuent { préserver l’aliment des phénomènes d’oxydation (Laib, 2011). 

 

9. Méthodes d’extraction  

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales 

sont basées sur l'entraînement à la vapeur, l'expression, la solubilité et la volatilité. Le 

choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matière 

végétale à traiter, les caractéristiques physico-chimiques, de l'essence à extraire, de 

l'usage de l'extrait et l'arôme du départ au cours de l'extraction (Samate-Abdoul, 

2001). 

9.1. La distillation 

La technique d'extraction des huiles essentielles utilisant l'entraînement des 

substances aromatiques grâce à la vapeur d'eau est de loin la plus utilisée à l'heure 

actuelle. La méthode est basée sur l'existence d'un azéotrope de température 

d'ébullition inférieur aux points d'ébullition des deux composés, l'huile essentielle et 

l'eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et l'eau distillent simultanément à 

une température inférieure à 100°C sous pression atmosphérique normale. En 

conséquence, les produits aromatiques sont entraînés par leur vapeur d'eau sans subir 

d'altérations majeures (Frachomme & Pénoël, 1990). Il existe précisément trois 

différents procédés utilisant ce principe : l’hydrodistillation, l’hydrodiffusion et 

l’entraînement { la vapeur d'eau (Silou et al., 2004). 

L’Hydrodistillation : il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus 

anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergé directement dans un alambic 

rempli d'eau, placé sur une source de chaleur; le tout est ensuite porté à ébullition. Les 

vapeurs hétérogènes sont condensées dans un réfrigérant et l'huile essentielle se 

sépare de l'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant plus 

légère que l'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de l'hydrolat 

(Bruneton, 1999). Cette technique a été appliquée dans de nombreux travaux (Fig. 16) 

(Fellah et al., 2006 ; Senhaji et al., 2006).  
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  Figure 16 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005). 

Vient en suite, la distillation par entraînement à la vapeur d'eau : Dans ce type de 

distillation, le matériel végétal ne macère pas directement dans l'eau. Il est placé sur 

une grille perforée à travers de laquelle passe la vapeur d'eau. La vapeur endommage 

la structure des cellules végétales et libère ainsi les molécules volatiles qui sont 

ensuite entraînées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la 

qualité de l'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel 

végétal ne baignant pas directement dans l'eau bouillante (Fig. 17) (Frachomme & 

Pénoël, 1990). Cette méthode, est industriellement, la plus utilisée pour l'extraction 

d'huile essentielle de Rosmarinus officinalis dans le but d'obtenir un bon rendement de 

l'essence et de réduire le temps d’extraction (Marzouk et al., 2006). 

 

Figure 17: Entraînement { la vapeur d’eau ascendante et descendante (Azzouz, 2005). 

9.2. Expression à froid  

L'extraction par expression à froid ou grattage est souvent utilisée pour extraire 

les huiles essentielles des écorces d’agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine,   

pamplemousse, bergamote, etc. Ces écorces qui renferment une quantité importante 

d'huile essentielle par des procédés mécaniques à température ambiante (Buronzo, 
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2008). Le principe de cette technique consiste  à dilacérer les zestes et récupérer le 

contenu des poches sécrétrices rompues par un procédé physique. Le procédé 

classique repose { exercer sous un courant d’eau une action abrasive sur toute la 

surface du fruit. Après élimination des déchets solides, l’huile essentielle est séparée 

de la phase aqueuse par centrifugation (Afssaps, 2008). 

9.3. Extraction par solvants  

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques 

sont solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des 

extracteurs de construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le 

procédé consiste à épuiser le matériel végétal par un solvant à bas point d'ébullition 

qui par la suite sera éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du 

solvant donne un mélange odorant de consistance pâteuse dont l'huile est extraite par 

l'alcool. L'extraction par les solvants est très coûteuse due au prix de l'équipement et 

de la grande consommation des solvants. Un autre désavantage de cette extraction est 

le manque de sélectivité ; de ce fait, de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, 

phospholipides, caroténoïdes, cires, coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le 

mélange pâteux et imposer une purification ultérieure (Brian, 1995). 

9.4. Extraction par les corps gras  

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le 

traitement des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont très sensibles à 

l'action de la température. Elle met à profit la liposolubilité des composants odorants 

des végétaux dans les corps gras. Le principe consiste à mettre les fleurs en contact 

d'un corps gras pour le saturer en essence végétale. Le produit obtenu est une 

pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu'on élimine sous pression 

réduite. Dans cette technique, on peut distinguer l'enfleurage où la saturation se fait 

par diffusion à la température ambiante des arômes vers le corps gras et la digestion 

qui se pratique à chaud par immersion des organes végétaux dans le corps gras (Brian, 

1995). 

9.5. Extraction par micro- ondes  

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelées Vacuum Microwave 

Hydrodistillation (VMHD), Consiste à extraire l'huile essentielle à l'aide d'un 
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rayonnement micro-ondes, d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. 

Seule l'eau de constitution de la matière végétale traitée entre dans le processus 

d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes 

et de la pression réduite de façon séquentielle dans l'enceinte de l'extraction, l'eau de 

constitution de la matière végétale fraîche entre brutalement en ébullition. Le contenu 

des cellules est donc plus aisément transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et 

l'essence est alors mise en œuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs 

et puis par la décantation des condensats. Cette technique est  rapide et économique 

(eau et énergie) et donne un extrait dépourvu de solvant résiduel (Momponb, 1994). 

9.6. Extraction par fluides supercritiques 

L’extraction par fluides supercritiques a pris ces dernières années, beaucoup 

d’essor concernant l’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette 

technique est celui de combiner les caractéristiques des gaz et des liquides pendant le 

processus d’extraction. En outre tous les processus de dégradation possibles tels que 

l’oxydation ou isomérisation sont réduits au minimum du fait que le temps 

d’extraction y est réduit. 

Toute fois, cette technique d’extraction présente un inconvénient est la basse 

polarité du dioxyde de carbone supercritique, qui est le solvant d’extraction le plus 

employé. Au-delà du point critique (P = 73,8 bars, T° = 31,1°C), le CO2 possède les 

propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz, ce qui lui confère 

un bon pouvoir d’extraction (Nicolas & Michaël, 1999). 

 

10. Analyse de composition  

L’instrumentation moderne est progressivement confrontée { des analyses de 

plus en plus complexes, liées au nombre important de constituants présents et aux 

quantités  extrêmement faibles { détecter. En effet l’analyse d’une huile essentielle est 

complexe, de par son très grand nombre de constituants chimiques volatils mais aussi, 

souvent, de par  l’importance des composés { l’état de traces qui font le caractère 

spécifique de l’huile (France, 1998). 

10.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés 

gazeux ou susceptibles d’être vaporises par chauffage sans décomposition. C’est la 
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technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles, car elle 

permet d’effectuer l’individualisation des constituants à partir d’échantillons de 

l’ordre du milligramme voire du microgramme. Les progrès technologiques réalisés 

dans le domaine des colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs 

(FID) ont contribue { rendre la CPG incontournable pour l’analyse des huiles 

essentielles. 

Chaque constituant est caractérise par des indices calculés à partir d’une gamme 

d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, { température constante 

(indice de Kovats) ou en programmation de température (indices de rétention). Les 

temps de rétention, bien que spécifiques d’un composé, ont tendance { varier d’une 

analyse à l’autre, notamment du fait du vieillissement des colonnes. Les indices de 

rétention sont comparés { ceux d’échantillons authentiques contenus dans des 

bibliothèques de référence élaborées au laboratoire, dans des bibliothèques 

commerciales ou répertoriés dans la littérature. 

Les méthodes chromatographiques (chromatographies sur couche mince, sur 

colonne et d'exclusion sur gel) sont également utilisées, dans le but soit d'isoler un 

composant pur de l'huile essentielle, soit pour fractionner les constituants de celle-ci, 

par groupe: hydrocarbures, dérivés oxygénés, etc. À cet effet, on emploie des systèmes 

d'éluant peu polaires. Pour l'identification d'un composé pur, les méthodes 

chromatographiques, les procédés physiques et chimiques peuvent être complétés par 

les méthodes spectrales: IR, UV, RMN (Lahlou, 2004). 

 

10.2. Le couplage chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de 

masse (CG/SM) 

Les premiers appareils de routine CG/SM à colonnes capillaires datent de 1975. 

Depuis, cette méthode de couplage n’a cesse d’évoluer et à trouvé de nombreuses 

applications dans les domaines de l’agroalimentaire (aliments, eau), des produits 

pétroliers (carburants, matières synthétiques), des produits naturels parfumerie, 

cosmétique, médecine), etc. Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le 

couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence (De Maack & Sablier, 

1994). 

Il existe plusieurs analyseurs de masse mais les plus fréquents pour l’analyse des 

huiles essentielles sont le « quadripôle » et le piège à ions ou « ion trap ». Tous deux 
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utilisent la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport masse sur 

charge m/z. Les analyseurs quadripolaires sont constitués de quatre barres 

cylindriques. Un cation pénétrant entre les barres sera attiré vers une barre négative. 

Si le potentiel change de signe avant qu’il ne soit déchargé sur cette barre, il changera 

de direction. Dans les appareils à quadripôle, les potentiels sont réglés de manière 

telle que seuls les ions d’une fourchette de masses déterminées traversent les barres. 

Par la suite, le faisceau d’ions ayant traverse l’analyseur de masse, doit être détecté et 

transformé en un signal utilisable. L’ordinateur enregistre les signaux visualises sous 

forme de pics d’intensités variables, rangés sur une échelle de masses. Le couplage de 

la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CG/SM) permet 

d’effectuer simultanément la séparation et l’analyse des différents constituants d’un 

mélange complexe. 
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V. Les Plates Médicinales 

1. Historique  

Depuis les temps les plus reculés, la préoccupation de l’homme a été la 

satisfaction de ces besoins alimentaires, il a développé ainsi intime avec le milieu qui 

l’entourait. Pour se soigner,  il  apprit  à  ses  dépens  discerner  les  ressources  

végétales et animales  nécessaires  à  se servir (Barka & Ben Attallah, 2010). 

C’est  seulement  {  partir  de  4000  ans  avent  Jésus  Christ  que  l’on  retrouve  

des documents écrits où sont mentionnés des drogues comme l’opium et la jusquiame. 

Tandis que les civilisations babyloniennes, sumériennes et égyptiennes accumulent les 

connaissances empiriques concernant les plantes médicinales, les  arbres diffusent ce 

savoir autour de bassin méditerranéen (Benarous, 2009). 

Au cours des dernières années, plusieurs raisons ont mené au rétablissement de 

l’usage  des  plantes  médicinales.  Elles  ont  d’abord  d’un  coût  inférieur  aux  

médicaments  de  synthèse,  puis  elles  arrivent  à  un  moment  où  le  publique  est  

désillusionné  devant la médecine moderne (Barka & Ben Attallah, 2010). 

 

2. Définition   

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes 

actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes 

contenant toute une gamme de matières efficaces, peuvent avoir des actions très 

différentes suivent leur mode de préparation (Baba Arbi, 2010). Les plantes ont 

constitué, depuis toujours, la source majeure de médicaments grâce à la richesse de ce 

qu’on appelle le métabolisme secondaire. Cependant, l’homme n’a découvert  les 

vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par 

l’organisation des rapports sociaux, en particulier à partir du néolithique (Bahaz & 

Rachdi, 2010). 

Certaines  plantes  sont  inoffensives,  mais  d'autres dite  nombreuses  (digitale, 

belladone,  colchique,  etc.),  sont  toxiques  et  ne  sont  utilisées  que  sous  des  formes  

bien contrôlées,  exclusivement  commercialisées  en  pharmacie.  L'emploi  

inconsidéré  de  plantes cueillettes dans la nature peut aboutir à des intoxications 

graves, voir mortelles (Benarous, 2009). 
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3. L’importance d’utilisation 

Les plantes médicinales sont en mesure de soigner des maladies simples comme 

le rhume, ou d'en prévenir de plus importantes comme l'ulcère, la migraine, l'infarctus 

en plus de certaines  allergies  ou  affections.  Si  l'on  y  ajoute leurs  vertus  

réparatrices,  tonifiantes, sédatives, revitalisantes ou immunologiques, on mesure 

mieux l'aide précieuse qu'elles sont susceptibles de nous apporter au quotidien (Bahaz 

& Rachdi, 2010).  

4. La phytothérapie  

La phytothérapie est un mot composé de deux mots grec : phytos, plantes et 

trepia, traitement. Il désigne l’utilisation des plantes dans le traitement des maladies 

(Baba Arbi, 2010). Elle est la science des plantes médicinales et elle est basée sur 

l’étude de la composition et les effets des substances naturelles d’origine végétales 

(Barka & Ben Attallah, 2010). L’inventaire  partiel  établi  dans  divers  pays  par  

l'organisation  mondiale  de  la  santé répertoire  environ  20 000  plantes  médicinales.  

Parmi  les  250 000  espèces  de  plantes  que compte actuellement notre planète, 

moins de 10% ont fait l'objet d'analyses chimiques fines pour détecter d'éventuels 

principes actifs (Benarous, 2009). 

4.1. Parties des plantes utilisées en phytothérapie   

Les molécules actives utilisées en phytothérapie sont extraites et purifiées à 

partir des organes précis des plantes et non pas à partir de la plante entière (Barka & 

Ben Attallah, 2010). Les divers organes (Feuilles, tiges, racines, fleurs, fruits, 

bourgeons, graines) peuvent avoir  des  activités  très  différentes  (alimentaire,  

médicinale ou  toxique).  Il  faut  donc  toujours préciser l’organe qui est l’origine de 

l’acivité (Baba Arbi, 2010).   

Les substances contenues dans les plantes sont de nature chimique varie ; 

certaines sont solubles dans l'eau, d'autres dans l'alcool éthylique et d'autres encore 

dans l'huile. A partir des  plantes  médicinales,  on  peut  obtenir  différentes  

préparations  :  infusion,  décoction, macération  dans  l'alcool  (teinture)  ou  dans  

l'huile (extraction  huileuse,  plus  rare),  etc.  Les plantes peuvent aussi être 

consommées entières, fraîches ou sèches, réduites en débris plus ou moins  fins.  Les  

sèves  et  secrétions  sont  également  utilisées  dans  certains  cas.  Il  est  enfin 
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possible  d'en  extraire  chimiquement  des  principes  actifs  en  vue  de  leur  

utilisation thérapeutique (Baba Arbi, 2010). 

4.2. Les modes de préparation en phytothérapie  

En fonction de l’effet thérapeutique recherché, l’usage traditionnel puis la 

recherche, ont au point des procédés de traitement des plantes qui permettent de ne 

garder que les molécules intéressantes, pour une utilisation locale, buvable ou 

injectable. Dans les préparations, la composition d'un remède peut réunir différentes 

plantes. La tisane, le cataplasme appliqué directement sur la  peau, le sirop, les 

solutions alcoolisées ou aqueuses, les essences et les huiles sont les formes les plus 

courantes de remèdes (Sebai & Boulai, 2012). 

4.3. Différents types de la phytothérapie  

Les différents types connus de la phytothérapie sont les suivants : 

a. Aromathérapie  

Littéralement  est le  soigne  par les odeurs, ce terme a été utilisé pour désigner 

la   thérapie basée sur l'utilisation des huiles essentielles  secrétées par de nombreuses 

familles de plantes; utilisées souvent à travers la peau (Alessandra, 2008) 

b. Gemmothérapie  

Le terme gemmothérapie se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus 

jeunes de végétaux  tels que les bourgeons et les radicelles. 

c. Herboristerie  

L’herboristerie correspond à la méthode de phytothérapie la plus classique et la 

plus ancienne. Elle se sert de la plante fraiche ou séchée et utilise soit la plante entière 

ou une partie de celle-ci (écorce, fruits et fleurs). La préparation repose sur des  

méthodes simples, le plus souvent à base d'eau : décoction, infusion et macération. Ces  

préparations existent aussi sous forme, plus moderne, de gélule de la poudre sèche 

avalable. 

d. Phytothérapie pharmaceutique  

Utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués 

dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités 

suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. Ils ont été présentés sous forme 

de sirop, gouttes, gélules et de lyophilisats (Zeghad, 2009). 
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4.4. Les avantages de la phytothérapie  

Toutefois, malgré les énormes progrès réalisés par la médecine moderne; la 

phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, à 

l'exception de ces cent dernières années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se 

soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes (rhume ou toux) ou plus sérieuses, telles 

que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les traitements à base de plantes 

reviennent au premier plan car l'efficacité des  médicaments tels que les antibiotiques, 

considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves, décroît. Les 

bactéries et les virus sont peu à peu adaptés aux médicaments et les résistent de plus 

en plus.  Aussi que l’organisme bien accepte  les remèdes naturels, De plus, les effets 

secondaires induits par les médicaments inquiètent les utilisateurs, qui se tournent 

vers des soins moins agressifs pour l'organisme. On estime que 10 à 20% des 

hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques. 

 En fin, Les phytothérapeutes prescrivent toute une variété de plantes 

purificatrices pour aider le corps à évacuer ses toxines. Le meilleur exemple est sans 

conteste la bardane comme (Arctium lappa), largement utilisée dans les médecines 

chinoise et occidentale (Halbaoui, 2012). 

4.5. La phytothérapie en Algérie 

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine 

traditionnelle où  elles sont largement employées dans divers domaines de la santé. 

Dans les dernières années la phytothérapie est très répandue, des herboristes sont 

partout vendant des plantes et de mélanges pour toutes les maladies : diabète, 

rhumatisme, minceur et même les maladies incurables. Des chiffres recueillis auprès 

du centre national du registre de commerce, montrent qu'à fin 2009, l'Algérie comptait 

1926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes médicinales, dont 1393 sédentaires 

et 533 ambulants. La capitale en abritait, à elle seule, le plus grand nombre avec 199 

magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et El Oued avec 60 magasins 

(Sebai & Boudali, 2012). 

 

5. Généralités sur les plantes investiguées 

5.1. Description morphologique de la famille des Anacardiaceae 

La famille des Anacardiaceae sont des arbres,  des  arbustes  (exceptionnellement  

plantes grimpantes), à canaux résinifères schizogènes, à feuilles composées pennées 
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ou trifoliolées, généralement  alternes,  dépourvues  de  glandes  ponctiformes.  

Inflorescence  en  panicules.  

Fleurs actinomorphes, hétérochlamydées, parfois apétales, 5-mères, 

(hétérosexées) et/ou unisexuées,  généralement  hypogynes,  diplostémones  ou  

haplostémones  (à  filets souvent concrescents, à la base), apocarpes ou syncarpes. 

Disque intrastaminal. Gynécée isomère ou réduit  à 3-1  carpelle,  mais  généralement  

1-loculaire  par  avortement,  à  placentation  axile, chaque carpelle étant 1-ovules 

apotropes 2 (-1)-tegminés. 

Le  fruit  est généralement  une  drupe  souvent  à mésocarpe  résineux.  Graine  

exalbuminée  ou presque,  à  embryon  courbe.  Pollen  divers,  souvent  2-3-colporé,  

ou  avec  3-8  apertures circulaires ou non. Cloisons des vaisseaux à perforation unique 

(sauf quelques cas) (Gaussen et al., 1982). 

5.1.1. Systématique des Anacardiaceae  

La  famille  Anacardiaceae  a  été  proposée  pour  la  première  fois  par  Lindley  

en  1830,  les Anacardiaceae  appartiennent  {  l’ordre  des  Sapindales,  {  la  sous-

classe  des  Rosidae  ou Eudicots  moyennes  dialypétales  (plus  de  90 000  espèces  

connues),  à  la  classe  des Magnoliopsida ou Eudicots, au sous-embranchement des 

Magnoliophyta ou Angiospermes et { l’embranchement des Spermaphyte (Guignard & 

Dupont, 2004). Les  espèces de cette  famille  sont  des  arbres,  des  arbustes  ou  des  

lianes  à  feuilles  alternes,  composées  et imparipennées (Arbonnier, 2002 ) que  l’on  

rencontre  surtout  dans  les  régions  tropicales  à subtropicales et dans les régions 

tempérées de l’hémisphère Nord. 

 

5.1.2. Description botanique de l’espèce Pistacia lentiscus 

Le lentisque est un arbuste sclérophylle à feuilles persistantes, à odeur de résine 

fortement âcre et { croissance très lente. D’une hauteur de 2m, il peut cependant 

atteindre la taille d’un arbre lorsqu’il est dans des sites humides et protégés (Munné-

Bosch & Peňuelas, 2003). Cette espèce est classée dans la section de Eu-Lentiscus à 

côté de P. weinmannifolia et P. saportae (Zohary, 1952). Les feuilles ont une durée de 

vie de 2 ans (Ain-Lhout et al., 2004) à rachis ailé, paripennées, composées de 2-3 

paires de folioles coriaces, vert sombre qui sont largement lancéolées, obtuses au 

sommet, brillantes au dessus et de taille de 1,5-3 cm. 
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Les fleurs sont sessiles, composées de 3-5 sépales. Les fleurs mâles étant pourvus 

de 5 étamines, produisant environs 47.103-61.103 grains de pollen par fleur. Elles sont 

regroupées en inflorescences de 8-10 fleurs (Jordano, 1989). Les fleurs femelles 

possèdent un ovaire à trois carpelles uniloculaires, avec un ovule anatrope uniovulé, 

surmonté d’un style court { 3 stigmates (Grundwag, 1976). Elles sont regroupées en 

inflorescences de 4-21 fleurs (Fig. 18). 

Le fruit est une drupe de 3-4 mm de diamètre, de forme ovoïde-globuleux et peu 

compressé (Grundwag, 1976). Il est de couleur rouge au début puis devient noirâtre à 

maturité à la fin de la saison hivernale (Verdŭ & Garcia-Fayo, 1998). Souvent, une part 

des fruits du lentisque, { l’instar de toutes autres espèces du genre Pistacia sont vide 

soit par avortement des embryons ou par parthénocarpie, variable en fonction des 

conditions climatiques (Grundwag, 1976). 

 

 

Figure 18: Image de Pistacia lentiscus (Kusmenoglu et al., 1995). 

a.  Systématique  

La  classification admise  actuellement  est  rapportée  par  Judd et  al. (2002)  

- Règne : Plantae 

- Sous Règne : Cormophytes. 

- Embranchement : Spermaphytes. 

- Sous embranchement : Angiospermes. 

- Classe : Magnoliopsida 

- Ordre : Sapindales  

- Famille : Anacardiaceae 

- Genre : Pistacia 

- Espèce : Pistacia lentiscus  
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Une étude  monographique  du pistachier  a  été  réalisée par  Zohary (1952) 

montrant que le  genre Pistacia comprend 11 espèces à savoir: 

P. atlantica, P. lentiscus, P. terebinthus, P. vera, P. afghanistania, P. chinensis, P. khinjuk, 

P. mexicana, P. palestina, P. wienmannifolia et P. intergerrima. 

Nom vernaculaire (selon Seidemann, 2005) 

 Arabe : Darw  ضرو 

 Anglais : Chios mastic tree 

 Français : Arbre au mastic, Lentisque 

 

b. Répartition géographique 

P. lentiscus est un arbrisseau que l'on trouve couramment en sites arides d’Asie 

et la région méditerranéenne d’Europe et d'Afrique, jusqu'aux Canaries (Bellakhdar, 

2003). Le pistachier pousse à l'état  sauvage  dans  la  garrigue  et  sur  les  sols  en  

friche. On le retrouve sur tout type de sol dans l'Algérie, subhumide et semi-aride 

(Smail-Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du Soummam en association 

avec le pin d'Alep, le chêne vert et le chêne liège (Fig.19) (Belhadj, 2000).  

 

Figure 19: Distribution géographique de genre Pistacia (Mabberley, 1987). 

c. Aspects pharmacologiques et thérapeutiques  

P. lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité. La 

décoction des racines séchées est efficace contre l’inflammation intestinale et 
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d’estomac ainsi que dans le traitement de l’ulcère (Ouelmouhoub, 2005). La partie 

aérienne de  P. lentiscus est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le 

traitement de l'hypertension artérielle grâce à ses propriétés diurétiques (Bentley & 

Trimen, 1980). Les  feuilles  ont  pourvue  d'action  anti-inflammatoire, 

antibactérienne,  antifongique, antipyrétique, astringente, hépatoprotective, 

expectorante et  stimulante. Elles  sont également  utilisées  dans  le  traitement  

d’autres  maladies  telles  que  l’eczéma, infections  buccales,  diarrhées,  lithiases  

rénales,  jaunisse,  maux  de  tête,  ulcères,  maux d'estomac, asthme et problèmes 

respiratoires (Villar et al., 1987). 

La  résine  obtenue  de  P. lentiscus est  connue  par  son  effet  analgésique,  

antibactérien, antifongique,  antioxydant,  antithérogenique,  expectorant,  stimulant,  

diurétique et spasmolytique (Abdel-Rahman & Soad, 1975), Par conséquent, 

cliniquement, le mastic est souvent cité comme un remède efficace  contre  certaines  

maladies  telles  que  l'asthme,  diarrhée,  infections  bactériennes, ulcères  gastro-

doudénaux  et comme  un  agent  antiseptique  du  système  respiratoire (Baytop, 

1984).  En outre, la  résine a  été  traditionnellement  considérée  comme  un  agent 

anticancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de l'estomac, de la 

rate et de l’utérus (Assimipoulou & Papageorgiou, 2005). Ces croyances  

traditionnelles sont en accord avec de récentes études montrant que mastic de Chios 

induit l'apoptose (Balan et al., 2005) et dispose d'action anti-proliférateur contre les 

cellules cancéreuses du côlon (Balan et al., 2007).  

L’huile de  lentisque  est  utilisée  pour  son  intérêt  médicinal et elle est  

conseillée pour  les asthmatiques, les diabétiques,  pour  le  traitement  des  douleurs  

d'estomac  et  en  cas  de  circoncision (Hmimsa, 2004). En plus, elle est utilisée comme 

un remède  d'application  locale  externe  sous  forme d’onguent  pour  soigner  les  

brûlures (Bensegueni, 2007) ou  les  douleurs  dorsales (Bellakhdar, 1997). En plus, 

l’huile essentielle de lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques vis-à-vis des 

problèmes lymphatiques et circulatoires. Des travaux précédents sur les huiles 

essentielles de P. lentiscus ont révélé la présence d’activité antalgique, antioxydante, 

anti-inflammatoire, antimicrobienne (Giner-Larza et al., 2000).  
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5.2. Description morphologique de la famille des Lamiacées 

Plantes herbacées, ou sous-arbrisseaux à tiges généralement quadrangulaires, à 

feuilles simples, opposées (rarement verticillées). Fleurs en glomérules verticillées ou 

en épis, elles sont zygomorphes avec un calice à 5 dents ou à 2 lèvres, une corolle à 5 

pièces formant 2 lèvres plus ou moins marquées : les lèvres supérieurs indivise parfois 

absente, l’inférieure en général { 3 lobes plus ou moins égaux, 4 étamines dépassant 

souvent les fleurs. L’ovaire bicarpellé, { la bas du quel est inséré un style dit 

(gynobasique) comporte primitivement 2 loges, biovulée. Par suite de la formation de 

fausses cloisons, le fruit est tétrakéne inclus dans le calice persistant : la graine est 

dépourvue d’albumen. Les 2500 espèces des labiées sont surtout répondues dans la 

région méditerranéenne. 

Cette famille est très homogène, car au point de vue anatomique, on note la 

présence de paquets de collenchyme aux 4 angles de la tige, les labiées sont très riches 

en poils técteurs et sécréteurs. Beaucoup d’espèces présentent des signes d’adaptation 

à la sécheresse ; feuilles velues, limbe replie en dessous, hypoderme collenchymateux, 

stomates enfoncés (ils comportent dans cette famille deux cellules annexes 

perpendiculaires { la grande dimension de l’ostiole). 

Au point de vue biochimique, les labiées sont pour la plupart des plantes 

aromatiques { huiles essentielles renferment des constituants variés et c’est { ce titre 

surtout qu’elles sont médicinales (Paris & Moyes, 1971).  

 

5.2.1. Description botanique du genre Menthe 

 La menthe appartient au genre Mentha de la famille des Labiacées. On en 

connaît environ 20 espèces, dont les plus répandues sont la menthe aquatique, qui a 

pour nom scientifique Mentha aquatica, la menthe verte Mentha spicata et leur hybride 

Mentha piperita. Ces différentes espèces sont tous caractérisées par une tige carrée et 

des feuilles opposées et dentées, très odoriférantes en raison de l’huile essentielle 

qu’elles contiennent. Cette huile essentielle est extraite par  hydrodistillation ou par 

entraînement { la vapeur. En effet, seuls ces modes d’extraction respectent les 

composants très fragiles de la plante (Anonyme 1). Les principales espèces du genre 

Mentha sont les suivants : 
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b.  Mentha suaveolens L (Merceta) 

La menthe à feuilles rondes ne pose pas de 

problème de détermination en  raison de la 

forme de ses feuilles rondes, épaisses. La tige, 

typique  des labiées, est à section carrée. 

L’ensemble de la plante est couvert de poils 

denses et blanchâtre qui la rendent douce au 

toucher. Les petites fleures sont  rassemblées en 

épis terminant les rameaux. La hauteur de la 

plante est de 25 à 80 cm, la fleure est de 5 mm de 

Long (Anonyme 2). 

Figure 21: Mentha suaveolens  

Figure 20: Mentha pulegium  

c.  Menthe spicata L  

     La Menthe verte, encore appelée  Menthe  douce 

ou Menthe crépue, est une plante herbacée a 

feuilles de couleur vert clair, sessiles, lancéolées, 

dentées ; les fleurs sont disposées en épis allonges 

et leur coloration est blanche ou pourpre (Paris & 

Hurabielle, 1981). 

 

Figure 22: Mentha spicata 
                                                                                                                 
 

d.  Menthe aquatique L 

      Plante variable, pubescente, aux feuilles 

pétiolées, ovales, dentées et allongées. Fleurs en 

capitule terminal arrondi, de couleur rouge à violet 

clair, plante de 30-80cm (Poul & Ferdinand, 1977).  

 

 

Figure 23: Mentha aquatica  
 

a.  Mentha pulegium L (flio)  

        C’est une plante fertile dont la descendance 

semble assez  homogène, se distingue des autres 

menthes par son port étiré, ses  tiges  en partie 

couchées  sur  le sol, ses  fleurs rosées disposées 

au long de la tige et des rameaux, et son calice 

obturé. La plante peut atteindre 30 cm de hauteur 

(Anonyme 2). 



Chapitre I Synthèse bibliographique 

 

57 
 

 

                                                                                                              

                                                                                                                       

 

 

 

 

  

                                                                                                           
 

5.2.2. Les différentes espèces de la menthe en Algérie  

La menthe comporte une vingtaine d’espèces réparties dans le monde entier, 

dont plusieurs sont cultivées. Les différentes d’espèces de menthe trouvées en Algérie 

sont résumées dans le tableau suivant : 

Tableau 04 : Différents espèces de la menthe en Algérie (Baba Aissa, 1999) 

Variétés Espèces Appellation 
locale 

Principal 
constituant 

Menthe poivrée Mentha piperita L Nànà har Menthol 

Menthe verte Mentha spicata L 

Mentha viridis L 

Nànà Carvone 

Menthe aquatique Mentha aquatica L H’baquelma Linalol 

Menthe pouliot Mentha pulegium L Fliou Pulégone 

Menthe sylvestre Mentha longifolia L Nànà essahra - 

                                                                                       

5.2.3. L’utilité de la menthe 

La menthe a un effet thérapeutique selon les usages : 

a. Usage médicinal 

La menthe a été utilisée depuis fort longtemps en nature et pour son huile 

essentielle. C’est ainsi que des archéologues en ont trouvé des feuilles séchées dans 

des pyramides d'Égypte datant du premier millénaire avant notre ère. De leur côté, 

Hippocrate et Aristote l'employaient comme anaphrodisiaque (calmant, anesthésiant). 

La menthe est réputée pour ses propriétés aromatiques (fortifiantes) toniques et 

digestives (utilisée pour combattre les lourdeurs, les ballonnements, les gaz). L’effet 

e.  Menthe piperita L 

       Hybride entre la menthe aquatique et la menthe 

en epi, elle est souvent cultivée (Poul & Ferdinand, 

1977). 

 

 

Figure 24: Mentha piperita 
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médicinal de la menthe diffère aussi en fonction des espèces. Ainsi, la menthe poivrée 

est la menthe médicinale par excellence ; elle stimule la sécrétion des sucs digestifs, 

limite les ballonnements et les diarrhées et stimule la sécrétion biliaire. 

 En pharmacie, les propriétés stimulantes, toniques, antiseptiques et 

anesthésiques, sont valorisées en plus de l’action aromatique. Enfin, certains 

composants des essences de menthe sont utilisés dans des hémi-synthèses pour la 

fabrication de dérivés apparemment plus sophistiqués. 

 Les Menthes conservent depuis l’antiquité une infinie diversité d’emplois et 

occupent une large place dans la thérapeutique. Elles fortifient tout le système des 

nerfs, donnant la vigueur aux uns pour l’acuité aux autres pour sentir, mais non 

pour souffrir, stimulant diffusible et aussi un sédatif diffusible, la Menthe rend 

d’éminents services contre la nervosité et les différentes manifestations nerveuses 

(FAO, 2010). 

 En thérapeutique, la menthe s’utilise contre la fièvre, la faiblesse, la toux, les 

nausées, les maux de l’estomac, la mélancolie, les maladies de poitrines, l’hystérie, 

les troubles de la vue (Garnier et al., 1961; Fournier, 1984), antiseptique, 

analgésique et vermifuge. On l’utilise aussi contre les parasites, les tiges et les fleurs 

de la menthe sont brûlés pour chasser les puces des matelas et des animaux 

domestiques, on peut aussi placer les sachets de menthe auprès des sacs de grains 

et de fromage pour chasser les rongeurs (Benayad, 2008).  

b. Usage alimentaire  

 Les menthes doivent leur odeur et leur activité à leurs huiles essentielles qui 

ont une place particulière dans l’ensemble des produits aromatiques d’origine 

végétale; grâce à certaines propriétés spécifiques, les besoins en produits de la menthe 

sont multiples, tant pour leur flaveur (aromatisation) que pour leur odeur 

(parfumerie), leur pouvoir rafraîchissant ou leurs propriétés médicinales. Leurs 

qualités sont strictement choisies en fonction de ces usages. Mais c’est en 

aromatisation que sont consommés les plus gros tonnages : gommes à mâcher, 

chewing-gum, boissons, confiseries,  sirop, chocolats.etc. (FAO, 2010). 

c. Usage cosmétique et parfumerie 

  En parfumerie et cosmétique, les produits à base de menthe ont connu un 

développement spectaculaire avec les pâtes dentifrices, bain de bouche, crèmes, 

rouges à lèvres et mousses à raser et (FAO, 2010). 
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5.2.4. Description botanique du Mentha spicata 

M. spicata est une plante vivace herbacée (hémicryptophyte) très courante dans 

les jardins, elle peut atteindre 60 cm et même 1m de hauteur. Les tiges de section 

carrée, robustes sont glabres ou glabrescentes. La plante est pourvue de stolons qui 

assurent sa multiplication, ce qui peut la rendre envahissante. C'est une plante très 

aromatique, avec parfois une odeur de moisi. 

Le feuillage est habituellement d'un vert profond mais les jeunes feuilles sont 

souvent plus claires. Ces feuilles opposées sont sessiles ou subsessiles, glabres, ovales-

lancéolées et font 2-6 x 0,5-1,5 cm. Leurs bords sont en dents de scie (serretés). Elles 

portent des glandes (trichomes glandulaires) secrétant une huile essentielle riche 

en carvone et pratiquement dépourvue de menthol, donnant une odeur carvonée et 

fraîche. 

Les traits distinctifs sont une face inférieure des feuilles à poils simples 

majoritaires ou une plante glabre (cultivars parfois échappés) et des feuilles médianes 

sessiles à limbe ovale (L/l=1,5-3) plus ou moins aigu. La pubescence est surtout 

localisée sur les nervures à la face inférieure et formée de poils simples, dressés, mêlés 

de poils crépus-laineux. 

Les fleurs sont généralement rosées, voire blanches. Elles sont disposées en 

longs épis terminaux, denses de 4 à 10 cm, formés de verticilles de fleurs (à intervalles 

assez espacés à la base) sous-tendues par des bractées, linéaires-lancéolées. 

Le calice est en tube, glabre, pourvu de 5 dents linéaires, parfois ciliées. La corolle, 

glabre en dedans, est pourvue de 4 lobes presqu'égaux en forme d'entonnoir. La lèvre 

supérieure est formée par les 2 pétales dorsaux. La corolle enserre 4 étamines 

divergentes, presque égales et saillantes et 2 carpelles ovoïdes (anonyme 1). 

a. Systématique 

La  classification admise  actuellement  est  d’après Quézel et Santa (1963).   

- Règne : Plantes. 

- Sous Règne : Cormophytes. 

- Embranchement : Spermaphytes. 

- Sous embranchement : Angiospermes. 

- Classe : Dicotylédones 

- Famille : Lamiaceae 

- Genre : Mentha 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_vivace
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9micryptophyte
https://fr.wikipedia.org/wiki/Stolon_(organe)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sessilit%C3%A9_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_foliaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_foliaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Trichome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_essentielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carvone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Menthol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calice_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Corolle
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- Espèce : Mentha spicata 

Nom vernaculaire (selon Seidemann, 2005). 

 Arabe : naânaâ نَعْناع   

 Anglais  : spearmint   

 Français : la Menthe en épi ou menthe verte 

 

b. Usages 

i. Boissons 

Utilisée en tisane et en infusion, la feuille de menthe verte a une place de choix 

dans la culture du Maghreb. En effet, le fameux thé à la menthe est concocté en laissant 

infuser du thé vert avec environ 100 feuilles de menthe fraîche par litre et beaucoup 

de sucre. Le cultivar Mentha spicata est généralement utilisé ; il se caractérise par un 

arôme piquant mais doux. Cette appellation se retrouve dans le nom en arabe standard 

moderne du thé à la menthe. Les feuilles sont utilisées dans des boissons, comme le 

cocktail mojito de Cuba, fait de rhum, citron vert et menthe fraîche. 

ii. Culinaires 

Les feuilles de menthe en épi sont également utilisées dans de nombreuses 

applications culinaires, comme avec des plats à base de viande, des sauces pour le 

gigot ou le rôti de bœuf, des plats asiatiques (anonyme 3). 

iii. Médicinaux 

En herboristerie, les menthes sont toniques, stimulantes et antispasmodiques. La 

menthe verte est traditionnellement utilisée pour ses propriétés aromatiques 

(toniques, fortifiantes), digestives (combat les lourdeurs, les ballonnements, les gaz) 

et antispasmodiques (nervosité, palpitations, crampes) (Lieutaghi, 1966). 

iv. L'huile essentielle  

Est utilisée pour la fabrication de boissons, de confiserie, de glaces et pour aromatiser 

les chewing-gums ou les dentifrices (anonyme 4). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Tisane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Infusion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maghreb
https://fr.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A9_%C3%A0_la_menthe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mojito
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rhum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Citron_vert
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antispasmodique
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1.  Matériel végétal 

Les plantes qui ont fait l’objet de notre étude sont M. spicata  connue par le nom 

Nanä et  P. lentiscus  connue sous le nom Darw, dont on a utilisé les parties aériennes. 

La récolte de nos échantillons a été effectuée durant le mois de mai de l'année 2013, 

Au niveau de la région d’El-idrissia (Djelfa) pour Mentha spicata et d’Ouled Driss (Souk 

ahras) pour  Pistacia lentiscus. 

Les deux espèces étudiées ont été identifiées par Pr. Laouar A, laboratoire de 

valorisation des ressources biologiques naturelles, faculté des sciences; UFA - Sétif, 

Algérie. Après la récolte et le nettoyage des échantillons, ils ont été laissés sécher à 

l’ombre dans un endroit sec et aéré.  

Les situations géographiques ainsi que les étages bioclimatiques des deux 

stations sont représentés dans le tableau 05 et la figure 25.  

Tableau 05: Caractéristiques géographiques et bioclimatiques des deux régions 

de récolte (anonyme 5). 

Région Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique 

Ouled 

Driss 

800 m 36.35° N 8.01° E Un climat semi-humide se 
distingue par un été chaud 
et un hiver froid et 
humide; la pluviométrie  
atteint une moyenne 
de 800 mm/an. 

El-Idrissia 1140 m 334.26° N 2.31° E Un climat semi-aride 
caractérisé par une faible 
précipitation (pluviométrie 
de 266 mm/an). 

 

 

Figure 25: Situation géographique des deux stations d’étude (anonyme 5). 

Ouled Driss 

El Idrissia 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pluviom%C3%A9trie
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Pluviom%C3%A9trie/fr-fr/
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1.1.  Screening phytochimique 

Ce test a pour but d’identifier les différents groupes de composés présentés dans 

les deux plantes, un screening chimique a été réalisé. La colorimétrie et la gravimétrie 

ont été les deux principales voies d’identification de ces groupes de substances en 

solution. Les alcaloïdes, les flavonoïdes, les saponines, les anthocyanes, leuco-

anthocyanes, les tanins, les terpènes et stérols contenus dans la plante ont été mis en 

évidence selon les méthodes décrites par Harborne (1998). 

Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en utilisant les 

réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des 

réactions de coloration. 

1.1.1.  Recherche des principes actifs dans l’infusé  

a. Préparation de l’infusé 

La prépation  de l’infusé { 10% nécessite une quantité de 10 g de la partie 

aérienne de la plante (feuilles) séchée et broyée en poudre. Celle-ci est versée dans 

100 ml d’eau bouillante et mélangée puis on passe à la filtration juste après 15 min 

d’attente.  

b. Les tanins    

Les tannins catéchiques, non hydrolysables, sont identifiés { l’aide du réactif de 

Stiasny (Formol 30%/HCl concentré : 3-1). 5 ml de l’infusé ont été évaporés à sec. 

Après ajout de 15 ml du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au 

bain- marie à 80 °C pendant 30 min. L’observation d’un précipité orange caractérise 

les tanins catéchiques. 

Les tannins galliques, hydrolysables, sont mis en évidence par ajout de FeCl3. En 

effet, nous avons filtré la solution précédente puis la saturé d’acétate de sodium. 

L’addition de 3 gouttes de FeCl3 { 2% provoque l’apparition d’une teinte bleu-noire 

intense dénotant la présence de tanins galliques. 

c. Les anthocyanes  

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de l’infusé 

à 10%. Si la coloration de l’infusé s’accentue par acidification (après ajout d’HCl pur) 

puis vire au bleu en milieu basique par addition de 3 gouttes de NH4OH à 50%, on peut 

conclure la présence des anthocyanes. 
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d. Les leuco-anthocyanes  

Les leuco-anthocyanes sont révélés par ajout à 05 ml d’infusé de 04 ml d’alcool 

chlorhydrique (Ethanol/HCl pur : 3-1). Après quelques minutes de chauffage au bain-

marie à 50°C, L’apparition d’une coloration rouge (rouge cerise) est caractéristique de 

leur présence. 

e. Les saponosides 

La présence des saponosides est déterminée quantitativement par le calcul de 

l’indice de mousse ; degré de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse 

persistante dans des conditions déterminées. Un décocté à 2 % est préparé avec 2 g de 

poudre dans 100 ml d’eau bouillante et maintenir une ébullition pendant 30 minutes. 

A partir  de cette solution mère on prépare 10 tubes de 1-10 ml, le volume final 

étant réajusté à 10 ml avec de l’eau distillée. Chaque tube est agité pendant 15 

secondes puis laissé au repos pendant 15 min en position verticale. Une hauteur de 

mousse persistante, supérieure { 1 cm indique la présence de saponosides. L’indice de 

mousse (I) est calculé par la formule suivante : 

 

I = hauteur de mousse (en cm) dans le Xème × 5 / 0,0X 

 X : Numéro du tube renfermant la mousse la plus haute  

La présence des saponines dans la plante est conformée par un indice supérieur à 100. 

1.1.2.  Recherche des principes actifs dans la poudre  

a. Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes, pigments quasiment universels des végétaux, constituent une 

grande famille de composés très souvent abondamment présents dans les plantes. 

Plusieurs tests de caractérisation permettent de mettre en évidence ce groupe de 

substances.  

10 g de feuilles pulvérisées ont été macérées dans 150 ml d’HCl { 1% pendant 24 

h. Ajouter le  NH4OH au 10 ml du filtrat pour rendre la solution basique. L’apparition 

d’une couleur jaune claire après 3h dans la partie supérieure du tube montre la 

présence des flavonoïdes.  

b. Les alcaloïdes  

La présence des alcaloïdes est établie par la précipitation de sels et la révélation 

{ l’aide du réactif du de Mayer (5g de KI + 1,358g de HgCl2 solubilisés dans 100 ml 
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d’eau distillé). A 5 g de poudre ajouter 50 ml d’HCl { 1℅. Après 3 heures de 

macération à température ambiante, le macéré a été filtré. Prélever 1 ml de filtrat y 

ajouter 5 gouttes de réactif. La présence d’alcaloïdes est mise en évidence par 

l’apparition d’un précipité blanc.  

c. Terpènes et  stérols  

Pour mettre en évidence les stérols et les polyterpènes, nous avons utilisé le 

réactif de Liebermann. En effet, 5 g de poudre des feuilles ont été macérés dans 20 ml 

d’éther de pétrole, filtrés puis évaporés { sec dans un bain de sable { 90°C. Le résidu 

est trituré à chaud dans 1 ml d’anhydride acétique. Nous avons ajouté 0,5 ml d’acide 

sulfurique concentré au triturât. L’apparition, { l’interphase, d’un anneau pourpre et 

violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction positive.  

 

1.2.  Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation 

La  figure 26 montre l'hydrodistillateur de type Clevenger employé dans 

l'extraction des huiles essentielles.  

La matière végétale (50 g), constituée des parties aériennes (feuilles et 

sommités fleuries) d’espèces étudiées, est introduite dans un ballon de 1 L rempli 

d'eau jusqu'aux 2/3 de sa capacité. Ce dernier est ensuite mis à ébullition pendant 3 

heures. Sous l'action de la chaleur, les cellules sécrétrices de l'huile essentielle 

éclatent et libèrent des composés organiques volatils. La vapeur d'eau formée 

entraîne avec elle les composés organiques à l'état gazeux vers le réfrigérant où ils se 

condensent sous forme de gouttelettes. A fin de séparer les deux phases organique et 

aqueuse, le distillat a été mis dans une ampoule à décanter et un solvant organique 

(éther di-éthylique) a été ajouté. Après que les deux phases soient bien distinctes l’une 

de l’autre, la phase organique a été récupérée pour passer { l’évaporation rotative. 

L'huile essentielle, séparée du solvant organique par évaporateur rotatif, a été 

déshydratée par le sulfate de sodium (Na2SO4) anhydre, puis conservée à 4°C dans 

un flacon stérile, hermétiquement fermé et à l’abri de la lumière. 
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01- Chauffe ballon 

02- Ballon à fond rond 

03- Support de fixation 

04- Colonne en verre  

05- Sortie de l'eau  

06- Refrigerant 

07- Entrée de l’eau  

08- Distillat (eau + huile essentielle) 

                                                                           

                                     

 

 

                                       

Figure 26: Montage de l'hydrodistillation type Clevenger 

 

1.2.1.  Rendement d'extraction  

Le rendement d’extraction d’huile essentielle (HE) est défini comme étant le 

rapport entre la masse de l'huile récupérée (MHE) et la masse de la matière végétale 

(MV) séchée à l'air libre, exprimées dans la même unité de masse. Le rendement en 

HE exprimé en pourcentage est donné par la relation suivante:     

          R%  =    (MHE / M v) ×100 

 

1.2.2.  Analyse des huiles essentielles par chromatographie CPG-SM 

L’analyse des huiles essentielles a été effectuée par un chromatographe de type 

Agilent 6890N couplée à un spectromètre de masse Agilent 5975B (Agilent 

Technologies, Palo Alto, CA, USA). La séparation a été réalisée sur une colonne HP-5MS 

pour Mentha et HP-INNOWax pour Pistacia, de diamètre 30 m x 0,25 mm et 0,25 μm 

d’épaisseur de film. Le gaz vecteur était le Helium utilisant un mode d’injection 

splitless et le volume injecté était 1 μl dilué dans hexane à 1%. La température du four 

était programmée de 60°C pour 8 min, puis progressée jusqu’ { 270°C { 2°C/min. Le 

chromatographe était couplé à un détecteur de masse à simple quadripôle MSD 5975. 
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La température de l’interface était de 280°C, celle du quadripôle de 150°C et celle de la 

source de 230°C.  

L’identification des constituants a été faite sur la base de comparaison de leurs 

Indice Arithmétique (IA) obtenu { partir d’une série de n-alcanes (C10-C30) en utilisant 

l’équation de Van den Dool and Kratz (1963) ; et le spectre de masse avec ceux des 

composés de référence selon la littérature (Dob et al., 2006; Adams, 2007; anonyme 6) 

et ceux figurant dans la banque de donnée (Wiley/NBS library).  

 

2. Evaluation de l’activité antioxydante 

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par quatre techniques chimiques (le 

piégeage du radical libre DPPH•, le piégeage du radical superoxyde, la réduction du fer et 

du radical ABTS). Le pouvoir antioxydant de l’huile essentielle testée a été estimé par 

comparaison avec deux contrôles positifs (BHT et Vit C).  

2.1  Test au DPPH• 

 Principe 

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH• (2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur 

jaune (Fig. 27). 

 

Figure 27: Schéma de transformation du DPPH• de sa forme active à celle inactive 
(Matkowski, 2008). 
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 Mode opératoire  

L’activité antiradicalaire des huiles essentielles a été mesurée par la méthode 

décrite par Dung et al. (2008). 100 μl de différentes dilutions (62.5, 125, 250, 500 and 

1000 µg/ml) d’huiles essentielles sont mélangés avec 2.9 ml de la solution de méthanol 

de DPPH• à concentration 0.004% (p/v) dans des tubes à essai secs. Après 30 min 

d'incubation à une température ambiante et { l’obscurité, l'absorbance est mesurée à 

517nm. 

Les contrôles positifs sont représentés et  mesurés dans les mêmes conditions et 

par la même méthode que celle de l’huile essentielle. Selon Dung et al. (2008), les 

résultats peuvent être exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire où inhibition des 

radicaux libres en pourcentages (PI%) en utilisant la formule suivante:  

 

 

A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol) ; 

A échantillon : Absorbance du composé d'essai. 

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de l’huile 

essentielle, de la vitamine C et du BHT,  nous permet de calculer le paramètre CI50. La 

CI50 «Concentration Inhibitrice» est définie comme étant la concentration de l’huile 

essentielle (de la vitamine C ou de BHT) nécessaire pour réduire 50% des radicaux 

libres dans le milieu réactionnel. Plus la valeur de CI50 est basse, plus l’activité 

antiradicalaire est élevée (Gramza et al., 2005; Qian & Nihorimbere, 2004). Les valeurs 

de la CI50 ont été déterminées graphiquement. 

2.2.  Test de réduction du radical-cation ABTS+° 

Cette méthode est basée sur la capacité des composés à réduire le radical-cation 

ABTS+°, acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), qui présente une 

bande d’absorption dans le visible avec trois maxima { 645, 734 et 815 nm. Le radical 

est formé par oxydation de 7 mM de solution ABTS incolore avec 2.45 mM de solution 

persulfate de potassium. Le mélange doit être conservé { l’obscurité pendant 12h-16h 

et dilué pendant la manipulation avec l’éthanol pour avoir une absorbance de 0.70 ± 

0.02 à 734 nm. 200 μl de l’huile { tester { concentration de 1 mg/ml sont ajoutés à 2 ml 

de radical pré-formé et, 6 minutes après, l’absorbance résiduelle du radical ABTS+° 

est mesurée { 734 nm. L’activité d’huile essentielle est alors exprimée par la Capacité 

PI% = (A blanc – A échantillon) × 100/ A blanc 
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Antioxydante Equivalente Trolox (TEAC) qui correspond à la concentration de Trolox 

(analogue hydrophile de la vitamine E) donnant la même capacité antioxydante 

qu’une concentration de 1 mM du composé testé. Ainsi, plus la valeur TEAC est élevée, 

plus l’antioxydant est efficace (Re et al., 1999). 

2.3.  Le pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur d’une solution comme les huiles essentielles est déterminé 

par le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). 1.0 ml d’extrait { concentration 

de 1 mg/ml est mélangé avec 2.5 ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de 

ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6]  à 1%. Après incubation à 50°C pendant 20 

min, la réaction est arrêtée par l’ajout de 2.5 ml d’acide trichloroacétique (10%). 

Ensuite, la mixture est centrifugée à 3000 rpm pendant 10 min. 2.5 ml du surnageant 

sont mélangés avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de FeCl3 (0.1%). Après incubation 

de 10 min, l’absorbance est lue { 700 nm. Le pouvoir réducteur est calculé { partir de 

la gamme étalon de l’acide gallique et exprimé en µg équivalent acide gallique/g 

d’extrait sec (Oyaizu, 1986).  

2.4  Test antiradicalaire (NBT/Riboflavine) 

L’effet scanvenger du radical superoxyde a été mesuré par la méthode décrite 

par Beyer et Fridovich (1987) avec quelques modifications. 100 μl de différentes 

dilutions d’huiles essentielles sont ajoutés { 1 ml de mixture contenant un tampon 

phosphate (67 mM KH2PO4, 0.1 M EDTA, pH 7.4), 0.12 mM Riboflavine (RF) et 1.5 mM 

Nitrobleu de Tétrazolium (NBT). Laisser les échantillons 10 min sous une lampe de 

bureau puis lire immédiatement l’absorbance à 560 nm. 

 Le pourcentage d’inhibition (PI) est calculé selon l’équation suivante:  

 

 

A blanc : Absorbance du blanc. 

A échantillon : Absorbance du composé d'essai. 

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration nous 

permet de calculer le paramètre CI50.  

Tous les essais précédents ont été effectués en triple où l’acide ascorbique et le 

BHT ont été servis comme contrôles positifs. 

PI% = (A blanc – A échantillon) × 100/ A blanc 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814606003013#bib13
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3. Caractérisation des nanoparticules d'oxyde de nickel (NiO NPs) 

3.1.  Caractérisation morphologique et dispersion en taille des nanoparticules 

par microscopie électronique en transmission 

La forme et la taille de NiO NPs ont été caractérisées par un microscope 

électronique à transmission (MET, JEM-2100F, JEOL Inc., Japon) disposant d’une 

tension d'accélération de 120 kV et une résolution de l’ordre du nanomètre. L’appareil 

est enfin équipé d’une caméra haute résolution. En effet, La poudre noire de NPs a été 

mise en suspension dans l'eau déminéralisée à une concentration de 1 mg/ml. La 

solution subit ensuite une sonification (40 W) dans un bain à ultrasons pendant 15 

min à température ambiante. 10 µl d’une solution diluée de particules { 1/10, dans 

l'eau déminéralisée ou dans le milieu de culture, sont déposés sur une grille de cuivre 

recouverte d’un film de formvar (Mesh 200) puis laissés sécher { l’air pour permettre 

leur observation par microscopie électronique en transmission.  

3.2.  Comportement des nanoparticules en solution 

La toxicité des NPs vis-à-vis de cellules ou d’organismes vivants est le plus 

souvent testée en milieu humide. Dans le cas des cellules, les expositions sont réalisées 

via le milieu de culture dans lequel les cellules baignent. Il est donc fondamental 

d’avoir une idée du comportement de ces objets non seulement en solution mais aussi 

dans ce milieu spécifique. C’est ce que nous allons aborder dans les deux sous-titres 

suivants. 

3.2.1.  Détermination du potentiel Zêta 

 Principe 

Une particule chargée se déplace { vitesse fixe dans un liquide lorsqu’un champ 

électrique est appliqué. Le déplacement des particules appelé « mobilité » peut être 

quantifié par la technique de micro-électrophorèse c’est-à-dire le couplage entre 

observation directe (microscopie) et déplacement de particules en suspension sous un 

champ électrique (électrophorèse). La technique consiste à suivre le déplacement de 

particules induit par un courant électrique grâce à une caméra numérique.  

 Mesures de potentiel Zêta 

Le potentiel Zêta a été estimé { l’aide d’un Nano-ZetaSizer (Nano-ZetaSizer-ZS, 

Malvern Instruments, RU). Les particules sont dispersées dans l'eau déminéralisée 

avec une concentration de 100 µg/ml. La solution subit ensuite une ultra-sonification 
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et analyser dans le Nano-ZetaSizer. Dans le cas de l’analyse du potentiel Zêta en 

milieux de culture, l’eau a simplement été remplacée par le DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium). 

3.2.2  Evaluation du diamètre hydrodynamique 

 Principe de la diffusion dynamique de la lumière 

La technique de diffusion dynamique de la lumière « Dynamic Light Scattering » 

(DLS) mesure le mouvement Brownien d’une particule et remonte mathématiquement 

à son diamètre hydrodynamique. Le diamètre hydrodynamique correspond au 

diamètre de la particule ainsi que de la bicouche électronique qui adhère à sa surface. 

Cette mesure est effectuée en illuminant les particules avec un laser et en analysant les 

fluctuations d’intensité de la lumière diffusée (Fig. 28). 

 

 
 

Figure 28: Description du diamètre hydrodynamique et principe de la DLS (Le 
Trequesser, 2014). 

 
Les mesures de diamètre hydrodynamiques (DH) en solution renseignent sur les 

états d’agrégation des NPs. Généralement, la distribution en taille de particules est 

donnée en intensité, en volume et en nombre. Les mesures en volume dépendent 

naturellement du volume des particules et les mesures en intensité dépendent de la 

surface exposée par celles-ci. Dans notre cas, la mesure en nombre est donc la mieux 

adaptée et sera utilisée pour évaluer les états d'agrégation. 

 Mesures de diamètre hydrodynamique 

Les NPs ont être dispersées dans l’eau déminéralisée ou dans le milieu de culture 

avec une concentration de l’ordre de 100 µg/ml. Quelques gouttes sont ensuite 

déposées sur la cuve d’un analyseur de taille de particule de type Nano-ZetaSizer et 3 

mesures de 30 secondes sont effectuées. Le résultat « en nombre » est enfin conservé. 
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4. Cultures cellulaires et protocoles d’exposition aux NiO NPs et aux huiles 

essentielles 

4.1.  Cultures stocks des pneumocytes A549  

Nous avons utilisé dans cette étude une lignée cellulaire de pneumocytes II: A549 

provenant d’un adénocarcinome pulmonaire humain. Tous les produits chimiques ont 

été obtenus de Sigma-Aldrich. 

Le milieu employé est du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Ce 

milieu de base contient des nutriments indispensables à la survie cellulaire, des ions 

minéraux, des cofacteurs, des vitamines, des acides aminés et surtout du glucose 

(substrat énergétique essentiel). Il est supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal 

(SVF) qui apporte les facteurs de croissance indispensables et 1% d’un mélange 

d’antibiotiques (pénicilline-streptomycine 100 U/ml) pour éviter d’éventuelles 

proliférations bactériennes. Cela constitue le milieu de culture complet.  

Les subcultures ont été réalisées deux fois par semaine pour cette lignée qui 

proliférait rapidement. A confluence, le milieu est éliminé et le tapis cellulaire est rincé 

avec du PBS sans calcium ni magnésium ce qui permet de supprimer toute trace 

d’inhibiteurs de trypsine. Le détachement des cellules en vue de leur passage est 

réalisé en utilisant l’action conjuguée de trypsine (0,5 mg/ml) et d’EDTA (0,2 mg/ml) à 

37°C pendant 5 min. Des aliquotes de cette suspension cellulaire, contenant 106 

cellules comptées sur Malassez, étaient prélevés et remis en culture dans de nouveaux 

flacons de culture puis incubés à 37°C en présence de CO2  à 5%. Les cultures 

cellulaires ont été observées chaque jour, car il était important de suivre l’évolution de 

la culture jusqu'à la confluence afin de déterminer le moment du repiquage. 

4.2.  Numération cellulaire en présence de trypan bleu 

Le nombre total de cellules mortes et vivantes a été déterminé par comptage 

après coloration au trypan bleu. Ce dernier est un réactif chromophore de couleur bleu 

chargé négativement qui a tendance à pénétrer dans les cellules. Une fois dans la 

cellule, la molécule va être rejetée dans le milieu extérieur. Ce mécanisme d’exclusion 

nécessitant de l’énergie, seules les cellules possédant de l’ATP peuvent le réaliser. 

Ainsi, une cellule vivante exclura la molécule de trypan bleu et restera réfringente au 

microscope alors qu’une cellule morte sera colorée en bleu.  
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La coloration au trypan bleu a été réalisée en prélevant 25μl de suspension 

cellulaire mis en présence de 25 μl de la solution de trypan bleu. Le comptage a été 

réalisé { l’aide d’une cellule de Malassez. 

4.3.  Traitement des cultures  

Des concentrations croissantes de NiO NPs (5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µg/ml dans 

le milieu de culture) ont été testées afin de définir les concentrations seuils 

cytotoxiques qui induisaient une inhibition de la prolifération cellulaire. Les dilutions 

étaient ensuite soumises à une sonication en utilisant un bain à ultrasons à 

température ambiante pendant 10 min { 40W pour éviter l’agglomération de 

nanoparticules avant les administrer aux cellules. NiO NPs ont été ajouté à la culture 

24 heures après l’ensemencement, afin de permettre aux cellules de s’attacher sur le 

fond du flacon.  

D’autre par, les cellules ont été aussi traitées avec les huiles essentielles à 

concentration de 10, 40 et 60, 80 µg/ml, la menthe et le pistachier respectivement, 24 

heures avant l’exposition aux NiO NPs. Les huiles essentielles ont été dissoutes  dans le 

DMSO et diluées dans le milieu de culture (la concentration finale de DMSO dans le 

milieu était < 0,3 %). 

 

5. Méthode d'évaluation de la viabilité cellulaire par le test MTT  

Le test MTT donne une indication sur l’activité mitochondriale et la densité 

cellulaire. Le principe de ce test consiste { mesurer l’activité de la succinate 

déshydrogénase mitochondriale des cellules métaboliquement actives. Cette enzyme, 

par coupure du cycle tétrazolium, transforme le MTT (3 [4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-

diphényltétrazolium bromure), de couleur jaune, en cristaux de formazan de couleur 

pourpre et insoluble. La membrane des cellules est imperméable aux cristaux de 

formazan causant ainsi leur accumulation intracellulaire. L’addition d’un détergent 

solubilise les cristaux de formazan. L’activité de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale permet d’apprécier la toxicité cellulaire mitochondriale qui est 

directement corrélée avec la viabilité cellulaire mais aussi avec la densité cellulaire 

(Fig.29). 

1×104 cellules/puits ont été ensemencées dans des microplaques de 96 puits et 

exposées au NiO NPs ou/avec les huiles essentielles à 37°C et à 5% de CO2. Après 24h 
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d’incubation, le milieu de culture a été enlevé de chaque puits pour éviter toute 

interférence des nanoparticules et remplacé par un nouveau milieu et la solution MTT 

(5mg/ml). En suite, il suffit après l'incubation des cellules en présence ou non des 

composés à tester  avec du MTT pendant 3h à 37 °C de dissoudre les cellules, leurs 

mitochondries et donc les précipités de Formazan violets dans du DMSO. Un simple 

dosage de la densité optique { 570 nm (et éventuellement soustraire l’absorbance du 

bruit de fond mesurée à 690 nm) par spectrophotométrie en utilisant un lecteur de 

microplaque (Thermo scientifique) permet de connaître la quantité de cellules 

vivantes (Mossman, 1983). L’activité succinate déshydrogénase est déterminée par 

rapport à celle des cellules contrôles: 

Taux de survie (%) =
DO échantillon

DO contrôle
× 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 29: Etapes et principe du test MTT 

 

 

6.  Evaluation de la production d’espèces radicalaires de l’oxygène et de l’azote 

par coloration avec H2DCFDA  

La production intracellulaire des espèces réactives de l'oxygène et de  l’azote 

(ERN) a été quantifiée selon le protocole décrit par Wang (1999). Le 2',7'-

dichlorodihydrofluoresceine diacétate (H2DCFDA) est utilisé pour doser in situ les ERO 

tel OH. et ROO- et les ERN tel que NO. et ONOO- . Cette sonde pénètre dans la cellule où 

elle sera clivée par les estérases intracellulaires en 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceine 

(H2DCF) qui une fois oxydé par une variété des ERO et des ERN donne naissance à la 

molécule fluorescente 2’,7’- dichlorofluorescein (DCF) (Fig.30).  

https://fr.wikipedia.org/wiki/DMSO
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Une solution mère de DHFC-DA à 10 mM (5 mg dans 1 ml de méthanol) a été 

diluée dans un tampon HBSS pour obtenir une solution de 40 µM. Après 24 h 

d’exposition des cellules aux NiO NPs ou/avec les huiles essentielles dans des  

microplaques noires de 96 puits, les cellules ont été lavées deux fois avec HBSS puis 

incubées { l’obscurité en 200 µl de la solution de travail (DHFC-DA/milieu de culture : 

1-1) à 37° C pendant 30 min. À la fin de la période d’incubation, les cellules sont lavées 

avec le tampon HBSS et y laissées.  

La fluorescence a été mesurée par un lecteur de microplaque (Thermo 

scientifique), sachant que le DCF s’excite { 494 nm et émet dans le vert { 517 nm. Des 

cellules exposées au H2O2 pendant une demi-heure ont été servies comme contrôle 

positif. Les valeurs ont été exprimées en pourcentage d’intensité de fluorescence par 

rapport aux puits témoins.  

Intensité de fluorescence (%) =
DO échantillon

DO contrôle
× 100 

 

Pour l’imagerie fluorescence, les cellules ont été cultivées dans des microplaques 

de 12 puits et les images ont été prises par un microscope à fluorescence (Olympus 

IX73). 

 
 

Figure 30: formation de la molécule fluorescente DCF par les ERO (Held & 

Newick, 2009) 
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7.  Détermination de l’activité enzymatique de la catalase (CAT)  

 Principe   

Les catalases sont présentées dans un grand nombre de tissus. Ce sont des 

enzymes tétramétriques, chaque unité portant une molécule d’hème et une molécule 

de NADPH. Ces enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress 

oxydant en éliminant les dérivés actifs de l’oxygène et en accélérant la réaction 

spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène. La 

réaction se fait en deux étapes : 

 

 

 

 

Le principe du dosage de l’activité catalase repose sur la réaction du réactif 

OxiRed avec H2O2 n’ayant pas réagi en présence de peroxydase du raifort noir (HRP) 

pour produire un produit d'oxydation fortement fluorescent, la résorufine. Une forte 

activité catalase se traduit donc par une petite quantité de résorufine formée (fiche 

technique Bio-Vision Inc). 

 Les réactifs utilisés  

Composants Volume Code 

Tampon du test catalase  

OxiRed™ sonde (dans le DMSO) 

HRP (lyophilisé) 

H2O2 (0.88M) 

Solution d'arrêt 

Contrôle positif de catalase 

25 ml 

200 µl 

1 

25 µl 

1 ml 

2 µl 

K773-100-1 

K773-100-2 

K773-100-4 

K773-100-5 

K773-100-6 

K773-100-7 

Reconstitution de réactifs 

OxiRed™ sonde : chauffer rapidement pour dissoudre complètement la solution de 

DMSO. Conserver { 4° C { l’abri de la lumière. Utiliser dans les deux mois.  

HRP : Dissoudre dans 220 µl de tampon.  

Contrôle positif : Ajouter 500 μl de tampon au contrôle positif.  

NB: garder les échantillons, HRP et la Catalase dans la glace pendant  la manipulation. 

 

Catalase-(Fe III) + H2O2     [Catalase- H2O-(FeV)] + H2O 

[Catalase- H2O-(FeV)] + H2O2     Catalase-(Fe III) + H2O + O2   

                            2 H2O2    2 H2O + O2 
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 Mode opératoire  

Échantillon et préparation de contrôle positif 

Homogénéiser 106 cellules dans 0,2 ml de tampon froid ; centrifuger à 10 000 x g 

pendant 15 min à 4° C ; recueillir le surnageant de dosage, garder le dans la glace. 

Ajoutez de 2-78 μl d’échantillons ou de 1-5 μl de contrôle positif dans chaque 

puits et ajuster le volume à 78 μl avec le tampon.  

Préparer le haut contrôle (HC) avec le même volume d’échantillon dans des puits 

séparés puis porter le volume total à 78 μl avec du tampon.  

Ajouter 10 μl de la solution d'arrêt dans le HC, mélanger et incuber à 25° C 

pendant 5 min pour inhiber complètement l’activité de la catalase dans les  

échantillons HC. 

La courbe d’étalonnage d’ H2O2 

Diluer 5 μl de 0,88 M d’H2O2 dans 215 μl d’H2O pour générer 20 mM d’H2O2, 

ensuite  prenez 50 μl de 20 mM d’H2O2 et la diluer dans 0,95 ml d’H2O pour générer 1 

mM d’H2O2.  

Ajouter 0, 2, 4, 6, 8, 10 μl de la solution 1 mM d’H2O2 dans une  microplaque de 

96 puits pour  générer de 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol/puits d’H2O2. Compléter le volume final 

{ 90 μl avec le tampon. Ajouter 10 μl de la solution d'arrêt dans chaque puits.  

NB : H2O2 diluée est instable, préparer chaque fois des dilutions fraîches.  

Réaction catalase  

Ajouter 12 μl de frais 1 mM d’H2O2 dans chaque puits (échantillons, contrôle 

positif et le HC) pour démarrer la réaction, incuber à 25° C pendant 30 min, puis 

ajouter 10 μl de la solution d'arrêt dans chaque échantillon (échantillons, contrôle 

positif ; ne pas au HC) pour arrêter la réaction (NB : le HC et les échantillons de la 

courbe d’étalonnage renfermant déj{ la solution d'arrêt).  

Révélateur 

Pour chaque puits, préparer un révélateur de 50 μl contenant : 46 μl du tampon + 

2 μl de sonde OxiRed™ + 2 μl de la solution HRP. 

Ajouter 50 μl de révélateur aux échantillons, contrôles et aux standards. Bien mélanger 

puis incuber à 25° C pendant 10 min. Lire l’absorbance à 570 nm dans un lecteur de 

microplaque.  
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 Calcul  

Le changement du signal par la catalase dans l’échantillon est :  

ΔA = AHC – AEcht. 

AHC est l’absorbance de l’échantillon de haut contrôle, AEcht est l’absorbance de 

l’échantillon dans 30 min. Tracer la courbe d’étalonnage d’H2O2. Appliquer le ΔA à la 

courbe pour obtenir B (nmol) d’H2O2 décomposée par la catalase en 30 min. L’activité 

CAT est calculée selon l’équation suivante: 

Activité catalase =
B

30 × V
× facteur de dilution (nmol/min/ml = mU/mL)  

B : la quantité d’H2O2 décomposée (en nmol)  

V : le volume prétraité d'échantillon ajouté dans chaque puits (en ml). 

30 : le temps de réaction 30 min. 

 

8.  Détermination de l’activité SOD   

 Principe   

La superoyde dismutase (SOD) est l’une des plus importantes antioxydantes 

enzymes. Elle catalyse la dismutation de l’anion superoxyde (O2°-) en eau oxygénée et 

en oxygène moléculaire. Le principe de dosage repose sur l’utilisation du sel de 

tetrazolium WST-1, hautement soluble dans l’eau, et qui produit un colorant formazan 

hydrosoluble suite à sa réduction avec les anions superoxydes. Le taux de la réduction 

de WST-1 avec O2
°- est lié à l'activité de la xanthine oxydase (XO) qui catalyse 

l'oxydation de la xanthine en acide urique et génère des O2°-  dans le milieu. La 

réduction de WST-1 est inhibée par la SOD ce qui permet de doser l'activité de celle-ci 

par méthode colorimétrique (fiche technique Bio-Vision Inc). 

 

 
   

Figure 31: principe de dosage de l’activité SOD 
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 Les réactifs utilisés  

Composants Volume Code 

WST solution 

Solution d’enzyme SOD  

Tampon du test SOD  

Tampon de dilution SOD  

1 ml 

20 µl 

20 ml 

10 ml 

K335-100-1 

K335-100-2 

K335-100-3 

K335-100-4 

 

Réactifs de travail  

Solution de travail WST: diluer 1 ml de la solution WST en 19 ml de tampon du test. 

Solution de travail d’enzyme : centrifuger pendant 5 seconds l’enzyme, bien 

mélanger par pipetage. Diluer 15 µl avec 2.5 ml du tampon de dilution. 

 Préparation d’échantillon  

Lyser, à froid pendant 20 min, les cellules dans un 1 ml de tampon froid Tris/HCL 

(0.1 M, pH 7.4) contenant 0.5% Triton-X, 0.5 mM β-ME et 0.1 mg/ml PMSF. Centrifuger 

le lysat des cellules à 14000×g pendant 5 min à 4°C, éliminer les débris cellulaires. Le 

surnageant contient l’activité totale de SOD cytosolique et mitochondriale. 

 Mode opératoire  

 Echantillon Blanc 1 Blanc 2 Blanc 3 

Solution d’échantillon 20 µl  20 µl  

H2O double distillée  20 µl  20 µl 

Solution de travail WST 200 µL 200 µL 200 µl 220 µl 

Solution de travail d’enzyme 20 µl 20 µL   

Tampon de dilution   20 µL 20 µL 

  
- Mélanger et Incuber la  microplaque à 37°C pendant  20 min.  

- Lire l’absorbance { 450 nm dans un lecteur de microplaque.  

- Calculer l’activité SOD (taux d’inhibition %) par la formule suivante: 

Activité SOD (%) =
(Ablanc1 − Ablanc3) − (AEcht − Ablanc2)

(Ablanc1 − Ablanc3)
× 100  
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9.   Exploitation statistique des résultats 
 

Les résultats sont représentés sous forme de Moyenne ± SEM et ils ont été 

effectués à l’aide d’analyse de la variance suivis par le test « t » de Student grâce au 

logiciel MINITAB (version 13.31). Les différences sont considérées comme 

significatives si p≤ 0.05. 

 

 



 

 

 

 

 

 

Chapitre III : résultats  
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1. Analyse phytochimique  

Les résultats de l’analyse phytochimique sont présentés dans le tableau 6. Le signe "+" 

traduit la présence du groupe de composés chimiques et le signe "–" une réaction 

négative. Les résultats indiquent que les deux plantes renfermant des anthocyanes, 

des leuco-anthocyanes,  des flavonoïdes, des tanins, des terpènes et stérols. Par contre, 

aucune plante ne contient des alcaloïdes ni des saponosides. 

Tableau 06 : Screening phytochimique des feuilles des deux plantes. 
 

Groupe Chimique M. spicata P. lentiscus 

Anthocyanes + + 

Leuco-Anthocyanes + + 

Alcaloïdes - - 

Flavonoïdes + + 

Tanins + + 

Terpènes et stérols + + 

Saponosides - - 

 

2. Résultat d’extraction des huiles essentielles 

 Dans cette technique le critère de détection de la présence d’huile essentielle 

dans les feuilles de la plante est le changement de la couleur dans l’extrait ainsi que 

l’odeur piquante (Fig.32). 

 

Figure 32 : Huiles essentielles des deux plantes. 

Huile essentielle 

de  

Mentha spicata 

Huile essentielle 

de  

Pistacia Lentiscus 
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2.1.  Caractères organoleptiques 

Les huiles essentielles renferment plusieurs composés : les phénols, les cétones 

et les hydrocarbures terpéniques qui leurs confèrent divers caractères. Parmi eux ceux 

qui font impression sur les organes de sens, plus particulièrement sur le gout, l’odorat 

et la couleur : ils ont été groupés sous la qualification d’organoleptiques. Nous avons 

donc noté l’aspect, l’odeur  et la couleur des huiles essentielles de la menthe et du 

pistachier, les constatations  sont récapitulées dans  le tableau 7. 

Tableau 07: Propriétés organoleptiques des deux plantes 

 Aspect Couleur Odeur 

Mentha spicata 
liquide très fluide. incolore à jaune 

verdâtre pâle. 

herbacée, fraîche, 

carvonée, puissante. 

Pistacia lentiscus 
liquide, mobile, 

limpide. 

incolore à jaune 

pâle. 

intense, herbacée. 

 

2.3.  La composition chimique des huiles essentielles 

L’analyse de l’huile essentielle de Mentha spicata par CG-SM a permis d’identifier 

24 composés terpéniques cités dans le tableau 8 par ordre d’élution (Fig.33). 

 

Figure 33 : Chromatogramme CPG-SM de l’huile essentielle de Mentha spicata. 

 Le rendement d’extraction de cette huile était 2.16±0.07 % dont en est 

caractérisée par un taux élevé de Carvone (71.02 %) et de Limonène (17.43 %).  

Carvone 

Limonène 
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Tableau 08 : Composition chimique de l’huile essentielle de Mentha spicata identifiée 

par CG-SM. 

No. Composants 
Temps de 
rétention 

(min) 
IA 

Pourcentage 
(%) 

1  α-Pinene 8.39 932 0.53 

2  Camphene 8.81 949 0.07 

3  Sabinene 9.58 971 0.38 

4  β-Pinene 9.65 982 0.89 

5  β-Myrcene 10.15 990 0.43 

6  α-Terpinene 10.89 1012 0.13 

7  Limonene 11.34 1029 17.43 

8  Z-Ocimene 11.58 1033 0.45 

9  γ-Terpinene 12.19 1053 0.22 

10  cis-Sabinene hydrate 12.45 1057 1.43 

11  trans-Sabinene hydrate 13.37 1062 0.09 

12  α-Terpinolene 13.46 1083 0.38 

13  Borneol 15.37 1164 0.64 

14  Terpinen-4-ol 15.72 1200 0.90 

15  Trans-Dihydrocarvone 16.28 1217 1.00 

16  Pulegone 17.49 1236 0.06 

17  Carvone 17.95 1245 71.02 

18  β-Bourbonene 21.41 1381 0.72 

19  β -Caryophyllene 22.30 1405 0.53 

20  Germacrene D 23.87 1480 1.15 

21  Germacrene B 24.23 1536 0.23 

22  Butyl Hydroxy Toluene 24.59 1541 0.12 

23  Spathulenol 26.20 1577 0.12 

 Total 
Monoterpènes hydrocarbonés 
Sesquiterpènes hydrocarbonés 

Monoterpènes oxygénés 
Sesquiterpènes oxygénés 

98.92 
 20.91 
 2.63 
 75.14 
 0.24 

     IA : Indice Arithmétique  

 

Quant à celle de Pistacia lentiscus, son huile essentielle est composée d’un 

mélange où les pourcentages sont très proches. Les composants majeurs sont : 

terpinen-4-ol (11.89%), germacrene D (8.27%), sabinene (6.92%), α-Pinene (5.97%) 

et caryophyllene (5.1%). Par sa composition, cette huile est différente de celle obtenue 

des feuilles de Mentha et les valeurs sont illustrées dans la figure 34 et le tableau 9. Le 

rendement d’extraction était 0.42±0.02 %. 
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Figure 34 : Chromatogramme CPG-SM de l’huile essentielle de Pistacia lentiscus. 

Tableau 09 : Composition chimique de l’huile essentielle de Pistacia lentiscus 

identifiée par CG-SM. 

No. Composants 
Temps de 
rétention 

(min) 

IA 
Pourcentage 

(%) 

1  Tricyclene 4.259 1007 0.2 

2  α-Pinene 4.543 1027 5.97 

3  α-thujene 4.585 1028 0.66 

4  Camphene 5.383   1064 0.81 

5  Hexanal 5.806   1077 t 

6  β-Pinene 6.476   1097 1.26 

7  Sabinene 6.954   1115 5.19 

8  verbenene 7.044   1118 t 

9  δ-3-Carene 7.872   1144 t 

10  2-Heptanone 8.212   1157 0.11 

11  α-Phellandrene 8.615   1168 1.74 

12  α-Terpinene 9.237   1189 1.04 

13  Limonene 10.180   1199 3.14 

14  2-Hexenal 11.201   1227 0.14 

15  γ-Terpinene 12.579   1249 1.77 

16  β-Ocimene 13.008   1251 0.10 

17  Styrene 13.419   1263 t 

18  o-Cymene 13.974   1272 1.94 

19  α-Terpinolene 14.579   1279 0.66 

20  Isopentyl isovalerate 15.521   1296 0.19 

21  (E)-2-octenal 17.056   1321 t 

Terpinen-4-ol 
 

Germacrene D 
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22  2-Nonanone 21.092   1386 0.14 

23  Nonanal 21.394   1391 0.10 

24  β-thujone 23.793   1429 t 
25  α-Cubebene 24.288   1437 0.15 
26  α-Longipinene 25.152   1451 t 
27  Isopentyl hexanoate 25.515   1457 0.55 
28  2,4-Heptadienal 25.799   1461 0.32 
29  α-Ylangene 26.288   1469 t 
30  α-Copaene 26.832   1478 1.88 
31  β-Bourbonene 28.360   1503 t 
32  Benzaldehyde 29.019   1519 0.10 
33  2-Nonanol 29.569   1533 0.15 
34  β-Cubebene 29.750   1537 0.76 
35  cis-β-Terpineol 30.789   1562 0.10 
36  Pinocarvone 31.273   1574 0.21 
37  1-Terpineol 31.635   1583 0.80 
38  Bornyl acetate 32.348   1600 1.14 
39  Caryophyllene 33.176   1621 5.10 
40  Aromadendrene 33.550   1631 0.67 
41  Terpinen-4-ol 34.082   1604 11.49 
42  2-Decenal 36.179   1641 t 
43  trans-Pinocarveol 36.898   1653 0.27 
44  α-Humulene 37.097   1657 1.52 
45  β-Farnesene 37.943   1672 0.16 
46  α-Amorphene 38.426   1681 1.82 
47  Viridiflorene 38.692   1685 t 
48  β-Bisabolene 39.049   1726 t 
49  Verbenone 39.532   1730 0.39 
50  Germacrene D 39.894   1735 8.64 
51  α-Selinene 40.148   1740 0.55 
52  β-Selinene 40.529   1743 0.51 
53  α-Muurolene 40.940   1747 1.28 
54  Carvone 41.079   1752 2.72 
55  Cyclopentadiene 41.187   1754 0.48 
56  Naphthalene 42.190   1766 2.02 
57  δ-Cadinene 42.408   1768 4.86 
58  β-Sesquiphellandrene 43.024   1775 t 
59  γ-Curcumene 43.375   1779 0.41 
60  Myrtenol 44.625   1794 0.39 
61  2-Tridecanone 45.399   1804 0.47 
62  Germacrene B 45.586   1808 t 
63  cis-(Z)-α-Bisabolene epoxide 45.820   1814 0.16 
64  cis-Calamenene 46.124   1819 0.21 
65  trans-Carveol 46.994   1836 0.26 
66  p-Cymen-8-ol 47.767   1851 0.82 
67  exo-2-Hydroxycineole 48.112   1858 t 
68  cis-Carveol 48.577   1867 0.15 
69  α-Calacorene 50.335   1902 0.23 
70  β-Ionone 51.622   1927 t 
71  Caryophyllene oxide 53.338   1961 1.76 
72  Salvial-4(14)-en-1-one 54.570   1985 0.17 
73  β-Oploplenone 54.685   2017 0.12 
74  Globulol 58.183   2061 t 
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75  Spathulenol 60.643   2114 1.12 
76  τ-Muurolol 63.549   2177 0.72 
77  δ-Cadinol 64.141   2190 0.47 
78  Nonanoic acid 64.467   2197 0.28 
79  α-Bisabolol 65.102   2211 0.28 
80  α-Cadinol 65.555   2221 1.27 
81  Acenaphthylene 66.243   2237 0.47 
82  Dehydroaromadendrene 68.249   2283 0.41 
83  Alloaromadendrene oxide 70.086   2326 0.15 
84  12-Norcyercene-B 70.896   2345 0.23 
85  E,E-Farnesal 71.796   2366 0.30 
86  Vilgarol B 73.868   2416 t 
87  Benzoic acid 74.504   2448 0.64 
88  Ascabiol 81.560   2609 0.16 
89  Palmitic  acid 93.547   2940 0.14 

 Total 
Monoterpènes hydrocarbonés 
Sesquiterpènes hydrocarbonés 

Monoterpènes oxygénés 
Sesquiterpènes oxygénés 

85.59 
 24.48 
 29.16 
 17.6 
 6.52 
 Autres 7.83 

 IA : Indice Arithmétique 
t: trace (< 0.1%)  

 

3. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles 

Il n’existe pas, { l’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable 

traduisant la capacité antioxydante. En effet, pour juger de l’effet antioxydant global 

d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire, l’utilisation de plusieurs tests 

d’activité est nécessaire (Prior et al., 1998). 

3.1.  Piégeage du radical libre DPPH• et de l’anion O2
• - 

Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes de la Figure 35, qui 

représentent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration 

de l’huile essentielle. Afin d’évaluer et de comparer l’efficacité des extraits par rapport 

aux antioxydants de synthèse, il faut calculer le paramètre CI50 qu’il est défini comme 

la concentration de l’extrait brut nécessaire pour réduire la moitié de la concentration 

initiale du DPPH• ou de l’anion superoxyde. Après analyse de nos résultats nous 

déduisons à partir de ces courbes la concentration CI50 (tableau 10). 

En effet, la faible valeur CI50 signifie la forte activité antioxydante. Dans ce cas, la 

concentration CI50 d’acide ascorbique présente la meilleure activité du piégeage du 

radical DPPH• de l’ordre de 40 µg/ml. Les huiles essentielles de M. spicata et de P. 

lentiscus possèdent une activité antioxydante avec des CI50 de l’ordre de 351 ± 0.032 et 

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=R567965&Units=SI&Mask=2000
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640 ± 0.16 µg/ml, respectivement. D’autre part, Les résultats obtenus montrent que 

les deux huiles essentielles piègent le radical superoxyde d’une manière dose 

dépendante. On peut résumer l’ordre décroissant des échantillons testés en termes 

d’activité comme suit : Vit C > BHT > M. spicata > P. lentiscus 

Figure 35: Activité antioxydante d’huiles essentielles de M. spicata et P. lentiscus 
mesurée par les tests DPPH (A) et NBT/Riboflavine (B). Acide Ascorbique (AA) et BHT 
étant des contrôles positives.  
 

3.2. Test TEAC et FRAP 

Nous avons fait le choix d’exprimer les résultats de façon homogène: autrement 

dit, en équivalent d’un antioxydant (choisi comme référence) par gramme de matière 

sèche. La valeur la plus élevée correspondra { l’activité la plus forte. Le test TEAC étant 

exprimé en fonction du Trolox et le test FRAP utilisant l’acide gallique comme 

référence. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 9. 

Tableau 10 : Effets scavenger et réducteur des huiles essentielles de M. spicata et P. 

lentiscus vis-à-vis des différents radicaux utilisés. 

 

 
DPPH•  

(CI50 µg/mL) 
NBT/Riboflavine 

(CI50 µg/mL) 

TEAC 
(µmol 

Trolox/mg) 

FRAP 
(µg GAE 

équivalent/g) 
 

M. spicata 351 ± 0.032 566 ± 0.047 0.359 ± 0.037 238.66 ± 35.36 

P. lentiscus 640 ± 0.16 760 ± 0.125 0.247 ± 0.023 153.33± 32.44 

Acide ascorbique 40 120 ± 0.005 1.172 ± 0.016 731.33 ± 24.44 

BHT 58 ± 0.003 108 ± 0.002 1.072 ± 0.014 620 ± 29.61 

 

Les valeurs sont exprimées comme moy ± SD. 
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La gamme étalon du Trolox obtenue pour des concentrations allant de 0.2 à 0.8 

mM est représentée dans la Figure 36. 

 

Figure 36 : Droite d’étalonnage du Trolox. 

D’autre part, la gamme d’acide gallique est tracée pour des concentrations comprises 

entre 0 et 200 µg /ml (Fig.37). 

 

Figure 37 : Droite d’étalonnage de l’acide gallique. 
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4. Caractérisation morphologique et dispersion en taille des nanoparticules 

par microscopie électronique en transmission (MET) 

Les NPs sont dispersées en solution aqueuse puis déposées sur des grilles pour 

permettre leur observation par MET. Les images de MET des NiO NPs  (Fig. 38 et Fig. 

39) permettent d’apprécier la taille et la forme des particules avec différents 

grossissements. L’analyse des clichés révèle des NPs multiformes et une forte 

tendance { l’agrégation. Certaines particules ressemblent en effet à de petites sphères 

et d’autres { de petits cubes.  

 

                  

Figure 38 : Clichés de MET de NiO NPs  dans de l’eau déminéralisée { des différents 
grossissements (à gauche 50 nm et à droit 20 nm).  
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Figure 39 : Clichés de MET de NiO NPs  dans DMEM à des différents grossissements 
(en haut à gauche 200, à droit 100 nm et en bas 50 nm).  

 

La distribution statistique en taille a été ensuite mesurée (Fig. 40). La taille des 

NPs varie de 10 à 50 nm de diamètre (70 particules mesurées) ; la taille moyenne est 

de 25 nm avec un écart type de 14 nm. L’écart type apporte une indication sur la 

dispersité c’est-à-dire l’homogénéité en taille. 

 

Figure 40 : Fréquence relative du diamètre de NiO NPs.  
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4.1.  Comportement des nanoparticules en solution: Mesures de potentiel Zêta 

Des mesures de potentiel Zêta en fonction des différentes solutions testées ont 

été réalisées et les résultats sont montrés dans le tableau 11. Les potentiels Zêta sont 

de -14 mV pour l’eau et -18 mV pour le DMEM ce qui, d’après la littérature (Bihari et 

al., 2008), est limite pour maintenir des suspensions stables. Le potentiel Zêta est 

négatif et reste également proche de la valeur dans l’eau déminéralisée. Cette donnée 

est cruciale car elle montre que les particules peuvent être dispersées en solution sans 

craindre une floculation instantanée. 

Tableau 11: Mesures de diamètre hydrodynamique, potentiel Zêta et de diffusion de 
NiO NPs dans des différentes  solutions. 

Solution 
Rayon 

hydrodynamique 
(nm) 

Potentiel 
Zeta (mV) 

Diffusion 
(µm2/s) 

Eau déminéralisée 293,86 ± 9.51 -14,06 ± 0.60 0,627 ± 0.08 
DMEM (SVF10%) 288,1 ± 7.04 -18,2 ± 1.10 0,908 ± 0.02 

DMEM + HE de Mentha 
(100 µg/mL) 

238,63 ± 5.16 -15,76 ± 0.24 0,950 ± 0.03 

DMEM + HE de 
Pistacia (100 µg/mL) 

278,6 ± 1.26 -12,78 ± 0.71 0,893 ± 0.04 

 

4.2.  Mesures de diamètre hydrodynamique 

Les mesures de diamètre hydrodynamiques (DH) en solution renseignent sur les 

états d’agrégation des NPs. Généralement, la distribution en taille de particules est 

donnée en intensité, en volume et en nombre. Les mesures en volume dépendent 

naturellement du volume des particules et les mesures en intensité dépendent de la 

surface exposée par celles-ci. Dans notre cas, la mesure en nombre est donc la mieux 

adaptée et sera utilisée pour évaluer les états d'agrégation. Les résultats sont exposés 

en figure 41. 

Les différentes NPs de NiO ont été dispersées dans différentes solutions à raison 

de 100 µg/mL. Le DH a ensuite été mesuré après sonification et comparé avec les 

résultats obtenus dans de l’eau. L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau 

10. L’analyse des résultats montre qu’en raison de valeurs obtenues, il n’y a pas 

différence significative entre les solutions testées et l’eau. Cette donnée est importante 

puisqu’elle démontre qu’il n’existe pas des interactions particulières entre le milieu de 

culture et ces NPs. De plus, le milieu DMEM induit une diminution de DH. Ces 

conséquences vont dans le sens d’une stabilisation des dispersions avec une probable 

diminution des états d’agrégation des particules. L’augmentation de la diffusion 

s’explique par la présence des sels et des protéines utiles à la viabilité des cellules 

(Fig.42). 



Figure 41: Distribution de la taille hydrodynamique des NiO NPs (r: diamètre, nm). 

 

 

 
 

 
 

 

 

 
 NiO NPs + Pistacia E.O 

 
 NiO NPs + Mentha E.O 

 
          NiO NPs in DMEM 

 

   NiO NPs in deionized water 
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Figure 42: distribution de la diffusion des NiO NPs. 

 NiO NPs in deionized water 

 
 NiO NPs + Pistacia E.O 

 
 NiO NPs in deionized water 

 

 NiO NPs + Mentha E.O 

 
 NiO NPs in DMEM 
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5. Caractérisation morphologique de la lignée utilisée 

Les cellules A549 ont été cultivées dans des flacons de culture de 75 cm2 et 

observées { l’aide d’un microscope { contraste de phase juste après la subculture (Fig. 

43). La lignée cellulaire A549 est constituée de cellules alvéolaires de type II, isolées en 

1972 d'un adénocarcinome chez un homme de 58 ans de type caucasien (Giard et al., 

1973). Il s'agit à ce jour de la seule lignée cellulaire alvéolaire disponible 

commercialement. En condition de culture submergée classique, elles ne forment pas 

de jonctions serrées (BéruBé et al., 2009), mais il a tout de même été montré qu'elles 

présentaient une structure polarisée (Foster et al., 1998). Tout comme les cellules 

alvéolaires de type II natives, les cellules A549 présentent des corps lamellaires (Foster 

et al., 1998). 

                                                   
 

Figure 43 : Observation des cellules A549 par microscopie en contraste de phase. 

 

6. Evaluation de l’activité mitochondriale et la viabilité cellulaire 

La cytotoxicité des NiO NPs et des huiles essentielles de Mentha et Pistacia a été 

testée, par la réalisation d’un test MTT sur des cellules alvéolaires exposées à des 

concentrations de NiO NPs allant de 5 { 100 µg/ml et d’huiles allant de 5 { 80 µg/ml 

pendant 24 h (Fig. 44). Les résultats de ce test ont montré une nette diminution du 

pourcentage des cellules MTT positives proportionnellement { l’augmentation de la 

concentration de NiO NPs. Cette diminution est donc dose dépendante. Le pourcentage 

des cellules MTT positives reflète la proportion des cellules capables de réduire le MTT 

en formazan de couleur bleu sous l’action de la succinate déshydrogénase 

mitochondriale. Cela fournit à la fois des informations sur la prolifération cellulaire et le 

métabolisme mitochondrial. La CL50 était 79.83 ± 0.856 µg/ml (Fig. 44, A). Basant sur 

ces données, les doses sub-maximales de 80 et 100 µg/ml ont été choisies pour cette 

étude.  
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De plus, nous avons trouvé que toutes les concentrations des huiles essentielles 

utilisées dans le test MTT, { l’exception de la dose 80 µg/ml de Mentha, ne montrent 

pas d’effet marqué sur le nombre de cellules viables (Fig. 44, B et C). 

 

 

 

Figure 44: Effets-doses de 24 h d’exposition aux (A) NiO NPs,  (B) et (C) huile 
essentielle de M. spicata et de P. lentiscus, respectivement, sur la viabilité des cellules 
A549. Le Triton a été utilisé comme un contrôle positif. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 
0.001 par rapport aux contrôles. 
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Par suite, la pré-exposition de 24 h { l’huile essentielle de P. lentiscus (60 et 80 

μg/ml) et de M. spicata (10 et 40 μg/ml) étaient les meilleures concentrations 

présentées d’effet protecteur de la viabilité cellulaire réduite par NiO NPs (Fig. 45, A et 

B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45: Effets-doses de 24 h de pré-exposition des cellules A549 { l’huile essentielle 
de M. spicata et de P. lentiscus  suivie par une exposition aux NiO NPs ((A) 80 µg/mL ou 
(B) 100 µg/mL) pendant 24 h. Le Triton a été utilisé comme un contrôle positif. ***p < 
0.001 par rapport aux contrôles ; ≠p < 0.05; #p < 0.01;  p < 0.001 par rapport aux NiO 
NPs. 
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7. Evaluation de la production d’espèces radicalaires de l’oxygène 

La production des ERO par les cellules A549 a été mesurée après traitement par 

NiO NPs. La sonde H2DFC-DA a été utilisée compte tenu de sa capacité à pénétrer dans 

la cellule et à générer une molécule fluorescente (DCF) après réaction avec les ERO 

(essentiellement radical hydroxyl et peroxynitrite). Le pourcentage d’intensité de 

fluorescence est proportionnel { la quantité d’ERO par cellule.  

Les cellules A549 ont été cultivées dans des plaques de 96/12 puits pré-traitées 

avec les deux concentrations sélectionnées de chacune des huiles essentielles pendant 

24 h précédemment au NiO NPs à 80 et 100 μg/ml. Ensuite, une coloration au H2DCF-

DA a été réalisée sur les cellules mises en suspension et celles-ci ont été analysées au 

lecteur de microplaques ou sous microscope à fluorescence. Les résultats sont 

présentés dans les figures 46 et 47. 

 

L’analyse des résultats montre une augmentation significative d’intensité de 

fluorescence entre cellules contrôles et cellules traitées avec le NiO NPs. D’autre part, 

une diminution significative du pourcentage d’intensité est observée au niveau des 

cellules traitées avec 40 µg/ml d’huile de Mentha (Fig. 46, A). Comparativement aux 

cellules traitées par le NiO, la pré-incubation de cellules avec l’une des huiles 

essentielles a abouti à une réduction marquée, celle-ci n’est statistiquement 

significative qu’avec l’huile de Pistacia { 80 µg/ml (Fig. 46, B). Ces  résultats sont 

confirmés par l’imagerie { fluorescence (Fig. 47). 
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Figure 46: (A) Effets de NiO NPs, huile essentielle de M. spicata et de P. lentiscus sur la 
production des ERO dans les cellules A549 après 24 h d’exposition. L’H2O2 a été utilisé 
comme un contrôle positif. (B) huile essentielle de M. spicata et de P. lentiscus atténuent 
la production des ERO générées par NiO NPs. Les cellules ont été pré-exposées aux 
huiles essentielles puis aux NiO NPs pendant 24 h. *p<0.05; ***p<0.001 
comparativement aux contrôles; ≠p < 0.05 par rapport au NiO. 
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Figure 47: Production intracellulaire des ERO dans les cellules A549. Les images ont 
été prises par un microscope à fluorescence (OLYMPUS IX73). Effets de (A) NiO NPs, (B) 
huile essentielle de M. spicata et de P. lentiscus sur la production des ERO dans les 
cellules A549 après 24 h d’exposition. (C and D) huile essentielle de M. spicata et de P. 
lentiscus atténuent la production des ERO générées par NiO NPs. Les cellules ont été 
pré-exposées aux huiles essentielles puis aux NiO NPs pendant 24 h. 
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8. Evaluation de l’activité superoxyde dismutase (SOD) 

Puisque le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre de la balance antioxydant/ 

pro-oxydant, soit par un déficit en anti-oxydants ou par une surproduction d’ERO et/ou 

ERN, il était important de préciser l’effet de NiO NPs sur le taux d’anti-oxydants 

cellulaires. L’activité de SOD dans les cellules A549 traitées par le NiO NPs/huiles 

essentielles a été mesurée au niveau intracellulaire et mitochondriale après une 

coloration avec le formazan.  Ces cellules cultivées en plaques de 12 puits ont été 

traitées avec le NiO NPs  à 80, 100 µg/ml et pré-incubées ou non avec les huiles 

essentielles pendant 24 h. Les résultats sont présentés dans la figure 48. 

 

Figure 48: Taux d’inhibition (%) d’activité de la SOD, (A) Effets de NiO NPs, huile 
essentielle de M. spicata et de P. lentiscus dans les cellules A549 pendant 24 h. L’H2O2 a 
été utilisé comme un contrôle positif. (B) Huile essentielle de M. spicata et de P. 
lentiscus améliorent le niveau de SOD réduit par NiO NPs. Les cellules ont été pré-
exposées aux huiles essentielles puis aux NiO NPs pendant 24 h. **p < 0.01 par rapport 
aux contrôles; ≠p < 0.05 and #p < 0.01 par rapport au NiO. 
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L’analyse de ces résultats montre une diminution significative de l’activité de la 

SOD des cellules après traitement avec le NiO NPs. Ceci reflète essentiellement une 

surproduction intracellulaire des anions O2°-. Le pourcentage d’inhibition de la 

réduction de WST-1 par la SOD augmente dans les cellules positives par rapport aux 

contrôles de 96%, 106% et 129%, 124% avec Mentha (10 et 40 µg/ml) et Pistacia (60 

et 80 µg/ml) respectivement (Fig. 48, A). 

Par comparaison aux cellules traitées avec le NiO NPs, cette augmentation est 

significative { 60, 80 μg/ml de pré-traitement avec l’huile essentielles de Pistacia 

pendant 24 h. La pré-incubation avec l’huile de Mentha rehausse aussi l’activité de la 

SOD (Fig. 48, B). 

 

9. Evaluation de l’activité catalase 

Un dosage colorimétrique du produit de l’oxydation du H2O2, non éliminé par la 

catalase (la résorufine) a été réalisé pour évaluer l’impact de traitements sur l’activité 

de cette enzyme. Les cellules A549 ont été incubées en absence ou en présence de NiO 

NPs ou d’huile essentielle de Mentha ou Pistacia utilisés { 10, 40 µg/ml et 60, 80 μg/ml, 

respectivement, pendant 24 h. L’activité de la catalase a été exprimée en nmol/min/ml 

et les résultats obtenus sont présentés dans la figure 49. 

Tandis que l’activité catalase dans les cellules traitées par le NiO NPs est 

significativement inférieure à celle des cellules contrôles, une légère augmentation de 

cette activité est observée dans les cellules traitées par les différentes concentrations 

d’huiles essentielles (Fig. 49, A). Cette augmentation est significative avec Mentha (40 

μg/ml) et avec Pistacia (80 μg/ml) comparativement aux cellules traitées par NiO NPs 

(Fig. 49, B). 
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Figure 49: Variation de l’activité CAT, (A) Effets de NiO NPs, huile essentielle de M. 
spicata et de P. lentiscus dans les cellules A549 pendant 24 h. L’H2O2 a été utilisé comme 
un contrôle positif. (B) Huile essentielle de M. spicata et de P. lentiscus améliorent 
l’activité de la CAT réduit par NiO NPs. Les cellules ont été pré-exposées aux huiles 
essentielles puis aux NiO NPs pendant 24 h. *p < 0.05 par rapport aux contrôles; ≠p < 
0.05 par rapport au NiO. 
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Discussion des résultats 

Les NPs de NiO sont aujourd’hui de plus en plus présentes dans les objets qui 

nous entourent. Bien qu’il n’existe { ce jour, aucun syndrome relié directement { la 

présence de NiO chez l’homme, l’agence internationale de la recherche contre le cancer 

(IARC) a classifié ce polluant comme potentiellement carcinogène (IARC, 1990). Il est 

donc essentiel d’évaluer la toxicité de ces objets et de comprendre les propriétés 

physico-chimiques susceptibles d’influer sur celle-ci. Les études in vivo sur des sujets 

humains sont très limitées pour des questions de faisabilité, les effets pouvant être 

masqués par d’autres facteurs (pollution, tabagisme.etc). La recherche toxicologique 

se tourne en conséquence vers des modèles comme les cellules humaines en culture. 

Ce type de modèle permet également de disséquer les mécanismes métaboliques 

intervenant après introduction de NPs dans leur milieu. Le choix de la lignée cellulaire 

alvéolaire A549 découle du fait que le compartiment alvéolaire est la zone du tractus 

respiratoire la plus touchée par le dépôt et l’accumulation de nanomatériaux (Geiser et 

Kreyling, 2010; Paur et al., 2011).  

Il faut aussi mentionner ici les propriétés des NPs à produire les ERO qui sont 

souvent à la base de la toxicité que l’on porte aux NPs de NiO. Dans le corps humain, 

les ERO sont naturellement fabriquées lors des processus métaboliques. Cependant, 

leur présence en quantités anormalement élevées dans les cellules peut entrainer des 

dommages parfois irréversibles (Yin et al., 2012). Le stress oxydant, cause de plusieurs 

maladies, suscite la recherche de nouveaux remèdes antioxydants. Dans cette optique, 

l’étude de l’activité antioxydante des huiles essentielles de deux plantes utilisées dans 

la pharmacopée algérienne a été réalisée. Les vertus des huiles essentielles sont 

connues et utilisées depuis longtemps, mais cette utilisation se basait sur des 

pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques précises. De nos 

jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de 

nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités antimicrobiennes et 

antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques. 

 

1. Rendement et composition en huile essentielle 

Le rendement de M. spicata en huile était 2.16 %, plus haut de ceux trouvés dans 

d’autres régions, Bejaia avec un rendement de 1.1% (Brahmi et al., 2016), Setif de 

0.9% (Boukhebti et al., 2011) et Saida de 1.3% (Allali et al., 2013). Ces variations de 
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teneurs peuvent être dues à plusieurs facteurs notamment le climat, la période de 

récolte et la méthode d’extraction. La quantité en huile essentielle de P. lentiscus est 

semblable à celle trouvée dans la littérature (Dob et al., 2006; Gardeli et al., 2008). 

D’autre part, on remarque que la composition chimique d’huile essentielle des deux 

espèces étudiée est presque la même obtenue dans d’autres travaux mais à des 

proportions différentes. Alors que l’espèce M. spicata est dotée  d’une  prédominance 

des composés monoterpéniques oxygénés (Boukhebti et al., 2011; Allali et al., 2013), 

l’espèce P. lentiscus est riche en composés sesquiterpèniques hydrocarbonés (Dob et 

la., 2006; Gardeli et al., 2008). Ces résultats confirment l’identité des chémotypes 

utilisés dans cette étude. 

 

2. Activité antioxydante  

Très peu de travaux ont été réalisés sur l’étude des propriétés antioxydantes des 

huiles essentielles des plantes choisies. D’après nos connaissances et { ce jour l{, nous 

sommes les premiers ont évalué les propriétés antioxydantes d’huile essentielle de P. 

lentiscus. 

Jusqu’{ présent, il n’y a pas une méthode simple et universelle par laquelle 

l’activité antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement (Prior et al., 

2005). Pour cette raison, nous avons combiné quatre techniques complémentaires. 

En effet, l’huile essentielle de M. spicata révèle une activité à piéger les radicaux 

DPPH• (CI50 = 351 ± 0.032 µg/ml), O2•- (CI50 = 566 ± 0.047 µg/ml) et le radical cation 

ABTS+° (0.359 ± 0.037 µmol Trolox/mg). A concentration 1 mg/ml, le pouvoir 

réducteur du fer de cette huile est 238.66 ± 35.36 (µg GAE équivalent/g). Ces activités 

sont moins efficaces que ceux de l’acide ascorbique et le BHT. 

L'huile essentielle de M. spicata a été rapportée de réduire le DPPH à 50% d’une 

part, et les ions ferriques (Fe3+) aux ions ferreux correspondants (Fe2+), atteignant une 

réduction de 50% avec une valeur RP50 de 452,3 ± 0,4 μg/ml d’autre part (Brahmi et 

al., 2016). Mkaddem et al. (2009) ont montré que l’huile essentielle de la menthe verte 

était plus efficace à balayer les radicaux ABTS•+ avec une CI50 de 195.1 ± 4.2 μg/ml 

qu’au DPPH• (3476,3 μg/ml). Des travaux de de Kizil et al. (2010) et Nickavar et al. 

(2008) ont également constaté que l’huile essentielle de M. spicata réduisait la 

concentration du radical libre de DPPH, avec une CI50 de 77,4 et 87,89 μg/ml, 

respectivement. 
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Dans la présente étude, l’extrait des feuilles de P. lentiscus possède une capacité à 

balayer les radicaux DPPH et O2•-  dont la CI50 égale à 640 ± 0.16 et 760 ± 0.125 µg/ml, 

respectivement. De plus, à concentration 1 mg/ml, cette huile essentielle a pu piéger le 

radical ABTS+° (0.247 ± 0.023 µmol Trolox/mg) et réduire le fer (153.33± 32.44 µg 

GAE équivalent/g). Comparativement aux contrôles positifs, ces valeurs restent 

toujours inférieures.  

Certains auteurs ont mentionné que les extraits des feuilles du pistachier ont un 

pouvoir antioxydant très intéressant, même meilleure que celui des antioxydants de 

synthèse. Atmani et al. (2009) ont étudié ce pouvoir en utilisant plusieurs solvants 

(éthanol, éthyle acétate, hexane et chloroforme)  par le test DPPH. Ces extraits ont été 

comparés au BHA. Leur travail montre que tous les extraits, { l’exception de celui du 

chloroforme, possèdent une très forte activité (jusqu’{ 90%) { balayer ce radical, 

équivalent à celle de BHA (89%). Dans une étude effectuée par Benhamou et al. 

(2007), l'activité antioxydante de l’extrait éthanolique des feuilles a été évaluée par 

rapport au radical DPPH et comparée { l’acide ascorbique et au Trolox. Les résultats 

ont révélé une activité puissante. 

En se référant à la bibliographie, il n’y a pas des publications (d’après notre 

recherche) scientifiques qui ont étudié l’activité antioxydante d’huile essentielle de P. 

lentiscus. 

 
3. Protocole de dispersion des NPs 

Le protocole de dispersion des NPs de NiO utilisé ici réduit l’agglomération des 

NPs, dans l’eau, mais aussi dans le milieu d’exposition. En effet le diamètre 

hydrodynamique après dilution dans le milieu d’exposition, i.e. du DMEM, est ici de 

288,1 ± 7.04 nm. Sans sonication préalable, ce diamètre est, { 100 μg/mL, supérieur { 

1 μm pour le TiO2 NPs (Ji et al., 2010) et le ZnO NPs ( Deng et al., 2009). Notre 

protocole de dispersion permet donc de diminuer l’écart de taille des NPs observé 

entre un milieu sans et avec sonication. Dans notre modèle, l’état d’agglomération 

constaté laisse supposer que la (macro)pinocytose pourrait jouer un rôle 

prépondérant dans les mécanismes d’internalisation des NPs (Bruinink et al., 2015). 

Cette hypothèse est renforcée par le fait que les NPs internalisées s’accumulent dans le 

cytoplasme principalement sous la forme de vésicules cytoplasmiques, pouvant 

résulter d’un processus d’endocytose (Simon-Deckers et al., 2008). Cependant, 
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l’observation de quelques NPs sous forme libre suggère tout de même l’existence 

d’autres mécanismes d’internalisation, comme par exemple la diffusion à travers les 

membranes (Fig.50) (Bruinink et al., 2015). 

 

Figure 50 : Principaux modes d’internalisation des nanomatériaux dans les cellules en 
fonction de leur taille primaire ou de celle de leurs agrégats/agglomérats (Bruinink et 

al., 2015). 
 

4. Effets de NiO NPs et des huiles essentielles sur l’activité mitochondriale et 

la viabilité cellulaire 

Les fonctions des mitochondries incluent la phosphorylation oxydative 

nécessaire pour la production de l’ATP, mais elles jouent aussi des rôles importants 

dans l’homéostasie ionique, dans plusieurs voies métaboliques, dans l’apoptose et la 

mort cellulaire en général et dans la production et la dégradation des espèces réactives 

de l’oxygèn (Brinton, 2008; Flint Beal, 2008). 

L’étude de prolifération a montré que l’augmentation de la concentration en NPs 

a ralenti la prolifération des cellules jusqu’{ leur mort (CL50 = 79.83 µg/ml). Dans 

l’intervalle des concentrations étudiées, la toxicité des NPs de NiO est donc dose 

dépendante. La diminution de l’activité succinate deshydrogénase par l’intermédiaire 

du MTT a conduit à envisager des altérations mitochondriales sous l’effet des NPs. En 

accord avec les résultats obtenus, en utilisant le test MTT, une diminution de la 
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prolifération cellulaire a été révélée sur des cellules alvéolaires A 549 (Ahamed, 2011; 

Capasso et al., 2014). 

Selon l'institut national du cancer (USA), les extraits bruts des végétaux sont 

considérés comme étant cytotoxiques lorsque leurs valeurs IC50 sont inférieures à 30 

μg/ml (Gomide et al., 2013). Après un grand triage, les concentrations d’huiles 

essentielles du pistachier (60 et 80 μg/ml) et de la menthe (10 et 40 μg/ml) ont été 

sélectionnées en raison de leurs meilleures cytoprotection activités. En plus des 

résultats obtenus, aucun effet toxique n’est détecté dans ce modèle de lignée cellulaire 

exposé à chacune des huiles testées. Compte tenu du rôle majeur que jouent les 

mitochondries dans le mode de mort cellulaire déclenché par l’H2O2 (Remila et al., 

2016), l'influence de pré-traitement des cellules THP-1 par des extraits de P. lentiscus 

sur les fonctions mitochondriales a été étudiée. D'autre part, Zu et al. (2010) ont 

montré que l'huile essentielle de M. spicata ne présentait aucune activité cytotoxique 

sur les cellules tumorales pulmonaires (A549) et mammaires (MCF-7). En outre, parmi 

les extraits et l’huiles essentielles de six espèces de menthe provenant de l’Iran, l'huile 

essentielle de M. spicata a eu la faible activité prolifératrice vis-à-vis de la lignée 

cellulaire Hep2 (Rahimifard et al., 2010). 

 

5. Effets sur le stress oxydant  

Le stress oxydant fait partie des principaux effets toxiques des NPs rapportés 

dans la littérature. Les preuves du déclenchement d’un stress oxydant par les NPs se 

traduisent principalement par une production accrue d'espèces réactives de l'oxygène 

(ERO), une diminution des réserves cellulaires en antioxydants (glutathion, SOD, 

catalase, etc.), une oxydation des molécules biologiques (peroxydation des lipides en 

particulier) et le fait que le prétraitement avec des antioxydants diminue l'amplitude 

de ces effets (Johnston et al., 2009; Kermanizadeh et al., 2014). 

Dans la présente étude, la quantité intracellulaire d’ERO produites au cours du 

traitement des A549 par les NPs de NiO, { 80 et 100 μg/ml, a été déterminée par 

coloration au H2DCFDA. A ces concentrations une surproduction significative d’ERO 

intracellulaire et mitochondriale a été révélée dans les cellules. Les effets toxiques de 

NiO NPs ont été étudiés dans différents types de cellules humaines, principalement les 

cellules du foie et des voies aériennes. Dans une étude sur les cellules BEAS-2B et 
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A549, une augmentation significative d’ERO après 45 min d’exposition a été 

enregistrée (Capasso et al., 2014). D’autres études in vitro ont également montré que 

plusieurs types des NPs de nickel étaient capables d'induire un stress oxydant 

significatif par le biais d’une production accrue d’ERO dans les cellules exposées 

(Nickavar et al., 2008; Ahamed, 2011; Siddiqui et al., 2012). 

D'autre part, nous avons noté que la pré-incubation de cellules avec l’huiles 

essentielles des deux plantes a aboutit à une réduction significative dans la production 

d’ERO. Il a été postulé que les phénols des végétaux peuvent se comporter comme des 

balayeurs d’ERO, des chélateurs de métaux et des modulateurs d'enzymes; et 

d’empêcher donc la peroxydation des lipides (Rodrigo & Bosco, 2006). L'activité 

antioxydante de l'huile essentielle de M. spicata est probablement due à la présence de 

la grande quantité de composés oxygénés (Brahmi et al., 2016). Certains composés tels 

que les phénylpropanoïdes, les monoterpènes et les sesquiterpènes oxygénés sont 

doués d’activité inhibitrice de l'oxydation (Ruberto et al., 2000). Ainsi, le Carvone, le 

composant majeur d'huile essentielle de M. spicata (71,02%), a été rapporté de réduire 

le DPPH avec IC50 de 19,4 ± 1,0 (Hussain et al., 2010). Concernant P. leniscus, le pouvoir 

antioxydant de son huile essentielle est probablement dû à la présence du terpinen-   

4-ol et à l’effet synergétique des composants présents dans cette huile. En accord avec 

nos résultats, le prétraitement des cellules THP-1 par des extraits de P. lentiscus 

pendant 24 h a efficacement protégé ces cellules contre les dommages de l’H2O2 

(Remila et al., 2015). 

Comme le stress oxydant résulte d’un déséquilibre de la balance pro-

oxydant/anti-oxydant, nous avons procédé à une évaluation du système anti-oxydant 

suite au traitement des cellules A549 avec le NiO NP. La surproduction des ERO 

révélée après traitement aux NiO NPs est associée à une diminution des défenses anti-

oxydantes intracellulaires, en particulier l’activité catalase et SOD, soulignant l’activité 

pro-oxydante potentielle des nanoparticules de NiO. La diminution de l’activité de la 

SOD et la catalase est concomitante à la surproduction du O2•− et H2O2 ce qui peut être 

{ l’origine de l’oxydation des composants cellulaires majeurs comme les lipides, les 

protéines et l'ADN causant leurs inactivations et leurs dégradations ultérieures (Das et 

al., 2001). Ceci est en accord avec des études antérieures, réalisées sur des cellules 
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neuronales murines HT22 et des souris intoxiquées en présence de NPs (Li et al., 

2012; Niska et al., 2015).  

L’activité de ces enzymes a été améliorée dans les cellules prétraitées par les 

huiles essentielles utilisées à différentes concentrations. Conformément à nos 

résultats, Des études similaires ont été réalisées dont l’objectif était de démontrer 

l’aptitude d’huiles essentielles des plantes aromatiques { moduler le système 

enzymatique endogène (Li et al., 2012; Porres-Martínez et al., 2013, 2015). 
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Cette étude porte, d’une part sur les mécanismes d’impact des NPs de NiO sur la 

prolifération cellulaire, la production des ERO et l’activité SOD et CAT et d’autre part, 

sur l’évaluation de la composition chimique, l’activité antioxydante et cytoprotective 

contre le NiO NP d’huiles essentielles extraites des feuilles de M. spicata et de P. 

lentiscus. Et ce, sur des cellules alvéolaires pulmonaires, en condition d’exposition in 

vitro submergée, dans du milieu de culture DMEM et pendant 24 h. Le choix de ces 

plantes est basé sur quelques données ethno-pharmacologiques (infections 

pulmonaires, asthme, troubles intestinaux, ulcère, infections microbiennes.etc). 

L’étude phytochimique des deux plantes a permis de mettre en évidence la 

présence des anthocyanes, des leuco-anthocyanes,  des flavonoïdes, des tanins, des 

terpènes et stérols ; et l’absence des alcaloïdes et des saponosides. Les deux huiles 

essentielles ont été extraites par hydrodistillation de type clevenger où le rendement 

était estimé à 0.42% et 2.16%, Mentha et Pistacia respectivement. L’analyse de l’huile 

essentielle de M. spicata par CG-SM a permis d’identifier 24 composés dont deux 

majeurs le  Carvone (71.02%) et le Limonène (17.43%).  Quant à celle de P. lentiscus, 

son huile essentielle est composée d’un mélange où les pourcentages sont très 

proches. Les composants majeurs étaient : terpinen-4-ol (11.89%), germacrene D 

(8.27%), sabinene (6.92%), α-Pinene (5.97%) et caryophyllene (5.1%). 

Par suite, nous sommes intéressés par l’étude des propriétés antioxydantes des 

extraits de ces plantes par quatre techniques complémentaires. Les résultats obtenus 

nous amènent à conclure que les deux extraits ont révélé des réponses inhibitrices à 

différents niveaux à piéger les radicaux DPPH•, ABTS+•, O2-• et à réduire le fer. L’ordre 

décroissant des échantillons testés en termes d’activité était comme suit : Vit C > BHT 

> M. spicata > P. lentiscus. 

En ce qui concerne la caractérisation morphologique et le comportement en 

solution de NiO NPs, l’analyse des clichés de MET révèle des NPs multiformes et une 

forte tendance { l’agrégation. Certaines particules ressemblent en effet à de petites 

sphères et d’autres { de petits cubes avec une taille moyenne de 25 nm. En outre, le 

potentiel Zêta de NiO NPs dans le milieu de culture est négatif et reste également 

proche de la valeur dans de l’eau déminéralisée ce qui nous amène { conclure que les 

particules peuvent être dispersées en solution sans craindre une floculation 

instantanée. Le DH a ensuite été mesuré et l’ensemble des résultats démontre qu’il 

n’existe pas des interactions particulières entre le milieu de culture et ces NPs. 
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Les résultats obtenus in vitro sur cellules pulmonaires humaines A549 cultivées 

en présence de NiO NPs et prétraitées ou non aux huiles essentielles de Mentha et 

Pistacia, nous amènent à avancer les conclusions suivantes : 

 La présence des NPs a eu une influence sur la prolifération cellulaire. Les 

réponses observées dépendent de la dose d’exposition puisque l’augmentation 

de la concentration a intensifie l’effet des NPs jusqu’{ la mort cellulaire (CL50 a 

été estimée à 79.83 µg/ml). 

 Une rupture de l’équilibre RedOx a été mise en évidence chez les cellules 

exposées aux NPs. Celle-ci se caractérise par une augmentation des ROS et une 

diminution des activités SOD et CAT. L’utilisation d’imagerie à fluorescence a 

aussi permis d’observer l’intensité de production des ERO au sein des cellules. 

 Aucun effet toxique n’est détecté dans ce modèle de lignée cellulaire exposé à 

chacune des huiles testées. En revanche, la pré-incubation de cellules en 

présence d’huiles essentielles des deux plantes a aboutit { une réduction 

significative dans la production d’ERO et { une amélioration dans l’activité du 

système enzymatique endogène préalablement affecté par le NiO NP. 

Compte tenu des résultats obtenus, plusieurs perspectives de travail peuvent 

être envisagées : 

 L’étude cytotoxique de NiO NPs in vitro seront prolongées en mesurant la 

peroxydation lipidique de la membrane ainsi que les biomarqueurs d’apoptose 

(l’activité caspase-3 et la fragmentation de l’ADN). Il serait aussi souhaitable de 

confirmer ces résultats par étude in vivo. 

 Elargir le panel des activités antioxydantes de ces huiles essentielles in vitro et 

in vivo et pourquoi pas d’autres tests biologiques : antitumorale, anticancéreuse 

et anti-inflammatoire. 

 Caractériser et isoler les principes actifs responsables à ces propriétés 

pharmacologiques. 
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A B S T R A C T

Nickel oxide nanoparticles (NiO NPs) have attracted increasing attention owing to potential capacity to pene-
trate to several human cell systems and exert a toxic effect. Elsewhere, the use of medicinal plants today is the
form of the most widespread medicine worldwide. Utilizing aromatic plants as interesting source of phyto-
chemicals constitute one of the largest scientific concerns. Thus this study was focused to investigate antioxidant
and cytoprotective effects of essential oil of a Mediterranean plant P. lentiscus (PLEO) on NiO NPs induced
cytotoxicity and oxidative stress in human lung epithelial cells (A549). The obtained results showed that cell
viability was reduced by NiO NPs, who’s also found to induce oxidative stress in dose-dependent manner in-
dicated by induction of reactive oxygen species and reduction of antioxidant enzymes activities. Our results also
demonstrated that PLEO contains high amounts in terpinen-4-ol (11.49%), germacrene D (8.64%), α-pinene
(5.97%), sabinene (5.19%), caryophyllene (5.10%) and δ-Cadinene (4.86%). PLEO exhibited a potent anti-
oxidant capacity by cell viability improving, ROS scavenging and enhancing the endogenous antioxidant system
against NiO NPs in this model of cells. The present work demonstrated, for the first time, the protective activity
of PLEO against cell oxidative damage induced by NiO NPs. It was suggested that this plant essential oil could be
use as a cells protector.

1. Introduction

The rapid development of nanotechnology has exposed man and his
environment to a number of exotic metals. In the recent years, over-
growing nanotechnology industries have led to the large-scale pro-
duction of engineered nanoparticles (NPs), especially the metal NPs, for
various uses [1]. Nanoparticles are defined as particles with a diameter
of less than 100 nm in one structural dimension. Compared to the same
materials with micrometer scale dimensions, nanomaterials have spe-
cific properties, such as small size, large surface area, shape, and special
structure [2].

NPs of many different metal oxides are currently being used in
numerous applications, we give as examples: magnetic resonance
imaging, drug delivery, electronics, catalysis, optical devices [3,4]; as
well as consumer products like cosmetics, sunscreens, sports acces-
sories, inks and pigments, etc. [5]. Due to the growing number of

applications and the recent development of combustion-based engine
transportation [6], there is an increasing risk for human, environment
and exposure to NPs. Their potential toxicological impacts are still a
matter of investigation and our actual knowledge on the effects of nano-
sized contaminants on biological systems remains incomplete [7]. Their
use also (which is still largely unregulated) has become a recognized
social health problem because the inhalation, dermal absorption or
ingestion of particles of various sizes and compositions leads to in-
creased rates of chronic respiratory and cardiovascular diseases [8].

Nickel oxide nanoparticales (NiO NPs) have attracted increasing
attention owing to potential use in a variety of applications such as
catalysts, solar cells, light-emitting diodes, lithium-ion batteries, re-
sistive random access memory, electrochemical sensors and biosensors
[9]. Therefore, increasing use of NiO NPs necessitates an improved
understanding of their potential impact on the environment and human
health. Besides, toxic effects of NiO NPs have been investigated in
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different human cell systems, mainly on liver and airway cells [10].
Oxidative stress, which is an imbalance between ROS (reactive

oxygen species) production and the antioxidant systems favoring a ROS
excess, has been identified as a common mechanism for cell damage.
This imbalance can be amplified by aging, smoking, diseases and some
kinds of food [11]. During oxidative stress, ROS are produced mainly
from the mitochondrial electron transport chain. In addition, nano-
particles have been demonstrated to generate more free radicals and
reactive oxygen species than larger particles, likely due to their higher
surface area [12]. The inverse correlation between cell viabilities and
the ROS level proved that oxidative stress is probably a key route by
which nanoparticles induce cytotoxicity [11].

In recent years, focus on plant research has increased all over the
world. Many plant extracts have demonstrated potent chemo-pre-
ventive properties; most of these extracts are known to exert their ef-
fects via antioxidant mechanisms either by quenching reactive oxygen
species (ROS), inhibiting lipid peroxidation or by stimulating cellular
antioxidant defenses [13,14].

Pistacia lentiscus L. also known as mastic tree, belongs to the family
Anacardiaceae which consisting of more than eleven species [15]. It is
largely distributed in the Mediterranean region ecosystems where it
grows wild in Algeria, Tunisia, Morocco, Turkey, France, Spain, Italy
and Greece [16]. Despite its limited distribution in the world, this plant
is known internationally for several therapeutic properties. The aerial
parts have been used in the treatment of hypertension and possess sti-
mulant and diuretic properties [17]. According to Ali-Shtayeh et al.
(1998) the leaves are extensively used in traditional medicine for the
treatment of eczema, diarrhea, and throat infections, and as a potent
antiulcer agent [18]. Several studies have also reported that essential
oil from aerial parts possesses appreciable biological properties such as
antioxidant [19,20], anti-inflammatory, antimicrobial [19], anti-fungal
[21], and antiatherogenic [22].

Thus, this study was designed to evaluate the antioxidant activity of
PLEO using in vitro tests complemented with a study of their cytopro-
tective activity against NiO NPs induced oxidative stress in human cell
culture. To our knowledge, this is the first investigation using essential
oil to reduce NPs inducing cytotoxicity.

2. Material and methods

2.1. Plant materials

The leaves of P. lentiscus were collected at the flowering stage from
the mountains of Ouled Driss in Souk ahras (36°21′N, 8°07′E, 800m)
during 2013. The sample was dried in the shade away from light at
room temperature. After drying, the sample was cut to very small parts
with analytical mill, used for the extraction of essential oil. The iden-
tification of the investigated specie was confirmed by Laboratory of
Valorization of Natural Biological Resources (Setif, Algeria), where a
voucher specimen was deposited in a botanical collection.

2.2. Phytochemical analysis

The extract of P. lentiscus leaves (2–3mg/ml) was subjected to a

Table 1
Preliminary screening of leaves of P. lentiscus.

Chemical groups P. lentiscus

Anthocyanins +
Leuco-Anthocyanins +
Alkaloids −
Flavonoids +
Tannins +
Terpenoids +
Steroids −

Table 2
Chemical composition of Pistacia lentiscus essential oil.

No. Compounds AI Percentage (%)

1 Tricyclene 1007 0.2
2 α-Pinene 1027 5.97
3 α-thujene 1028 0.66
4 Camphene 1064 0.81
5 Hexanal 1077 t
6 β-Pinene 1097 1.26
7 Sabinene 1115 5.19
8 verbenene 1118 t
9 δ-3-Carene 1144 t
10 2-Heptanone 1157 0.11
11 α-Phellandrene 1168 1.74
12 α-Terpinene 1189 1.04
13 Limonene 1199 3.14
14 2-Hexenal 1227 0.14
15 γ-Terpinene 1249 1.77
16 β-Ocimene 1251 0.10
17 Styrene 1263 t
18 o-Cymene 1272 1.94
19 α-Terpinolene 1279 0.66
20 Isopentyl isovalerate 1296 0.19
21 (E)-2-octenal 1321 t
22 2-Nonanone 1386 0.14
23 Nonanal 1391 0.10
24 β-thujone 1429 t
25 α-Cubebene 1437 0.15
26 α-Longipinene 1451 t
27 Isopentyl hexanoate 1457 0.55
28 2,4-Heptadienal 1461 0.32
29 α-Ylangene 1469 t
30 α-Copaene 1478 1.88
31 β-Bourbonene 1503 t
32 Benzaldehyde 1519 0.10
33 2-Nonanol 1533 0.15
34 β-Cubebene 1537 0.76
35 cis-β-Terpineol 1562 0.10
36 Pinocarvone 1574 0.21
37 1-Terpineol 1583 0.80
38 Bornyl acetate 1600 1.14
39 Caryophyllene 1621 5.10
40 Aromadendrene 1631 0.67
41 Terpinen-4-ol 1604 11.49
42 2-Decenal 1641 t
43 trans-Pinocarveol 1653 0.27
44 α-Humulene 1657 1.52
45 β-Farnesene 1672 0.16
46 α-Amorphene 1681 1.82
47 Viridiflorene 1685 t
48 β-Bisabolene 1726 t
49 Verbenone 1730 0.39
50 Germacrene D 1735 8.64
51 α-Selinene 1740 0.55
52 β-Selinene 1743 0.51
53 α-Muurolene 1747 1.28
54 Carvone 1752 2.72
55 Cyclopentadiene 1754 0.48
56 Naphthalene 1766 2.02
57 δ-Cadinene 1768 4.86
58 β-Sesquiphellandrene 1775 t
59 γ-Curcumene 1779 0.41
60 Myrtenol 1794 0.39
61 2-Tridecanone 1804 0.47
62 Germacrene B 1808 t
63 cis-(Z)-α-Bisabolene epoxide 1814 0.16
64 cis-Calamenene 1819 0.21
65 trans-Carveol 1836 0.26
66 p-Cymen-8-ol 1851 0.82
67 exo-2-Hydroxycineole 1858 t
68 cis-Carveol 1867 0.15
69 α-Calacorene 1902 0.23
70 β-Ionone 1927 t
71 Caryophyllene oxide 1961 1.76
72 Salvial-4(14)-en-1-one 1985 0.17
73 β-Oploplenone 2017 0.12
74 Globulol 2061 t

(continued on next page)
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preliminary phytochemical analysis for the detection of different che-
mical groups by using different tests and the results are presented in
Table 1 [23].

2.3. Extraction, isolation and identification of PLEO

100 g of leaves were separately hydrodistilled for 3 h using a cle-
venger-type apparatus. Then the essential oil was dried using anhy-
drous sodium sulphate and stored in sterile glass vial at 4 °C until
analyses. The yield of oil was calculated depending on the fresh weight
of plant materials.

2.4. GC analysis

GC analysis was performed on a 6890 series instrument (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) standard model with Flame
Ionization Detectors (FID) using the following conditions: fused silica
capillary column with a polar stationary phase HP-INNOWax
(30m×0.25mm i.d, 0.25 μm film, polyethylene glycol). Helium used
as a carrier gas at a flow rate of 0.5 ml/min, injector and detector
temperature are 250 and 280 °C, respectively. The splitless injection
mode was used with injection volume of 1 μl diluted in hexane 1%. The
oven temperature was programmed at 60 °C for 8min, and then pro-
gressed to 270 °C at 2 °C/min.

2.5. GC–MS analysis

GC/MS (EI mode, scan range of m/z 50–550 and ionization energy
of 70 eV) data were measured on the same gas chromatograph coupled
with MSD 5975. MS source temperature at 230 °C; MS quadrapole
temperature at 150 °C; MSD transfer line was maintained at 280 °C. The
HP-INNOWax capillary column (30m×0.25mm, 0.25 μm film thick-
ness) was directly coupled to the MS; the other parameters were the
same as with GC analysis.

Identification of components was made on the basis of their
Arithmetic Index (AI) calculated following Van den Dool and Kratz [24]
using a series of n-alkane (C10-C30) mixtures, and by computerized
matching of the acquired mass spectra with those stored in the data
bank (Wiley/NBS library) and the literature [25–27].

2.6. Antioxidant activity assays

DPPH and superoxide free radicals scavenging activity was eval-
uated according to Hatano et al. [28] and Beyer and Fridovich [29],
respectively. The sample concentration providing 50% inhibition (IC50)
was calculated and reported as mean ± SD. Further, the ABTS assay
was carried out utilizing the method of Re et al. [30]. TEAC value was
calculated from the Trolox standard curve and expressed as Trolox
equivalent (μmol/mg). The reducing power of the PLEO was de-
termined according to reported method and expressed as Gallic acid
equivalent (μg/g extract) [31]. Ascorbic acid and BHT served as posi-
tive control in all the previous assays, the experiments were also per-
formed in triplicate and mean values recorded.

2.7. Nickel nanoparticles and reagents

Nickel oxide (NiO) nanopowder (Product No. 637130, particle
size: < 50 nm and purity: 98,8% trace metals basis), MTT ([3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyl tetrazolium bromide]), DCFH-DA
(2,7-dichlorofluorescin diacetate), Dulbecco’s modified eagle’s medium
(DMEM), hank’s balanced salt solution (HBSS), fetal bovine serum
(FBS), penicillin–streptomycin, trypsin, phosphate buffered saline (PBS)
and dimethyl sulfoxide (DMSO) were purchased from Sigma–Aldrich
(St. Louis, MO, USA). SOD and Catalase enzyme assay kits were ob-
tained from Bio-Vision Inc. (Milpitas, California, USA). All other che-
micals used were of the highest purity available from commercial
sources.

2.8. Nickel oxide nanoparticles characterization

Crystalline nature of NiO NPs was characterized by X-ray diffraction
(XRD) using Shidmadzu XRD-6000 Diffractometer at room tempera-
ture, while shape and size were determined by field emission trans-
mission electron microscopy (TEM, JEM- 2100F, JEOL Inc., Japan) at
an accelerating voltage of 120 kV. On the other hand, dynamic light
scattering (DLS) (Nano-ZetaSizer-ZS, Malvern Instruments, UK) was
used to determine the hydrodynamic size and Zeta potential of the NiO
NPs as described by Ahamed et al. (2013) [32].

Table 2 (continued)

No. Compounds AI Percentage (%)

75 Spathulenol 2114 1.12
76 τ-Muurolol 2177 0.72
77 δ-Cadinol 2190 0.47
78 Nonanoic acid 2197 0.28
79 α-Bisabolol 2211 0.28
80 α-Cadinol 2221 1.27
81 Acenaphthylene 2237 0.47
82 Dehydroaromadendrene 2283 0.41
83 Alloaromadendrene oxide 2326 0.15
84 12-Norcyercene-B 2345 0.23
85 E,E-Farnesal 2366 0.30
86 Vilgarol B 2416 t
87 Benzoic acid 2448 0.64
88 Ascabiol 2609 0.16
89 Palmitic acid 2940 0.14
Total 85.59
Monoterpene

hydrocarbons
24.48

Sesquiterpene
hydrocarbons

29.16

Monoterpenes
oxygenated

17.6

Sesquiterpenes
oxygenated

6.52

Other 7.83

AI: Arithmetic Index; t: trace (< 0.1%).
Bold numbers in table are the main componds present in Pstacia lentiscus es-
sential oil (PLEO).

Table 3
Antioxidant effect on DPPH radicals, superoxide radicals, scavenging ability on ABTS radicals and reducing power of P. lentiscus essential oil.

Scavenging ability on DPPH
radicals (IC50 μg/mL)

Scavenging ability on superoxide
radicals (IC50 μg/mL)

Scavenging ability on ABTS
radicals (μmol Trolox/mg)

Reducing power ability
(μg GAE equivalent/g)

PLEO 640 ± 0.16 760 ± 0.125 0.247 ± 0.023 153.33 ± 32.44
Ascorbic acid 40 120 ± 0.005 1.172 ± 0.016 731.33 ± 24.44
BHT 58 ± 0.003 108 ± 0.002 1.072 ± 0.014 620 ± 29.61

Values are expressed as mean ± SD of three measurements. GAE: acid galic.
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2.9. Cell culture and treatments

The human lung epithelial cells (A549) were cultured in DMEM
medium supplemented with 10% FBS and 100 U/ml penicillin–-
streptomycin at 5% CO2 and 37 °C. At 85% confluence, cells were
harvested utilizing 0.25% trypsin and were sub-cultured into 75 cm2

flasks, 96-well or 12-well plates according to selection of experiments.
Cells were allowed to attach the surface for 24 h prior to treatment. NiO
NPs were suspended in cell culture medium and diluted to appropriate

concentrations (0.5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 μg/ml) for 24 h. The ap-
propriate dilutions of NiO NPs were then sonicated using a sonicator
bath at room temperature for 10min at 40W to avoid nanoparticles
agglomeration prior to administration to the cells. Cells were treated
with PLEO at concentration of 60 and 80 μg/ml for 24 h before exposure
to NiO NPs (80 and 100 μg/ml). Essential oil samples were dissolved in
DMSO and diluted in the medium (final concentration of DMSO in the
medium was< 0.3%)

Fig. 1. Characterization of NiO NPs. (A) X-ray diffraction pattern, (B and C) transmission electron microscopy image in deionized water (50, 20 nm) and in full
DMEM (200, 50 nm), respectively and (D) frequency of size distribution.
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2.10. Cell viability and measurement of ROS

Viability of cells after exposure to NiO NPs was assessed by MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide] assay as
described by Mosmann (1983) [33], whereas the production of in-
tracellular ROS was measured using 2,7-dichlorofluorescin diacetate
(DCFH-DA) [34]. Cells were seeded in 96-well plates at a concentration
of 1×104 cells/well and exposed to NiO NPs or/with PLEO at the
concentrations for 24 h.

2.11. Antioxidant enzymes activities

Superoxide dismutase (SOD) and Catalase (CAT) activities were
measured by commercially available kits. The cells were seeded into 12-
well plates at a concentration of 7×105 cells/well and all measure-
ments were performed according to supplier’s recommendations.

2.12. Statistical analysis

Data are presented as mean values ± SD and the statistical analyses
of the data were performed by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Student’s t-test. A probability value of p < 0.05 was con-
sidered to denote a statistically significant difference.

3. Results and discussion

3.1. Chemical composition of the essential oil

Results of the phytochemical analysis indicated that leaf comprising
anthocyanins, leucoanthocyanins, flavonoids, tanins and terpenoids
which are shown in Table 1.

Table 2 indicates the various chemical constituents identified in

PLEO. The yield of extraction was 0.42 ± 0.02% and it characterized
by variety of components in less percentage. The main compounds
present are terpinen-4-ol (11.49%), germacrene D (8.64%), α-Pinene
(5.97%), sabinene (5.19%), caryophyllene (5.10%) and δ-Cadinene
(4.86%).

The plant extractions provide an essential oil of light-brown color
with a very strong and persistent aromatic-spicy odor. The PLEO yield
obtained is similar to that in the literature [20,35]. Therefore, these
results revealed that the two major components identified (terpinen-4-
ol and germacrene D), founded with this amount for the first time, are
in agreement with previous studies and confirmed the identity of the
chemotypes used in this study [26,36].

Fig. 4. (A) Effects of NiO NPs and PLEO on ROS production in A549 cells. Cells
were treated with different concentrations for 24 h. H2O2 was used as a nega-
tive control. (B) PLEO attenuates NiO NPs induced ROS generation. A549 cells
were treated with different concentrations of essential oils for 24 h followed by
NiO NPs for 24 h also. Data represented are mean ± SD of three independent
experiments. *p < 0.05; ***p < 0.001 treatments compared to control;
≠p < 0.05 compared to NiO NPs.

Fig. 3. Protective effect of PLEO on NiO NPs induced cytotoxicity. A549 cells
were treated with different concentrations of essential oil for 24 h followed by
NiO NPs for 24 h. Triton was used as a negative control. Data represented are
mean ± SD of three independent experiments. ***p < 0.001 treatments
compared to control; ≠p <0.05; #p < 0.01; ##p < 0.001 compared to NiO
NPs.

***

*
** ** ***

**

***
***

140B

Fig. 2. (A) NiO NPs induced cytotoxicity in A549 cells. Cells were exposed to
different concentrations of NiO NPs for 24 h. (B) Effects of PLEO on cell via-
bility. A549 cells were treated with different concentrations of essential oil
samples for 24 h also. Triton was used as a negative control. Data represented
are mean ± SD of three independent experiments. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 treatments compared to control.
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3.2. Antioxidant activities

Antioxidant activities of PLEO were evaluated with four systems to
establish authenticity, using tow synthetic antioxidants positive con-
trols (BHT and Ascorbic acid). Potency was assessed by measuring the
IC50 or Trolox/GAE equivalent and the results are reported in Table 3.
The order of antioxidant capacity was Ascorbic acid>BHT>PLEO.

According to the results which have been obtained, the tested
samples were able to reduce the DPPH radical and scavenging the
Superoxide radical with IC50 equal to 640 ± 0.16 μg/ml and
760 ± 0.125 μg/ml for DPPH and SOD assay respectively. Different
parts and constituents from P. lentiscus have been shown in vitro radical
scavenging properties [37,38]. Using the DPPH scavenging activity
assay, it was found that all of the P. lentiscus extracts in solvents, except
for the chloroform extract, have a high radical scavenging activity

(90%) equivalent to that of the standard, BHA (89%). The ethanolic and
aqueous fractions from the ethyl acetate extract have high scavenging
activities with values of 78 ± 0.93% and 90.29 ± 0.29%, respectively
[39]. In 2007, Barra et al. [40] conducted a study which showed that
the PLEO exhibited radical scavenging activity ranged between 0.52
and 4.61mmol/l.

The highest reducing power ability (μg GAE equivalent/g) and
scavenging ability on ABTS radicals (μmol Trolox equivalent/mg) were
observed also in the following order; ascorbic acid > BHT > PLEO.
From our data, it appears that the values in the present study were
comparable to those of Ascorbic acid and BHT. While comparing our
present results of this assay with the literature already published, we
found very few reports on the antioxidant activity of PLEO. We are the
first evaluated the reducing power, ABTS and Superoxide radicals
scavenging ability of PLEO.

Fig. 5. Intracellular ROS generation in A549 cells. Images were captured with a fluorescence microscope (OLYMPUS IX73). Effects of NiO NPs (A) and PLEO (B) on
ROS production. Cells were treated with different concentrations for 24 h. (C) PLEO attenuate NiO NPs induced ROS generation in dose-dependent manner. A549
cells were treated with different concentrations of essential oil for 24 h followed by NiO NPs for 24 h also.
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3.3. NiO NPs characterization

Fig. 1A shows a sharp diffraction peaks that clearly indicates the
crystalline nature of NiO NPs. No peaks of impurity were found in the
XRD pattern, indicating that the nanoparticles of NiO used in this study
consists of ultrapure phase. The existence of strong and sharp diffrac-
tion peaks at 2θ=37.41, 43.35, 62.95, 75.40 and 79.45 which per-
fectly corresponding to (111), (200), (220), (311) and (222) crystal
planes, respectively (JCPDS Card No. 73-1523). Besides, the crystallite
size has been estimated from XRD using the Scherer’s equation [41].
The average nanocrystallite size of NiO NPs corresponding to the
highest peak observed in XRD was found to be 24 nm. The typical TEM
image of NiO NPs is indicated in Fig. 1B and C. TEM analyze show that
the average diameter, from measuring over 70 particles, of NiO NPs was
around 25 nm (further supporting the XRD results) and they have the
tendency to aggregate in the solution used. Fig. 1D represents frequency
of size distribution of NiO NPs. The measurements, performed by DLS,
determined the average hydrodynamic size (293.86 ± 9.51 and
288.1 ± 7.04 nm) and the zeta potential (−14.06 ± 0.60 and
−18.2 ± 1.10mV) of NiO NPs in water and culture media, respec-
tively.

3.4. MTT assay

MTT assay was undertaken in order to evaluate the effectiveness of
PLEO extracted on cell viability in A549 cells stressed by NiO NPs. First
we evaluated the effects of NiO NPs on A549 cells viability. Incubation
with 5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100 μg/ml for 24 h resulted in a con-
centration dependent decrease in cell viability, the LC50 was
79.83 ± 0.856 μg/ml (Fig. 2A). Based on these results NiO NPs at
submaximal concentrations after 24 h, 80 and 100 μg/ml were selected
in this study. Next, we found all concentrations of PLEO used in MTT
assay were determined to be non-toxic for A549 cells (Fig. 2B).

Therefore, the pre-exposition for 24 h to PLEO (60 and 80 μg/ml)
were the best concentrations exhibited protective effect in cell viability
reduced by NiO NPs (Fig. 3).

The main findings of this assay are the LC50 of NiO NPs was
79.83 μg/ml and submaximal concentrations of 80 and 100 μg/ml were
selected in this study. Similar results were obtained in previous findings
demonstrated a dose dependent reduction of MTT-value in A549 cells
treated with NiO NPs [10] or with Ni NPs [42].

According to the Natiaonal Cancer Institute (USA), vegetables crude
extracts are cytotoxic considered when their IC50 values are less than
30 μg/ml [43]. After a large screening, PLEO (60 and 80 μg/ml) con-
centrations were selected due to their best actions. Whereas, the con-
centration of 80 μg/ml has the highest cytoprotective effect on NiO NPs
reduced cell viability. In addition on the obtained results, it was not
detected toxic effect in this model of human pulmonary cell line ex-
posed to PLEO. The present study agree with the results of Remila et al.
(2015) who have demonstrated that pre-trearment of THP-1 cells with
P. lentiscus extracts for 24 h strongly inhibited H2O2 damage, with
maximum protection at 100 μg/ml [15].

3.5. ROS production

In order to investigate the protective effect of PLEO on NiO NPs
induced cytotoxicity mediated through ROS generation, A549 cells
were treated with the two selected concentrations of the essential oil
24 h previous to NiO NPs. We detected a significant decrease of ROS
level in cells treated with the essential oil (Figs. 4 and 5).

Oxidative stress, which is an imbalance between ROS production
and the antioxidant systems favouring a ROS excess, has been identified
as a common mechanism for cell damage. During oxidative stress, ROS
are produced mainly from the mitochondrial electron transport chain.
To minimize the damage induced by ROS, free radicals can be trans-
formed to other less toxic molecules, for example, the superoxide anion

is enzymatically converted into hydrogen peroxide by superoxide dis-
mutase (SOD) and hydrogen peroxide may be enzymatically converted
into water by catalase or glutathione peroxidase enzymes [44].

Nanoparticles have been demonstrated to generate more free radi-
cals and ROS than larger particles, likely due to their higher surface
area [12]. NiO NPs have been reported to reduce cell viability and to
induce oxidative stress by depletion of glutathione and induction of
reactive oxygen species in HEp-2 and MCF-7 cells [45], cell death via
apoptotic pathway and ROS generation in HepG2 cells in dose-depen-
dent manner [32], NiO NPs also increased intracellular ROS, apoptosis
and necrosis in BEAS-2B and A549 cells [10], Our results confirmed
that NiO NPs is toxic to A549 cells.

Moreover, we noted that pre-incubation of cells with PLEO led to
decrease of ROS generation which is due to the presence of terpinen-4-
ol and, probably, to synergistic effect of its components. It has been
reported that plant phenols can behave as ROS scavengers, metal che-
lators and enzyme modulators and prevent lipid peroxidation [46]. In
agreement with our data obtained, pre-treatment of THP-1 cells with P.
lentiscus extracts for 24 h strongly inhibited H2O2 damage [15].

3.6. Antioxidant enzymes activities

Pre-incubation of cells with both concentrations 60 and 80 μg/ml of
PLEO led to enhance the antioxidant enzymes, SOD and CAT, activities
affected by NiO NPs us shown in Figs. 6 and 7.

Similarly, the NPs also induce a significant depletion of anti-
oxidants. The accumulation of ROS, e.g. superoxide radicals (O2%) and
hydroxyl free radicals (%OH) decrease the defensive effects of cellular
antioxidant enzymes, e.g. SOD, CAT [47]. Exposure of HT22 hippo-
campal cells to CuO NPs resulted decrease in the activity of SOD and the
other detoxification enzymes which has been founded in this work [48].
In contrast, these findings suggest that pre-treatment of cells with es-
sential oil averted cell damage by preventing the decreased activity of
antioxidant enzymes, SOD and CAT, induced by NiO NPs. In keeping
with our results, many previously works has described the ability of

Fig. 6. (A) Effects of NiO NPs and PLEO on SOD activity in A549 cells. Cells
were treated with different concentrations for 24 h. H2O2 was used as a nega-
tive control. (B) P. lentiscus essential oil attenuates NiO NPs decreased SOD
activity. A549 cells were treated with different concentrations of essential oils
for 24 h followed by NiO NPs for 24 h also. Data represented are mean ± SD of
three independent experiments. **p < 0.01 treatments compared to control;
≠p < 0.05 and #p < 0.01compared to NiO.
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essential oil to modulate the endogenous enzymatic system [47,49].

4. Conclusion

The data demonstrated that NiO NPs induced cytotoxicity in a
concentration-dependent manner, which the mechanism may be
through ROS generation and oxidative stress. The crucial results high-
light, for the first time, the antioxidant and the protective activities of
essential oil of P. lentiscus against cell oxidative damage induced by NiO
NPs. These findings also showed the guidelines in the placement of NPs
in safety to promote non-hazardous applications of nanotechnology.
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8 Keywords9
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12

13

14
15

16 1 Introduction

17 Ethnopharmacological relevance: The extract of M. spicata
18 has several biological uses such as antioxidants,
19 anti-inflammations, antispasmodics and antimicrobials.
20 Aim of the study: This work was focused to investigate
21 chemical composition and antibacterial activity of essential
22 oil (E.O) from a Mediterranean plant M. spicata.

23
24 2 Materials and Methods

25 M. spicata E.O was extracted from the leaves using cle-
26 venger apparatus then carried out by GC/MS technique.
27 Furthermore, the antibacterial activity of E.O was valuated
28 with three bacterial strains: Staphylococcus aureus, Proteus
29 mirabilis and Klibesiella. Commercial antibiotics were used
30 as positive control.

31
32�3 Results

33�The phytochemical analysis indicated that the M. spicata
34�leaf comprising anthocyanins, leucoanthocyanins, flavo-
35�noids, tanins and terpenoids. The obtained results also
36�showed that M. spicata E.O is rich in Carvone (71.02%) and
37�Limonene (17.43%); and exhibited a potent antibacterial
38�effect compared to controls.
39�The plant extractions provide essential oil of pale-yellow
40�color with a very strong and persistent aromatic-spicy odor.
41�The yield of M. spicata E.O extraction was 2.16% con-
42�taining two major compounds, Carvone (71.02%) and
43�Limonene (17.43%) (Table 1).
44�The M. spicata E.O antibacterial activity was evaluated
45�against three bacterial strains to establish authenticity, using
46�also three commercial antibiotics as positive controls (GM,
47�CAZ and PIP). According to the obtained results, the tested
48�samples were able to inhibit bacteria growing with best
49�action in ½ dilution with ethanol. Furthermore, Klibesiella
50�was the most sensible strain to the essential oil and very
51�resistant to the commercial antibiotics used in this study
52�(Table 2).
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5355 4 Conclusion
5657 The present research demonstrated the M. spicata
58 essential oil antibacterial activities against three strains of
59 bacteria. It was suggested that M. spicata E.O could be
60 used as a strong antibacterial agent.

61

62

Table 1. Preliminary screening
of M. spicata leaves

Chemical groups M. spicata

Anthocyanins +

Leuco-Anthocyanins +

Alkaloids –

Flavonoids +

Tannins +

Terpenoids +

Steroids –

Table 2. Antibacterial activity
of M. spicata essential oil

Antibiotics E.O dilutions (D) of
Mentha spicata

Positif control
(Ethanol)

Gentamicin
GM

Ceftazidim
CAZ

Piperacillin
PIP

D1
(1/2)

D2
(1/5)

D3
(1/10)

Staphylococcs
aureus Gram+)

+++ − +++ +++ ++ ++ −

Proteus mirabitis
(Gram−)

++ +++ ++ +++ ++ ++ +

Klibesiella
(Gram−)

++ − − +++ +++ ++ +
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