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I ntroduction

La vaorisation des déchets des industries de transformation des agro-ressources
permet non seulement d’ alléger I'impact écologique en minimisant la pollution mais aussi de
proposer de nouvelles opportunités permettant un développement économique durable de

nombreux secteurs.

En effet, les agro-ressources pourraient offrir une nouvelle source de matieres
premieres dans beaucoup de domaines tels que le biomédical, |e cosmétique, la chimie, et
alimentaire en raison de leur propriétés organoleptique et nutritionnelles, en tant que sources

d'antioxydants pour préserver laqualité de la nourriture (Chu, Sun, Wu, & Liu, 2002).

La noix Juglans régia est lI'une des plus anciennes especes de fruits cultivées
originaire dAsie centrale. A I'heure actuelle, Elle est commercialement plantée dans toute
I'Europe du Sud, en Afrique du Nord, en Asie de I'Est, aux Etats-Unis et Ouest sud-américain.
La production mondiale en 2012 des noix en coque était environ de 3 418 559 tonnes (FAO,
2013).

L’ objectif général de ces travaux de mémoire est de la possibilité de valorisation des
écorces verts et des feuilles des noix de Juglans regea d’origine Algérienne qui sont des
coproduit majeur de |I’industrie de la production des noix en coque. Il porte en particulier sur
les composés phénoliques de ces coproduits en raison de leurs avantages pour la santé de
I'hnomme comme des antioxydants naturels en réduisant le risque de maladies dégénératives
par la réduction du stress oxydatif et de I'inhibition de |'oxydation macromoléculaire ( Pulido
et a., 2000) et I’ eur utilisation comme additifs alimentaires dans la conservation des aliments
(Zupko et al., 2001).




Description dela plante

| -1- Caracteres généraux de la famille des Juglandaceae

La famille des Juglandaceae (Juglandacées) regroupe 7 genres et 59 especes, composee
principalement d arbres, quelques fois de grands arbrisseaux (Platycarya, Juglans ssp) dont les
feuilles composées sont caduques en général , rarement persistantes et souvent aromatiques. Les
fleurs unisexuées sont réunies en chatons. Les fruits du type drupacé dérivent d’un ovaire infére
uniloculaire et bicarpellé. Unique ovule orthotrope basilaire donne une graine exabuminee,
pratiquement réduite a deux gros cotylédons lobés riche en huile (Mabberley 1987).

La famille des Juglandaceae est répartie principalement dans |’ hémisphere nord, mais on la
retrouve auss dans quelques montagnes tropicales d’ Amérique du sud, au sud de I’ Asie et jusqu’en

Indonésie (Dupéron, J, 1988).

| -2- Description botanique:

Le noyer commun ou ordinaire aussi appelé noyer roya (Juglansregia), est un grand arbre a
feuilles caduques qui peut vivre 150 a 200 ans. L’ arbre peut atteindre des hauteurs de 25 & 35 metres, et
un tronc qui atteint jusgu'a 2 métres de diametre, souvent court a large couronne. C'est une espece de

lumiére, exigeant pour son dével oppement une exposition importante au soleil (Dupéron, J, 1988).

Figure 01 : Juglansregia L. (Mcgranahan et Chuck, 2009).

Son écorce gris argenté, mince et longtemps lisse dans son jeune &ge, deviendra a maturite,

épaisse, dure et montrera une texture entrelacée a nombreuses fissures longitudinales .

Les feuilles sont alternes, grandes de 20 a 45 cm de long, composées et imparipennées, a 5-9
folioles de 6-15 cm, dont la terminale est la plus développée (figure 2A). La feuillaison est trés

tardive : le noyer est parmi les derniers arbres a faire naitre ses feuilles au printemps .




Description dela plante

Le fruit monosperme est une drupe globuleuse, verte. De |’ extérieur vers |’ intérieur, se trouve
une enveloppe charnue, le brou. En séchant, il prend une teinte noirétre, s ouvre spontanément et
libere le noyau lors de sa chute (Figures 2B, 2C). Ensuite, vient la noix proprement dite, appelée

vulgairement coquille, formeée de deux valves soudées assez fortement et grossierement fissurée.

(A): feuilles (B): écorce (C): fruit

Figure 02 : Description botanique de Juglans regia (Mcgranahan et Chuck, 2009).

| -3- Classification systématique :

Selon Mcgranahan et Chuck (2009), le noyer blanc ou noyer commun ou de Perse appartient
au:
Régne : Plantae.

Embranchement : Phanérogames

S/embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones.
Sous classe : Apitales
Ordre : Juglandales.
_Famille : Juglandaceae.

Genre: Juglans.




Description dela plante

Espece : Juglansregial.
| -4- Géographie, botanique et historique:

L’ aire d origine de cette espéce s étend des moyennes montagnes d’ Asie centrale (du Caucase
au Turkestan), de I’ Asie mineure, des Balkans et de I’ Himalaya jusqu’ al’ Est de la Chine (Germain,
1992 ; Ounis et Zitouni, 1996).

L’ espece existe encore a I’ éat sauvage sous forme de peuplement a I'Est de la Turquie, du
Caucase et du Tadjikistan, au Nord de I'lrak, de I’ Iran, de I’ Afghanistan, du Pakistan, de I’Inde, au
Népal et au Tibet, ainsi que sur les pentes Sud-est de I’'Himalaya et en Chine (Macranahan et al.,
1990).

Des I’ Antiquité grecque, le Noyer commun a été cultivé et introduit en Europe puis, pendant
la période romaine, en Afrique du Nord. 1l aétéintroduit au Chili et cultivé en Californie au XXeme
siecle. Il est également cultivé en Australie, en Nouvelle-Zélande et en Afrique du Sud (Germain,
1992) (Garavel, 1959).

En Algérie, selon Bonev (1973), on trouve le noyer dans le massif des Aures, les régions
d’Annaba, de Sétif, de la grande Kabylie, de Tlemcen, de Tébessa, de Djelfa, de Saida, pres de
Songeur au sud de Tiaret (Figure 3).
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Figure 03 : Carte de répartition du noyer en Algérie (source INRF., 2010, modifié)




Description dela plante

| -5- Propriétés médicinales du noyer :

L'espece Juglans regia a été abondamment utilisée en médecine; les feuilles ont été utilisées
traditionnellement dans le traitement des inflammations cutanées, des ulcérations, elles ont un effet
antidiarrhéique, antihelminthique, antiseptique et astringent (Erdemoglu et al. 2003).

En Algérie les feuilles ou folioles sont traditionnellement utilisées comme reméde
antiscrofuleux (censé traiter les écrouelles, ou guérir de la scrofule -{ésion tumorale a type d’ adénite
cervicae chronique trés souvent d'origine tuberculeuse : cette lésion torpide de la Peau, des
ganglions lymphatiques et des os forme des abces froids, qui ont tendance a provoquer des fistules-)
(Ait Youssef. 2006).

Les feuilles de noyer sont aussi utilisées contre le rachitisme, I’anémie car elles possedent des
actions fortifiante et tonifiante. L’écorce des racines de cette espece (dite Souak), est employer
partout dans e monde arabe en usage externe, en mastication ou friction, pour blanchir les dents et
pour rougir les lévres et les gencives et pour combattre aussi les mauvaises haleines Tandis que ses
fruits verts confits sont employés pour combattre la constipation (Ait Y oussef. 2006).

Les usages externes de la plante sont tres impressionnants tout particuliérement par leur
nombre. Elle a éé employée pour soigner toutes sortes d'affections cutanées - eczéma, impétigo,
psoriasis, abces froids, plaies atones, de méme que la transpiration excessive des mains et des pieds
(Vanier, 1999).




Profile phénolique desfeuilles et des écor ces de noix

[1-1-Généralités:

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) représentent un groupe de
métabolites secondaires exclusivement synthétisées dans le régne végétal. Les polyphénols
sont des produits de la condensation de molécules d acétyl-coenzyme A et de phénylalanine.
Cette biosynthése a permis la formation d'une grande diversité de molécules qui sont

spécifigues d' une espéce de plante, d’ un organe ou d’ un tissu particulier (Harborne JB, 1989).

Les polyphénols ont une multitude d’ activités biologiques dépendant de leur structure
chimique. Ils constituent une importante famille d’ antioxydants dans les plantes, les fruits et
les légumes puisqu elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene
(BHT). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al,
2007).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’ hygiene aimentaire (Leong et Shui, 2002). IIs sont également utilisés dans
I'industrie agro-alimentaire comme additif, colorant, arbme ou agent de conservation
(Bruneton, 1999).

Les flavonoides sont largement connus par leurs activités antivirales,
antispasmodiques, antitumorales, anti  agrégation  plaquettaires, antiallergiques,
hypochol estérolémiantes, antiinflammatoires, anti-hypertensives et antimicrobiennes. . Ils ont
également des actions positives sur le diabéte, les maladies d’ Alzheimer et de Parkinson (Das
et al, 1994 ; Formica et Regelson, 1995; Yochum et al, 1999; Kim et al, 2004 ; Cushine et
Lamb, 2005). Ces composés peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes
meécanismes d’ actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et
peroxydes, soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’'importance majeure
dans I’initiation des réactions radicaaires ; soit I'inhibition des enzymes responsables de la
génération des radicaux libres (Hodek et al, 2002).




Profile phénolique desfeuilles et des écor ces de noix

[1-2- Principaux classes des composés phénoliques :

Les composés phénoliques possedent dans leur structure un noyau aromatique portant
un ou plusieurs groupements hydroxyles (Figure 4). lls peuvent étre regroupés en de
nombreuse classes qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base allant
d’'un simple C6 a des formes tres polymérisées, ensuite par le degré de modifications de ce
squelette tel que le degré d oxydation et d hydroxylation et de méthylation, enfin par les
liaisons possible de ces molécules de base avec d autre molécules (glucides, lipides,
protéines) (Harborne JB, 1989).

Figure 04 : Squelette de base des composés phénoliques (Harborne JB, 1989).
[1-2-1- Composés phénoliques simples :

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant du

simple phénol en C6 aux flavonoides en C15.

[1-2-1-1-Acides phénoliques:

IIs appartiennent a deux groupes ; les acides hydroxybenzoiques et | es acides cinnamiques
a) Acides hydroxybenzoiques:

L es acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I’ acide benzoique et ont une formule de
base de type (C6-Cl) (TableauO0l). Ils existent souvent sous forme desters ou de
glycosides (Hakala P et a 2002).

b) Acides hydroxycinnamiques:

Dérivent de I'acide cinnamique (Tableau 02), ils ont une structure générale de base de
type (C6-C3), existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques, se
présentent majoritairement sous formes libre et peuvent exister sous forme estérifiée par
I’acide quinique (HakalaP et a 2002).




Profile phénolique desfeuilles et des écor ces de noix

Structure R1 R2 R3 R4 Acide phénolique
H OH OH OH Acide galique
Ry .
R COOH H OH OH H Acide
protocatechimique
Rs &, OH H H H Acide salicylique

Tableau | : Principaux acides hydroxybenzoiques (Hakala P et al 2002).

Structure R1 R2 R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique
Ry
R OH OH H Acide caféique
R; Z>COOH

Tableau Il : Principaux acides hydroxycinamique (HakalaP et a 2002).

[1-2-1-2-Flavonoides:

Les flavonoides sont des molécules tres répandues dans le regne végétal. Ce sont des
pigments responsabl es de coloration jaune, orange et rouge de différents organes de végétaux
(Ghedira, 2005).

Ils sont rencontrés dans les fruits (orange, raisin, €tc.), les légumes (oignon, laitue,
etc.), mais également les graines (feve, cacao) et les feuilles de thé. Leur structure chimique
commune est le motif flavone dérivant lui-méme du motif flavane constitué de deux noyaux

aromatiques et d’ un hétérocycle oxygéné central C6-8 (Figure 5)(Sebastien Fiorucci 2006).
-y S
I T

| soflavone Flavone

Figure 05 : Quelques exemples de flavonoides (Ghedira, 2005).
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[1-2-2-Composeés phénoliques condense (Tannins) :

Les tanins sont des polyphénols qu’ on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
ecorces d' arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé. Les tanins sont
des composés phénoliques solubles dans |’ eau et |es solvants polaires (Hagerman, 1998).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton,
1999).

» Taninshydrolysables:

Se sont des esters d’un sucre (glucose) et d’ un nombre variable de molécules d’ acide
phénoliques. Ces tanins sont de deux types les tannins galiques et les tanins
éllagiques (Figure 06) (Bruneton, 1999).

Figure 06: Structure des tanins hydrolysables et |es acides associés Chung K et al (1998) .

» Tanins condensés (Proanthocyanidine) :

Les tanins condensés, appelés auss procyanidines ou proanthocyanidine, sont largement
répandus dans les tissus végétaux. Ce sont des polyphénols de masse molaire élevée (Figure
07). lls résultent de la polymérisation des unités de flavan-3-4-diol liées par des liaisons C4-
C8 (Gurgnard, 2000).
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OH

OH
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Figure 07 : Exemple de proanthocyanidine (epicatechin-(4 3 —8’)-epicatechin
(Gurgnard, 2000).

[1-3- Profil phénolique desfeuilles et des écor ces de noix

Plusieurs études ont démontré que les feuilles et les écorces de noix sont riches en
composés phénoliques principa ement en acide phénoliques et en tannins.
[1-3-1-Acides phénoliques:

Des données antérieures ont révélé la présence dans les extraits de feuilles de noix
différents acides phénoliques dont ; I’acide parahydroxybenzoique, vanillique, genistique,
protocatechuique, paracoumarique, caféique, gallique, acide chlorogénique, et néo-
chloroénique (Luczak et al., 1989 ; Blumenthal, 2000).

Les données relatives ala qualité des échantillons de feuilles de noyer de six différents
cultivars du Portugal n'a pas confirmé la présence de composés susmentionnés a |'exception
de I'acide chlorogénique qui était le principal acide phénolique avec un taux qui varient entre
7,17 et 22,3 % (Amaral et al., 2004).

Une étude récente du méme groupe, décrit des différences significatives a propos de la
composition phénoliques de neuf différents cultivars sur trois années consécutives. Trois
nouveaux acides phénolique ont éé déecté ['acide 3-caffeoylquinique, 3-
paracoumaroylquinique et 4-paracoumaroylquinique (Figure 8). Selon les suggestions des
auteurs, les différences observées peuvent étre liées aux conditions climatiques (Amaral et al.,
2008).
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Figure 08 : Structures chimiques des composés phénoliques identifiés dans les feuilles de
noix.(1) 3-caffeoylquinic acid; (2) 3-p-coumaroylquinic acid; (3) 5-caffeoylquinic acid; (4) 4-
p-coumaroylquinic acid; (5) p-coumaric acid; (6) quercetin 3-galactoside; (7) quercetin 3-
pentoside derivative; (8) quercetin 3-arabinoside; (9) quercetin 3-xyloside; (10) quercetin 3-
rhamnoside (Pereira et a. 2007).

Dans une étude réalisée sur les écorces de noix cing acides phénoliques ont été
identifié par résonnance magnétique nucléaire (Figure 09) : acide pyrogalique (1), acid p-
hydroxybenzoique (2), acid vanillique (3), ethyl gallate (4), acid protocatechuique (5) et acide
galique (5) (Pereiraet a. 2007).
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Figure 09 : Structures chimiques des composés phénoliques des écorces de noix identifiés par
RMN (Pereiraet a. 2007).

[1-3-2-Flavonoides:

Les feuilles contiennent environ 3,4 % des flavonoides principalement sous forme de
guercétine, répartis respectivement a environ 0,6% d’ hypéroside (quercétine 3-O-gal actoside),
entre 0,2 et 0,6% de quercétine 3-O-rhamnoside. Plusieurs autres flavonoides comme la
guercétine 3-galactoside, quercétine 3-arabinoside, quercétine 3-xyloside, quercétine 3-
rhamnoside et deux autres partiellement identifiée ; la quercétine 3-pentosides et le
kaempférol ont éé détectés (Wichtl 2004., Amaral et al., 2004 ; Liu et al., 2004).

La quantification des flavonoides dans les feuilles du noyer cultivé au Portugal effectuée
par HPLC-DAD, arévélé que les flavonols étaient toujours les principaux composes, variant
entre 54,8 % et 62,9 % du total des composés phénoliques, tandis que la quercétine 3-galactoside

était toujours le principal constituant (Figure 10)(Pereiraet al., 2007).
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Figure 10 : HPLC-DAD des composés phénoliques des feuilles de noix (Cv. Mayette).
Detection a 320 nm. Pics. (1) 3-caffeoylquinic acid; (2) 3-p-coumaroylquinic acid; (3) 5-
caffeoylquinic acid; (4) 4-p-coumaroylquinic acid; (5) p-coumaric acid; (6) quercetin 3-
gaactoside; (7) quercetin 3-pentoside derivative; (8) quercetin 3-arabinoside; (9) quercetin 3-
xyloside; (10) quercetin 3-rhamnoside.

[1-3-3-Tanins:
Les feuilles contiennent environ 10% de tanins du type ellagitanins (Blumenthal,
2000), et pas moins de 2 % de tanins pyrogallol (Wichtl, 2004).

Les tannins représentent les principeaux composés phénoliques retrouvé dans I’ écorce
du fruit de noix, ce qui lui conféerent son astringence. Fakuda et al .(2003) ont isolé€ et identifié
15 élagitannins dont trois étaient caractérise pour la premiere fois: glansrins A (1), B (2), et
C (3)( Figure 10).

OH OH
H{}‘ﬁa ¥
5 r
o JD:'I HOW = rroT U"E—D'ﬂla
BH HO . ey DC=0 o
= i T 0
OH HO o

(1
OH

2

Figure 11: Structure chimique des glansrins A (1), B (2) et C (3) isolés a partir des écorces de
noix (Wichtl, 2004).
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I11-1-Matériel végétal et Echantillonnage
Les échantillons du matériel végétal utilisé dans cette étude ont été récoltés au mois
d octobre 2017 dans larégion d’ Ouled Ali, Sud-est delawilaya de Bejaia (Figure 11).

W.BEJAIA

Figure 12 : Localisation de lacommune dans lawilayade Bgaa
Les feuilles et les écorces ont éaient séché a I’ étuve a 40°C pendant 5 jours. Les
feuilles et les écorces seches ont été broyées a |’ aide d’un broyeur électrique. Le broyat a é&té
tamisé pour obtenir une poudre homogeéne d' une granulométrie de 250um (Figure 12). La
poudre obtenue de chagque échantillon a été conserveé dans des flacons en verre atempérature
ambiante dans un endroit sec et a1’ abri de I’humidité et de lalumiere jusqu’ a son utilisation.

Figure 13 : Photographies des feuilles et d' écorces du noyer commun avant et apres broyage
(Juglans régia).
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[11 -2-taux d’humidité ou teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée par dessiccation d un échantillon de 1g dans une
étuve isotherme a une température de 105°C et a la pression atmosphérique jusqu’a
I’ obtention d’une masse constante de I’ échantillon. La teneur en eau est égae a la perte de
masse subie dans | es conditions de mesure.

Mode opératoire

e Tarer, a0g, des coupelles en verre.
e Danslesrécipientstarés, Peser 1 g de chagque échantillon.
e Incuber dans I’ étuve réglée a 103 +2 °C pendant 3 heures jusqu'a |’ obtention d'un
poids constant.
e Lesretirer de celui-ci puisles peser apres refroidissement.
Lateneur en eau est la différence entre le poids de |I” échantillon avant et apres |a dessiccation

jusqu’ a poids constant. Qui est calculée par la formule suivante :

M1-M2

H% = x100

P

H% : taux d’ humidité ou teneur en eau exprimeé en pourcentage massique.
M1: masse en gr de la coupelle avec I’ échantillon avant dessiccation.
M2 : masse en gr de la coupelle aprés dessiccation.

P : masseen gr delaprise d essai.

[11-3- Extraction

Chaque échantillon a subi deux extractions par deux solvants de polarité différente,
I"'une avec du méthanol/eau et |’autre avec de I'acétone/eau. Les deux extractions sont
représentées dans les figures 13 et 14.

Dans la suite, sont désignés comme extrait méthanolique et extrait acétonique, les

extraits obtenus selon les protocol es des figures 14 et 15, respectivement.
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| 50ml de méthanol 50%

5g de broyat (écorces) 5g de broyat (feuilles)

ﬂ ﬂ

I 1% Agitation (1heurg) — se——

Culot Culot
(écorces) (feuilles)

ﬂ ﬂ

I 50ml de méthanol 50%

! !

Surnagent 1%, 2°™ 2"™Agitation (1heure) Surnagent 1%, 2°™
,3°me (écorcesﬁ < = A,3‘5"‘e (feuilles)
Culot Culot
. (écorces) (feuilles) .
Evaporation Evaporation
asec ﬂ- asec

On a ajouté 50ml de
Extrait sec des méthanol 80%

écorces

Extrait sec des
ﬂ feuilles

3*™Agitation (1heure)

Figure 14. Procédure d’ extraction des antioxydants dans du méthanol
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I 50ml d’ acétone 70%

5g de broyat (écorces)

eme

Surnagent 1%, 2
,3°™ (écorces)

A

Evaporation
asec

Extrait sec des

écorces

ﬂ

5g de broyat (feuilles)

ﬂ

Culot
(écorces)

| 1% Agitation (1heure)

Culot
(feuilles)

!

50ml d’ acétone70%

ﬂ

ﬂ

Culot
(écorces)

|

, 2°™Agitation (lheure) ———=>

Culot
(feuilles)

2

|

50ml d’ acétone 70%

\'4

3"™Agitation (1heure)

eme

Surnagent 1%, 2
,3°M¢ (feuilles)

A

Evaporation
asec

Extrait sec des

feuilles

Figure 14. Procédure d’ extraction des antioxydants dans de I’ acétone.
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[11-3-1- Détermination du rendement d’ extraction

Dans cette étude, le rendement (I’ extrait sec, obtenu apres évaporation, contenant les
composes phénoliques) a été déterminé par rapport a 5 g de broyat de chaque échantillon
(feuilles, écorce).

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre la boite plein (aprés
évaporation) et le poids de la boite vide (avant évaporation).

Le rendement d’ extraction est calculé par laformule suivante (Falleh et al., 2008):

R (%) = (M ext/M éch) x 100

R : est le rendement en %.
M ext: est lamasse del’ extrait apres évaporation du solvant en mg.
M éch : est lamasse seche de I’ échantillon végétal en mg.

[11 -4- Dosage des antioxydants
[11 -4-1-Dosage des polyphénols totaux
Principe

L e dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotomeétrie, selon la méthode
colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Depuis, son utilisation cette méthode
sest largement répandue pour caractériser les extraits végétaux d'origines diverses. Ce dosage
est basé sur la quantification de la concentration total e de groupements hydroxyles présents
dans |’ extrait. Le réactif de Folin- Ciocalteu est constitué par un mélange d’ acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’ acide phosphomol ybdique (H3PM012040). Il est
réduit, lors de I’ oxydation des phénols, en un mélange d' oxydes bleus de tungstene (W8023)
et de molybdene (M08023) (Ribéreau-Gayon,1968)

Cette coloration bleue dont I'intensité est proportionnelle aux taux de composes
phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’ absorption a 760 nm.
Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui decrit par (Velioglu, Mazza, Gao, & Oomah,
1998).. Brievement, dans des tubes a essais, un volume de 100 pl de chaque extrait a été
mélangé avec 1ml de réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois. Le mélange a été agité par

vortex et maintenu a température ambiante pendant 5 min, puis 1ml de carbonate de sodium a

——————————————
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6% a été gouté. Le mélange a été incubé a I’abri de la lumiére a température ambiante

pendant 30 min. L'absorbance a é&té mesurée a755 nm en utilisant un spectrophotometre.

Une courbe d’ éaonnage standard a été réalisé en paralléle dans les mémes conditions
opératoires a partir d'une solution mére préparée avec de |'acide gallique d’ une concentration
de 0.1mg/ml. Lateneur en phénols totaux a été exprimée en mg d'équivalent acide galique
(GAE) par 100g de Matiere seche. (mg EAG/100g M S).

[11 -4-2- Dosage des flavonoides

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Zhishen, Mengcheng, & Jianming,
1999). Brievement, dans des tubes a essais sont introduit successivement un volume de 0,25
ml de chague extrait, un volume de 1.25ml d’'eau distillée et un volume de 0.75ml d'une
solution de NaNO2 (5%). Apres 5min, 0.15 ml d’ AICI3 (10%) sont additionné, et e tube est
mélangé vigoureusement. Aprés 6 min, 0.5ml de NaOH (1M) et 0.275ml de |’eau distillée
sont rgjoutés. La solution est mélangée et |’ absorbance est mesurée a 510nm en utilisant un
spectrophotometre. Une courbe détalonnage standard a été réalisé en parallele dans les mémes
conditions opératoires a partir d'une solution mere préparée de la catéchine d'une
concentration de 1mg/ml (10mg de catéchine dissous dans 10ml de méthanol). La teneur en
flavonoides totaux est exprimée en (mg) d’ équivalent de catéchine par 100 g de matiére séche
(mg EC/100g MS)

[11 -4-3-Dosage des proanthocyanidines (tannins condenses)

Principe

La teneur en proanthocyanidines (Pra) a é&é déterminée par la méthode du butanol
HCI, cest une méthode colorimétrique qui impliqgue le clivage oxydatif des
proanthocyanidines avec le sulfate ferreux, faisant apparaitre une coloration rouge

proportionnelle ala quantité des proanthocyanidines (Vermerris et Nicholson, 2006).
Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Vermerris et Nicholson, (2007).
Brievement, dans des tubes a essais; un volume de 0,5 ml d’extrait aqueux est gjouté a un
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volume de 5ml d'une solution de sulfate ferreux préparée dans du HCI : butanol (2:3). Le

mélange est incubé a 95°C pendant 15 mn, |’ absorbance est mesurée a 530 nm.

Les résultats sont exprimés en (mg) d’ équivalent de cyanidine par 100g de matiére
seche (mg ECyn/100g MS). Le coefficient d’extinction molaire calculé a partir de la courbe
d’étalonnage de la cyanidine (e= 34 700 Lmolcm™) est utilisé pour la conversion des

absorbances en concentrations.
[11-5- Evaluation del’ activité anti oxydante des extraits

Dans notre étude, la mise en évidence de I’ activité antioxydante in vitro des différents extraits
issus de la plante étudiée est réalisée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH, le
pouvoir réducteur et I'activité du piégeage du peroxyde d hydrogéne (H202 scavenging
activity).
[11-5-1- Mesure de pouvoir de piégeage du radical DPPH
Principe detest au DPPH

Le DPPH (1,1-diphényl1-2-picrylhydrazyl) est un radical libre. 1l se caractérise par
une coloration violette en état oxydé. En présence de composés antiradicalaire, il est réduit et
change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer
le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire
del’extrait (Mansouri et al., 2005).
Calcul des1C50

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (auss appelée EC50 pour Efficient
concentration 50), est la concentration de I’ échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radica DPPHe. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés, pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations des
fractions testées (Mansouri et al., 2005).
Mode opératoire

L'activité de piégeage des radicaux libres a été déterminée par la méthode décrite par
Yang et al. (2006). Les extraits méthanoliques ont été dissous avec du méthanol pour préparer
diverses solutions d'échantillons a 200, 100, 80, 60, 40, 20, 10 et 5 mg / ml. Chague solution
d'extrait (2 ml) a é&é mélangée avec 1 ml de solution méthanolique contenant des radicaux
DPPH, avec une concentration finade de DPPH de 0,2 mM. Le mélange a éé agité

vigoureusement et maintenu pendant 30 minutes dans |'obscurité. L'absorbance a été mesurée
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a 517 nm. L'absorbance du témoin a été obtenue en remplacant I'échantillon par du méthanol.
L'acide ascorbique et le TROLOX ont été utilisés comme référence standard.

L'activité piégeante a été calculée en utilisant la formule, activité de piégeage :

(%) =[(A517 du controle_A517 de I'échantillon) / A517 de contrdle] x100.

1%=[(AC-AE)/AC] *100

AC : absorbance du contréle a 517nm.
AE : absorbance de |’ échantillon a 517nm.
[11-5-2-Pouvoir réducteur
Principe

Ce pouvoir mesure la capacité d un antioxydant aréduire le fer ferrique Fe3+ (FeCl3)
en fer ferreux Fe2+ (FeCl2) en présence d un agent chromogene ferricyanure de potassium
K3 [Fe(CN)6]. Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de potassium
vers une couleur bleu verte dont [I'intensité dépend du pouvoir réducteur de
I’ antioxydant (Chou et al.,2003).
Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode rapportée par Liu
et al. (2008). Une solution d'extrait (2 ml), du tampon phosphate (2 ml, 0,2 M, pH 6,6) et du
ferricyanure de potassium (2 ml, 10 mg/ ml) ont é&é méangés, puisincubés a’50 ° C pendant
20 minutes. De l'acide trichloroacétique (2 ml, 100 mg / ml) a été agjouté au mélange. Un
volume de 2 ml de chacun des mélanges ci-dessus a été mélangeé avec 2 ml d'eau distillée et
0,4 ml de chlorure ferrique a 0,1% (p / v) dans un tube a essai. Apres une réaction de 10
minutes, I'absorbance a été mesurée a 700 nm. L'augmentation de I'absorbance du mélange
réactionnel indique un pouvoir réducteur éleve (Liu et a.,2008).

[11-5-3- Mesure de |’ effet «scavenger» sur I'H,O, (peroxyde d’hydrogene)
Principe

Le peroxyde d'hydrogéne est un dérivé non-radicalaire d’ oxygene, il est considéré
comme toxique pour les cellules car il permet la formation des radicaux hydroxyles a

I'intérieur delacdlule
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Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du

peroxyde d’ hydrogéene est basée sur |’ absorption de cette molécule dans le domainede I’ UV.

Comme la concentration de H202 diminue par les composes piégeurs, la vaeur
d’ absorbance de ce dernier a 230nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal
gue les échantillons absorbent également a cette longueur d’ onde, exigeant ainsi |’ exécution

d’ une mesure du blanc (Ruch et al 1989)
Mode opératoire

L’ estimation de cette inhibition est basée sur la méthode rapportée par Ggin et al.
(2007). Dans un tube a essai, 300 ul d’extrait sont additionnés de 2,7 ml de tampon phosphate
(0,2 M, pH 6,6) et de 400 ul de H,O,. Le témoin est préparé de la méme fagon en remplagant
I’extrait par de I'’eau ditillée L’absorbance est mesurée dans I’'UV a 220 nm apres une

incubation de 15 mn.

Les pourcentages de la réduction d'H,O, par I’ extrait des plantes sont cal culés comme
suit :
% [H207] = [(At—AEg) /A1] x 100
A+: Absorbance du témoin.

AEg: Absorbance de |’ extrait.
[11-6-Analyse statistiques

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. Pour la comparaison des
résultats, I’analyse de la variance, ANOVA/MANOVA (STATISTICA 5.5) est utilisée et le
degré de signification des données est pris ala probabilité p<0,05.
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Résultats et discussion
1-Taux d’humidité

Les résultats du test d” humidité montrent que les feuilles de noix sont caractérisees par
un taux d’humidité de 70%, par consequent |’ écorce de noix est caractérisée par une teneur

plus élevée en eau 77%. (Figure 15).

H%
78
76
74 b
72
70
68
66
64
62

Taux d'humidité %

Feuilles Ecorces

Figure 15 : Taux d’humidité et matiére seche des feuilles et des écorces de noix.
Laméme lettre indique I’ absence de différence significative pour p<0,05(test LSD).

Les barres verticales indiquent | es écarts types (nombre d’ s=3).

2- Rendement del’ extraction

D’aprés Quy Diem Do et a, (2014), la variation des rendements d’ extraction dépends
de plusieurs parametres tels que : le solvant, le pH, latempérature, le temps d'extraction et la
composition de I'échantillon. Les résultats décrits dans le tableau 111 révélent une influence
significative du pouvoir d’extraction du solvant sur le rendement. En effet le rendement
d’ extraits méthanoliques desfeuilles est plusfaible que celui d’ extraits acétoniques alors que
le rendement d'extraits méthanoliques des écorces est plus élevé que celui d extraits
acétoniques.

Les résultats obtenus suggérent que les composeés bioactif contenu dans les feuilles et

les écorces ont des structures chimiques différentes.
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Les résultats obtenus révélent aussi des rendements élevés dans les écorces par

rapport aux feuilles.

Tableau I11- Rendements des extractions méthanolique et acétonique des feuilles et

des écorces de noix

Méthode d’ extraction échantillon Poids d'extrait | Rendement (%).
sec (9)
Extraction avec le méthanol | Feuilles 0.98 19.6
(50% ,80%) Ecorce 2.17 43.4
Macération dans |’ acétone (70%) Feuilles 1.32 26.4
Ecorce 1.61 32.2

3- Dosage des antioxydants

3-1- Teneursen polyphénols totaux

Les taux des polyphénols totaux des extraits ont été calculés a partir de la courbe

d’ étalonnage, tracée en utilisant I’ acide galligue comme standard. 1ls sont exprimeés en termes

de milligrammes d’ équivalents d' acide gallique par 100 gramme de poudre seche (mg EAG/g

de MS).
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Laméme lettre indique I” absence de différence significative pour p<0,05(test LSD).

Les barres verticales indiquent les écarts types (nombre d’ s=3).

Figure 16 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanoliques et acétoniques des

feuilles et écorces de noix.
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La teneur en polyphénols totaux dans les extraits avec les différents solvants utilisés
différe d’un extrait aun autre.

L’ extrait acétonique des feuilles possede une teneur plus élevée en polyphénols totaux
del’ordre de 1071.42 + 22.42 mg EAG/100g de MS que celui de |’ extrait méthanolique avec
477,91 £ 33.67 mg EAG / 100g MS. Les quantités des polyphénols totaux observées dans
I’extrait méthanolique écorces est supérieur de celui de I’ extrait acétonique de I’ ordre de
487,11+8.15 et 289,27+22.18 mg EAG/100g de M S respectivement.

L’ éude statistigue montre qu’il existe une différence significative entre les feuilles
des extraits acétoniques qui son riches en composées phénoliques et les extraits
méthanoliques des feuilles qui enregistre une faible teneur en composées phénoliques. Par
contre ele révéle aucune différence significative entre I’ extrait méthanolique des feuilles et
I’ extrait acétonique des écorces.

Cette distribution des composés phénolique entre les différents solvants est due
certainement a la différence de polarités des solvants utilisés et le degré de polarité des

composes phénoliques que contiennent les écorces et les feuilles de la plante de Juglans régia.

En comparaison avec les résultats obtenus par Oliveira et a, (2008) pour le dosage
des polyphenols totaux des écorces et des feuilles de la méme espéce dont les taux trouvés
43.77 mg EAG/g de MS des écorces et 69.18 mg/g de MS des feuilles, nous constatons que
nos échantillons sont moins riche en composés phénoliques.

Selon Dugald et al. ( 2004) les facteurs environnementaux tels que : latempérature, la
géographie, ladurée du jour et les ééments nuitritifs, influencent fortement sur la biosynthése

et I’ accumul ation des métabolites secondaires de la plante.
3-2-Dosage des flavonoides

Les résultats présentés dans la Figure 17 montrent que les teneures en flavonoides
totaux varient considérablement entre les différents extraits selon la partie de la plante et le

type du solvant.
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Figure 17 : Teneur en flavonoides des extraits méthanoliques et acétoniques des feuilles et

des écorces de Juglans régia.

L’ extrait méthanolique des feuilles enregistre des teneurs plus élevées en flavonoides
avec 125.54+8.07 mg EC /100g de M S par rapport al’ extrait acetonique avec 98.48+9.63 mg
EC /100g de MS. Tandis que I’ extrait méthanolique des écorces renferme des teneurs plus
faibles avec 57.18+2.73 mg EC/100g de M S par rapport a I’ extrait acétonique qui renferme
desteneurs plus élevées avec 87.40+2.91 mg EC/100g de MS.

D’apres |'étude statistique, les teneurs en flavonoides sont significativement plus
élevées au niveau des feuilles des extraits méthanoliques. 1l existe une différence significative
entre les différents extraits des feuilles et des écorces.

En comparaison avec les résultats obtenus par Vali Akbari (2012 ) pour le dosage des
flavonoides des écorces verts de la fruit de noix ( Juglans régia L. ) Dont le taux trouvés
10.69 mg EC/100g de PS, les extraits méthanolique et acétonique des écorces renferment des
taux plus élevés en flavonoides . Plus riches aussi par rapport aux teneurs trouveées par Joanna
Rywaniak et a (2015) dont le taux et de 0. 347mgEC/100g M S.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante, dépend de la polarité
des solvants utilisés dans la préparation des extraits.
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3-3-dosage des proanthocyanidines
Les résultats présentés dans la (Figure 18) montrent que les teneures en
proanthocyanidines varient considérablement entre les différents extraits selon la partie de la

plante et |e type du solvant.
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Laméme lettre indique |’ absence de différence significative pour p<0,05(test LSD).

Les barres verticales indiquent les écarts types (nombre d’ s=3).

Figure 19: Teneur en prontocyanidines des extraits méthanolique et acétoniques des feuilles

et des écorces de Juglans régia. Les valeurs sont |la moyenne de trois essais.

Les résultats de lateneur en prontocyanidines des différents extraits consignés dansla
figure dont les teneurs les plus élevées en proantocyanidines est celles de I extrait
acetoniques des feuilles et des écorces de I'’ordre 337.11+14.76 et 279.41+12.04 mg
EqCyn/100g de M S respectivement. Par contre les extraits méthanolique des feuilles et des
écorces sont plus faible avec des teneurs 98.9+3.88 et 46.98+1.16 mg EqCyn/100g de MS
respectivement.

L’ étude statistique révéle qu’il existe une différence significative dans la teneur en
prontocyanidines dans|’extrait acétonique lateneur est plus éevé que I’ extrait méthanolique.

Selon (Chavan U.D et a 2001 et Wiley.J 2002). L’ extraction des tanins condenses
dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires et |’ acétone
possede la capacité de solubiliser les proanthocyanidines qui ne sont pas solubles dans le

méthanol et nos résultats révélent que la technique de macération avec le solvant acetonique
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est plus efficace pour |’ extraction des prontocyanidines des feuilles et des écorces de Juglans
regia..

La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et proanthocyanidines dépend de
différents facteurs. nature de I'espéce, conditions physiologiques, type d'extraction: le solvant,
le mode afroid ou a chaud, agitation ou non (Proestos et al., 2006).

4-Activité antioxydante

L’ activité antioxydante des différents extraits issus des écorces et des feuilles de la
plante Juglans régia étudiées par trois méthodes différentes, le piégeage du radical libre
DPPH, le pouvoir réducteur et le piégeage du radical peroxyde d’ hydrogene.

4-1-Activité anti-radicalaire au DPPH :

Le changement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en présence de
chacun des extraits méthanoliques et acétoniques des écorces et des feuilles a tester ont été
mesuré a 517 nm, les résultats figurant dans les figures ci-apres illustrent le pouvoir anti
radicalaire des différents extraits vis-avis du radical libre DPPH.

B methanol

M Troloxe

feuilles N —— acetone

ecorce

0 20 40 60 80 100

1/EC50 (mg/m)1

Figure20: Activité antioxydante exprimée en valeurs 1/ IC50 (mg/ml)™ des extraits des

ecorces et des feuilles de Juglansrégia. et du standard Trolox .

L’ extrait méthanolique des feuilles possede une activité antiradicalaire 1/ IC50 de
76.22 (mg/ml) ™ supérieur a celle de I’ extraits acétonique et du Trolox avec 27.01 et 50.44
(mg/ml)™ respectivement, par contre |’ extrait acétonique des écorces posséde une activité
antiradicalaire 1/ IC50 plus élevées que celledel’ extrait méthanolique .
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L’ éude statistique révéle gu'il existe une différence significative entre les différents
extraits. L’ effet «scavenger» des extraits méthanoliques des feuilles est largement plus grand
gue celui des autres extraits.

Nous remarquons que la concentration inhibitrice 50 % des radicaux libres de DPPH
desfeuilles trouvé par (Jose” Alberto Pereiraet a 2007) de |’ ordre 0.202 mg/ml est tres faible
par rapport a nos résultats.

Quantitativement, tous les extraits étudiés présentent une activité antioxydante élevée
(valeurs IC50 inférieuresal mg/ mL) et |’ extrait méthanolique desfeuillesest plus
efficace (Tableau V).

Tableau I V- Activité antiradicalaire des feuilles et des écorces de noix

Echantillons IC50 Ecartype 1/1C50

Trolox 0.020 0.001 50.45
Feuilles methanol 0.013 0.007 76.22
Feuille acetone 0.037 0.003 27.01
Ecorce methanol 0.044 0.007 22.80
Ecorce acetone 0.026 0.008 38.30

4-1-1-Corréation entre les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides,
proanthocyanidines et la capacité du piégeage des radicaux libres de
DPPH

Les composés phénoliques, les flavonoides et les proanthocyanidines semblent
contribuer de maniére importante a piéger les radicaux libre de DPPH présent dans le
différent extrait testé. Les coefficients de corrélations linéaires r entre ces classes et le
pourcentage d’ inhibition des différents extraits sont de 0.83 et 0.94 et 0.79 respectivement.

On conclut que les feuilles de Juglans régea gu’on a étudier constituent une source
substantielle d’ antioxydants vu sateneur élevée en flavonoides (125.54mg EC /100g de MS) a
cause de leurs capacité a piéger les especes réactives de I’oxygene comme les radicaux
superoxide (O2*), hydroxyle (OH *), peroxyle (ROO *) et alkoxyle (RO*). sité par Sebastien,
F (2006).

Par ailleurs ces résultats indiquent que les deux méthodes d’ extraction sont plus ou

moins similaires.
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Figure 21 : Corréation linéaire entre la capacité du piégeage du radica DPPH exprimée en %

et les teneurs en polyphénol s totaux.

160 -
o 140 -
)
S 120 -
<
O 100 -
wl
oo
E 80 -
0
- 60 -
=]
S 40 -
>
L
w 20 A

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

DPPH (%)

Figure 22 : Corrélation entre la capacité du piégeage du radical DPPH exprimée en % et les

teneurs en Flavonoides.
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Figure 23 : Corrélation entre la capacité du piégeage du radical DPPH exprimée en % et les
teneurs en proanthocyanidines.

4-2- Pouvoir réducteur:

Le pouvoir réducteur est |’aptitude d' une substance a transférer un électron ou a
donner un atome dhydrogene. Méme s plusieurs mécanismes sont attribués aux
antioxydants, de nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé comme
un indicateur significatif de son potentiel antioxydant.(Perreiraet a .2007)

Les pouvoirs réducteurs des extraits analysés sont représentés dans la figure 24.

3
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2,5 ° ®
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits hydro méthanolique et hydro acétonique des

écorces et des feuilles de la plante Juglans régia.
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Le pouvoir réducteur de I’ extrait acétonique des écorces et des feuilles s éévent de
1,699 et 1,539 respectivement et celui del’ extrait méthanolique des écorces et des feuilles
séeévent de 0,712et de 1,55 respectivement ala concentration de 0.1mg/ml.

L’ absorption plus éevée de laréaction indique un plus grand pouvoir réducteur (Vali
Akbari et a 2012), donc I’ extrait acétonique des écorces (1,699) ont un pouvoir réducteur
plus élevé que ceux obtenus a partir des autres extraits et celui méthanolique des écorces
(0,712) était le plusfaible.

En comparaison avec les standards de concentration 0.1mg/ml nous remarguons que
tout I'extrait présente une forte activité antioxydante comparable a celle du Trolox
(0,533nm) et une faible activité par rapport a I’ acide ascorbique (2,704).

4-2-1-Corréation entre les teneurs (phénols totaux, flavonoides,

proanthocyanidines) et le pouvoir réducteur des différentsextraits

Les teneurs en composés phénoliques ne semblent pas contribuer au pouvoir réducteur
observé dans les extraits testés. Le coefficient de corrélation entre eux est négative de
I’ordre r =- 0.30.

Les flavonoides et Les proanthocyanidines ne présentent pas une bonne contribution
au pouvoir réducteur observé dans les extraits testés. Les coefficients de corrélations entre eux
est de 0.43 et 0.55 respectivement
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Figure25 : Corrélation entre le pouvoir réducteur des différents échantillons exprimeée en

Abs et les teneurs en phénols totaux.
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Figure 26: Corrélation entre le pouvoir réducteur des différents échantillons exprimée en

ABS et les teneurs en Flavonoides.
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Figure 27: Corrélation entre le pouvoir réducteur des différents échantillons exprimeée en
ABSet les teneursen.

4-3-Activité scavanger sur le peroxyde d’hydrogene

Le Peroxyde d hydrogéne H202 qui n'est pas un radical libre peut étre formé

secondairement a la dismutation de (0O2) par la superoxyde-dismutase ou produit par

e
33




Résultats et discussion

réduction bivalente de I’ oxygéne grace a un grand nombre de déshydrogénases, notamment
I’acyl CoA déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase,...etc (Jadot,
G.1994).

Le peroxyde d' hydrogéne (eau oxygénée) est également un agent oxydant tres réactif ;
c’'est pour cela qu’on I’ utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment.
S'il n'est pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles

qui s attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, G.2010).
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Figure 28: Activité scavanger des feuilles et des écorces de Juglans régia sur le peroxyde

d’ hydrogene.

Lafigure 27montre lestaux d’inhibition du peroxyde d’ hydrogene des différents
extraits M éhanoliques et acétonique des écorces et des feuilles des noix. . D’ aprés ces
résultats, concernant les feuilles des extraits méthanoliques ; le taux d’inhibition de H202 est
de 53.21% et pour |’ extrait acetonique est de 75.74%.et pour |’ écorce des extraits

méthanolique letaux d'inhibition de H202 est de 42.57% et pour I’ extrait acétonique est de
66.85%.

L’ étude statistique révele que I’ effet «scavenger» des écorces est plus grand que celui
des feuilles sans différence significative.
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le peroxyde d’ hydr ogene des différents extraits

Les flavonoides semblent étre impliqués dans I’ effet «scavenger» sur le H202 observe

dans les extraits testés .L eurs coefficients de corrélations est de |’ ordre 0.75.

Il n’existe pas une bonne corréation entre les teneurs en composés phénoliques et les
proanthocyanidines qui peuvent étreimpliqués dans|’ effet «scavenger» sur le H202 observé

dans les extraits testés. Le coefficient de corréation entre eux est de I'ordre 0.48 et 0.69

respectivement.
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Figure29 : Corrélation entre le peroxyde d’ hydrogene des différents échantillons exprimée en

ABS et les teneurs en phénols totaux.
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Figure 30: Corrélation entre le peroxyde d’ hydrogene des différents échantillons exprimée en

ABS et les teneurs en Flavonoides.
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Figure 31: Corrélation entre le peroxyde d’ hydrogene des différents échantillons exprimeée en

ABS et les teneurs en proanthocyanidines.
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Conclusion

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c’'est le cas
pour la plus part des substances naturelles qualifiées de métabolites secondaires, leur
répartition qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les organes et les stades

physiologiques, dont certains phénols sont aors de bon marqueurs de stade physiologique.

Notre travail est consacré aux dosages des antioxydants (polyphénols totaux,
flavonoides, et prontocyanidines) contenus dans différents extraits méthanoliques et

acétoniques et |'évaluation de I’ activité antioxydante des feuilles et des écorces de Juglans

regia.

Les principales méthodes d' évaluation du potentiel antioxydant des feuilles et des
écorces de Juglans régia été examineées et regroupées selon leurs principes. Le test DPPH+
(2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) est basé sure la mesure de la capacité de piégeage de
radicaux a I’aide de radical stable DPPH. Le piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H202
scavenging activity) permet I’ évaluation de la capacité du piégeage du peroxyde d’ hydrogene
est basée sur |’ absorption de cette molécule dans le domaine de I’ UV. Pouvoir réducteur les

extraits étaient déterminés pour leur réduction de la puissance de modifier.

Le coefficient de corrélation entre les composeées phénoliques et I'activité anti
radicalaire sur le DPPH est tres élevé (r= 0.83; r= 0.94; r = 0.79 respectivement).ce qui
suggéere que les composés phénoliques des feuilles et des écorces étudiées participent de

maniere importante a leurs activité antioxydante.

Les polyphénols totaux, les flavonoides et prontocyanidine ne contribuent pas ou

contribuent tres faiblement au pouvoir réducteur.

Nos résultats suggerent que les polyphénols, les flavonoides et les prontocyanidines
peuvent étre de composés antioxydants importants dans les feuilles et des écorces de noix
(Junglans rege L.), sur la base des résultats obtenus, qui peuvent jouer un role bénéfique pour
lasanté.

A lalumiére de ces résultats, cette étude préliminaire nécessite d’ autres recherches qui
sintéressent a:

L’ utilisation d’ autres solvants organiques (acétone, éhanoal, ...) pour extraire le

maximum de composants chimiques
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Conclusion

L’ évaluation de I’ activité antioxydante par d’ autres méthodes in vitro: ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter )

Etude d’ autres activités biologiques; comme antidiabétique ou antimicrobienne.
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Résumeé

L’ objectif de cette étude est porté sur I’ é&ude phytochimique de différents extraits des feuilles
et des écorces de juglans régia L : extrait méthanolique, et acétonique.La premiére partie de cette
étude concerne |’ extraction et la quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tannins par
le réactif du Folin-Ciocaleu, par le trichlorure d’aluminium et par le test de n-butanol respectivement.
La deuxiéme partie est |’ étude de I’ activité antioxydante des extraits de plantes en utilisant ainsi trois
techniques : piégeage du radical DPPH,piégeage du peroxyde d hydrogeneH202 et le pouvoir
réducteur. Les dosages montrent que les feuilles sont riches en polyphénols totaux, en flavonoides et
en tanins condensées (107142 mg EAG/100g de PS, 125.54mg EC/100g de PS, 337.11
mgEgCyn/100g de PS ) par rapport aux écorces qui représentent les valeurs des teneurs suivantes
(487,11mg EAG/100g de PS, 87.40mg EC/100g de PS,279.41 mgEqCyn/100g de PS ). Les méthodes
de I'activité antioxydante montrent que les extraits de la plante étudiée présente des propriétés
antioxydantes a différents niveaux. Les résultats mesurés avec le test au DPPH montrent que I’ activité
anti-radicalaire des extraits methanoliques des feuilles donne une meilleure activité .

Les résultats trouvés dans cette étude suggérent que les feuilles et les écorces de noix( Juglans
régia) peuvent étre considérées comme une source intéressante d'antioxydants pour les industries
pharmaceutiques et agroaimentaires.

Mots clés: Juglans régia , métabolisme secondaire ,composées phénoliques, flavonoides,
proanthocyanidines, activité anti oxydante.

Abstract

The objective of this study is focused on the phytochemical study of different extracts of the
leaves and bark of juglans Regia L: hydro methanolic extract, and hydro acetonic.The first part of this
study concerns the extraction and the quantification of total phenalics, flavonoids and tannins by the
Folin-Ciocaleu reagent, the aluminium trichloride and the n-butanol test respectively.The second part
is the study of the antioxidant activity of the plants extracts using three techniques. DPPH radical
scavengin, proxyd of hydrogéneH202 and reducing power.The assays show that the leaves arerich in
total polyphenals, flavonoids and condensed tannins (1071.42 mg EAG / 100g DM, 125.54mg EC /
100g DM, 337.11 mgeqCyn / 100g DM) compared to the barks that represent the values. Following
levels (487.11mg EAG / 100g MS, 87.40mg EC / 100g MS, 279.41 mgEqCyn / 100g MS).The
methods of antioxidant activity show that the extracts of the plant studied have antioxidant properties
at different levels. The results measured with the DPPH test show that the anti-radical activity of the
methanolic extracts of the leaves gives a better activity with high correlation coefficients.

The results found in this study suggest that the leaves and barks of Juglans Regia can be
considered as an interesting source of antioxidants for the pharmaceutical and agri-food industries.

Key words: Juglans regia, secondary metabolism, phenolic compounds, flavonoids,
proanthocyanidins, antioxidant activity.



