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Résumé

L'objectif de notre travail est porté sur I'étude phytochimique de différents extraits des feuilles
de Juglans regia : extrait aqueux et méthanolique. La premiere partie de cette étude concerne
I'extraction et la quantification des molécules bioactives. Le screening phytochimique
préliminaire des molécules bioactives a été realisé sur la matiere brutes des feuilles de la
plante, et il a révelé la présence de différents constituants dont les phénoliques, les
flavonoides, les stérols, les terpenoides, les coumarines, ainsi que d’autres molécules. La
deuxieme partie est I'étude de l'activité antimicrobienne des extraits de plante. La capacité
antimicrobienne a été projeté contre les bactéries Gram positif (Bacillus cereus, B. subtilis, S.
aureus) et les bactéries Gram négatives (P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae) et les
champignons (Aspergilus niger et A Aspergilus flavus). Les feuilles de noyer ont
sélectivement inhibé la croissance des bactéries a Gram positif, les bactéries Gram négatives
et les champignons étaient résistants aux extraits

Les résultats trouvés dans cette étude suggerent que les différentes parties de noyer commun
et particulierement les feuilles peuvent étre considérées comme une source intéressante des
agents antimicrobien pour les industries médical et pharmaceutique.

Mots clés: Juglans regia, composé phénolique, flavonoides, activité antimicrobienne,
Screening phytochimique
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CFU/ml : Colony forming unit per milliliter

D : Diamétre de zone d’inhibition

HIV : Human Immuno deficiency virus
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PLGA :Poly (lactic-co-glycolic acid)

Ug/ml : microgramme par litre
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Introduction

INTRODUCTION

La médecine a base de plantes est la plus ancienne forme de soins de santé connue de
I'numanité. Les herbes ont été utilisées par toutes les cultures a travers I'histoire et fourni
encore certains de nos médicaments les plus précieux. Les plantes sont une source précieuse
d'une large gamme de métabolites secondaires, qui sont utilisés comme produits

pharmaceutiques, agrochimiques, ardmes, parfums, couleurs et bio pesticides (Snafi, 2018).

L’utilisation de plantes médicinales pour traiter des maladies remonte a 1’histoire de 1’étre
humain ; elle a donc une histoire de plusieurs milliers d’années dans de nombreux pays. Parmi
les plantes médicinales fortement utilisées dans la médecine traditionnelle Algérienne,
Iranienne, Chinoise ou Turque, le noyer commun (Juglans regia L.) (Dellile, 2010). C’est un
arbre a feuilles caduques et 1’un des plus 60 espéces appartenant a la Juglandaceae, cette
famille est devisée en 8 genres auquel J.regia est 1'une des 21 espéces attribuer au genre
Juglans L, Juglans regia est distribuée de I’Europe de sud-est de la chine e de I’Himalaya
(Manos et al, 2001 ; Aradia et al, 2007), depuis longtemps ces feuilles ont été utilisées dans

la médecine traditionnelle pour traiter par exemple I’hypoglycémie (Subramoniam, 2016)

La médecine des plantes est considérée comme une partie intégrante de la culture algérienne
et joue un réle indispensable dans la santé publique ; parmi ces plantes « le Miswak » qui est
connus sous le nom scientifique Juglans regia Linn, tres utilisé par la population algérienne
pour la prévention contre les problemes de carie dentaire et bucco dentaires et le traitement
des inflammations de la gencive et méme dans le traitement des irritations de la peau et les
problémes de cheveux. (Kaddem, 1990), en Algérie plusieurs villes ont le potentiel
écologique idéal pour la culture de noyer comme Sétif, Khenchla, Batna, Skikda et bien

d’autres villes.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes cultivées utilisées en
médecine traditionnelle et suite a des travaux antérieurs (Bennacer et al, 2017)
La présente étude a porté sur le criblage des constituants phytochimiques des feuilles pour
identifier les molécules probablement responsables du potentiel thérapeutique élevé de J.
regia et de 1’évaluation qualitative et quantitative in vitro des propriétés antimicrobienne et

antifongiqgue de leurs extraits organiques et aqueux sur plusieurs espéces




Introduction

Pour répondre a ces objectifs le mémoire s’articule sur trois grands chapitres ; le premier
chapitre représente une synthése bibliographique qui portera sur le noyer commun et mode
d’action des biomolécules. Le deuxieéme chapitre concernant 1I’expérimentation, le matériel
et les méthodes ou nous établirons les différents protocoles nécessaires pour notre étude, et le
dernier chapitre illustre les résultats obtenus et leurs discussions. En fin, une conclusion

générale qui résume I’ensemble des résultats obtenues et perspectifs.

'
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l. Le noyer commun
I.1 Historique et origine du noyer

L'origine et I'apparition des Juglandacées sur Terre est trés ancienne car il existait déja au
Crétacé supérieur. De plus, les nombreuses traces retrouvées au Groenland attestent qu'il
occupait alors une aire beaucoup plus vaste que celle d'aujourd'hui. Il est tres probable qu'il
existait en Europe au Tertiaire car des fossiles d'une identité indiscutable ont été trouvés en
Provence ce qui semble prouver que les glaciations ont chassé cet arbre de I'Europe occidental
(Chevalier, 1941)

Juglans regia est originaire de la chaines des montagnes de I'Asie centrale, qui s'étendant de
la province de Xinjiang a l'ouest de la Chine, une partie du Kazakhstan, d’Ouzbékistan et du
sud de Kirghizie, et a partir des chaines inférieurs des montagnes du Népal, le Bhoutan, le
Tibet, le nord de I'Inde, le Pakistan et le Sri Lanka via I'Afghanistan, le Turkménistan et I'lran
a une partie de I'Azerbaidjan, I'Arménie, la Géorgie et la Turguie orientale (Tajamul et al,
2014).

Le noyer commun est spontané dans les montagnes d’Asie, particulierement de 1’Himalaya
aux chaines Pontique et dans la région méditerranéenne (Fig.1). Ce sont les Grecs et les

romains qui I’ont répandu dans le bassin méditerrané (Lestrade et al, 2012).

- Distribution du noyer commun en Europe

Figure 01. Aire d’origine du noyer commun en Europe
(Krassmann, 1979 in Lestrade et al. 2012, modifié)
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1.2 Position systématique :
Selon le systéeme d’information taxonomique intégré, 2011, le noyer commun (J. regia) est

classé comme suit:

Régne : Plantae

Sous regne :Viridiplantae
Infra régne : Stretophyta
Super division : Embryophyta
Division : Tracheophyta
Sousdivision : Spermatophytina
Class : Magnoliopsida
Superordre : Rosanae

Ordre : Fagales

Famille : Juglandaceae
Genre : Juglans

Espeéce : Juglans regia L.

1.3 Description botanique du Juglans regia
1.3.1 Arbre
Juglans regia est un grand arbre a feuilles caduques qui peut vivre 150 a 200 ans (Mohni et
al, 2009). L’arbre peut atteindre des hauteurs de 25 a 35 métres, et un tronc qui atteint jusqu'a
2 metres de diameétre, souvent court a large couronne. C'est une espéce de lumiére, exigeant

une exposition importante au soleil pour bien développer.

L'écorce est lisse de couleur marron avant d’étre mature, gris argenté avec une texture plus
rugueuse a large fissures pour les branches les plus matures (Sabatier, 1999). Les feuilles
sont de 25 jusqu’a 40 centimeétres de long, disposées en alternance, imparipennées avec 5 a 9
folioles, jumelé en alternance avec une foliole terminale. Les folioles les plus grandes sont les
trois au sommet, elles mesurent de 10 a 18 cm de long et 6 - 8 cm de large; les paires des
folioles basales sont les moins développée, et beaucoup plus petits, 5 a 8 cm de long
(Tajamul et al, 2014) (Fig.2).
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Figure 02. Description botanique de JR. (Bellabaci, 2016).

a) Arbre, b) Ecorce, ¢) Racines

1.3.2 Les feuilles

Le noyer développe des feuilles caduques et alternes, composées de 7 a 9 folioles a bordure
lisse qui peuvent chacune mesurer 15 cm de longueur (Bellabaci, 2016). La foliole terminale
se continue avec le pétiole commun, tandis que les latérales, presque sessiles, alternent entre
elles et sont, comme la premiere, penninerves : toutes, sauf les deux inférieures plus petites
ont environ 6-10 centimetres de long sur 5 de large. Les jeunes feuilles sont tendres et
présentent de petites touffes de poils implantés a l'aisselle des nervures secondaires (Fig.3).

Les feuilles les plus agées, au contraire, sont coriaces et glabres (Pougnet, 1875)

Figure 03. Les feuilles du noyer commun (Rahmoun, 2016).
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1.3.3 Les fleures
Chez le noyer les floraisons male et femelle se trouvent sur le méme arbre
unisexuées, sont monoiques (Pougnet, 1875).

a) Les fleurs males

Sont portées sur de longs chatons simples, d'un vert brun. Il fleurit en avril ou en mai, avant la
pousse des feuilles. Les chatons sont nettement reconnaissables a 1’aisselle des feuilles.
Les fleurs méles (staminées) sont groupées en épis ou chatons allongés, elles comptent jusqu'a
36 étamines (Jacoboni, 1996) (Fig.4a)

b) Les fleurs femelles

Les fleurs femelles sont en épi, axillaires, presque sessiles, situées a I'extrémité des rameaux;
involucre est uniflore, a limbe 3-4 fide ou 3-4 denté (Pougnet, 1875). Comportant

deux carpelles soudés entre eux avec 1 style court et 2 stigmates (Barengo, 2001) (Fig.4b).

Figure 04. Les fleurs de juglans regia ; a) Fleure male
b) Fleure femelle (Eisenman et al, 2013)

1.3.4 Fruits

Les fruits sont des drupes vertes, formées d’un brou charnu, contenant une coquille (noyau) a
deux valves ligneuses, a l'intérieur de laquelle se trouve une amande réticulée, formée de

deux cotylédons oléagineux (Barengo, 2001) (Fig.5).

'
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Figure 05. Fruits du noyer commun (Eisenman et al, 2013)

1.4 Aire de répartition du noyer

Juglans regia est originaire de la chaines des montagnes de I'Asie centrale, qui s'étendant de
la province de Xinjiang a l'ouest de la Chine, une partie du Kazakhstan, d’Ouzbékistan et du
sud de Kirghizie, et a partir de la chaines inférieurs des montagnes du Népal, le Bhoutan, le
Tibet, le nord de I'Inde, le Pakistan et le Sri Lanka via I'Afghanistan, le Turkménistan et I'lran
a une partie de I'Azerbaidjan, I'Arménie, la Géorgie et la Turquie orientale (Fig.6).

Dans ces pays, il y a une grande diversité génétique, en particulier les formes ancestrales avec
la fructification latérale. Au cours de sa migration vers I'Europe occidentale, le noyer commun
a perdu ce caractéere, et il est devenu un grand arbre avec fructification terminale.

Une petite population restante de la forme originale de J. regia ont survie dans le sud de
I'Europe, mais la majeure partie du matériel génétique sauvage trouvé dans la Péninsule
balkanique et beaucoup plus en Turquie a été probablement introduit par le commerce et de la
colonisation il y a plusieurs milliers d'années (Tajamul et al, 2014).
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~

- Zones de répartition du Juglaws regia

Figure 06. Distribution géographique du noyer (Tajamul et al, 2014, modifié).

1.4.1 En Algérie

Le noyer commun est une espece forestiere et fruitiere d’une grande importance, du fait que ses
fruits, son bois, son écorce et ses feuilles, trouvent une large utilisation dans la vie quotidienne
algérienne (Chadda, 2008).

Juglans regia L. est cultive traditionnellement, il se trouve souvent sous forme de peuplement
dans différentes régions de 1'Algérie constitués généralement d'hybrides naturels et sa culture n’a
pas connue une grande extension car elle est confrontée a plusieurs problémes entravant son
développement (Vanier, 1999).

On le trouve principalement dans le massif de 1'Aures, les régions d’Annaba, de Sétif, la grande
Kabylie, Tlemcen, Tebessa, Djelfa, Saida, prés de Sougueur au sud de Tiaret (Bonev, 1973).
Il se trouve presque dans toutes les régions de Batna (Vanier, 1999) (Fig.7). Cependant, les
surfaces plantées appartiennent généralement aux privés, par conséquent, il est pratiqguement

absent dans les statistiques officielles algériennes (Bonev, 1973).
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Figure 07. Carte de répartition du noyer en Algérie (source INRF, 2010, modifié)

L.5 Ecologie de I’espéce
1.5.1 Exigences climatiques

Le climat est le principal facteur de croissance pour cette espéce qui tolére cependant des
conditions climatiques variées. Le noyer commun préfere les climats assez doux avec un air
sec de type continental. Les climats frais et humides favorisent le développement de
maladies fongiques. Il est exigeant en chaleur pendant la saison de végétation (6 mois avec
T° moy. > 10 °C) ; résiste bien au froid, peut supporter -30 °C en plein hiver si le froid
s’installe progressivement, notamment les premiéeres années de végétation ; nécessite une
saison de végétation minimale de 180 jours/an ;demande des précipitations supérieures a
700 mm/an et bien réparties ; est résistant a la sécheresse grace a son enracinement pivotant
- sur sol meuble, il peut aller chercher I’eau en profondeur, mais les précipitations minimales

en période de végétation doivent rester supérieures a 100-150 mm (Rahmoun, 2016).
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1.5.2 Exigences édaphiques

Le noyer pousse dans tous les sols, il préfere les sols de texture Silico-argileuses,
suffisamment perméables et profonds des terres schisteuses lui conviennent également. 1l se
développe mieux sur des sols neutres (6.5<ph 7,5) a condition qu'ils ne soient pas érodés,

marécageux ou a forte teneur en sel (Ounis et al, 2004) (Tab.I).

Tableau I. Exigences et sensibilités stationnelles pour le noyer commun (Becquey, 1997)

Critéeres Noyer commun
Sol Besoin en eau Forts
Sensibilité a I’engorgement temporaire Forte
Besoins en éléments nutritifs Forts
Sensibilité au calcaire actif Faible
Climat Exigence en chaleur Forte
Exigence en précipitations (pendant la saison de Moyenne
végetation)
Sensibilite au froid Moyenne
Sensibilité aux gelées tardives Moyenne
Sensibilité aux gelées précoces Forte
Sensibilité au vent Moyenne
Sensibilite a la secheresse Faible
Lumiére Sensibilité a la concurrence pour la lumiere Forte
Tendance au phototropisme Forte
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1.6 Composition chimique
1.6.1 Les fruits

Ils sont consommables et sont riches en acides gras insaturés (Nabavi et al, 2011). En effet le
constituant principal des fruits est la matieére graisseuse qui représente un taux allant de
78,83% a 82,14%, soit la valeur nutritionnelle autour de 720kcal pour 100g de fruits.
L'acide linoléique est le principal acide gras avec une valeur maximale de 60,30%, pour
certaines souches, suivie d'acides oléique, linoléique et d'acide palmitique (Pereira et al,
2008). Leégerement astringent, le goQt de fruit de noix a été associé a la présence de composes
phénoliques. La plupart des composés phénoliques généralement identifie dans la noix sont
des acides phénoliques et des tanins condensés. La haute concentration des composés
phénoliques se trouve dans la coque (la pellicule qui entoure le grain). Les noix fournissent
des quantités appréciables de protéines (en hausse de 24 % du poids de graine de noix), des
glucides (12- 16 %) fibre (1.5-2 %) et minéraux (1.7-2%) (Santos, 2013).

1.6.2 Les feuilles

Elles laissent échapper une odeur aromatique et possedent une saveur amere et astringente.
Elles contiennent une huile essentielle de couleur jaune verdatre, une matiere acre appelée
"juglandine™ et une matiére sucrée. Des Naphtoguinones dont la juglone (5-hydroxy-1,4 Etude
bibliographique 25 naphtoquinone) engendrée par oxydation de I'hydrojuglone est le principe
actif le plus important pour ce végétal et il s’apparente a la lawsone (Ait Youssef, 2006).
Le saccharose est le sucre le plus abondant dans les feuilles avec une concentration de 5.79g
pour 100g de feuilles (Kale et al, 2010). Les feuilles sont aussi riches en tanins hydrosolubles
(3 a 4 % de tanins gallique et catéchiques) (Hazebroucq et al, 1993 ; Ait Youssef, 2006).
On note aussi la présence des hétérosides de flavonols (hypéroside, junglanoside), des acides
phénols, des sérotonines graines : - acides gras insaturés : acide linoléique et linolénique,

inosite, carotene, pyrogallol (Tab.lI1).
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Tableau I1. Principaux constituants chimique des fruits et feuilles du noyer commun

Partie de I’arbre Composants principaux Structure

-Fruit -Acide gras insaturé : +++ Acide OH 127

linoléique (Pereira et al, 2008) 5 1

CHs

-Acides phénoliques CH;0 XN
(Santos, 2013) 2
HO

-Tannin condensé
(Santos, 2013)

-Glucides

-protéines

-Vitamines : +++ E et B
-Minéraux : +++ potassium,
phosphore et magnésium
(Santos, 2013)

- Feuilles -Tanin hydrosoluble
(Hazebroucq et al, 1993 ; Ait
Youssef, 2006
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-Naphtoquinones : +++ juglone 5 G o
et hydrojuglone
(Ait Youssef, 2006). o ® o O‘
0 - glucose OH 0
GLUCOSIDE «-HYDROJUGLONE JUGLONE
-Flavoides T
o o —
T
I
(-
. o : OH
-Acide phénolique : +++ acide
parahydroxybenzoique
@)
HO
-Acide gras insaturé

1.7 Utilisations du noyer commun

1.7.1 Coques

Les coques de noix furent, a une époque, utilisées comme combustible. De plus, elles étaient
autrefois utilisées en boulangerie, réduites en poudre et étalée sur la sole des fours a bois pour
éviter que le pain n’attache a la cuisson (Carlanucchia ,2010). Dans la pharmacopée
chinoise, les cloisons des noix sont prescrites pour traiter les problémes urinaires (hématurie,

incontinence) et pour la dysenterie (Bonhomme, 2019).

1.7.2 Brou

En ébénisterie, le brou de noix est utilisé pour colorer les bois blancs. En effet, les coques
vertes, une fois séchées, prennent une couleur marron foncé. Dans I’ Antiquité, le brou de noix
servait également a colorer les laines, les tissus, le cuir et les cheveux. En outre, ce produit
¢était prisé par de nombreux peintres : il reste d’ailleurs aussi présent dans I’aquarelle et la
calligraphie. Le brou de noix riche en tanins était également tres employé autrefois dans le

tannage des peaux (Bonhomme, 2019).
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1.7.3 Noix

Les noix fraiches ou séches peuvent se consommer directement comme fruits secs. On les
casse a l'aide d'un casse-noix. L'amande de noix constitue un aliment riche (eau, matieres
azotées, amidon, sucre); la composition moyenne d'amande est de 625 calories pour 100g
(Ounis et al, 1996). Les cerneaux sont utilisés en cuisine (décoration de salades), et en
patisserie (tartes, gateaux). On peut également préparer de la confiture de noix.
Les noix entrent également dans la composition de divers produits : pain aux noix, fromageux
noix, miel aux noix, confiserie, charcuterie, liqueur, apéritif...Dans la médecine traditionnelle
iranienne, le noyau était utilisé pour traiter les maladies inflammatoires intestinales (Jaiswal
et al, 2017).

1.7.4 Feuilles

Les feuilles, quant a elles, riches en juglone, sont utilisées pour éloigner les insectes et comme
herbicide (Carlanucchia, 2010). Au début du XIXeme siecle, les feuilles de noyer étaient
reconnues pour leur propriété antiscrofuleuse. La scrofule est une inflammation des
ganglions. Elles étaient notamment utilisées contre I'adénite suppurante dans la tuberculose
ganglionnaire en infusion et en cataplasme. Cependant, I'action du traitement était lente bien
qu'assez fidéle, la guérison ayant lieu dans les % des cas. Dans la médecine populaire turque,
des feuilles fraiches de JR sont utilisées sur le front pour soulager la fiévre et sur les
articulations pour atténuer les douleurs dues aux rhumatismes. Les tribus Angami, Lotha et
Sumi de Kohima (capitale de I’Etat du Nagaland) utilisaient les feuilles comme astringents,

antihelminthiques et contre I’herpés (Jaiswal et al, 2017).

1.8 Microflore d’altération du noyer commun

Le noyer est principalement touché par les maladies suivant :

1.8.1 Anthracnose
Due a champignon, Gnomonia leptostyla, cette maladie se développe par un temps froid et
humide les arbres vigoureux se révelent plus sensibles : taches brunes sur les feuilles, les

rameaux ou les fruits (Bellabaci, 2016) (Fig.8).
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Figure 08. Anthracnose : a) sur feuilles ; b) sur fruits (Giraud et al, 2011)

1.8.2 Bactériose

Bien plus tét dans la saison, la bactérie Xanthomonas arboricolapv juglandis peut
¢galement infecter les noyers. On observe tout d’abord sur les feuilles des taches anguleuses
brun-noir et limitées par les nervures, qui sont rarement atteintes dans un premier temps. Plus
tard, des symptémes apparaissent également sur la peau du brou sous forme de taches noires

irréguliéres, tout d’abord visqueuses et humides, puis séchant par plaques (Ruegg et al, 1993)

(Fig.9).

Figure 09. Bactériose du noyer : a) Sur la peau du brou ; b) Dégats observé en coupe
(Ruegg et al, 1993).

1.8.3 Le pourridié

Sur les racines, 1’armillaire provoque le brunissement puis le noircissement de 1’écorce.
Des mycéliums blancs apparaissent sous 1’écorce des racines atteintes les feuilles jaunissent,

I’arbre s’affaiblit, les noix deviennent plus petites, la production diminue (Bellabaci, 2016).
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1.9 Procédés de traitement

1.9.1 Lutte contre ’anthracnose

Une lutte biologique préventive est possible par une décoction a base de préle ou d'ail, ou
grace a du purin de consoude ou d'ortie, en pulvérisation toutes les deux semaines.
La lutte chimique se fait grace aux fongicides simples, comme le mancozebe par exemple
(Rahmoun, 2016).

1.9.2 Lutte contre le bactériose
Pour la lutte, il faut pulvériser un antibiotique (streptomycine terramycine) avec une dose

de 2 a 5¢g/l dans une bouillie bordelaise trés basique (Rahmoun, 2016).

1.9.3 Lutte contre le pourridié

Il n’existe aucun moyen de lutte curatif véritablement efficace. La seule lutte est préventive.
Eviter de planter dans des terrains infestés par le pourridié. Le déclenchement de cette
maladie est subordonné a la présence de bois mort dans le sol. Aussi, aprés 1’arrachage d’une
culture arbustive (forets, verger). Il faut nettoyer le sol et enlever tous les débris ligneux. Si
cette opération est mal faite, les racines oubliées vont devenir des réservoirs d’inoculum.
Dans les terrains atteints par le pourridié Il faut attendre plusieurs années aprés avoir

soigneusement enlevé (Bellabaci, 2016).
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1. Mode d’action des biomolécules
Les fruits et les légumes présentent plusieurs intérét, faible densité énergétique, apport de

fibres, minéraux et vitamine, mais ils sont aussi source d’une grande variété de composés
bioactifs appelés phyto micronutriments (Holst et al, 2008).

Parmi ces phyto micronutriments, les polyphénols sont de loin les plus abondants et les plus
consommés. Au cours des dix derniéres années, ils ont d’ailleurs fait I’objet d’un fort
engouement de I’industrie agroalimentaire et de la communauté scientifique, avec des
résultats qui mettent en exigle les effets santé potentiel associés a ces composes, hotamment

en lien avec la protection vasculaire (Williamson et al, 2005).

Les polyphénols sont des métabolites secondaire des plantes (Salas et al, 2010). Elaborés par
la voie de shikimate et caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des
groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide (Charpentier et al, 2006).
Ces phyto nutriments sont responsables de la pigmentation (teinte des feuilles, couleur des
fruits et des fleurs) (Serrano et al, 2010) et jouent également un réle dans la croissance, la
reproduction et la protection des plantes contre les agressions pathogenes (Drewnoski et al,
2000). lls sont communément subdivisés en phénols simple, acides phénoliques, coumarine,
naphtoquinones, stilbénoides, flavonoides, isofllavonoides, et en anthocyanes. Les formes

polymeérisées sont les lignanes et les tanins condensés (Salas et al, 2010) (Fig.9).
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I1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques se sont des composes phénoliques non flavonoides divises en deux
groupes principaux, les dérivés de 1’acide hydroxy benzoique et les dérivés de I’acide
hydroxycinnamoque (Adom et al, 2002)

Des données antérieures ont réveélé la présence de différents acides phénoliques dont ; ’acide
parahydroxybenzoique, vanillique, genistique, protocatechuique, paracoumarique, caféique,

gallique, acide chlorogenique, et néo-chloroénique (Luczak et al, 1989 ; Blumenthal, 2000).

11.2 Les flavonoides

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, ce sont des pigments
responsables de coloration jaune, orange et rouge de différents organes de végétaux
(Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont classés en différentes catégories dont les plus importantes sont les
flavanones, les flavonols, les flavones, les isoflavones et les anthocyanes (Tsao, 2010).

Les feuilles contiennent environ 3,4 % des flavonoides principalement sous forme de
quercétine (Carnat et al, 1993; Wichtl 2004), répartis respectivement a environ 0,6%
d’hypéroside (quercétine 3-O-galactoside) (Carnat et al, 1993), entre 0,2 et 0,6%
de quercétine 3-O-rhamnoside (Wichtl, 2004). Plusieurs autres flavonoides comme la
quercétine 3-galactoside, quercétine 3-arabinoside, quercétine 3-xyloside, quercétine 3-
rhamnoside et deux autres partiellement identifiée ; la quercétine 3-pentosides et le
kaempférol ont été détectés (Amaral et al, 2004 ; Liu et al, 2004).

La quantification des composés flavonoides dans la vérité de noyer cultivé en Portugal
effectuée par HPLC-DAD, a révélé que les flavonols étaient toujours les principaux
composés, variant entre 54,8 % et 62,9 % du total des composés phénoliques, tandis que la

quercétine 3-galactoside était toujours le principal constituant (Pereira et al, 2007).

11.3 Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits. Ils sont caractérisés par 1’engagement de 1’hydroxyle en
position 3 dans une liaison hetérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines (les
anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Bahorun, 1997).
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1.4 Les tanins

Les feuilles contiennent environ 10 % de tanins du type ellagitanins (Blumenthal, 2000), et
pas moins de 2% de tanins pyrogallo (Wichtl, 2004).

Les tanins sont des composés polyphenoliques ayant la propriété de tanner la peau c'est-a-dire
de la rendre dure et imputrescible en se fixant sur les protéines, la masse moléculaires des

tanins peut aller jusqu’a 20000 daltons (Haslam, 1989).

11.4.1 Tanin hydrolysables

Il se compose de deux sous-groupes qui sont les tanins gallique et les tanins ellagique. En fait,
le terme « ellagique » concerne 1’unité de base. Ce sont des esters d’un sucre ou d’un polyol
apparenté¢ et d’un nombre variable de molécules d’acides phénols. Les acides phénols en

question sont I’acide gallique et I’acide ellagique (Dharmananda, 2003).

11.4.2 Tanin condensé ou catéchique ou proanthocyanidols

Ce sont des polyméres flavanique constitué d’unité flavan-3-ols, également appelée

« catéchine ou epicathechine » (Oyenihi et al, 2014).

11.5 Les coumarines :

Constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une odeur caractéristique
semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues, ces composés sont les
constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien. Les familles les plus riches en
coumarines sont : Légumineuses, Rutacées, Apiécées, et Thymeleacées. Elles se trouvent dans
toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines
(Guignard, 1998 ; Deinaet al, 2003 ; Booth et al, 2004)

Les coumarines tirent leurs noms de «coumarou», nom vernaculaire de feve tonka
(Dipteriordorota Wild, Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993).
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11.6 Autres composés secondaires

11.6.1 Les alcaloides

Parmi les premiers produits naturels isolés des plantes médicinales ; les alcaloides
(Schauenberg et al, 2005), ils forment un vaste groupe de métabolites secondaires
(EI Tahchy, 2010), qui ont eu un impact majeur dans I'histoire médicale de I'hnomme
(Al-Fartosy, 2013).

Un alcaloide est un composé organique hétérocyclique d’origine naturelle, azoté, plus ou
moins basique (Ameyaw et al, 2009), de distribution restreinte et dotés, a faible dose, de
propriétés pharmacologiques marquées (ElI Tahchy, 2010). Ils constituent une classe
présentant une grande diversité structurale (Muniz, 2006). lls se produisent normalement
dans la plante sous forme de sels ou de bases libres ou en combinaison (avec les tanins en
particulier) (Breneton, 1999 ; Kashani, 2012).

11.6.2 Les saponosides

Le terme saponoside est dérivé de mot « savon », sont des terpénes glycolyses comme ils
peuvent aussi se trouver sous forme aglycones, ils ont un gout amer et ancre (Hopkins, 2003).
Ils se trouvent sous forme amorphe et sont solubles dans les solvants organiques polaires et
I’eau. Ils sont pratiquement insolubles dans les solvants organiques apolaires. Leur point
de fusion est compris entre 200°C et 300°C (Dohou et al, 2003). Actuellement, les recherches
montrent que les saponosides isolés a partir des plantes utilisées dans la médecine
traditionnelle, possédent des propriétés antibactérienne et antifongique (Bouhadjera, 2005).

11.7 Activités biologiques
Les métabolites secondaires constituent une grande classe chimique, ils disposent une

extréme variété biologique (Queiroz et al, 2005) (Tab.I11).
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Tableau I11. Activité biologique de quelque métabolite secondaire

Métabolites
secondaires Les composés Activité
Acides phenoliques Antibactérien (Cowan, 1999)
Antifongique (Lattanzio et al, 2007)
Antioxydant (Bouayed et al, 2007)
Les polyphénols Les flavonoides Antibactérien (Harikrishna et al,
2004)
Antifongique (Afolayanet al, 1997)
Les tanins Antibactérien (Chung et al, 1998)
Antioxydant (Macheix et al, 2005)
Les coumarines Antifongique (Cottiglia et al, 2001;
Khan et al, 2005 ; Laure, 2005)
Les alcaloides Antibactérien (Karou, 2006)
Les Composeés Antioxydante (Karou, 2006)
azotes
Les composes Les saponosides Antibactérien (Bouhadjera, 2005)
terpéniques Antifongique (Bouhadjera, 2005)

11.7.1 Activité antioxydant
Le terme «antioxydant » a été formulé comme une substance qui en faible concentrations, en

présence du substrat oxydable, ralentit ou empéche significativement [’oxydation des
substrats (Vansant, 2004).

Le potentiel antioxydant des extraits d'acétate d'éthyle, butanol, méthanol et d'éther de pétrole
de J. regia a été mesuré par différentes méthodes telles que la réduction d’activité, la méthode
des radicaux de DPPH et la méthode de I'inhibition d'oxydation des lipides par le systéme
B-Carotene. Tous les extraits ont montré une forte activité antioxydants (Almeida et al, 2008;
Oliveira et al, 2008 ; Pereira et al, 2008 ; Zhang et al, 2009 ; Abbasi et al, 2010 ; Carvalho
et al, 2010 ; Rahimipanah et al, 2010 ; Qamar et al, 2011).

Les noix des noyers sont riches en composés phénoliques qui possedent des propriétes anti-
oxydantes. Plus le contenu en phénols est élevé, plus I'action antioxydante sera importante.
(Qamar et al, 2011).
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Les polyphénols alimentaire ont été largement etudiées pour leurs fortes capacités
antioxydantes et d’autres propriété par lesquelles les activités cellulaires sont réglementés
plusieurs études ont montrés que les polyphenols en particulier, sont le contributeur
prédominant de la totalité des activités antioxydantes dans les fruits, plutot que de la vitamine
C et que les polyphenols sont des antioxydants tres puissants car ils peuvent neutraliséer les
radicaux libre en donnant un atome d’électron ou d’hydrogéne (Xiuzhen et al, 2007)
du point de vue chimique, une fois les molécules de polyphenoles céde un atome d’électron
ou d’hydrogene elles deviennent elles-mémes des radicaux libre, donc en cas de concentration
tres élevées, ils peuvent potentiellement causer des activités pro oxydante. Cependant, si oui
ou non cette activité pro oxydante se produit in vivo et cause des dommages a la santé
humaine (Halliwell et al, 2008).

11.7.2 Activité anti helminthe

Les noyers font partie des plantes qui possédent des propriétés antihelminthiques. En effet, les
polyphénols et tanins qui sont présents en fortes concentrations dans le noyer, ont la capacité
de paralyser et d’induire la mort des helminthes. Une étude a notamment permis de mettre en
évidence que différents extraits de Juglans regia avaient une activité helminthique
significative contre Eisenia fetida ou ver du fumier par rapport a 1’étalon d’albendazole.
(Ashaet al, 2011).

11.7.3 Activité anti inflammatoire
De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti

inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
Peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation athéro sclérosique en
inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires  d'autres sont capables d'inhiber
I'histamine (Haioun, 2015).
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11.7.4 Activité antimicrobienne
11.7.4.1 Activité antibactérienne

Le noyer possede un large spectre d’activité antibactérienne contre les bactéries Gram+ et
Gram-. Sur les Gram + on retrouve notamment une activité antibactérienne sur Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, et Enterococcus faecalis. Sur les Gram — on retrouve notamment une activité
antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimurium et Proteus sp. (Aissi et al, 2014 ; Gulgin et al, 2003 ;Bennacer et
al, 2017).
Ce sont les flavonoides qui permettent notamment au noyer davoir une action
antimicrobienne. En effet, celle-ci est attribuée a la fonction phénolique. Cette activité est
censée augmenter avec le nombre de substituant hydroxyles (R-OH), méthoxyles (R-O-CH3)
ou glucosyles. Les structures les plus efficaces étant les flavones et les flavanones. Plusieurs
hypotheses sont proposées pour expliquer I'effet antimicrobien des flavonoides :

¢ Inhibition de la synthése d'acide nucléique

¢ Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique

e Séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne et inhibition du

métabolisme énergétique microbien.

Les tannins possedent également une activité antimicrobienne ; en effet on peut observer une
activité bactériostatique sur Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Clostridium botulinum (Aissi et al, 2014).

11.7.4.2 Activité antivirale

On retrouve également des propriétés antivirales. Il a été prouvé que les extraits méthanolique
de Juglans regia avaient une activité antivirale contre les 3 virus testés : Herpes simplex virus
(HSV), Sindbis virus (virus transmis par les moustiques Culex qui provoque des fiévres, des
malaises, des arthralgies et un exanthéme) et le poliovirus (polyomyélite) (Mouhajir et al,
2001).

Dans une autre étude, on a pu constater que les flavonoides avaient une interaction sélective
avec une glycoprotéine de surface (gp120) du rétrovirus HIV ce qui empécherait la liaison du
virus a la cellule héte. De plus, certaines flavones inhibent in vitro des transcriptases inverses

de certains rétrovirus et notamment celle du VIH (Naheed et al, 1993).
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Il a était prouvé que les extrais d'éthanol et d'acétate d'éthyle de Juglans regia, inhibent
jusqu’a 95% du virus de mosaique de tabac (Mei-zhi et al, 2007). Alors que 1’extrait
méthanolique inhibe le virus Sindbis a une concentration minimale de 1,5 pg/ml (Mouhajir
et al, 2001).

11.7.4.3 Activité antifongique

Les feuilles et 1’écorce de Juglans regia presentent une forte activité antifungique contre un
large spectre de champignons notamment sur Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus niger, Alternaria alternata (Aissi et al, 2014).

Les tannins présents dans le noyer possédent une activité antifongique sur Aspergillus niger,
sur le genre Penicillium et Colletotri chumgraminicola. Les flavanoides possedent également
une forte activité antifongique : ils ont la capacité d'inhiber la germination des spores
pathogénes. En effet, une étude sur les flavones et les flavanones a permis de mettre en
évidence une activité contre Candida albicans, Aspergillus flavus, Cladosporiums
phareospermum, Penicillium digitatum et Penicillium italicum. Aspergillus flavus est
notamment retrouvé chez les sujets immunodéprimés et causent de graves affections

pulmonaires (Aissi et al, 2014 ; Afolayan, 1997).

Une autre étude a permis de montrer que Juglans regia avait une forte activité antifongique
contre les dermatophytes notamment Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes
et Trichophyton violaceum (Ali-Shtayeh et al, 1999).
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11.7.5 Effets thérapeutique

Une étude réalisée en 2004, par I’institut des recherches fondamentales en déficiences
intellectuelles (OMRDD) a révélé qu'un extrait méthanolique de Jugulans regia était capables
d'inhiber et dé-fibrillaire la protéine p amyloide fibrillaire, le principal composant de plaques

séniles dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer (Zhang et al, 2009).

Il s’y avéré également que les extraits de la plante possedent une activité anticancéreuse.
En effet, I’extrait méthanolique des feuillies et écorces de J. regia a montré un pouvoir
d’inhibition de la croissance des cellules A-498, et 769-P du cancer rénal humain et les
cellules Caco-2 de cancer du cbdlon. Tous les autres extraits testés exposes une similaires
inhibition de I’activité de croissance des cellules cancéreuses 498 de I’insuffisance rénale
(Carvalho et al, 2010).

Jugulans regia présente aussi une activité antidiabétique, (Fukuda et al, 2004) ont montré
une forte activité inhibitrice des poly-phénols et autres composants poly-phénoliques comme
la casuarictin, tellimagradin | et tellimagradin Il contrer des différents enzymes comme
glycosidase, maltase et amylase. Outre les conclusions ci-dessus, les chercheurs ont
également remarqué un effet descente de triglycérides et de peroxyde d’urine en diabéte

héréditaire de type Il (Teimori et al, 2010).

Les extrais de benzéne, de méthanol et d'éthanol de 1’écorce de J. regia sont dotés d’une
importants activité anthelminthique contre les vers de terre Pheretima posthuma, comparable
a celle du médicament standard prescrit dans ce genre de cas le citrate de pipérazine
(Upadhyay et al, 2011).

De nombreuses études montrent que les extraits de J. regia présentent différentes autres
activités comme 1’activité anti-inflammatoire, anti-dépressif, hypo triglycéridémique, et
hépato-protective (Rath et Pradhan, 1992 ; Erdemoglu, et al, 2003 ; Hiroshi et al, 2006 ;
Mokhtari et al, 2008).
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Chapitre 11. Mateériel et méthodes

Le présent travail porte sur 1’évaluation in vitro de l'activité antifongique des extraits de
feuilles du noyer commun (Juglans regias)
11-1- Matériel.

I1-1-1- Matériel biologique.

11-1-1-1- Matériel végetal.

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes du noyer commun (Juglans regias)

collectées dans la région de Blida.

11-1-1-2-Microorganismes
Les souches sont entretenues par repiquage sur milieux nutritif favorable a leur
croissance (Sabouraud pour les bactéries et PDA pour les champignons) pendant 48h a 27°C.
Les caractéristiques sont développées en annexe 1.

Tableau 1V : Les différentes souches testées et leurs familles

Souches Famille ATCC (reférence)  Source
Escherichia coli Enterobacteriaceae ATCC25922
Staphylococcus Staphylococcacaeae ATCC25923
aureus Collection
Aspergillus flavus Trichomaceae / laboratoire de
Aspergillus Trichomaceae / recherche
fumigatus
Aspergillus niger Trichomaceae /
Mucor sp Mucoraceae /

11-1-2- Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est composé de verrerie,
d'équipements, d'appareils. Il comprend aussi un ensemble de réactifs et produits chimiques

Annexe 2

11-2-1- Méthode de caractérisation
11-2-1-1- Préparation de la matiére végétale.

Les feuilles fraichement récoltées sont séchées a I’abri de la lumiere et de ’humidité
pendant 3 a 4 semaines. Une fois séchées, les feuilles sont broyées a I’aide d’un broyeur

maison de marque « Moulinex ». Une poudre plus ou moins fine est obtenue.
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Apres pesage a 1’aide d’une balance analytique (De marque KERN), environ 200 g de
poudre de feuilles de noyer commun ont été obtenus. La poudre ainsi obtenue est conservée

dans un bocal hermétique a 1’abri de la lumiére et I’humidité

(A) (B)

Figure 11. A. Feuilles de Juglans regias sechée. B. Poudre des feuilles de noyer commun

11-2-1-2-Caractérisation phytochimiques.

Dans le but de connaitre la composition polyphénolique de notre plante, des tests

phytochimiques sont réalisés en présence de certains réactifs de caractérisation.

a. Préparation de I’infusé
v" Nous avons versé 100 ml d’eau distillée chaude sur 20g de poudre de la plante déposée au

fond d’un Becher.

v' Aprés refroidissement et filtration, le filtrat résultant est complété par 1’eau distillée

jusqu’a 100 ml.
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Materiel végetal sec broyé

(Feuilles de noyer commun)

20 g de Poudre +100ml d’eau distillé

Filtration sur un papier filtre et récupération de filtrat

Figure 12: Protocole de préparation de I’extrait aqueux

b. Le screening chimique

Les tests phytochimiques effectués sur les feuilles du noyer commun (Juglans regias)

sont résumés dans le tableau suivant.
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Tableau V. Les molécules recherchées, réactions de caractérisation et les résultats attendus
(Trease et Evans, 1989 ; Harborne, 1998)

Type Composé mis en évidence
d’échantillon
Totaux
, Tanins Galliques
Infusé
Composé
Phénoliques Catéchiques
Flavonoide
Anthocyanes
Composés Mucilages
réductifs
Composés Iridoides
glucosides
Composés Saponosides
terpéniques
Polyphénoles

Caroténoides

Leuco-anthocyanes

(
| 30

Réactifs ajoutés

5 ml de l'infusé +
quelques gouttes de
FeCl; a 5%.

5 ml de l'infusé + 2g
d'acétate de sodium +
quelques gouttes de
FeCl;

15 ml d'infusé + 10 ml
du formol a 40% + 5ml
d'HCI concentré

5 ml d'infusé + 5ml
d'HCI + coupeau de Mg
+ 1 ml d'alcool
isoamylique

5 ml d'infusé + quelques
gouttes d'HCI

1 ml d'infusé + 5 ml
d'alcool 100° (éthanol) et
laissés 10 mn

Chauffé 2 ml d’infusé +
guelques gouttes de HCL

2ml d'infusé + quelques
gouttes d'acétate de
plomb

2ml
d’infusé+une goutte de
FeCl; a 2%

10ml d’infuse + 3ml de
H,SO,

Rajoute 2g de poudre
dans 20ml d’un mélange
de propanole, le mélange
et porte en Bain-marie
bouillant pendant
guelque minute.

Résultat
positif
Coloration
bleue noire

Coloration
bleu foncé

Coloration
rouge

Coloration
rouge-
orangé

Coloration
rouge

Un précipité
floconneux

Coloration
bleue

Formation
d'un
précipité
blanc
Une
coloration
bleu noire
ou vert
foncé
Une
coloration
vert bleu

Une
coloration
rouge

'
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Alcaloides

Coumarines

Poudre

Quinones

Protéines

Lipoides

Glucosides

Amidon

31

5g de poudre macérés
dans 20 ml du I’eau
distillée pendant 24 h +
apre filtration on ajoute
quelques gouttes de
Dragendroff.

2¢g de poudre sont
bouilles a reflues dans
20ml d’alcool éthylique
pendant 15 minute, puis
filtrés. Le filtrat obtenu
est mélangé avec 5
gouttes d’hydroxyles de
potassium (KOH) a10%
et quelque goutte d’HCL
a 10%.

2¢g de poudre sont
humectes avec 2ml
d’HCL puis ajout 20ml
de chloroforme apres 3h
le filtra récupéré est agite
avec Sml d’ammoniaque
a 50%.

1g de poudre végétale est
dissout dans 2ml
d’hydroxyle de sodium
(NaOH) a 20% rajouté
quelque

gouttes de CuSO4 a 2%.

Macérer 5 g de poudre
dans 30 minute puis on
filtre, on évapore le
filtrat sur la plague
chauffante, ajoute au
résidu graisseux 3 goutte
de H,SO,.

2¢g de poudre +quelque
goutte d’acide sulfurique
(H2S0,).

2 g de poudre +quelques
gouttes d’iode.

Coloration
rouge.

Formation
d’un
trouble.

Formation
d’une
coloration
rouge

Une
coloration
violette
avec une
teinte
rougeatre.

Une
coloration
violette

La
formation
d’une
coloration
rouge
brique.
La
formation
d’une
coloration
violette.

'
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11-2-3-Caractérisation physico-chimique

v Détermination de I’humidité
La teneur en eau dans les plantes médicinales est 1’'un des indices important qui caractérise la
bonne qualité de celle-ci. (Bernardet, 1983).on calcule le taux d’humidité afin d’obtenir la

vraie masse de la matiére vegétale utilisée.
Méthode pondérale.

La détermination de la matiére séche a été réalisée juste a I’arrivée des échantillons au
laboratoire. La dessiccation été réalisée par évaporation a 103 £2 °C dans une étuve pendant
24h. La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subie lors de la dessiccation
(Audigie et al, 1978).

La détermination de la teneur en eau se fait par le calcul de la différence de poids avant et

apres la dessiccation selon la formule suivante.

M1 - M2
H%=Tx 100

H% : Teneur en eau.

M1 : masse en g avant étuvage (échantillon + capsule).
M2 : masse en g avant de I’ensemble aprés étuvage.

P : masse en g de la prise d’essai.

La matiere seche (MS) %= 100- H%

v Dosage des cendres
Elle caractérise la quantité de substances résiduelles non volatilisées lorsque I’échantillon de
drogue est complétement calciné (Paris, 1976).
Principe :
Les méthodes de détermination de taux de cendres basés sur le principe de l'incinération dans
des conditions strictement définis, d'une masse contenus dans I'échantillon.
Mode opératoire : la teneur en cendres est déterminée par la peser des résidus obtenus par
incinération d'une prise d'essai dans une atmosphére oxydant a une température de 900°
jusgqu'a combustion compléte de la matiére organique. On détermine également la teneur en

eau de I’échantillon séparé selon la norme 1SO 712.
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Le dosage des cendres a été réalisé selon les étapes suivantes :

1/ Nacelles d'incinération : étant donné le poids trés faible des cendres aprés incinération la
masse de la nacelle ne doit absolument pas varier lors de l'incinération et pendant les chocs
thermiques. Les nacelles en quartz ou silice peuvent étre employés pour la méthode a 550°C.

Il convient de choisir des nacelles rectangulaires a fond plat et de forme basse.

2/ Four électrique
a) Verifier la géographie thermique du four en le remplissant de nacelles contenants un
témoin vérifier la température 900° (+-) 25° a l'aide d'une canne pyrométrique.

b) L’incinération doit étre réalis¢ en atmosphere oxydant, ¢’est a dire en présence d'oxygene.

3/ Appareil de refroidissement
Un dessiccateur de 180mm de diamétre intérieur, muni d'une plaque perforée en métal ou

porcelaine et d'un robinet.

4/ Balance analytique
a) Précision 1/10 mg pour les pesées — nacelles vides nacelles + cendres.
b) Précision 1mg pour la pesée de la prise d'essai.

5/ Pré- incinération : la précaution a prendre, pour éviter une usure rapide des nacelles par
choc thermique.
e On place la premiére nacelle a 1’entrée du four et I'enflammer, lorsque la flamme a
disparu, on pousse progressivement la nacelle a l'intérieur du four.

e On répéte la méme opération pour chaque nacelle.

6/ L'incinération : On compte le temps d'incinération a partir du moment ou le four, porte
fermé, atteint la température de 550°ou 900°.

Pour la méthode a 900°, il faut impérativement respecter la durée d'incinération de 1h-1h 15.

7/ Refroidissement : Aprés la durée d'incinération prescrite par la méthode, On fait sortir les
nacelles progressivement avant de les placer dans un dessiccateur. Duré de refroidissement :
30 - 40min (Audigie et al, 1978).
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8/ Détermination : selon la norme NF V03 — 720.
C (%) = [(M2 = M1) / (M1 — M0)] X 100 / 100 — H.

Avec,

C(%0) : Teneur en cendre.

MO. Masse en gramme de nacelle vide.

M1. Masse de la nacelle vide + prise d’essais (avant séchage).

M2. Nacelle et prise d’essais (apres séchage).

I1-2-4 Etude de DPactivité antifongique des extraits aqueux et

meéthanolique des feuilles du noyer commun

11-2-4-1 Préparations de I’extrait aqueux
Nous avons suivi la méthode motionnée par (Bruneton, 1999) ;

a. Extrait agueux a 10% :5g de poudre végétale dans 50ml d’eau distillée bouillante.
Laisser infuser pendant 15 a 20 min (on a couvert la préparation). Puis filtrer et
conserver & 4°C.

b. Extrait aqueux a 5% :10ml de la solution précédente (extrait aqueux a 10%) + 10ml
d’eau distillée.

c. Extrait aqueux a 2,5% : 5ml de la solution d’extrait aqueux a 5% + 5ml d’eau

distillée.
11-2-4-2 Préparations de I’extrait méthanolique

Nous avons opté pour le protocole décrit par (Romani, 2006), nous avons laissé macérer 5g
de poudre végétale dans 100ml de méthanol 70% pendant 4 jours, filtrer et évaporer a I’aide
d’un évaporateur rotatif. Le résidu sec est réecupére avec 1ml de methanol est conservé a 1’abri

de la lumiere a 4°C jusqu’a utilisation ultérieure (Fig.13)
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5g de poudre / 100 ml de méthanol, macerer pendant
4 jours

Filtrat

Résidu sec récupére par 1 ml de DMSO

Extrait méthanolique sec

Figure 13 : Protocole de préparation de I’extrait méthanolique

11-2-4-3 Préparation des souches microbiennes

a. Revivification des champignons :
Les champignons étudies ont été repiqués dans un milieu Sabouraud par la méthode des stries

puis incubés a 27°C pendant 5 jours. Annexe 4

a. Activité antimicrobienne :

Préparation des boites pour les champignons : le milieu Sabouraud a été liquéfie dans un

Bain- Marie, puis coulé dans des boites de Pétri.
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Aprés refroidissement et solidification du milieu de culture et a I’aide d’un écouvillon
(préalablement trempé dans la suspension) nous avons ensemencé les boites de Pétris par la

meéthode des stries.
Remarque : nous réalisons trois essais d’extraits pour chaque champignon.

Préparation de ’inoculum
Les spores des moisissures sont préparées d'une culture de 7 & 10 jours sur gélose de PDA
jusqu’a ce que la sporulation soit compléte, on préléve quelque colonie de moisissure a I’aide
d’une anse de platine qu’été ensuite mis dans 10 ml de I’eau distillée stérile avec quelques
gouttes de tween 80 pour la dispersion des spores. Apres agitation, la suspension de spores est
ajustée aprés dénombrement sur cellule de Malassez & la concentration de 10° CFU/m.
L’ensemencement du champignon se fait en étalant 0.1 ml de cette suspension a la surface

d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA solide. Annexe 4

Préparation des disques : les disques de 9mm de diameétre sont mis dans un tube a essai,
stériliser a I’autoclave, puis stockes a une température ambiante. Dans les conditions
aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, les disques précédemment imbibés avec Sul
des extraits sont déposés dans les boites de Pétris. Ces derniéres sont maintenues a 4°C
pendant 1h pour que I’extrait puisse diffuser (Rozman et Jersek, 2009). Chaque essai a été
réalisé en triplicata pour chaque espéce fongique.

Deux disques témoins (I’un imbibé dans ’eau distillée et ’autre imbibé dans le méthanol)

sont déposés dans une boite de Pétri (et cela pour chaque champignon).
Lecture des résultats

L’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour du
disque du papier Wattman contenant la concentration de 1’extrait aqueux et méthanolique dont
le diamétre est mesuré a I’aide d’un pied a coulisse ou une régle (y compris le diametre du
disque de 9 mm). D’aprés Ponce et al, (2003), la sensibilité des souches aux différents agents

antimicrobiens a été classifiée selon le diamétre de la zone d’inhibition
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Tableau VI. Estimation des zones d’inhibition (Ponce et al, 2003)

D >20 mm Extrémement sensible (+++)
15mm <D <19 mm. Tres Sensible (++)
10 mm <D <14 mm Sensible (+)

D <9 mm. Non sensible (résistante) (-)

37
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I11. Résultats

I11.1 Analyse phytochimique des feuilles de noyer commun

L’analyse phytochimique des extraits de plantes est une étape préliminaire et d’'une grande
importance, puisqu’elle révele la présence des constituants bioactives responsables des vertus
thérapeutiques.
La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants la poudre
des feuilles de noyer a été faite selon les méthodes standards du screening phytochimique
(tableau VII).

Ces tests préliminaires sont en relation avec ’intensité du précipité et de turbidité ou la
coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

Tableau VII : Résultats des tests phytochimiques effectues sur la poudre des feuilles de
noyer

Metabolites secondaires Quantité
Alcaloides TR
Anthocyane et leuco anthocyanes +
Coumarines TR
Flavonoides +++
Glucides +++
Quinones libre et combinées ++
Saponines triterpéniques +++
Saponines steroidique +
Sennosides ++
Tanins S

(+++) : Abondance ; (++) : moyen ; (+) : faible ; (—) : absence

Les résultats de cette analyse montrent que toutes les substances organiques testées étaient
présentes dans la poudre des feuilles de noyer, mais a des proportions différentes (Chemoul
et al, 2015)

111.2 Etude de P’activité antimicrobienne des extraits de noyer commun

111.2.1 Evaluation qualitative

A) Extraits aqueux

Les extraits aqueux de feuilles de noix ont éeté selectionnés pour leurs propriétes
antimicrobiennes contre B. cereus, B. s ubtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K.

pneumoniae, C. albicans et C. neoformans. Les valeurs de concentration minimale inhibitrice
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(CMI) des bactéries et champignons testés (Tab.VIII) ont été déterminées comme une

évaluation de l'activité antimicrobienne des échantillons.
Tableau VIII. Activité antimicrobienne de l'extrait de feuilles de différents cultivars de noix

Cultivar CMI(mg/ml)

B.cereus | B.subtilis | S.aureus | P.aeruginosa @ E.coli K.peumoniae | C.albicans | C.neoformans
Lara 0.1 10 (++++) 0.1 100 () 100 () 100 () 100 () 100 ()

(+++4) (++++)
Franquette | 0.1 (++) 10 (+++) | 0.1 (+4) 100 () 100 () 100 () 100() 100 ()
Milanaise | 0.1 (++) 10 (+++) 0.1 (++) |100() 100 () 100 () 100 () 100 ()
Mayette 0.1 (++) 10 (++++) 1 (++++) | 100 () 100 () 100 () 100 () 100 ()
Parisienne | 0.1 (++) 10 (++) 1 (++++) | 100 () 100 () 100 () 100 () 100 ()
Marbot 0.1 10 (+4) 1(++++) | 100 () 100 () 100 () 100 () 100 ()

(+++4)

Aucune activite antimicrobienne (), zone d'inhibition <1 mm.

Légere activité antimicrobienne (+), zone d'inhibition 2-3 mm.

Activité antimicrobienne modérée (+ +), zone d'inhibition 4-5 mm.

Activité antimicrobienne élevé e (+ + +), zone d'inhibition 6-9 mm.

Forte activité antimicrobienne (+ + + +), zone d'inhibition> 9 mm.

Ecart type £ 0,5 mm

L’activité d’'un méme extrait varie d’une espéce a une autre. Cette variation peut étre observée
avec les diametres de zone d’inhibition qui montre que certaines especes sont résistantes ou

plus sensibles que d’autres.

Les résultats obtenus dans le tableau montrent I’inhibition des bactéries Gram positif et dans
I’ordre B cereus, S. aureus, B. subtilis, B. cereus était le micro-organisme le plus sensible,
présentant des CMI de 0,1 mg / ml. Les bactéries Gram - testées (E. coli, P. aeruginosa et K.
peumoniae) et champignons (C. albicans et C. neoformans) étaient les espéces résistantes a

tous les cultivars (Pereira et al, 2007)

B) Extraits méthanolique

L'effet antimicrobien de I'extrait méthanolique obtenu a partir de noix a été testé contre quatre
bactéries Gram négatif (Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Salmonella enterica (ATCC 25566), et Klebsiella pneumoniae (ATCC13883) et deux
bactéries Gram positif Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis et le

champignon Candida albicans. Les bactéries ont été initialement réactivées a partir de
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cultures de stock, et maintenues sur bouillon Mueller Hinton (MHB) a 37 O C pendant 18

heures.
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Figurel4. Activité antimicrobienne de I'extrait méthanolique de noix.

(A) la méthode de diffusion d'agar a été réalisée pour examiner les activités antimicrobiennes
de 100mg / ml (G) et 1mg / ml (H) d'extrait méthanolique de noyer commun contre
Escherichia coli, Klebsiella, Salmonella typhi, Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, des agents antimicrobiens (ciprofloxacine et Fluconazole) ont été
utilisés comme contréle positif avec une concentration de 1 pg / ml.

(B) Zone de mesure d'inhibition

Dans cette étude, l'extrait de feuille a montré une activité antimicrobienne contre
Staphylococcus aureus, et Candida albicans tandis que ; il n'y avait aucun effet sur les autres
especes microbiennes (Fig.14). En général, I'extrait présente une activité antimicrobienne plus
forte et une concentration inhibitrice minimale (CMI) contre Staphylococcus aureus (25 mg /
ml) que Candida albicans (50 mg / ml) (Tab.IX)

(Asma et al, 2019).

Tableau IX. Concentration minimale d’inhibition de 1’extrait méthanolique de noix

Concentration d’extraits méthanolique

Micro-organisme 100 mg/ml 50 mg/ml 25 mg/ml 12.66 mg/mi
Staphylococcus 18.33mm 14.33mm 10 mm -
aureus

Candida albicans 15mm 10.33mm - -
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C) Autres extraits

Extraits de racines de Rumex nepalensis, Berberis aristata, Arnebia benthamii, écorce de
Taxus wallichiana, Juglans regia et pétales de Jacquiniaru scifolia ont été testés pour leur
activité antifongique contre douze pathogénes fongiques différents (Tab.X).

Tableau X. Activité antifongique (exprimé en CMI) des extraits de différentes parties de
plantes (1g/ml de solvant) des especes selectionnées

Espéece Fraction Afl Afu Ani Av Bc Fm Fo Fse Ps Rs Ssp Tsp
Partie de utilisée e a 0 X p p
la plante (ul)

R. nepalensis  Racine EE 12. - - 12. - 120 120 150 12. 10. 12. 12

EAE 10. - = = = = = = = 10. - =

CE - - - - 100 - - B 3 BN

HE - - oo - - - - - o

A Racine EE - 10. - - 220 - - 220 - . - -
benthnami 0 - 0

EAE - 10. - - - - - - o - - -

CE - - - 2. 220 - - - - - B

HE = = = 22. 220 - = 220 - 15. - =

J .ruscifolla Pétale de EE 12. - 12. - 120 120 150 150 12. 12. 12. 12
fleur 0 0 0 0 0 0

EAE ; : z - - - - - - - - -

CA - - B - - 100 - - - B

HE - - oo - - - - - o

B.aristata Racine EE - 10. - - - 120 - 150 15. - - -

EAE - - - - - - - - - -

CE - - - - 220 - - - - - B

HE - - - - - - - - - -

J.regia Ecorcedu EE - - - - 220 - - - - - - -

tronc EAA - - - - - - - - _ _ - -

SEEN - N - - - - - B

HE = = = = = - = - = = = -

T.wallichlan  Ecorcedu EA - - - - 220 - - = - - - -
a tronc

EAE - - - - - - - - -

CE - - - B - B N Bl

HE - - - - - - 2. - - -
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EE=ethanol extract; EAE=ethyl acetate extract; CE=chloroform extract; HE=hexane
extract;(—) :no inhibition.

A. fu:A. fumigatus; A. fl: A. flavus; A. ve: A. versicolor; A. ni: A. niger; B. ca:
Blastoschizomycescapitatus; F. ox: Fusariumoxysporum; F. mo: F. moniliforme; F. se: F.
semitectum; P. sp: Pythium sp.; R. sp: Rhizopus sp., S. sp: Sporotrichum sp.; T. sp:
Thermomyces sp.

Les extraits éthanoliques étaient significativement actifs contre les pathogenes fongiques
étudiés par rapport a I'extrait d'acétate d'éthyle, de chloroforme et d'hexane. Les racines de R.
nepalensis et les pétales de J. ruscifolia ont montré le spectre d'activité le plus large. Les
racines de B. aristata et A. benthamii ont montré un spectre modéreé tandis que I'écorce de T.
wallichiana et J. regia a montré une activité contre un seul pathogéne fongique. R. nepalensis
(racines) et J. ruscifolia (pétales) ont inhibé la croissance de neuf et dix pathogénes fongiques
respectivement, sur douze espéces fongiques testées.

Les deux espéces végétales n'ont pas inhibé la croissance d'A. Fumigatus, cependant A. niger
et B. capitatus n'ont pas été affectés par R. nepalensis et A. versicolor par J. ruscifolia. B.
aristata (racine) et A. benthamii ont montré une activité antifongique contre cinq especes
fongiques. Les deux espéces végétales ont montré une activité contre A. fumigatus, B.
capitatus et F. semitectum, mais B. aristata a également inhibé la croissance de A.
moniliforme et Pythiumsp. et A. benthamii a inhibé A. versicolor et Rhizopus sp. (Sharma et
al, 2007).

111.2.2 Evaluation quantitative

A) Activité antifongique de la Juglone libre et des nanoparticules
synthetisées

Dans la méthode de dilution sur gélose, I'activité antifongique de la juglone libre et des
juglone-PLGA-NPs ont été évalués sur la base de la croissance fongique. Les valeurs MIC et
MFC sont indiquées dans le tableau XI.

Tableau XI. Les valeurs des MFC et CMI selon la méthode de dilution agar.

Echantillon | Valeurs de MFC (ug/ml) Valeurs de CMI (ug/ml)
de test Organisme fongique Organisme fongique
A.flavus | C.albicans | Fusarium A flavus C.albicans | Fusarium
SPp. Spp.
Juglone-NPs | 500 62.5 125 250 31.25 62.5
Juglone libre | 500 250 250 250 62.5 125
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Il a été observé que les systemes de nanoparticules PLGA provoquaient une diminution
remarquable des valeurs de CMI contre C. albicans, Fusarium spp. Parmi les trois espéces
fongiques, la valeur de CMI la plus faible valeur des nanoparticules PLGA encapsulées dans
la juglone était de 31,25 ug / mL, tandis que la CMI la plus basse de la juglone libre a été
trouvée 62,5 pg / ml contre C. albican.

La valeur de CMI de la juglone libre a été déterminée a 125 pug / ml pour Fusarium spp., alors
que c'était deux fois plus élevé pour les juglone-PLGA-NP. Selon les valeurs MFC, le juglone
libre était plus élevé quatre fois pour C. albicans, deux fois pour Fusarium spp que sa
formulation de nanoparticules. Dans le cas de A. flavus, les valeurs MIC et MFC pour les
nanoparticules PLGA encapsulées dans la juglone ont été obtenues a 250 ug / ml, comme
pour la juglone libre

La figure 14 montre des zones d'inhibition de croissance entre juglone-PLGA-NP, Juglone
libre et groupes de contréle selon les valeurs CMI détectées pour JNP5 par la méthode de
dilution de ’agar contre toutes les souches. Comme le montre cette figure, la différence de
croissance entre juglone-PLGA-NPs et le juglone libre pour C. albicans et Fusarium spp.
Etait légérement observé. En outre, cette différence semble étre beaucoup plus élevée pour les

deux groupes par rapport au temoin
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Figure 15. Selon la méthode de dilution de I'agar, les photos des zones d'inhibition de la
croissance entre la juglone-PLGA et juglone libre en raison des valeurs de MIC de JNP5 (250
pug/mL, 31,25 pg/ ml et 62,5 ug / ml pour A. flavus, C. albicans et Fusarium spp.
respectivement).

(@) contrdle, (b) Juglone-PLGA-NPs, (c) Juglone libre

La méthode de dilution top agar a été réalisée en ajoutant la gélose top fondue sur les spores
fongiques exposé directement a la juglone et a sa formulation de nanoparticules dans le milieu
tamponné pour un bref délai. Dans cette méthode, la diminution de la croissance fongique
visible a été interprétée comme activité antifongique ou activité fongicide. Selon nos résultats,
la valeur MIC et MFC de juglone libre était quatre fois plus élevé pour C. albicans, quatre
fois pour Fusarium spp. Et deux fois pour A. flavus, par rapport aux formulations de
nanoparticules (Tab.XII). Les NP vide ont été évaluées car le groupe témoin n'a montré

aucun effet dans les deux études (données non présentées).
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Tableau XI1. Les valeurs MFC et MIC selon la méthode de dilution top agar

Echantillon de | Valeurs de MFC (ug/ml) Valeurs de CMI (ug/ml)
test Organisme fongique Organisme fongique

A.flavus | C.albicans | Fusariumspp | A.flavus C.albicans | Fusariumspp
Juglone-NPs | 250 125 62.5 125 62.5 31.25
Juglone libre | >500 500 250 250 250 126

Dans la figure 16, de fortes preuves visuelles d'un effet inhibiteur de croissance ont eté
observées dans le juglone-PLGA-NPs exposé a des plaques de Petri par rapport a la fois au

juglone libre et aux groupes de témoin dans la méthode de dilution top agar.
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Figure 16. Les photos Petri des zones d'inhibition de la croissance entre la juglone-PLGA et
juglone libre en raison des valeurs de CMI de JNP5 (125 pg/ ml, 62,5 ng/ ml et 31,25 ng/
ml pour flavus, C. albicans et Fusarium spp. respectivement) dans la méthode de dilution de
la gélose supérieure (a) contréle, (b) INP5, (c) juglone libre.

Des extraits d'écorce de J. regia et un composé marqueur juglone ont été testés pour leur
activité antimicrobienne contre 16 micro-organismes et les résultats sont donnés dans le
tableau XII1.




Chapitre 111 : Résultats et discussions Résultats

Tableau XI11. Activité antimicrobienne des divers extraits d’écorce de J. regia (mg=ml) par
meéthode de micro-dilution en bouillon.

Microorganismes Extrait Extrait Extrait aqueux | Juglone Ampicillin®/Nystatin®
méthanolique | ethylacetate
CMI [CMM |CMI |CMM |[CMI |CMM | CMI | CMM | CMI CMM
Candida albicans (3017) | - - - - - - - - 7.8 7.8
Issatchenkiaorientalis - - - - - - - - 313|313
(231)
Aspergilusflavus (277) 1000 | 1000 - - - - - - 62.5 62.5
Aspergilusniger (404) 500 | 500 - - - - - - 15.6 15.6
Aspergilusochraceous 1000 | 1000 - - - - - - 62.5 125
(4893)
Aspergilusparasiticus - - - - - - - - 62.5 125
(2797)
Aspergilussydowii(4335) | 500 | 500 - - - - - - 3.9 3.9
Trichophyton rubrum 1000 | 2000 250 | 500 2000 | 2000 | - - 31.3 62.5
(296)
Staphylococcus aureus 500 | 1000 500 1000 | 1000 | 2000 |- - 2.0 3.9
(3160)
Bacillus subtilis (121) 250 | 500 125 | 250 - - - - 3.9 7.8
Micrococcusluteus (2470) | 1000 | 2000 1000 | 2000 | 2000 | - - - 2.0 3.9
Burkholderiacapacia(438) | 500 | 500 1000 | 1000 | 500 | 500 250 | 500 2000.0 2000.0
Escherichia coli (43) - - - - - - - - 31.3 62.5
Enterobactercloacae - - - - - - - - 2000.0 2000.0
(509)
Klebseillapneumoniae - - - - - - - - 2000.0 2000.0
(109)
Pseudomonas aeruginosa | 250 500 250 500 250 | 500 125 | 250 1000.0 1000.0
(424)

a: antibiotique pour les bactéries.
b: antibiotique pour les champignons.

Les extraits ont montré une activité antimicrobienne contre la plupart des micro-organismes
alors que la juglone n'était active que contre Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia
cepacia. L'activité accrue des extraits peut étre due a I'effet synergique d'autres composes
qu'ils contiennent. La plupart des organismes d'essai fongiques étaient résistants aux extraits
de plantes susmentionnés, a I'exception de Trichophyton rubrum. L'extrait méthanolique a
montré une activité antimicrobienne a large spectre contre les bactéries et les champignons
filamenteux a I'étude, tandis que Bacillus subtilis semble étre le plus sensible parmi les

organismes d'essai.

De plus, les valeurs CMI et MMC des antibiotiques standard utilisés (ampicilline et nystatine)

se sont averées relativement plus élevees que les extraits contre Pseudomonas aeruginosa et
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Burkholderia ~ cepacia (Tab.XIll). Un fractionnement supplémentaire des extraits
méthanoliques et d'acétate d'éthyle n'a conduit a aucune amélioration de I'activité

antimicrobienne (Sharma et al, 2007).
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Discussion

Au cours des derniéres décennies, une tendance croissante a l'utilisation de substances
naturelles au lieu de substances synthétiques a été observée (Silva et al, 2004). Un exemple
de I'une des herbes précieuses et médicinales utiles est Juglans regia, qui appartenait a
la famille des Juglandacées. Il est généralement connu sous le nom de noix, qui est un grand
arbre distribué dans le monde entier. La racine, I'écorce de tige, les feuilles, les graines et
les cotylédons sont utilisés pour traiter une variété de problémes de santé (Bahmani et al,
2014 ; Chopra et al, 1986).

Les feuilles de Juglans regia sont riches en flavonoides, acides phénoliques, acides gras
essentiels, acide ascorbique, acide caféique, acide paracomarique et tanins (Mohammadi et
al, 2012). Des études faites par (Shah et al, 2013) sur divers extraits (methanoliques,
cétoniques, benzéniques et aqueux) de feuilles de noyer (Juglans régia L.) ont révélés la
présence de nombreux métabolites. La richesse des feuilles de noyer (Juglans régia L.)
en divers métabolites secondaires, permettent d’avoir une bonne idée sur ses propriétés

pharmacologiques a condition d’extraire ses principes actifs (Pereira et al, 2008).

La plante est utilisée comme reméde topique pour l'inflammation cutanée et la transpiration
excessive des mains et des pieds. C'est aussi un remede maison courant pour le traitement de
I'eczéma chronique, de la scrofule et de I'inflammation des paupiéres. Il a été approuvé que
I'utilisation des feuilles de J. regia pour les inflammations légeres et superficielles de la peau.
Comme elles sont également utilisées par voie topique pour traiter les démangeaisons et
les bralures superficielles du cuir chevelu, la desquamation et les coups de soleil, ainsi qu'un
traitement d'appoint émollient et anti-démangeaisons dans les troubles cutanés (Baytop,
1999; Blumenthal, 2000 ; Gruenwald et al, 2001; Voleurs et al, 1999; Ali-Shtayeh et al,
1999).

L'activité antimicrobienne de composés synthétiques et naturels, y compris les extraits
de plantes, est reconnue depuis de nombreuses années et a constitué la base de nombreuses
applications, notamment la conservation des aliments, les produits pharmaceutiques et
la médecine (Narad et al, 1995; Tzoris et al, 2003; Murthy et al, 2006).
J. regia contient des napthaquinones comme principaux composes phénoliques (Wichtl et al,
1999) qui posséderaient un spectre trés intéressant d'activités antimicrobiennes
(Babula et al, 2009).
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Le résultat de cette activité dépond de plusieurs facteurs a savoir ’espéce de la plante, la
méthode choisie pour la préparation de 1’extrait, le solvant utilisé et la sensibilité des bactéries

vis-a-vis de la molécule testé (Loziene et al, 2006).

Les observations effectuées sur 1’effet des différents extraits sur la croissance des souches
bactériennes démontrent que presque tous les extraits de Juglans regia ont une
activité antimicrobienne contre toutes les souches testées. Un certain nombre de substances
qui se rencontrent couramment chez les végétaux tels que les polyphénoles, les flavonoides,
les tanins et les alcaloides, sont les responsables des propriétés antibactériennes (Nguyen,
1983).

Un extrait est considéré comme antimicrobien lorsqu’il induit une zone d’inhibition supérieur
ou égale a 10 mm (Tekwi et al, 2012), le diamétre de la zone d’inhibition dépond
principalement de nombreux facteurs, par exemple : capacité de diffusion de substances
présentes dans les extraits, dans le milieu gélosé, pouvoir antimicrobienne des substances
diffusées, la croissance et activité métabolique des microorganismes dans le milieu
(Bandeira, 2006).

Les résultats obtenus par (Periera et al, 2007) démontrent que les bactéries a gram positive
(B. subtilus, B. cereus, S. aureus) sont plus sensibles aux extraits aqueux par rapport aux
autres souches gram négative (E. coli, P. airogenosa) et levures (Candida albican)
qui sont résistantes. Ceci peut étre attribué a la différence structurale entre les bactéries gram
positives et les bactéries gram négatives (David et al, 2013), cette différence est en relation
avec la nature de leur membranes imperméable a la plupart des agents biocides (Bouzid et al,
2011 ; Faucher et al, 2002).

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est tres épais et associé a des protéines
pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques et acides
teichoiques). En revanche chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés fin et
associe a une enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique.
Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée de
phospholipides, de protéines (porines) et de lipopolysaccharides (LPS). L'espace
périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'elles
puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques

(antibiotiques).
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La résistance des bactéries a Gram - aux glycopeptides et aux macrolides est due a l'incapacité
de ces molécules a franchir la membrane externe (Cristani et al, 2007 ; Boukhatem et al,
2014), et peut étre due également aux mécanismes de défense des bactéries contre les

molécules antimicrobiennes (Tsuchiya et al, 2000).

Ces résultats sont similaires avec ceux trouvés dans 1’é¢tude d’une activité antibactérienne des
extraits aqueux des feuilles de J. regia collecté a Blida (Bennacer et al, 2017) qui ont
trouvé un effet antibactérien sur B. subtilus , S. aureus, et aucun effet a été marqué sur
E. coli et P. aeruginosa.

D’autres études menées par (Pereira et al, 2008) ont montré que des extraits aqueux de la
cosse verte de juglans regia possédent une activité antibactérienne contre des bactéries
gram positives tandis que les bactéries a gram négatives et champignon sont résistants. Ce qui
est en accord avec ces résultats.

Selon (Farooqui et al, 2015), Juglans regia n'a pas montré d'activité avec les bactéries
Gram-négatives; seule E. coli s'est avérée sensible a 1,06 mg / ml d'extrait méthanolique
sans zone d'inhibition. La cinétique d'élimination temporelle a montré un effet bactéricide a
dose-dépendante sur les souches de S. aureus résistantes et sensibles a la méthicilline,
indiquant une forte activité anti-staphylococcique de Juglans regia quel que soit le spectre

de résistance a d'autres agents antimicrobiens.

D’autres résultats de (Eswayah et al, 2019) sont cohérents avec certaines des études
précédentes dans lesquelles I'extrait de feuilles ont montré des propriétés antimicrobiennes
contre Gram positif et ne pas Gram négatif bactéries car elles étaient résistantes a I'extrait de
feuilles.

Emira et al, (2011) ont montré que I’extrait d’acétate d’éthyle est efficace contre la souche
S. aureus ATCC 25923 avec un diametre de 19.66 mm et sur I’extrais méthanolique
des feuilles avec un diametre de 13.66 mm. Cette différence entre la résistance et la sensibilité
des S. aureus aux extrais méthanoliques est peut-étre due soit aux conditions d’extraction
soit au volume du solvant utilisé.

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques est due probablement a leur composition
en molécules bioactive ou il contient les flavonoides, les alcaloides, les composes reducteurs,

les protéines, les stérols et les terpénes (Ganesh et al, 2013).




Chapitre 111 : Résultats et discussion Discussion

Les résultats de 1’activité antifongique de quatre extraits des différentes plantes obtenu par
(Radhy et al, 2007) ont monté que I’extrait éthanolique présent une activité antifongique
efficace contre les souches fongiques par rapport aux autres extraits (chloroforme acétate
d’éthyle, hexane), ¢a peut étre di a la composition de chaque partie de plante et de la richesse
de chacune aux composée bioactives par rapport a 1’autre.

L’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration, de la plante a partir du quelle il est issu et
de la souche testée (Klervi, 2005).

Selon Vishesh et al, (2010) la zone d'inhibition de croissance la plus élevée a été mise en
évidence par des extraits de méthanol et de chloroforme (300 pg / ml) contre
Aspergillus niger et Trichoderma virens respectivement (9,33 mm). A méme concentration
(300 pg / ml) de benzéne, acetone. L’extrait d’éther aussi a inhibé la croissance de
Fusariumsolani, Alternaliaalternata et Aspergillus niger (9 mm, 8,33 mm, 7,33 mm)
respectivement. Les extraits d'éther, de chloroforme et methanolique n'ont montré aucune
activité contreFusariumsolani, Alternaliaalternata et Aspergillus niger.

Ces résultats montrent que ces especes fongiques sont connues pour étre résistantes
a l'action d'extraits testés. L'extrait méthanolique s'est avéré plus efficace que les autres
extraits, ce qui indique la puissance des composants bioactifs de la plante contre toutes les

espéeces testées.

D’autre part les résultats de (Noumi et al, 2010) ont révélés que Candida albicans était
résistant a 1’extrait de feuilles de Juglans regia. Une autre étude a rapporté que l'alcaloide de
la fraction méthanolique d'extrait deJuglansregia produit une inhibition modérée de
croissance Candida albicans (Chopra et al, 1933).

Des études ont également démontré I'activité antimicrobienne des produits & base de noix, en
particulier de I'écorce ( Alkhawajah, 1997), feuilles (Clark et al, 1990; Pereira et al, 2007),
des fruits (Pereira et al, 2008), le juglone dans I'écorce verte et les parties des feuilles
présentent une activité antioxydante, en particulier une substance spécifique de juglone
(5-hydroxy-1,4-naphtoquinone) présente des propriétés antimicrobiennes (Chobot et al,
2009).

La Juglone est une naphtoquinone synthétisée dans le noyer et les propriétés antifongiques de
ces composés sont connus depuis de nombreuses années, la recherche sur [lactivité
antifongique des dérivés de la naphtoquinone est prédominante (Sasaki et al, 2002; Tandon

et al, 2004), mais il n'y a que quelques études sur la molécule de juglone (Clark et al, 1990).




Chapitre 111 : Résultats et discussion Discussion

L'activite antifongique du JNP5 synthétisé a été évalué par deux méthodes différentes contre
Aspergillus flavus, Candida albicans et Fusarium spp. Pour la premiere fois dans la
littérature (Strugstad et al, 2013).

Les nanoparticules PLGA, en raison de leur charge négative, forment une interaction
électrostatique avec les parois cellulaires fongiques. Cette situation permet d'accéder aux
nanoparticules a la surface des cellules, leur accumulation et plus tard, I'entrée de la substance
actives ou les nanoparticules dans les cellules et augmente donc l'activité antifongique en
formant une attraction électrostatique entre les organismes et les PLGA-NP (Patel et al, 2011)
En outre, les hydrophobines sécrétées par les organismes fongiques forment une membrane
amphipathique structure et ainsi assurer le contact entre le milieu hydrophile et les agents
hydrophobes comme la juglone en raison de leurs régions hydrophobes et hydrophiles (Patel
et al, 2010).
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Conclusion

Cette étude a comme objectif de contribuer a la valorisation d’une plante Juglans régia L. par
un criblage phytochimique qui a permis la mise en évidence de quatre grands groupes
chimiques (tanins, flavonoides, Stérols et Terpenoides et saponines) dans les différents
extraits de plantes. Ces groupes chimiques qui sont connus pour leurs activités
antimicrobiennes pourraient étre responsables des activités antifongiques observées. L’étude
de I’activité antifongique des extraits de feuilles de noyer a révélé que les extraits aqueux et
méthanolique, possedent une activité antifongique liée a leur richesse en composes bioactifs

largement répandus dans les plantes médicinale.

L’extrait aqueux posseéde une activité microbienne sur la majorité de souches bactériennes et
fongiques (B. subtilis, B. cereus, S.aureus) a I’exception d’E. coli, P. aerugenosa. Concernant
I’extrait méthanolique 1’activité antimicrobienne s’est révélée importante sur S. aurus et
Fusarium sp.

Concernant les CMI, exprimées en mg/ml, montrent un pouvoir inhibiteur remarquable pour
les extraits méthanolique et aqueux de feuille de Juglans regia. Les différentes valeurs de
CMI obtenues nous permettent de constater que I’activité antifongique est en fonction de la
souche, ce qui confirme que le type de microorganismes est un paramétre important
déterminant 1’activité antifongique (Bouguerra, 2012).

A travers cette étude on peut dire que J. regia élabore une importance non négligeable grace
a leurs extraits biologique qui ont un effet remarquable sur les souches microbiennes et
peuvent étre donc utilisés dans la phytothérapie comme traitement contre les souches
pathogenes. L’ensemble de ces résultats nous ont permis d’évaluer la richesse des feuilles de
noyer commun en substance chimique et qui pourraient représenter une nouvelle source

potentielle de molécules bioactives dans le domaine phytosanitaire.

Comme perspective, il serait intéressant de :

- Faire plus d’analyses sur la composition chimique des extraits (HPLC, CGMS, ECT..).

- Faire plus d’analyse sur d’autres souches résistantes.

- Elargir la recherche de 1’activité antimicrobienne des extraits aqueux et methanolique sur
des especes bactériennes et fongiques pathogenes pour la santé humaine.

- Effectuer plus d’études in vivo et in vitro sur I’interaction entre les juglanes PLGA-NP et les
champignons, pour fournir une explication plus détaillé de 1’effet anti fongique de systeme de

nanoparticule PLGA.
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Annexe 1

Taxonomie et caractéres généraux de différentes souches fongiques utilisées

Regne: Fungi

Division: Zygomycota
Classe: Phycomycetes
Sous classe: Zygomycetes
Ordre: Mucorales
Famille: Mucoraceae
Genre: Mucor

Espéce: Mucor sp

Regne: Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Eurotiomycetes
Ordre: Eurotiales

Famille: Trichomaceae
Genre: Aspergillus
Espéce: Aspergillus flavus

Regne: Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Eurotiomycetes
Ordre: Eurotiales
Famille: Trichomaceae
Genre: Aspergillus
Espece: Aspergillus niger

Souche fongique Taxonomie Caractéres généraux

Champignons filamenteux basaux par
rapport aux champignons supérieurs.
Cosmopolites présents dans le sol,
divers aliments (mais, oignons,
tomates, haricots, etc.), déjections
d’animaux et dans 1’air. IIs sont
pathogenes des plantes et capables de
contaminer des fruits ou des céréales
(Ribes et al, 2000)

Champignon terrestre extrémement
compétitif présent dans le monde
entier. Il survit dans le sol en tant que
saprobe sur de nombreuses sources de
nutriments organiques, y compris les
débris veégétaux et animaux (Payne et
al, 2010), un pathogene opportuniste
des animaux et des humains, en
particulier chez les individus
immunodéprimés (Chang et al, 2014).
Cet Aspergillus infecte également les
récoltes et contamine les grains stockés
: dans ces derniers substrats, il produit
des métabolites cancérogenes des plus
toxiques et des plus efficaces, telles les
aflatoxines et les autres mycotoxines
(Yu et al, 2005).

Cosmopolite et d’occurrence tres
commune : il se développe sur la
matiére organique en conditions
aerobies (Schuster et al, 2002).

Cette espéce est un contaminant
commun sur les divers substrats
(Samson et al, 2004); il a été trouvé
dans le sol, dans le compost et sur la
matiére végétale en décomposition
(Schuster et al, 2002) ; il peut méme
se trouver sur les sols glacés et dans
les environnements marins, mais il
préfere habituellement les sols secs et


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/pathogens
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Regne: Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Eurotiomycetes
Ordre: Eurotiales
Famille: Trichomaceae
Genre: Aspergillus
Espece: Aspergillus
fumigatus

Regne: Fungi

Division: Ascomycota
Classe: Saccharomycetes
Ordre: Saccharomycetales
Famille:
Saccharomycetaceae
Genre: Candida

Espece: Candida albicans

chauds. Il peut provoquer des
aspergilloses, des otites et des
sinusites. Il est aussi a 1’origine
d’infection cutanée, pulmonaire et
géneralisées (Morin, 2003).

Des champignons microscopiques
filamenteux X, qui vivent en
saprobiose dans de trés nombreux
écosystemes (Thierry, 2011) il joue
un role important dans le recyclage du
carbone et de I’azote organique.
Exosaprophyte il vit dans le sol et les
matieres organique en décomposition,
mais aussi sur de nombreux substrat
comme les produits alimentaires
(Samson, 1994).

Aspergillus fumigatus est I’agent le
fréquents des aspergillus humaine et
animales (Taylor et al, 2009)

Candida albicans est une levure non
capsulée, non pigmentée, et aérobie
(Chu et al, 1993 ; Youssef Ali, 2014)
appartient a la flore commensale des
individus sains, mais qui, lorsque le
fragile équilibre entre le parasite et
I’hote est rompu, devient opportuniste
et colonise les surfaces mucocutanées
et les cavites orales et gastro-
intestinales de nombreux mammiferes
(Lagan, 2007).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetales
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Annexe 2

Taxonomie et caractéres généraux de différentes souches bactériennes utilisées.

B. cereus est une bactérie

Regne: Bacteria
Division: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus
Espéce: Bacillus cereus

Souche Taxonomie Caracteres généraux
T % : ° v S

correspondant a des bacilles a
coloration Gram positive (De Vos
et al, 2009). Cette bactérie est dite
ubiquitaire (Guinebretiere et al,
2008) ce qui explique donc que
nous la retrouvons dans
I’environnement et notamment

dans les sols ou elle semble pouvoir
faire des cycles complets de
germination, croissance et
sporulation (Margulis et al, 1998).
B. cereus est retrouvé dans des
aliments tres variés représente donc
un probléme pour I’industrie agro-
alimentaire (Lee et al, 1995)
Bacille a Gram positif, gros, droit,
mobile par des cils péritriches,
capsulé (Bouhairi, 2017)
aéroanaérobie, catalase positive,
sporulée et mésophile, retrouvée
principalement dans le sol (Baril,
2012). Elle est non pathogene et est
un organisme d’altération des
produits alimentaires (Bridier,
2011). Elle est capable de se
développer dans de larges gammes
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Regne: Bacteria
Division: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

Espece: Bacillus subtilis
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Regne: Bacteria

Division: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales

Famille: Staphylococcaceae
Genre: Staphylococcus
Espéce: Staphylococcus
aureus

de facteurs environnementaux, de
sporuler et de former des biofilms
(Cairns et al, 2014)

Le Staphylococcus aureus (ou
staphylocoque doré) est une
bactérie que I’on peut trouver
normalement sur la peau et les
muqueuses. Gram positif et catalase
Positif. Sa teneur en caroténoides
lui confére une couleur dorée a
I'origine de son nom (George et al,
2005)

Elle est considérée comme ’un des
germes les plus impliqués dans les
toxi-infections alimentaires
(Titouche et al, 2017)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacillaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacilli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carot%C3%A9no%C3%AFde
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Regne: Bacteria
Division: Proteobacteria
Classe:
Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales

Famille: Pseudomonadaceae

Genre: Pseudomonas
Espéce: Pseudomonas
aeruginosa

Regne: Bacteria

Division: Proteobacteria
Classe:
Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobactericeae
Genre: Escherichia
Espéce: Escherichia coli

Reégne: Bacteria

Division: Proteobacteria
Classe:
Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Famille: Enterobactericeae
Genre: Klebsiella

Espéece: Klebsiella
pneumoniae

Bacille a Gram neégatif, droit, fin,
non sporulé Tres mobile (ciliature
polaire), Appartient au groupe des
bactéries non fermentantes, elle est
Ubiquitaire, origine principalement
environnementale (Doléans-
Jordheim et al, 2015).
Naturellement résistante aux
antibiotiques, qui peut devenir un
pathogéne opportuniste,
responsable d’infections graves
lorsque les circonstances favorables
sont réunies (Elmeskini, 2011)

Escherichia coli (E. coli) est une
bactérie a Gram negatif appartenant
a la famille des Enterobactericeae.
Elle fut découverte en 1885 par
Théodore Escherich. On trouve E.
coli de fagcon commensale dans la
flore intestinale et fécale, tant chez
les humains que chez certains
animaux. La flore intestinale est
colonisée peu apres la naissance.
La bactérie et I’hote coexistent sans
impact sur leur santé respective.
Cette coexistence entraine des
bénéfices mutuels E. coli peut non
seulement étre une bactérie
commensale, mais aussi un
pathogene (Nataro et al. 2004).
Certains peuvent acquérir des
facteurs de virulence particuliers et
donner soit des pathologies extra-
intestinales (infections urinaires)
soit des pathologies intestinales
(Nataro et al, 1998).

Klebsiella pneumoniae sont des
bacilles a Gram négatif, immobiles,
diplobacilles généralement
capsulées, non sporulees,
anaérobies facultatifs (El fertas-
aissani, 2012).

K. pneumoniae est une espéce
ubiquitaire, et frequemment isolée
dans I'environnement a partir
d'échantillons de sol, d'eaux de
surface, d'eaux usees, de végétaux,
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et de muqueuses des mammiferes,
en particulier de la flore fécale
Chez I'hnomme, cette espéce vegete
sur la peau, les muqueuses, les
voies respiratoires supérieures et
elle est isolée des selles chez 30 %
des individus. Pour ce qui est des
infections nosocomiales, le tube
digestif des patients hospitalisés et
les mains du personnel sont les
deux sources principales (Baerwolf
et al, 2002).
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Annexe 3

Materiels non biologique

Verreries et matériels Equipements et appareils

Anse de platine

Agitateur magnétique — incubateur

Barreaux magnétique

Bain-Marie

Béchers Bec benzéne
Boite de Pétri + parafilme Microscope

Creuset Balance
Cuve de spectrophotometre Regle
Disques d’antibiogrammes Pompe a vide

Ecouvillons pH meétre (Metler Toledo)
Embouts Etuve
Entonnoirs Spectrophotometre

Eprouvettes graduées

Réfrigérateur

Erlenmeyers

Four & moufle

Fiole

Plaque chauffante

Flacon en verre

Broyeur (Moulinex)

Papier aluminium Hotte
Papier filtre Rotavapeur
Papier filtre Vortex
Pince + ciseau Micropipette
Pipettes gradués /
Pipettes pasteur /
Pissettes /
Seringues /
Spatule /
Tubes a essai + portoir tube /




Annexes

Produits chimiques Formule chimique

Acétate d’éthyle C4H50,
Acétate de plomb C4HsO4Pb
Acétate de sodium C,Hs;NaO,
Acétone CsHesO
Acide chlorohydrique HCI
Alcool CH3CH,0OH
Alcool isoamylique CsH120
Carbonate de sodium Na,CO3
Chlorure ferrique FeClj
Coupeau de Mg Mg
Dichlorométhane CHCl,
DMSO C,oHgOS
Eau distillé /
Eau physiologique NACL
Formol CH,0
Méthanol CH3OH
Réactif de Folin-Ciocalteau /
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Composition des milieux de cultures

Milieu de Gélose nutritive Gélose Muller-Hinton Gélose Sabouraud
culture

-1g d’extrait de -300ml d’infusé de beeuf | -10g peptone

viande -17.59 peptone de caséine | -10g de glucose

-2g d’extrait de -179 Agar -15g Agar

levure -Eau distillée (1 litre pour | -10.5 chloramphénicols

-5g de chlorure de 38g du mélange) -Eau distillée (1litre)
Composition | sodium. -pH=7.4 -pH=6.2

-10g d’Agar (Sodium Igor, 2002) (Sodium Igor, 2002)

-Eau distillée (1litre
pour 28g du mélange)
-pH=7.4

(Sodium Igor, 2002)

» Composition de milieu PDA (Potatos Dextrose Agar)

Laver et couper les pommes de terre en petit morceaux, les mettre dans 700ml d’eau distillée
et porter a ébullition, ensuite filtrer et compléter avec :

' Caractéristiques ' Compositions

Pomme de terre............... 200g

Glucose .....oovvvviniinnnnn.. 18¢g

PDA (Potatos Dextrose Agar) Agar ... 20g
(Guiraaud,1998) Pour le dénombrement et Eau distillé ..................... 1000ml

I’isolement des champignons pH=7.0+0.2
Antibiotique Augmentin 0.25¢/I
Autoclavage 20min a 120°C




Résumé

L'objectif de notre travail est porté sur I'étude phytochimique de différents extraits des feuilles de
Juglans regia : extrait agueux et méthanolique. La premiére partie de cette étude concerne I'extraction
et la quantification des molécules bioactives. Le screening phytochimique préliminaire des molécules
bioactives a été realisé sur la matiére brutes des feuilles de la plante, et il a révélé la présence de
différents constituants dont les phénoliques, les flavonoides, les stérols, les terpenoides, les
coumarines, ainsi que d’autres molécules. La deuxiéme partie est I'étude de 1'activité antimicrobienne
des extraits de plante. La capacité antimicrobienne a été projeté contre les bactéries Gram positif
(Bacillus cereus, B. subtilis, S. aureus) et les bactéries Gram négatives (P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae) et les champignons (Aspergilus niger et A Aspergilus flavus). Les feuilles de noyer ont
sélectivement inhibé la croissance des bactéries a Gram positif, les bactéries Gram négatives et les
champignons étaient résistants aux extraits

Les résultats trouvés dans cette étude suggérent que les différentes parties de noyer commun et
particuliérement les feuilles peuvent étre considérées comme une source intéressante des agents
antimicrobiens pour les industries médical et pharmaceutique.

Mots clés: Juglans regia, composé phénolique, flavonoides, activité antimicrobienne, Screening

phytochimique

Abstract

The objective of our work is focused on the phytochemical study of different extracts from the leaves
of Juglans regia: aqueous and methanolic extract. The first part of this study concerns the extraction
and quantification of bioactive molecules. The preliminary phytochemical screening of bioactive
molecules was carried out on the raw material of the leaves of the plant, and it revealed the presence
of different constituents including phenolics, flavonoids, sterols, terpenoids, coumarins, as well as
other molecules. The second part is the study of the antimicrobial activity of plant extracts.
Antimicrobialability has been shown against Gram positive bacteria (Bacillus cereus, B. subtilis, S.
aureus) and Gram negative bacteria (P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae) and fungi (Aspergilus
niger et A Aspergilus flavus). Walnut leaves selectively inhibited the growth of Gram-positive
bacteria, Gram-negative bacteria and fungi were resistant to the extracts.

The results found in this study suggest that the different parts of common walnut and particularly the
leaves can beconsidered as an interesting source of antimicrobial agents for the medical and
pharmaceuticalindustry.

Key words: Juglans regia, phenolic compound, flavonoids, antimicrobialactivity, Phytochemical
screening.
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