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Depuis des temps tres anciens, le pericarp© immature du noyer
a ete utilise en medecine populaire comme astringent et „depuratif";
son emploi pour la teinture de divers objets est egalement bien eonnu.

Les renseignements d'ordre chimique qu'on rencontre dans les
traites de chimie vegetale et de pharmacognosie, dont la plupart sont
anterieurs ä 1939, font etat de la presence, dans ce pericarpe, de
tanins, de juglone, d'hydrojuglones, d'acides organiques, comme
l'acide citrique et l'acide malique; certains auteurs mentionnent des
phenol-oxydases.

La decouverte par GUGATH et RUDOLPH, en 1937, confirmee eu
1940 par MIRIMANOFF et MORI, puis en 1942, par BREINLICH *)
d'une tres forte teneur en acide ascorbique dans ce fruit, contribue ä
eclairer d'un jour nouveau Tinteret biologique de ce vegetal et nous
oblige, en meme temps, ä reviser nos notions sur les autres consti-
tuants accompagnant cette vitamine, dont le chimisme se trouve in-
timement lie ä celui de l'acide ascorbique comme ä celui des enzymes
egalement presents.

A vrai dire, notre intention, en etudiant le pericarpe de Juglans
regia,. etait de determiner avant tout la teneur reelle de ce tissu en
vitamine C, certaines substances fortement reductrices faussant les
dosages colorimetriques usuels (methode au dichlorophenol-indophenol).

Un recent memoire de DAGLISH et WOKES, parvenu ä notre
connaissance peu avant la redaction de ce travail, en a confirme cer-

*) C e s a u t e u r s s e m b l e n t , e n r a i s o n d e l a g u e r r e , n o p a s a v o i r e u t o u j o u r s
c o n n a i s s a n c e d e s t r a v a u x d e l e u r s d e v a n c i e r s . . . . . .
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tains aspects, soulignant en particulier la part qu'il convient de faire
ä la „pseudo vitamine C" du noyer.

Pour eviter de trop longs developpements, nous resumerons siucces-
sivement le resultat de nos investigations concernant la teneur reelle
en vitamine C du pericarpe immature, puis nous aborderons les autres
constituents deceles ou doses au cours de nos recherches.

I. A c i d e a s c o r b i q u e

Le dosage de cette substance dans des vegetaux contenant des
tanins, a l'aide de la methode colorimetrique de TILLMANS, est entache
d'erreur, les tanins reagissant avec le dichlorophenolindophenol. On
obtient des resultats trop eleves (cas paradoxal de l'ecorce de chene,
des feuilles de mate, etc.)- Dans ce cas, il convient d'avoir recours ä
une defecation. L'un de nous a etabli, ä la suite de longues series
d'experiences, que la methode la plus stire etait celle de EMMERIE et
van ECKELEN, legerement modifiee. Voici le mode operatoire:
•>K • Räper rapidement 10,0 g de pericarpe dans 20 cm3 d'acide

acetique ä 5% contenant l°/oo de thiouree. Verser quantitativement
le broyat dans une eprouvette graduee de 250 cm3, et completer

,! k 100 cm3 avec le liquide d'extraction, Laisser macerer 1^ ä 2 h.
en faisant passer un courant de CO2, en amenant le tube adducteur
de gaz au fond de l'eprouvette. Filtrer sur un filtre ä plis dans
un ballon d'Erlenmeyer de 150 cm3 en couvrant l'entonnoir.

.; Neutraliser le filtrat limpide au rouge Congo par addition
de CaCO3 jusqu'ä obtention d'un pH — 5 environ. 50 cm3 de filtrat

, , sont traites (defecation) par 10 cm3 d'acetate de mercure ä 20%.
Filtrer sur Jena 11 G/4, et traiter avec H2S pendant 15 minutes.
Conserver en atmosphere de H2S pendant 12 h., puis chasser ce
gaz par un courant de CO2 (15 min. au bain-marie ä 40° C, puis
15 min. ä temperature ordinaire) jusqu'ä non reaction au nitro-
prussiate de sodium. Titrer 2 cm3 du filtrat ainsi defeque, additionne
de 5 cm3 de solution-tampon (pH = 4). Le calcul s'etablit selon
le titre du colorant (dichlorophenol-indophenol) en acide ascor-
bique.
Ce procede, etabli ä la suite de tres nombreux essais, a montre

qu'il n'influait pas sur la vitamine C presente et qu'il eliminait com-
pletement les tanins.

Compare ä la methode ä l'acetate de plomb, il donne ä la fois des
resultats reproductibles et toujours plus eleves, et generalement tres
proches dans le cas present des valeurs obtenues sans defecation.
Enfin, il tient compte de l'acide dehydroascorbique preforme ou se
formant eventuellement lors de la maceration.
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En ce qui concerne l'epoque de l'annee et le degre de maturation,
nos dosages, effectues tous les quinze jours (2 annees de suite) sur
plusieurs noix provenant de 2 arbres voisins, ont montre, par leurs
valeurs moyennes, que la teneur fluctue, entre la seconde quinzaine
de juin et la premiere semaine de septembre, autour de 1000 ä 1300 mg
d'acide ascorbique dans 100 gr. de matiere fraiche. Au cours de sep-
tembre, la teneur baisse, et tombe tres rapidement des que le peri-
carpe commence ä brunir. Calculee sur la matiere seche, cette teneur
atteint jusqu'ä 8 et 9 grammes d'acide ascorbique pour 100 grammes
d e p e r i c a r p e s ec .* ) . * -; -• • ;^--:n";«: r'•• • < : >. -• ^ p i • • . <

Ces donnees confirment done, malgre la technique de defecation,
les resultats des auteurs precites. Des analyses complementaires
nous ont en outre demontre que l'acide dehydroascorbique preforme
n'existe qu'en tres faible proportion dans la plante.

Si relimina.tion des tanins, prouvee par les reactions du filtrat apres
defecation, n'a eu que peu d'influence sur les resultats, est-ce ä dire
que ces derniers donnent une image reelle de la teneur du pericarpe
en acide ascorbique?

Les memoires de BREINLICH et de DAGLISH-WOKES ont attire
notre attention sur la presence d'hydrojuglones, fortement reductrices.
Or, ces substances eehappent ä la defecation ä l'acetate de mercure,
comme nous avons pu nous en rendre compte en ajoutant ä un macerat
vegetal de l'a-hydrojuglone obtenue par synthese. La substance reduc-
trice demeure dans le filtrat, et reduit energiquement le colorant; son
potentiel oxydoreducteur s'avere tres voisin de celui de l'acide ascor-
biqae.

Pour eliminer ces hydrojuglones (pseudo vitamine C de WOKES),
nous avons, apres de nombreux essais, procede comme suit, en tenant
compte de la solubilite de l'isomere a dans l'ether et de la solubilite
du derive ß dans du benzene: 20 cm3 de macerat defeque exempt de
H2S (voir plus haut) sont epuises, en presence de CO2, par extraction
f ractionnee au moyen de 5 X 10 cm3 d'un melange en parties egales
d'ether pour narcose et de benzene. On chasse le solvant ä 40° C en
presence de CO2, on refroidit et on titre**). La perte, qui correspond
ä la teneur en hydrojuglones, oscille entre 10 et 30% selon les echan-
tillons et l'epoque. L'addition d'hydrojuglone de synthese ä des
macerats connus a permis de justifier cette methode.

*) Le pericarpe immature de •/. regia constituerait done la source naturelle
la plus riche en.vitamine C (BREINLICH).

**) La description complete de cette technique est donnee dans la these
STADELMANN. • . • • I M » - - - - , I .••• . \ . » ; ••
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En r e s u m e , le dosage direct de la Vitamine C, par la methode
de TILLMANS, dans le pericarpe de Juglans regia, comporte deux catuses
d'erreur, car il ne tient pas compte:
a) des tanins, qu'on doit defequer par de l'acetate de mercure dans

des conditions determinees,
b) des hydrojuglones, qu'on peut eliminer par dee solvants appropries.

Si la premiere cause d'erreur est faible, la seconde aboutit ä des
resultats trop eleves, pouvant afcteindre jusqu'ä 30%.

Nous tenterons, dans la suite de cet expose, de relier ces resultats
analytiques ä la biochimie du pericarpe en maturation.

II. A u t r e s s u b s t a n c e s c o n t e n u e s d a n s le p e r i c a r p e .
L e u r i n f l u e n c e s u r l a v i t a m i n e C

Nous avons vu, confirmant les observations de divers auteurs,
que l'acide ascorbique, lui-meme instable, est accompagne dans le
tissu vegetal, de substances tres fortement reductrices comme les
hydrojuglones.

La baisse tres rapide du titre en substances reductrices lors de
la maturation du fruit se produit egalement dans les macerats, malgre
les precautions prises contre l'oxydation. Cette baisse de titre depend
de plusieurs causes:
a) presence de catalyseurs d'oxydation, comme le cuivre, par exemple

(SIEFFERT),
b) Oxydation due ä des enzymes,
c) Oxydation chimique.

Comme differents auteurs et Tun de nous (STADELMANN) l'ont
montre, on peut lutter assez efficacement contre a) par l'addition de
diverses substances protectrices: thiouree, thionalide, mercaptoethanol,
sulfodiglycol, etc., etc. Ces stabilisateurs se revelent peu efficaces vis-
a-vis de b). Ceci est d'autant plus digne d'etre releve que l'ascorbinase
contient du cuivre dans sa partie prosthetique et que ce metal est
responsable de son caractere d'oxydase. II est vraisemblable que le
cuivre est protege par suite de sa position ä l'interieur de la molecule
du ferment.

On peut lutter contre b) par voie physique (stabilisation) ou par
des procedes chimiques. Si nos experiences ont prouve qu'on peut
detruire aisement l'ascorbinase, notamment par la chaleur, ce procede
ne s'applique pas plus que les autres procedes physiques au peri-
carpe de Juglans regia si on desire conserver la vitamine C, car
celle-ci est oxydee, dans la plante, comme dans les macerats ou
extraits, par voie chimique.

Comment s'opere cette derniere reaction? Nous avons vu que les
hydrojuglones presentes dans le pericarpe, sont tres fortement reduc-
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trices. Contrairement a, l'acide ascorbique, les hydrojuglones sont
autoxydables. Toutes nos tentatives d'en empecher l'oxydation par des
moyens compatibles avec des procedes d'extraction utilisables en
pratique se sont averees impuissantes, les hydrojuglones se trans-
formant en juglone.

Dans le cas du noyer, on peut admettre que la juglone forme
l'equilibre chimique suivant avec l'acide 1-ascorbique, un equilibre
qui fonctionne probablement comme systeme-redox dans la cellule
vivante et qui est continuellement deplace „in vitro" vers la droite
(voir formule) par suite de la grande autoxydabilite des hydro-
juglones:
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Ce schema peut expliquer ä la fois ce qui se passe dans la matu-
ration du pericarpe comme dans les extraits et macerats. II faudrait
un traitement ä l'hydrogene naissant pour entraver cette reaction
qui, de plus, rend vaines les tentatives de stabilisation enzymatique
par la dessiccation o,u la chaleur. Ajoutons qu' „in vitro", auoun des
stabilisateurs efficaces vis-ä-vis de l'oxydation catalytique ne s'est
montre capable d'enrayer l'oxydation par la juglone.

II n'est pas sans interet de rappeler que si certains auteurs, comme
BEEINLICH et JOHN, ont attribue ä la juglone une faible action
vitaminique en tant que facteur K, les naphthoquinones comptent au
nombre des substances antibiotiques appartenant aux phanerogames.
La toxicite de la juglone vis-ä-vis de la cellule se manifeste, selon
GÄUMANN et von ARX, a la concentration molaire de 10~7 sur
Spirogyra; il est vraisemblable qu'en alterant la semipermeabilite,
cette naphthoquinone accelere le processus de destruction cellulaire
qui accompagne la maturation du pericarpe.

Enfin, il convient de relever que nos essais montrent que les
substances reductrices du pericarpe immature s'y trouvent ä l'etat de
combinaison; nous ne pouvons toutefois apporter aucune lumiere quant
ä la nature chimique de ces associations: ascorbigene pour la vitamine C,

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



hydrojuglones esterifiees (DAGLISHetWOKES). Une chose est certaine:
l'instabilite tres marquee de ces substances hypothetiques. En stockant
des noix fraiohes ä basse temperature (—20° ä —25° C) pendant 16 mois,
le taux residuel de vitamine C ne s'eleve qu'ä 50% environ des valeurs
moyennes initiales.

• ••"•'•' T a n i n s - •••• , ; •

Nous avons vu qu'en defequant nos macerats de pericarpes ä
l'acetate de mercure, on ne modifie que legerement la teneur en sub-
stances reductrices. On peut implicitement admettre que ce fait
demontre l'absence de tanins ou du moins leur presence en faible
proportion.

La recherche des tanins au moyen des sels ferriqües est illusoire,
histochimiquement, des substances hydroxylees comme les juglones et
hydrojuglones etant susceptibles de reagir avec ces sels.

Au moyen de reactifs varies (rhodamine B, bichromate de potas-
sium, nitrate de strychnine, p-dimethylaminobenzaldehyde, etc.), nous
avons pu conclure, en etablissant des comparaisons avec des tissus
temoins contenant des tanins, que le pericarpe immature du fruit du
noyer contient des tanins, mais en faible quantite. Ces tanins sont
oompletement elimines par la defecation ä l'acetate de mercure. Rien
n'indique que ces tanins participent ou non ä l'oxydation des sub-
stances reductrices.

F e r m e n t s o x y d a n t s
Ici egalement, les methodes histochimiques classiques sont ä

utiliser avec precaution, les substances reductrices etant susceptibles
de fausser les reactions colorees usuelles, soit sur un tissu lese par
une coupe, soit surtout dans un macerat. En ayant recours a des
reactions-temoins, nous avons obtenu, pour les oxydases des resultats
toujours negatifs (reactifs: Nadi, a-naphtol de MOLISCH, benzidine);
il est possible que ceci soit du ä l'action inhibitrice de l'acide ascor-
bique (F. CHODAT et WYSS-CHODAT).

En revanche, des peroxydases peuvent etre mises en evidence,
mais l'intensite des reactions colorees depend de la quantite d'acide
ascorbique present. On ne peut cependant deceler ni indophenolase ni
tyrosinase. II est vraisemblable que ces enzymes contribuent ä l'oxy-
dation des substances reductrices de la noix. . • . . , .. , (.,-t •.

R e s u m e •
,v^ Le pericarpe immature de Juglans regia contient une proportion
exceptionnellement elevee de substances reductrices ä l'etat de com-
binaison. La plus grande partie en est formee par de l'acide ascor-
bique, dont la teneur peut atteindre jusqu'ä 1—1,5 gramme dans
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100 grammes de matiere fraiche. Cette vitamine est accompagnee
d'hydrojuglones a et ß dont la teneur peut atteindre les 30% de la
valeur reductrice exprimee en acide ascorbique. Description est
donnee de la methode de dosage de ces deux principes. Les hydro-
juglones s'oxydent tres facilement en juglone qui, ä son tour, oxyde
l'acide ascorbique. Ce processus se produit lors de la maturation du
pericarpe, et plus rapidement, dans les macerats et extraits du peri-
carpe, ce qui explique l'absence de vitamine C dans les produits
pharmaceutiques ä base de brou de noix. La conservation des deux
principes reducteurs se heurte ä des difficultes pratiquement insur-
montables. II n'est pas exclu en revanche que la juglone exerce une
certaine action comme antibiotique.

En dehors de ces principes, il existe dans le pericarpe immature
des tanins, en faible proportion, et des peroxydases. La detection des
ferments oxydants par voie histochimique est en partie inhibee par la
presence d'acide ascorbique. La conservation des noix fraiches ä basse
temperature (—20° ä —25° C) permet de retrouver environ les 50%
de la vitamine C au bout de 16 mois. Les ferments oxydants contri-
buent pour leur part ä detruire les substances reductrices de la noix.
Leur elimination se heurte egalement ä des difficultes qui font l'objet
d'une breve discussion.
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