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ABSTRACT: In the present study, Phenolic compounds of ethanolic extracts of three organs (leaves, stem barks and roots) of
Pterocarpus erinaceus were studied in UV-Visible Spectrophotometer. Furthermore the antiradical activity of these extracts
was determined at room temperature by the method based on the reactivity of the extracts with a free radical, stable in
solution, the |, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). A synthetic antioxidant commonly used in the food and cosmetic industry,
quercetin was used as reference to validate the antioxidant potential of phenolic extracts studied. The preliminary
assessment of the phytochemical composition of this plant revealed the presence of polyphenols, tannins, free flavonoids,
coumarins, terpenes, sterols and anthocyanins. The colorimetric assay revealed that the polyphenols are more concentrated
in the bark of Pterocarpus erinaceus rod than in the leaf and root bark of the plant. Similarly, the stem bark of Pterocarpus
erinaceus was more active than the leaf and bark of the root, although lower than the standard used (quercetin) activity. The
evaluation of the granulometry influence revealed that the extraction solvent diffuses more easily inside the small particles
to extract polyphenol molecules.
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RESUME: Dans la présente étude, les composés phénoliques de trois organes (feuilles, écorces de la tige et des racines) de
Pterocarpus erinaceus extraits a I'éthanol ont été étudiés au Spectrophotometre UV—Visible. De plus I’activité antiradicalaire
de ses extraits a été déterminée a température ambiante par la méthode basée sur la réactivité des extraits avec un radical
libre, stable en solution, le I, I-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Un antioxydant synthétique, couramment utilisé dans
I'industrie alimentaire et cosmétique, la quercétine a servi de référence afin de valider le potentiel antioxydant des extraits
phénoliques étudiés. L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique de cette plante a révélé la présence de
polyphénols, de tanins, de flavonoides libres, de coumarines, de terpenes, de stérols et d’anthocyanes. Le dosage
colorimétrique a révélé que les polyphénols sont plus concentrés dans les écorces de la tige de Pterocarpus erinaceus que
dans les feuilles et dans les écorces de racine de la plante. De méme les écorces de la tige de Pterocarpus erinaceus se sont
révélée plus active que les feuilles et les écorces de racine, bien qu’ayant une activité plus faible que celle du standard utilisé
(quercétine). L’évaluation de I'influence de la granulométrie sur la cinétique d’extraction a révélé que le solvant d’extraction
diffuse plus facilement a I'intérieur des petites particules pour extraire les molécules de polyphénols.

MOTS-CLEFS: Polyphénols ; activité antiradicalaire ; phytochimie ; plante ; cinétique ; granulométrie.
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1 INTRODUCTION

L'utilisation des végétaux par ’homme se confond avec I'histoire méme de I’humanité a des fins multiples : cosmétique,
alimentaire et pharmacologique [1]. Des milliers d’études scientifiques ont examiné les composés bioactifs des plantes
médicinales. Un grand nombre de leurs propriétés a ainsi été confirmé et ces travaux ont montré qu’il y a de nombreuses
possibilités thérapeutiques dans le regne végétal alors que la chimiothérapie devient de plus en plus compliquée et n’apporte
pas toujours les résultats attendus. Ces recherches permettent d’offrir plus de sécurité dans I'emploi des plantes et elles
ouvrent de nouvelles perspectives en matiere de prévention et de traitement de nombreuses pathologies. Contrairement aux
médicaments de synthése, la plante médicinale n’apporte pas seulement un principe actif mais une multitude de composés
aux effets thérapeutiques complémentaires, formant un complexe biochimique équilibré, le totum. Son action plus douce et
en profondeur permet d’équilibrer le corps en stimulant les défenses naturelles [2]. Les polyphénols sont quantitativement
les plus importants métabolites secondaires des plantes. Ils possédent une grande variété de structures allant de composés
contenant un simple noyau phénolique (acide phénolique) a des composés polymériques complexes comme les tanins
(polymeres de catéchine et épicatéchine présentant plusieurs dizaines d’unités). Les polyphénols ont la capacité de moduler
I'activité d’un grand nombre d’enzymes et de certains récepteurs cellulaires. En outre, "in vitro", un grand nombre de
polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et
anticancéreuses [3].

Les polyphénols sont les antioxydants les plus répandus dans notre alimentation. Plusieurs études ont été réalisées sur
I'impact de la consommation de végétaux sur la santé. Ces études ont pour la plupart mis en évidence une baisse du facteur
de risque pour de nombreuses affections telles que I'infarctus du myocarde, les cancers du poumon, du célon, de I'estomac,
du rein, de la prostate et du sein. En effet, I'oxydation est un phénomene largement répandu aussi bien dans le domaine
alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant). L'ingestion de polyphénols par 'intermédiaire des
fruits et des légumes pourrait permettre a notre organisme de renforcer ses moyens de défense contre les processus
d’oxydation qui menacent quotidiennement nos cellules [4]. Les polyphénols, de par leurs propriétés antioxydantes, ont la
capacité de piéger les radicaux libres, qui sont générés en permanence par notre organisme ou formés en réaction a des
agressions de notre environnement (tabac, polluants, infections,...).

Pterocarpus erinaceus est une plante de la famille des Fabaceae dont I'arbre de taille moyenne 12 a 15 m de haut,
généralement a feuilles caduques, se régénere facilement apres la coupe pour le fourrage et le bois. Originaire de la forét
ouverte et de la savane boisée du Sénégal, cette plante est répandue un peu partout en Afrique. De par ses propriétés
antioxydante, colorante, anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique, Pterocarpus erinaceus est une plante médicinale
utilisée dans la prise en charge de nombreuses pathologies dont les maladies a composante inflammatoire. Il serait donc
intéressant de caractériser les principes actifs de cette plante habituellement utilisée dans le traitement de plusieurs
pathologies telles que le paludisme, la toux, les ulcéres chroniques, les infections sexuelles, la diarrhée, la dysenterie et a
beaucoup d’autres fins comme la menuiserie, le charbon de bois, le bétail, I'ornement comme haies vives, les colorants [5],

[e].

Malgré les vertus de la plante, trées peu de données ont été rapportées dans la littérature concernant sa composition
chimique en composés phénoliques et sur les activités biologiques de ses extraits. Mais I'extraction est I'étape la plus
importante dans I'analyse et la production des principes actifs du matériel végétal. Elle est influencée par la méthode
d’extraction choisie en fonction des composés phytochimiques a étudier. Plusieurs facteurs, comme le pH, la température, le
rapport quantité de matiére au volume du solvant, les intervalles de temps, la granulométrie, le nombre et les étapes
d’extractions individuelles, jouent également un réle important dans ce procédé [7]. Ce qui sous-tend la présente étude dont
I'objectif principal est d’évaluer I'influence de la granulométrie sur la cinétique d’extraction des polyphénols des feuilles et
écorces de Pterocarpus erinaceus. Mais avant, il importe d’identifier les métabolites secondaires dont les polyphénols
présents dans les différents organes et d’évaluer leurs teneurs en composés phénoliqgues de méme que l'activité
antioxydante des composés phénoliques qui s’y trouvent.
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2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL
2.1.1 MATERIEL VEGETAL

Il est constitué de trois organes (feuilles, écorces de tige et de racine) de Pterocarpus erinaceus Poir (Fabaceae) récoltés a
Bante au Bénin. Apres collecte, les échantillons ont été séchés a la température de laboratoire (20-25°C) pendant environ un
mois jusqu’a stabilisation de leur masse afin d’éviter d’éventuelles risques d’oxydation des polyphénols, puis réduits en
poudre a I'aide d’un broyeur de type Moulinette pour faciliter la pénétration du solvant lors de I'extraction.

2.1.2 MATERIEL DE LABORATOIRE

Au laboratoire, les réactifs et solvants utilisés sont de nature analytique. Deux tamis de mailles différentes (300 um et 600
pum) ont été utilisés pour suivre I'influence de la granulométrie sur la cinétique d’extraction des polyphénols.

2.2 METHODES
2.2.1 CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

La premiere étape d’une étude phytochimique est la recherche des grandes classes de composés chimiques appartenant
aux métabolismes secondaires de la plante a étudier. En effet, le criblage phytochimique consiste a réaliser une analyse
chimique qualitative basée sur des réactions de coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe de
principes actifs. Les groupes phytochimiques recherchés sont entre autres: les alcaloides, les polyphénols (flavonoides,
anthocyanes, tanins,...), les saponosides, les coumarines, les stérols, les terpenes, les mucilages, les protéines, les sucres
réducteurs (oses-holosides).

Flavonoides: L'identification des flavonoides a été réalisée par le test a la cyanidine [8].
Tanins: Les tanins ont été mis en exergue par le test de Stiasny [9]

Saponosides: Les saponosides ont été déterminés par le test de mousse; degré de dilution d’'un décocté aqueux donnant une
mousse persistante apres agitation [10], [11].

Polyphénols: La détermination des composés appartenant au groupe des polyphénols a été faite par la réaction au chlorure
ferrique [10].

Stérols et terpénes: Les stérols et les terpenes ont été mis en évidence par le test de Liebermann-Burchard [12].

Alcaloides : Les alcaloides ont été identifiés par le test de Meyer et confirmés par le test de Bouchardat [13].
Anthraquinones : Les anthraquinones ont été identifiées par le test de Borntrager [11], [14].

Mucilages: L'obtention d’un précipité floconneux d’un décocté dans I'éther éthylique indique la présence des mucilages [15].

Coumarines: Les coumarines ont été mises en évidence par la fluorescence a I’'UV a 365nm [9].
2.2.2 PREPARATION DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE

Pour quantifier les composés phénoliques, I'extraction liquide-solide a été réalisée par macération; le solvant utilisé est
I’éthanol (95°) avec un ratio de 5 %. 50 g de poudre végétale ont été pesés puis mélangés avec un volume de 500 mL du
solvant. Le mélange est maintenu sous agitation magnétique pendant 24 heures a température ambiante. La solution
obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre (Wattman N°1 de diametre 0,16 mm) sous vide. Le filtrat a été ensuite récupéré
et I'opération a été répétée 3 fois (soit 72 heures d’extraction au total) mais avec 250 mL du solvant dés le deuxiéme jour. Le
volume total du filtrat est concentré sous vide a 60°C a I'aide d’un rotavapor de type Heidolph. L’extrait sec a été ensuite
récupéré, pesé, étiqueté et conservé a + 4 °C jusqu’a I'utilisation.

Le rendement (R) d’extraction est calculé par la formule ci-dessous :
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Masse de l'extrait
R (%) =

*
Masse de poudre végétale utilisée
2.2.3  DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES

L'extrait éthanolique a été soumis au dosage colorimétrique par spectrophotométrie UV-Visible pour quantifier les
composés phénoliques.

Polyphénols totaux: Les polyphénols totaux ont été dosés au réactif de Folin-Ciocalteu [16], [17]. Le réactif de Folin utilisé est
constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique et phosphomolybdique qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols en
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne [18]. L’absorbance a été mesurée au spectrophotometre (JENWAY
50/60 Hz) a 765 nm. L'acide gallique a été utilisé comme référence et la teneur en polyphénols totaux dans I'extrait a été
exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g de matiere séche.

Flavonoides totaux: Les flavonoides totaux ont été quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl;). Cette
technique est basée sur la formation du complexe flavonoide-aluminium qui a une absorption maximale a 500 nm [19], [20].

Tanins condensés: Le dosage des tanins condensés a été réalisé par la méthode a la vanilline sulfurique [20], [21]. Le principe
de ce dosage est basé sur la fixation du groupe aldéhydique de la vanilline sur le carbone en position 6 du cycle A de la
catéchine pour former un complexe chromophore de couleur rouge qui absorbe a 510 nm.

Anthocyanes : Les composés anthocyaniques totaux ont été évalués par la méthode au bisulfite de sodium [22]. La méthode
utilisée est basée sur une différenciation des absorbances a 520nm. La teneur en anthocyanes totaux dans I'extrait est
exprimée en mg d’équivalent malvidine-3-glucoside par gramme de matiere séche.

224 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIRADICALAIRE

L'activité anti-radicalaire a été évaluée suivant la méthode au DPPH [11]. Le principe de cette méthode est basé sur la
mesure du pourcentage de piégeage des radicaux libres d’une solution de DPPH. Ce piégeage est visualisé par la disparition
de la couleur pourpre du DPPH. Les cuves sont laissées a I'obscurité pendant une heure et les absorbances ont été mesurées
a 517 nm [23], [24]. Le pourcentage de piégeage a été calculé suivant la formule : P = [(Ap — Ascn)/As] x 100.

P : pourcentage de piégeage ; A, : absorbance du blanc; A : absorbance de I’échantillon
2.2.5  INFLUENCE DE LA GRANULOMETRIE SUR LA CINETIQUE D’EXTRACTION

La méthode colorimétrique, basée sur 'utilisation du spectrophotometre UV-visible, a été utilisée pour suivre la cinétique
d’extraction des polyphénols de la matiére végétale. 2 g du broyat de granulométrie 300 um et 600 um sont macérés dans
200 mL d’eau distillée. La diffusion des polyphénols dans I'eau distillée a été notée a travers le changement de coloration du
milieu, avec le temps et suivant la granulométrie. Des préléevements ont été effectués toutes les 10 minutes jusqu’a lheure
et les polyphénols ont été quantifiés au colorimeétre aprés filtration et dilution adéquate (1/5). Leau distillée a été le solvant
de référence utilisée comme blanc [7].

3 RESULTATS ET DIsCUSSION
3.1  CRIBLAGE PHYTOCHIMIQUE

Les résultats du criblage phytochimique des différents organes (feuilles, écorces de tige et de racine) de Pterocarpus
erinaceus sont reportés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Résultats du criblage phytochimique de trois organes de Pterocarpus erinaceus

Familles de composés recherchées Ecorces Ecorces de Feuille
de la tige racine s
Tanins totaux + + +
. Tanins cathéchiques + + +
Tanins Tanins galliques + + +
Anthocyanes + + +
Flavonoides Flavonoides libres + + +
Leucoanthocyanes + +
Mucilages - + -
Stérols et terpénes + + +
Protéines + + +
Sucres réducteurs + + +
Alcaloides + + +
Quinones libres - + -
O-hétérosides - +
Anthraquinones O-hétérosides a génine + - +
combinés réduite
C-hétérosides + + +
Coumarine + + +
Saponosides Hauteur de mousse - + -
Indice de mousse <100 230 <100

- :absent, +:traces, +:abondant.

Le criblage phytochimique des trois organes (feuilles, écorces de tige et de racine) de Pterocarpus erinaceus, indique
majoritairement la présence des composés chimiques tels que les tanins, les flavonoides libres, les anthraquinones combinés,
les coumarines, les anthocyanes, les terpénes et les stérols. Les feuilles ne contiennent aucune trace de saponosides, de
leucoanthocyanes, de mucilages ni d’alcaloides alors que la tige et la racine en contiennent en traces sauf que les
saponosides sont tres concentrés dans la racine. De plus cette plante est trés riche en sucres réducteurs et moins riche en
protéines. Ces résultats confirment ceux de Ouédraogo et al. [25] qui ont révélé dans les extraits aqueux de tige et de racine
de Pterocarpus erinaceus la présence de tanins, de polyphénols, de flavonoides, de saponosides, de triterpénes et de
stéroides. De plus les résultats de Trease et Evans [26] et de Harbone [27] ont confirmé ces mémes résultats.

3.2 RENDEMENT D’EXTRACTION ET PROPRIETES PHYSIQUES DES EXTRAITS

L'extraction a I’éthanol des trois organes de Pterocarpus erinaceus a permis de calculer le rendement d’extraction et
d’avoir une idée sur les propriétés physiques de ces extraits. Ces résultats sont respectivement présentés dans les tableaux 2
et 3. Le rendement le plus élevé (14,4 %) est obtenu au niveau des écorces de tige. Tous les extraits ont présenté un aspect
pateux. Seul I'extrait obtenu a partir des feuilles est soluble dans le méthanol et ceux des écorces dans le DMSO. Les travaux
de Hage [28] sur les écorces de Pterocarpus erinaceus ont révélé un rendement d’extraction de 22 % pour I'extrait aqueux
lyophilisé. La dissolution de nos extraits éthanoliques obtenus a partir des écorces de tige et de racine dans le DMSO est
conforme aux résultats de Hage et al. [28] selon qui les extraits dont le solvant est organique sont solubles dans le DMSO. Le
rendement obtenu au niveau des feuilles est le méme que celui de Ezeja et al. [29] soit 12,1 %.

Tableau 2: Rendement d’extraction des composés phénoliques dans I’éthanol

Echantillon Masse de matiére Volume de Masse d’extrait Rendement
seche (g) solvant (mL) récupérée (g) (%)
Ecorces de tige 50 1000 7,2 14,4
Ecorces de racine 50 1000 5 10
Feuilles 47 1000 5,9 12,5
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Tableau 3: Propriétés physiques des extraits

Echantillon Aspect Couleur Soluble dans
physique

Ecorces de racine Pateux Rouge DMSO

Ecorces de tige Pateux Pourpre DMSO

Feuilles Pateux Vert Méthanol

33 DOoSAGE DEsS COMPOSES PHENOLIQUES

Le tableau 4 traduisant la composition phénolique des extraits exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme
de matiere seche de Pterocarpus erinaceus montre une forte teneur en polyphénols totaux au niveau des écorces de tige
(64,88mg/g) suivi des feuilles (28,08mg/g) alors que les écorces de racine ont une teneur relativement trés faible (2,31mg/g).
Les résultats de Karou et al. [30] ont confirmé que les polyphénols sont plus concentrés dans les écorces de la tige de
Pterocarpus erinaceus que dans ses feuilles. Selon certains auteurs, la plante développe plus de polyphénol au niveau de ses
organes aériens qu’au niveau de ses organes souterrains pour se protéger contre les rayons solaires. Dans le cas d’espece, on
note une forte teneur au niveau de la tige comparativement aux feuilles. La fonction chlorophyllienne est principale et vitale
pour la plante. Donc elle se doit de la privilégier par rapport a sa protection contre les agressions environnementales. La
feuille est I'organe principal de la fonction chlorophyllienne ; d’ou certainement la faible teneur en polyphénol dans la feuille
par rapport a la tige. Nos résultats sont conformes a ceux de Fahmi et al. [31] selon qui les plantes réagissent en augmentant
leur pool phénolique, surtout les flavonoides, pour faire face aux agressions de I’environnement.

Tableau 4 : Composition phénolique des extraits de Pterocarpus erinaceus

Echantillon 1Cso (mg/mL) PAR
Ecorce de tige 0,29 3,45
Ecorce de racine 3,9 0,26
Feuilles 3,15 0,32
Quercétine 0,1 10

n.d. : non déterminé
34 ACTIVITE ANTIRADICALAIRE

L'activité antiradicalaire des extraits par la méthode au DPPH a été déterminée en se référant a la quercétine (Q), un
antioxydant standard (ICso = 0,1 mg/mL). Tous les extraits ont présenté un pouvoir antiradicalaire plus faible que celui du
composé de référence (Tableau 5). L’écorce de tige s’est révélée la plus active (0,29 mg/mL) suivie des feuilles (3,15mg/mL)
et de I’écorce de racine (3,9 mg/mL). Les travaux de Ouédraogo et al. [25] ont aussi révélé I'activité anti-radicalaire de la tige
de Pterocarpus erinaceus. De méme, Karou et al. [30] dans leurs investigations, ont révélé I'activité antioxydante des feuilles
et des écorces de Pterocarpus erinaceus en se référant au radical cation ABTS.

Tableau 5 : Activité antiradicalaire des extraits de Pterocarpus erinaceus

Echantillon Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condensés Anthocyanes
(mg/g) totaux (mg/g) (mg/g) totaux (mg/g)
Feuilles 28,08 23,51 n.d. 0,28
Ecorces de tige 64,88 4,77 23,06 0,52
Ecorces de racine 2,31 1,90 n.d. 0,45

PAR (Pouvoir antiradicalaire)= 1/ 1C50.

Par ailleurs on observe que I'activité anti-radicalaire est en corrélation avec les teneurs en composés phénoliques. Des
résultats similaires ont été trouvés par d’autres auteurs qui ont montré qu’il y a une bonne corrélation entre la teneur en
phénols totaux et I'activité antioxydante des extraits de plantes suggérant ainsi que les composés phénoliques sont bien
responsables de I'activité antioxydante de ces extraits [30], [32], [33].
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3.5 INFLUENCE DE LA GRANULOMETRIE SUR LA CINETIQUE D’EXTRACTION

Les résultats de I'influence de la granulométrie sur la cinétique d’extraction des polyphénols des différents organes
de Pterocarpus erinaceus étudiés sont reportés sur les figures 1, 2 et 3.

g
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Figure 1 : Influence de la granulométrie sur la cinétique Figure 2 : Influence de la granulométrie sur la cinétique
d'extraction des polyphénols des feuilles de Pterocarpus d'extraction des polyphénols des écorces de tige de Pterocarpus
erinaceus erinaceus
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Figure 3 : Influence de la granulométrie sur la cinétique d'extraction des
Polyphénols des écorces de racines de Pterocarpus erinaceus

On note que quel que soit le temps considéré, le meilleur taux d’extraction est obtenu avec la granulométrie la plus
faible. De plus avec la granulométrie de 300 um, on constate qu’en 30 minutes une forte quantité de composés phénoliques
est extraite alors qu’avec la granulométrie de 600 um, il a fallu 50 minutes pour atteindre le méme taux d’extraction que
celui obtenu en 20 minutes avec la plus petite granulométrie. Il ressort de ce qui précede qu’avec les fines particules, les
composés chimiques sont plus facilement transférés de la matiere végétale vers le solvant d’extraction. Cela s’expliquerait
par le fait que le solvant diffuse plus facilement a I'intérieur des petites particules pour extraire les molécules de polyphénols.
Petko el al. [34] ont aussi montré que le taux d’extraction devient meilleur en cas des particules plus petites.

4 CONCLUSION

L'objectif de cette étude était d’évaluer I'influence de la granulométrie sur la cinétique d’extraction des polyphénols des
différents organes (feuilles, écorces de tige et de racines) de Pterocarpus erinaceus, une plante tres recherchée en
pharmacopée traditionnelle au Bénin, pour le traitement de nombreuses affections.

Les trois organes de cette plante contiennent majoritairement les métabolites secondaires tels que les tanins, les
flavonoides libres, les anthraquinones combinés, les coumarines, les anthocyanes, les sucres réducteurs, les stérols et les
terpenes. Les écorces de la tige sont plus riches en ces métabolites secondaires que les deux autres parties de la plante.
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Le meilleur rendement est obtenu au niveau de I'extrait éthanolique des écorces de tige de Pterocarpus erinaceus.

Concernant la composition phénolique des extraits, les écorces de tige de Pterocarpus erinaceus ont révélé la forte teneur
en polyphénols totaux.

Quant a I'activité anti-radicalaire, I'écorce de tige, partie la plus riche en composés phénoliques s’est révélée plus active
que les autres organes avec un pouvoir antiradicalaire plus proche de celui de la quercétine.

L'utilisation de la plante Pterocarpus erinaceus dans le traitement des affections aurait donc pour socle sa diversité en
métabolites secondaires et le pouvoir antiradicalaire observé au niveau des extraits éthanoliques de ses différents organes
étudiés.

Il s"avére donc intéressant d’isoler et de caractériser les composés phénoliques de ces plantes et, pour une meilleure
compréhension du mode d’action des dérivés polyphénoliques, d’évaluer "in vitro" et "in vivo" I'activité antioxydante de
chacun de ces composés pris séparément.
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