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RESUME

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorigaties extraits des tanins du fruitlaphia gentiliana
De wild, une plante médicinale utilisée comme Hgpoémiant par la population en République
Démocratique Congo. L'étude est réaliséesivo a partir d'un modeéle animal constitué de 50 sohifi4Rl,
chez qui on a provoqué une hyperglycémie tempmnaar administration d’une solution de glucose (200
mg /ml). La réduction du pourcentage de glycémistriris est mesurée deux heures aprés admimistos
extraits du fruit (0,2 g/kg) d&. gentiliana(extraits de tanins et extraits totaux aqueux) kaleurs de
glycémie obtenues sont comparées avec un con8iéfgglibenclamid). Les résultats obtenus mentrque
I'extrait aqueux donne la valeur la plus élevéed@thiction de la valeur de glycémie par rapportantrole
négatif soit de 52,6%. Une valeur comparable &cdli contrdle positif (52,5%). Les extraits tisns dans
I'étherdiéthylique (EED), I'acétate d'éthyle (EAE]} le n-butanol/butanone (EBB) indiquent respectsem
un pourcentage de réduction de glycémie de 51,1%5% et 7,5%. La méthode de mesure de l'activité
antiradicalaire est basée sur la détermination @wrgentage de réduction du radical DPPH en présdace
I'extrait. Les propriétés antiradicalaires ont gtses en évidence par la mesure de la concentrefficace 50
(CEs) et le calcul de l'indice de l'efficacité antiradiaae (EAR). Les résultats obtenus donnent les valda
CEsp et EAR suivantes pour les différents extraits : &iktaqueux (EAQ) : 7MGeyraidMdoppy €t 1,50 16;
EED : 65MGexraitdMOboppn €t 1,53 1G; EAE : 60MGsxraitdMOoppy €t 1,67 1G; EBB : 19MQekraitd Moppy €L
12,00 10 Il n'existe pas une corrélation directe entrectid@té antihyperglycémique et lactivité
antiradicalaire.
© 2014 International Formulae Group. All rights erged.

Mots clés :Raphia gentiliana activité antioxydante, activité anti hyperglydguoe, tanins.

INTRODUCTION millions de personnes. Il est provoqué par un
Le diabete insulino dépendant (type 1, déreglement du métabolisme glucidique qui

diabéte maigre ou diabéte du jeune) aussi bien est lié a une diminution du taux de l'insuline

que non insulino dépendant (Type 2, diabéte dans le sang (Ripsin et al., 2009).

gras ou diabéte de la personne agée) est une Malgré d’importants progres réalisés

maladie métabolique qui touche environ 2% dans le traitement de cette maladie, des

de la population mondiale, soit environ 300 recherches sur les nouveaux médicaments

© 2014 International Formulae Group. All rights exged.
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contre les diabétes continuent du fait que de
nombreux médicaments de synthese ont
montré leurs limites. Parmi les solutions
préconisées, il y a la phytothérapie
antidiabétique. Cette approche offre a ce jour,
une alternative intéressante du fait de la
découverte de plus en plus croissante
d’'extraits des plantes efficaces dans le
traitement du diabéte du type 2 (Zhang et al.,
2000 ; Katemo et al., 2012).

Selon plusieurs études effectuées sur
des modelem vitro etin vivo, il a été constaté
que les conditions d’hyperglycémies
pouvaient provoquer linstallation d’'une auto
oxydation du glucose, d’'une phosphorylation
oxydative et d'une toxicité du glucose
conduisant & la formation des radicaux libres
impliquant un stress oxydatif (Riserus et al.,
2009 ; Pitocco et al., 2014). A ce sujet, les
polyphénols (tanins, anthocyanes,
flavonoides, leucoanthocyanes) ont montré
des résultats intéressants a la fois comme
hypoglycémiants et antioxydants. Ces
composés suscitent, en effet, de plus en plus
de l'intérét pour la prévention et le traitement
de différentes maladies dont les cancers, les
maladies inflammatoires, cardiovasculaires et
neuro dégénératives (Lacopini et al., 2008).

Raphia gentiliana est une plante
appartenant a la famille des Arecaceae. Ses
fruits sont comestibles et sont réputés riches
en lipides. Selon les enquétes
éthnobotaniques, une grande partie de la
population de la République Démocratique du
Congo (RDC) I'utilise comme aliment mais
aussi comme plante médicinale pour ses
vertus anti-diabétique et anti-inflammatoire
(Lathan et Konda, 2006). Il est communément
connu sous le nom de Makeke ou Nteke
(Equateur), Masendé (Bas Congo), Balempa
ou Bakulu (Kinshasa et bandundu), Libondo
(Nord Est et Sud Est de la RDC).

Le screening phytochimique du fruit de
cette plante a révélé la présence des
polyphénols, saponines, alcaloides et
terpénoides. La détermination de l'indice et
charge glycémique a montré des valeurs trés
faibles et son extrait agueux a montré grace a
des étudesin vivo chez des souris, une

2442

Chem. Sci. 8¢41-2451, 2014
activité antihyperglycémique intéressante
(Mpiana et al., 2013).

Ce travail avait pour objectif I'étude de
I'activité antiradicalaire et antihyperglycé-
mique des différents extraits du fruit de
Raphia gentiliana afin de voir s'il y a une
corrélation entre ces deux activités.

MATERIEL ET METHODES
Matériel

Le matériel végétal utilisé dans cette
étude a été collecté a Bandundu (RDC) entre
mars et juin 2013. L'indentification botanique
a été faite par M Nlandu de l'institut national
d'études et recherches agronomiques
(INERA) de la faculté de sciences de
l'université de Kinshasa. Le numéro voucher
est Hombert 291.

Préparation de I'extrait aqueux

A 1 g de poudre de fruit dRaphia
gentiliana a été ajouté 17 ml d'eau distillée
suivi de la macération pendant 24 heures dans
un ballon rond a fond plat. La filtration a été
faite & I'aide d’'un papier filtre (Whatm&h
42) afin d’obtenir le macéré.

Extraction de polyphénols

L'extraction des polyphénols a été
réalisée en utilisant un systeme de solvant
Eau-Méthanol (30/70:V/V) a partir de la
poudre délipidée en trois macérations de 50
gr/ 400 ml du mélange eau-MeOH pendant 24
h. Le solvant est ensuite filtré avec du papier
Wattman N°1. La phase obtenue est évaporée
a sec dans I'évaporateur rotatif.

Extraction de tanins

L’extraction de tanins a été réalisée par
un mélange Eau-Acétone (30/70:V/V) en
trois macérations sur la poudre dégraissée (50
gr/400 ml) pendant 24 h. Avant chaque
macération, on ajoute 4 ml d’'une solution de
métabisulfite de sodium (0,2%) pour éviter
I'oxydation des tanins. Le solvant est ensuite
filtré avec du papier Wattman et l'acétone est
éliminée par distillation. La solution aqueuse
obtenue est évaporée a sec sous agitation et
chauffage modéré a 50 °C a l'aide d'un
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évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris
avec 200 ml d'eau distillée. Une décantation
de 24h est nécessaire pour éliminer des
éventuels dépébts. La solution aqueuse est alors
soumise a différents affrontements (partition
entre solvant) ; cette étape permet de séparer
les tanins selon leur structure et leur degré de
polymérisation. L’extraction avec [I'éther
diéthylique (EED) donne la fraction des tanins
monomeériques, celle avec l'acétate d’éthyle
(EAE) donne la fraction des tanins dimériques

et celle avec le butanol/butanone (EBB)
donne la fraction des tanins tri et
polymériques  (Macheix 2005 ; Bruneton,
2009).

Activité antiradicalaire
L'activité antiradicalaire a été réalisée

en utilisant le test au 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH). Les solutions
méthanoliques de DPPH a différentes

concentrations ont été obtenues a partir d'une
solution de concentration 0,083 mg/ml dont
on préleve des volumes successifs variant
entre 3,975-3,850 ml et qu'on mélange avec
différents volumes des solutions d’extraits a
tester de concentration 1,33 mg/ml (0,025-
0,150 ml) de fagon a obtenir chaque fois 4 ml
de volume final.

Le mélange réactionnel est agité
vigoureusement pendant 10 seconds. Le
contenu est ensuite transféré dans la cuvette
du spectrophotometre pendant le temps
nécessaire pour atteindre le plateau. A des
intervalles de temps réguliers, les absorbances
a 517 nm ont été lues et enregistrées contre le
blanc a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-
VIS SAFAS Monaco 320.

Chaque test est répété trois fois en vue
de déterminer les moyennes et les écarts
types.

Le pourcentage de réduction des
radicaux libre a été évalué par le rapport
relatif de la concentration résiduelle DRRH
Tegyrestant en fin de cinétique par rapport a sa
concentration initiale selon :

quPPH]:[DPPHLﬂDO

1
DPPH], .
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Le temps d’équilibre {; est détermine
a partir des courbes cinétiques. Il correspond
au moment ou le pourcentage de DPPH
atteint le palier. La concentration efficace
CEs, c’est-a-dire la concentration de I'extrait
qui réduit 50% de DPPH et du temps E&E
correspondant a cette concentration sont
déductible par interpolation graphique a partir
de la courbe du pourcentage de réduction de
DPPH en fonction du rapport massique Rm
(exprimée en mg d’'antioxydant / g de DPPH).
L’indice de l'efficacité antiradicalaire EAR a
été calculé selon la relation :

2
EAR= m; (2]
C TIC
Bl gppiy) TCE
Evaluation de l'activité

antihyperglycémique

L’étude a été réalisée sur un model
animal constitué de 50 souris NM@5 males
et 25 femellessoumis a une hyperglycémie
temporaire par gavage dune solution de
glucose (200 mg/ml). Ces 50 souris ont été
reparties en six groupes d'études ci-aprés : un
1%" groupe de 5 souris pour le controle négatif
(eau physiologique) urf?®groupe de 9 souris
pour le contréle positif avec glibenclamide
(10 mg/kg) (Rani et al., 2014) et 4 groupes de
9 souris chacun pour le test avec les extraits
agueux et des tanins &e gentiliana.

Le dosage de la glycémie a été effectué
a l'aide d’'un glucométre SD check sur sang
total prélevé au niveau de la queue.

RESULTATS
Extraction des polyphénols et tanins deR.
gentiliana

Le Tableau 1 donne la teneur en
polyphénols et tanins totaux des fruits Re
gentiliana en général et celles des tanins
extraits par différents solvants.

Il ressort de ce tableau que le fruitiRle
gentiliana contient prés de 19% de
polyphénols et 13% des tanins totaux. Les
tanins extraits par le systeme
butanol /butanone  permet d'atteindre une
teneur de 6,3%.
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Activité antiradicalaire

Les Figures 1 et 2 montrent les profils
de la cinétigue de réduction du DPPH en
présence respectivement de I'extrait aqueux
et de I'extrait éthéré des tanins des fruitfde
gentiliana

Ces courbes montrent que la
concentration en DPPH diminue avec le
temps. Cette diminution est rapide au début de
la réaction. La chute de la concentration en
DPPH est plus prononcée pour des
concentrations élevées en extraits de fruits
indiquant une transformation massive des
radicaux DPPH en molécules stables. Ces
courbes atteignent un plateau ou la
concentration en DPPH ne varie plus avec le
temps. Ce plateau est de plus en plus bas
quand la concentration augmente.

Les Figures 3 et 4 donnent les courbes
types de [I'évolution de la concentration
résiduelle de DPPH en fonction de la
concentration en extrait de fruit d&.
gentiliana Ces courbes montrent que la
concentration du radical DPPH baisse avec
'augmentation de la concentration en extraits
de fruit deR. gentiliana

Pour quantifier I'activité antioxydante
on tire de ces courbes les valeurs des

Chem. Sci. 8@)41-2451, 2014

concentrations nécessaires pour réduire la
concentration en DPPH a 50%, le{gE

Les parametres caractéristiques de la
cinétiqgue de réduction de DPPH par les
extraits des fruits deR. gentiliana sont
présentés dans le Tableau 2.

Activité antihyperglycémique des extraits
des fruits deR. gentiliana sur les souris

L'extrait aqueux des fruits dRaphia
gentiliana ainsi que les différents extraits des
tanins obtenus a partir de ces fruits ont été
administrés aux souris NMRI pour voir leur
effet antihyperglycémique. Les valeurs
moyennes de glycémie des souris NMRI
obtenues sont reprises dans le Tableau 3.

Pour  mieux  évaluer [l'activité
antihyperglycémique des extraits des fruits de
Raphia gentilianail est nécessaire de mettre
dans un méme graphique, I'effet de I'extrait a
cbté de ceux des contrdles positif et négatifs.
Les Figures 5 et 6 donnent a titre d’exemple
les variations de la glycémie de souris soumis
aux extraits aqueux et éther diéthylique par
rapport a ceux soumis aux contrdles positif et
négatif.

Tableau 1: Teneur en polyphénols et tanins des fruitRdgentiliana.

Métabolite secondaire

Type d’extrait

Teneur (%)

Polyphénol Eau/Méthanol 18,9

Tanins selon leurs structures Ether diéthylique 3,2
Acétate d'éthyle 3,6
butanol /butanone 6,3

Tanins totaux Eau/Acétone 12,9

Tableau 2: Parameétres caractéristiques de la cinétiquédigction du DPPH.

Extrait CE 50 (mgantiox/mgDPPH) Teq EAR(x10°)  Classification
EAQ 72,0£1,2 10,0£1,2 1,50+0,02 Intermédiaire
EED 65,4+1,0 10,0+1,3 1,53+0,03 Intermédiaire
EAE 60,0+0,8 10,0+1,1 1,67+0,03 Intermédiaire
EBB 19,4+0,3 4,0+0,4 12,00+2,01 Tres élevé
Contrdle positif 73,2%1,7 10,0+0,9 1,40+0,02 Intédiaire

2444
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Tableau 3: Valeurs moyennes de glycémies chez les sownimises a I'étude.

Concentration (mg/dl)

Groupe GTO GT60 GT90 GT120

Lot contr négatif 133,4+0,1 214,4+0,3 201,5+0,2 201,1+ 0,3
Lot contr positif 133,4+0,1 155,8+0,1 117,4+0,2 95,6 £0,2
Lot EAQ 133,4+0,1 156,6+0,2 119,2%0,1 953+0,1
Lot EED 133,4+0,1 1496+0,2 121,2x0,1 98,4+0,1
Lot EAE 133,4+0,1 151,4+0,1 131,6%0,2 103,5+0,1
Lot EBB 133,4+0,1 210,5+0,2 200,6%0,1 198,1+ 0,2

Glycémie moyenne de souris a jeun : 133 mg/dl elEssais 0,2 g/kg ; Poids moyen 22 g ;
Dose contréle positive (10mg / kg). Contr : coter

—m—0.00829mg/ml
——0.01649mg/m|
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Figure 1: Variation du pourcentage de réduction du DPPHomction du temps en présence de
I'extrait aqueux des fruits d&. gentiliana.

—m—0.00829mg/ml
—0—0.01649mg/ml

0.03257mg/ml
100 + —v—0.04153mg/ml
\ 0.04955mg/ml
18
I l’
80 8n,
o
I 4 oRnE—_ o
o | 0\
& 60| o
2 o= oo
=}
8 404
s |
20 A \K
Y
B ('
"Vvvv v v v v v v
0 T T T T
0 10 20 30 40

Temps(minute)

Figure 2: Variation du pourcentage de réduction du DPPHoection du temps en présence de
I'extrait dans éther diéthylique des taninsRilegentiliana.
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Figure 3: Variation du pourcentage de réduction du DPPH &® Een fonction du rapport
massique.
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Figure 4: Variation du pourcentage de réduction du DPPHIpaEBB en fonction du rapport
massique.
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Figure 5: Variation de la glycémie de souris soumis atfaix aqueux par rapport a ceux soumis

aux contrdles positif et négatif.
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Figure 6: Variation de la glycémie de souris soumis a feittéther diétylique par rapport a ceux

soumis aux controles positif et négatif.

DISCUSSION
Activité antiradicalaire

Le profil cinétique de la réduction du
radical DPPH en présence des extraits de fruit
de R. gentiliana montre que plus la
concentration de I'antioxydant augmente, plus
la réduction de pourcentage de DPPH est
importante (Figures 1 et 2). Ce qui indique
que cette activité antiradicalaire est
dépendante du rapport massique Rm (mg

2447

d'antioxydant/g DPPH) (Muanda, 2010;
Ngbolua et al., 2014 ).

La baisse de la concentration du radical
DPPH indique que ce dernier est transformé
en un autre produit par l'extrait de fruits
traduisant ainsi l'activité antiradicalaire des
extraits. En effet, il est connu que dans le cas
des composés phénoliques, le mécanisme
principal de réduction de la concentration du
radical DPPH est le piégeage des radicaux
libres par le transfert de lI'atome H sur le
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DPPH qui se transforme en une molécule
stable, le DPPHH (Prakash, 2007 ; Sharma,
2009).

Les valeurs de Gltirées des courbes
présentant le pourcentage de réduction du
radical DPPH en fonction du rapport massique
(Figures 3 et 4) indiquent que I'extrait EBB a
la valeur de concentration nécessaire pour
réduire la concentration en DPPH a 50% la
plus basse soit 19,4 mg d’extrait/mg DPPH.
Ce comportement est confirmé par les valeurs
de temps d’équilibre et d’'indice de I'efficacité
antiradicalaire (Tableau 2). Les valeurs
d’'indice EAR obtenues montrent I'ordre
décroissant de I'activité antioxydante suivant :
EBB> EAE> EED>EAQ >gliben clamid.
L'extrait EBB a une activité antiradicalaire
tres élevée alors que les autres extraits y
compris le témoin positif ont une activité
intermédiaire. En effet, selon la classification
proposée par Sanchez-Moreno et al. (1998),
un composé a une activité antiradicalaire
faible pour des valeurs de EAR <30
intermédiaire pour les valeurs de EAR
comprises entre 10-5 10° élevée pour les
valeurs entre 5.1D— 10? ; et trés élevées pour
EAR> 10°

L'étude réalisée par Sanchez-Moreno et
son équipe sur des composés moléculaires a
montré que l'acide gallique avait un EAR =
2,62 10° (intermédiaire), I'acide tannique 0,57
103(faible) et I'acide ascorbique (Trés élevé)
avec EAR = 11,44 19 (Sanchez Moreno et
al., 1998). L'extrait EBB de fruit deR.
gentilianacontenant les tanins polymériques a
donc une activité antiradicalaire de méme
ordre que celle de l'acide ascorbique soit 12
10°

En effet, les études sur la relation entre
la structure chimique des composés
phénoliques et leur capacité a piéger les
radicaux libres ont montrés que l'activité
antiradicalaire est dépendante du nombre ; de
la position et de la nature du substituant sur
les cycles B et C (groupement hydroxylé ;

métaxylé ; glycosylé) et du degré de
polymérisation de ces composés. Cette
activité croitrait avec le degré de
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polymérisation pour les tanins (Scherer et
Godoy, 2009).

Activité antihyperglycémique

A ce jour, des nombreuses plantes
hypoglycémiantes ont été recensées. Les
résultats sur des modeles animanwvitro et
in vivo ont montré que les extraits de plante
(aqueux, polyphénoliques, alcaloidiques et a
saponines) pouvaient agir par divers
mécanismes pour abaisser la glycémie.
L’hyperglycémie pouvant étre induit soit
temporairement a partir d'une solution de
glucose soit définitivement par contact avec

des agents tel que [lalloxane ou la
streptozotocine  (Wolfran et al.,, 2007;
Hanhineva et al., 2010).

Dans cette étude, il s'agit d'une

induction temporaire par une solution de
glucose. Les résultats obtenus (Tableau 3)
montrent que les souris qui ont consommé
les extraits EED, EAE et EBB indiquent
respectivement un pourcentage de réduction
de glycémie de 51,1 % ; 48,5% et 7,5% par
rapport au contréle négatif deux heures aprés
prise des extraits. L'extrait aqueux des fruits
R. gentiliana montrent la valeur la plus élevée
de réduction de la valeur de glycémie par
rapport au controle négatif soit de 52,6%. Une
valeur comparable a celle du contr6le positif
(glibenclamide) soit 52,5%. En effet, les
composés hydrosolubles autres que les tannins
(flavonoides, saponines, alcaloides...)
contenus dans l'extrait EAQ apporteraient un
supplément d’activité antihyperglycémique.
Ces résultats confortent ceux obtenus dans
une étude antérieure par notre équipe de
recherche indiquant les valeurs de l'indice et
charge glycémiques du fruit entier de.
gentiliana particulierement basses, justifiant
ainsi l'utilisation de ce fruit comme
hypoglycémiant par la population congolaise
(Mpiana et al., 2013).

En ce qui concerne les mécanismes
d’'action des polyphénols en général et des
tanins en particulier sur le glucose, les études
in vitro effectuées sur les vésicules
membranaires de la bordure en brosse des
intestins des petits lapins (Shimizu et al.,
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2000 ; Ovaskainen et al., 2008) ont montré
gue le gallate d’épicatéchine extrait de thé vert
avait une activité hypoglycémiante par un
mécanisme d’empéchement de I'absorption du
glucose. D'autres études ont rapporté que les
tanins en général peuvent agir sur le glucose
par divers mécanismes notamment une
meilleure absorption du glucose dans le tissus
périphérique, la stimulation de la sécrétion de
insuline des cellulesp du pancréas, la
diminution de la glycation des protéines
circulantes, notamment I'hémoglobine
glyquée marqueur de I'état glycémique sur le
long terme du diabéte de type 2 (De boeck et
al., 2012).

Activité antihyperglycémique et activité
antiradicalaire

Il est connu que lorsqu’il s’installe au
sein de l'organisme un stress oxydatif suite a
une hyperglycémie, un antioxydant est
susceptible de détruire les radicaux libres et
d’améliorer la sécrétion de l'insuline (Rosen
et al., 2001).

L'étude de l'activité antihyperglycé-
mique et de lactivité antiradicalaire des
extraits deR. gentilianaa montré qu'il y avait
une meilleure activité antihyperglycémique
pour les extraits qui ont les valeurs d'indices
de l'efficacité antiradicalaire (EAR) classés
comme intermédiaires.

Nous avons alors réalisé une étude de
corrélation de Pearson entre [l'activité
antihyperglycémique et l'activité
antiradicalaire a travers les parametres de
réduction de la glycémie exprimés en
pourcentage et les valeurs des mesures de
I'indice de l'efficacité antiradicalaire (EAR).

Il ressort de cette étude qu'il y a plutot
une corrélation négative significative (-0,998)
au niveau 0,01(bilatérale) entre le pourcentage
de réduction de la glycémie et les valeurs de
lindice de [lefficacité antiradicalaire.
L'extrait qui a une activité antiradicalaire
élevée (EBB) n'est pas nécessairement celle
qui a une activité antihyperglycemainte
élevée.

I est néanmoins important de
remarquer que tous les extraits qui ont une
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activité  antihyperglycémiante élevée ont
également une activité antiradicalaire notable
(au moins de niveau intermediaire). Ce qui
indique qguils peuvent agir comme

hypoglycémiant et lutter en méme temps
contre les  complications lices a

I'hyperglycémie. Ces propriétés ont été

observées aussi pour un antidiabétique oral,
le glibenclamide qui, en plus de son action
insulino sécretagogue posséde un effet
antiradicalaire (Neri et al., 2005).

Conclusion

Le présent travail est élaboré dans le
cadre d’'un programme de recherche sur les
plantes médicinales congolaises ayant des
propriétés hypoglycémiantes dont le genre
Raphia

Il ressort des résultats obtenus que
I'extrait butanol/butanone des tanins posséde
une forte activité antiradicalaire avec une
cinétique rapide. Les extraits acétate d'éthyle,
éther diéthylique et aqueux possedent des
activités antiradicalaires intermédiaires avec
une cinétique relativement moins rapide.
Leurs activités antiradicalaires sont
comparables a celle de gliben clamid, un

hypoglycémiant que nous avons utilisé
comme contréle positif.
L'activité  antihyperglycémique des

extraits réalisén vivo sur un model animale
(souris NMRI) a montré que I'extrait aqueux
est plus efficace que les autres extraits. Les
résultats obtenus indiquent qu’il n’existe pas
une corrélation positive entre ['activité
antiradicalaire et l'activité
antihyperglycémique. Néanmoins, les extraits
ayant une activité antihyperglycémiante
élevée ont également une  activité
antiradicalaire notable indiquant que les
extraits de ce fruit peuvent agir en méme
temps sur I'hyperglycémie et ses
complications.

Des études sont en cours pour isoler les
molécules de ces extraits et tester leurs
activités.
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