
L'UNIVER~ITE DES SCIENCES ET TECI~N~QUES DE LILLE FLANDRES ARTOIS 

polir I'ohtentiail du titre de 
I 

WOCTECJR-INGEN!EUR EN B!OCHIMIE /1PPLICBUEE 

J 
PrLidqqt : 
Rapporteurs : 



A mes  mmh 
A mon épouse 



Je tisns à remercier Xonsieur A. T?JIT.= 

(Président Directeur Général de la Société SABE) ainsi que 

Monsieur le Professeur J. MONTREUIL (Directeur du Laboratoire de 

Chimie Biologique) qui m'ont permis de mener à bien cotte étude. 

Je veux aussi exprimer toute ma reconnaissance à 

Monsieur S. BOUQUELET, Professeur à l'Institut Universitaire de 

Technologie (I.U.T.) de Lille, qui m'a conseillé et guidé tout au 

long de mes recherches. 

Je remercie également Monsieur D. MARZIN, Professeur 

de toxicologie, qui a largement participé aux études toxicologiques 

et qui me fait l'honneur de juger ce travail. 

Enfin, j'adresse mes remerciements les plus sincères - 

à tout ceux qui, de près ou de loin, par leurs conseils, leur expérience, 

leur collaboration, - m'ont aidé à réaliser cette étude. 



Ce travail a été réalisé pour la Société S M E  (Président 

Directeur Général A. TARTAR) sous la direction de Monsieur ie Professeur 

S. BOUQUELET dans le Laboratoire de Chimie Biologique de l'université des 

Sciences et Techniques de Lille Flandres-Artois, Unité Associée au C.N.R.S. 

no 217 (Directeur : Professeur J. MONTREUIL). 

/ 

Cette étude conduite sous contrat CIFRE a fait l'objet d'un 

contrat ANVAR no 0-81-08-057-N. Les études toxicologiques, réalisées à . 
l'Institut PASTEUR de Lille dans le Service de toxicologie du Professeur D. 

MARZIN ont été financées par la Société SABE et le Ministère de la 

Recherche et de la Technologie (Contrat 84.5.1350). 



XBBREVIATIONS 

C.C.X. 

D .  

D . L .  

D.C.C.C. 

EtOH 

G.L.C. 

Glc 

H.P .S .C .  

XeOH 

M.S. 

P . S .  

Sb 

Rha 

S t  

U.F. 

: chromatographie sur couche mince 

: dalton 

: dose létale 

: "3roplet counter current chromatograph" 

: éthanol 

: "gas liquid chromatography" 

: D-glucose 

: "high performance liquid chronatography" 

: méthanol 

: matière sèche 

: pouvoir sucrant 

: rébaudioside A 

: rhamnose 

: stévioside 

: ultrafiltrat 



TABLE DES MATIERES 

Page 

1 NTRODUCTI ON 

GENERALITES 

LES EDULCORANTS 

r - DÉFINITIONS ET INTÉRÊTS 

A - DEFINITIONS 

B - INTERETS 

1 1 - PR~SENTATION DES DI FFÉRENTS ÉDULCORANTS 

A - LES PROPRIETES GUSTATIVES ET THYSICO-CRIMIOUES 

1 1 L ES EDULCUUANTS NATURELS 

a - A daible p a u v o h  sucnant 
b - A ha& p a u v o h  auchavct 

2 )  LES EVULCURANTS SEMI-SYNTHETIQUES 

3 )  LES EVULCORANTS DE SYNTHESE 

B - ASPECT TOXICOLOGIOUE 

1 )  LES EVULCURANTS NATURELS 

2 1 LES EVULCORAKTS SEMI-SYNTHETT2UES 

3 )  LES EDULCORANTS SYMTHETi2UES 

C - CONCLUSIONS 



Page - 
I I  1 - ASPECT LEGISLATI F 

A - LA LEGISLATION FRANCAISE 
1 ) DANS LE DOMAINE PHARMACEUTIQUE 

2) DANS LE POMAINE AL1MEM;QIRE 

B - LA LEGIS'UTION COWUNAUTAIRE ET QUXLQUES 

EXEMPLES EUROPEENS 

2) LE ROYAUME UNI 

3) LA BELGIQUE 

5) L'ALLEMAGNE 

6) LA SUISSE 

C - LA LEGISLATION AMERICAINE 
D - LA LEGISLATION JAPONAISE 

IV - LES AUTORISATIONS 
A - LES AUTORISATIONS EN FRANCE 
B - LES AUTORISATIONS A L'ETRANGER 
C - CONCLUSIONS 

A - DANS LE DOMAINE ALIMEYTAIRE 3 O 

1) LE DOSSIER ANALYT12UE 3 O 

2 ) DOSS 1 ER TECHNO LOG1 QUE 

3) DOSSIER TOXICOLOGIQUE 

a - Epaeuve d e  toxic i ; té  aiguë 
b - T o x i d é  à t m e  
c - Etude de6 bon&m d e  /tep/urductians 
d - E P / L ~ V U  d e  niLLtagénhe et cancé/rogétzèbe 
e - R e c h m h e  d u  p/rop&L&té6 ~Uengéniqua e.-t 

d a  ebdw2 po4bAbes h m  tes  6 o n m n s  
-a 

41 NOTION DE DOSE IOURNALZERE ADhllSS18LE iDJA) 

5 )  EXTRAPOLATION A 1' HOMME DES RESULTATS Ol3TE.UUS SUR DES ANIMAUX 33 



B - DANS LE DOMAINE PHARMACEUTIQUE 

VI - LE MARCHÉ DES ÉDULCORANTS 
A - LE MARCHE PHARMACEUTIQUE 

7 )  EN FRANCE 

2 )  A L'ETRANGER 

B - LE MARCHE ALIMENTAIRE 
1 )  EN FRANCE 

2 )  A L'ETRANGER 

C - CONCLUSIONS 

LE STEVIOS IDE 

1 - HISTORIQUE ET PRÉSENTATIONS 

A - INTRODUCTION 
B - HISTORIQUE - STRUCTURE 
C - LES DERIVES DU STEVIOSIDE 
D - LA PREPARATION 

1 ) LA CULTURE 

2 )  METHODES D E  DOSAGE 

I I  - LES PROPRIÉTÉS 
A - LE POWOIR SUCRANT 

- 

B - LES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 
C - LES PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 

i ) LES PROPRIETES PHYTOPHYSIOL~IGI~UES 

Page 

3 4 



Page 

I I  1 - DONNEES TOXICOLOGIQUES 
A - LE STEVIOSIDE 

1 1  TOXICTTE AZGUË 

3 ) P R O P R I E T E S  CONTRACEPTIVES 

4 1 EFFETS htUTAGENES 

B - LE STEVIOL 
1 )  A C T I V I T E  AMI-ANVROGENIQUE 

2 )  ACTILiN Sü2 LA C H A ~ N E  DE PHOSPHORYLATION OXYVATIVE 

3 1 ACTION 4ifUTAGENE 

C - CONCLUSIONS TOXICOLOGIQUES 

IV - APPLICATIONS ET UTILISATION DE LA STÉVIA 
A - LES AUTORISATICNS 
B - LES UTILISATIONS 

- C - CONCLUSION 

TRAVAUX PERSONNELS 

MATER 1 EL ET METHODES 

B - PREFILTRATION - CENTRIFUGATION 



Page 

D - CHROMA~OGRAPHIE D'ADSORPTION SUR RESINE 

ANIONIQUE AMBERLITE IRA 94 S 

E - CONCENTRATION SUR RESINE AMBERLITE XAD2 
F - LA CRISTALLISATION 

CHROMATOGRAPHIE rA CONTRE-COURAiiT 

2 ) P R E P A R A T I O N  D E S  ECHAKT7 L LONS 

I I  - CARACTÉRISATIONS ET DOSAGES 
A - CHROMATOGZZAPHIE SUR COUCHE XIXCE i~ SILICE 

B - CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PEwORM.UCC, 

C - CRROMATOGWBIE EN PHASE GAZEUSE 

2 1 L E  S T E V I Ù L  ET L ' 1 S Q S T E V I U L  

I I  1 - HYDROLYSE DU STEVIOSIDE 
A - HYDROLYSE CHIMIQUE : L'ISOSTEVIOL 

1 )  R E A C T I F S  



Page 

B - HYDROLYSE ENZYMATIQUE : L E  STEVICL 

A - ACTION DE LA FLORE CAECALE " I N  VITRO" 

2 )  PROTOCOLE 

3 )  ANALYSES 

ACTION DE LA FLORE C A E C f i E  "IY VIVO" 

2 )  ANALYSES 

a )  Uabage du atéviaL 
6) Vonage du stévionide e-t du rrébarrdionide 

V - ÉTUDES TOXICOLOG IQUES - 96 

A - TRAITEMENT PAR GAVAGE 

B - PRODUIT AJOUTE A L 'EAU DE BOISSON 98 

RESULTATS 

A - ASPECT EXTERIEGR DU LOT 99 

B - TENEUR EN STEVIOSIDE E T  REBAUDIOSIDE 99 

C - DOSAGE DU STEVIOL 101 

D - GRADIENT APICO-BASAL 10 1 

E - CONCLUSION 1 0 1  



Page - 
104 I I  - PURIFICATION DU PRODUIT 

A - L'LXTRACTION 
B - PREFILTRATION ET CENTRIFUGATION 
C - L'ULTRAFILTRATION 

7 )  AU N I V E A U  LABURATOTRE 

2 )  AU NT VEAU I N D U S T R I E L  

a - SUA module S F E C  
b - U L t x a a m o n  4uh maduRe i c l1LLIPORE 

3 )  C O N C L U S I O N S  

D - DECOLORATION ET PURIFICATION SUR RESINE 
E - CONCENTRATION SUR XADq 

CRISTALLISATION 

G - PURIFICATION SUR DCCC 
H - CONCLUSIONS 

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 
B - CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PRESSION 
C - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 
D - POINT DE FUSION 
E - CONCLUSIONS 

A - ESSAIS PRELIMINAIRES IN VITRO : HYDROLYSE PAR 
LA FLORE CAECALE 143 

- 

B - METABOLISME DU STEVIOSIDE ET DU REBAU1)IOSIDE 

IN VIVO 145 

1 ) S O U R I S  G N O T O B l  ù T 1 2 U E S  

2 )  S O U R I S  AXENIQUES 

3 ) CONCLUSIONS 



V - ÉTUDES TOXICOLOGIQUES 

A - ETUDES PRELIMINAIRES 
7 )  PREMIER ESSAI  

2 ) DEUXIEI~IE ESSAI 

3 )  CONCLUSION DES E S S A I S  PRELIMINAIRES 

B - ETUDE DE TOXICITE FOETALE CHEZ LA SOURIS 
1  ) OBSERVATION DES ANItUAU, EVOLUTION PONDERALE 

C - PRODUIT AJOUTE A L'EAU DE BOISSON 

OBSERVATION DES ANIJt4AUX, EVOLUT7ON PONDERALE 

31 CRITERES DE FERT7LlTE 

4) CONCLUSION 

D - CONCLUSIONS TOXICOLOGIOUES 

Page 

153 

IV - FAISABILITE DU PROJET 
A - FAISABILITE INDUSTRIELLE 
B - FAISABILITE SCIENTIFIQUE 

FAISABILITE ECONOMIQUE 

CONCLUS ION GENERALE 177 

BIBLIOGRAPHIE 



1 NTRODUCT 1 ON 

Depuis 1977, le Laboratoire de Chimie Biologique de 

l'Université des Sciences et Techniques de Lille Flandres-Artois 

(Directeur : J. MONTREUIL) et la Société SABE (Directeur : A. TARTAR) sont 

confrontés aux problsmes nombreux engendrés par l'extraction d'édulcorants 

à partir de SXEvia Rthaudiana 8&&0ni, plante du Faraguay. Ces études 

itaient entreprises dans le but de comercialiser le stévioside, principe 

actif de la plante. 

Le travail qui nous a Sté confié au départ a consisté à la 

rnise au point d'un nouveau procédé industriel d'extraction. Cette étude a 

bénéficié d'une aide de 1'AiiVA.R. 

Une fois ce contrat rempli, nous nous sommes heurtés à des 

problèmes législatffs qui nous ont amenés à entreprendre l'étude 

toxicologique du stévioside. Nous avons plus particulièrement étudié les 

propriétés de l'édulcorant vis-à-vis des fonctions de reproduction chez la 

souris. 

Enfin, devant l'importance d'un tel projet, nous avons 

analysé la faisabilité au niveau scientifique, industriel et économique. 



GENERALITES 



A - DEFINITION 
Comme les définitions du dictionnaire pour "édulcorer" et 

l'édulcorants'' sont ambiguës, il nous a paru plus intéressant de comparer 

les verbes "sucrer" et "édulcorer" : ainsi, 

- sucrer : c'est ajouter du sucre à un liquide, un aliment, c'est aussi 

adoucir avec du sucre ; 

- édulcorer : c'est adoucir une boisson ou un médicament en y ajoutant du 
sucre. 

Malgré ces deux définitions quasiment identiques il faut 

souligner qu'à l'origine, la notion d'édulcoration touchait plus le-domaine 

pharmaceutique que le domaine alimentaire. En effet, il est certain que 

l'addition de sucre (37 000 tonnes en 1982) dans les préparations 

pharmaceutiques (sirop, comprimés ...) a permis et permet encore des 
traitements thérapeutiques que le malade (essentiellement l'enfant) 

n'accepterait certainement pas dans d'autres conditions. 

Ce n'est cependant pas une forte consommation de médicaments 

qui explique pourquoi le Français consomme 40 kg de saccharose par an ! 

C'est pourtant cette consommation excessive de sucre qui a nécessité la 

recherche de produits de substitution (les édulcorants) susceptibles de 

résoudre les problèmes nutritionnels. De plus l'application des édulcorants 

dans le domaine alimentaire fait que les intérêts économiques sont énormes 

et explique pourquoi les laboratoires intensifient leur recherche dans ce 

domaine. 

S'il n'existe pas de définition classique pour le terme 

édulcorant, son emploi doit répondre à certains critères : 

- donner une saveur sucrée aux aliments naturels ou de régime : 
l'édulcorant est un additif alimentaire ou un ingrédient ; 



- aider au traitement de divers troubles nutritionnels : l'édulcorant est 
une substance pharmaceutique ; 

ou 

- faciliter ou rendre plus agréable l'administration d'un médicament : 
l'édulcorant est un excipient. 

Pour cela on demande à un édulcorant d'avoir : 

- un fort pouvoir sucrant ; 
- une grande stabilité ; 
- des propriétés organoleptiques proches .de celles du 
saccharose ; 

- de ne pas laisser d'arrière-goût. 

Le pouvoir sucrant (P.S.), principale propriété des 

édulcorants, est défini comme le rapport entre la concentration d'une 

solution de saccharose et celle d'un édulcorant donnant la même intensité 

sucrée (Tableau 1 p. 3). Il faut signaler que cette valeur varie en 

fonction de la concentration de la solution de saccharose (20 g/l ou 

60 g/l), de l'individu, des conditions ou déterminations du pouvoir 

sucrant. 

B - INTERETS 

1)  INTERETS ffEDON1QUES 

L'effet hédonique (PAIVGBORN, (1) ) correspond à la notion 

globale de plaisir éprouvé à la dégustation. Il intègre en dehors du goût 

sucré proprement dit, d'autres sensations telles que "viscosité", 

plénitude ou durée de la sensation, etc... - 

A l'heure actuelle, on pense que c'est au niveau de l'hypo- 

thalamus que les stimuli sensoriels gustatifs sucrés sont appréciés en tant 

que "plaisir" ou "non-plaisir". Enfin, il semble que la réponse hédoaique 

au plaisir sucré soit innée et qu'elle existe dès les premières heures de- 

la vie. Elle serait programmée avec l'espèce, jouerait un rôle 

physiologique et ne serait pas liée à l'éducation. Par ailleurs, les 

travaux de FAURION et Mac LEOD (2) montrent qu'il y a probablement 
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TABLEAU I : Les différents édulcorants 

* -1 
Le saccharose est pris comme référence à 20 g.1 

NATURE 

GLUCIDES 

POLYOLS 

SYNTHESES 

NATURELS 

DENOMINATION 

* 
Saccharose 

Lactose 

Maltose 

Galactose 

Glucose 

Fructose 

Sorbitol 

Xylitol 

Nanni tol 

Naltitol 

Saccharine 

Aspartame 

Cyclamat e 

Acésulfame K 

Chlorogalactosaccharose 

Thaumat ine 

Dihydrochalcone 

S tévioside 

Monelline 

Miraculine 

Glycyrrhizine 

Hernandulcine 

. 

POUVOIR SUCRANT 

1 

O, 4 

O,5 

0,6 

. 0, 7 

1,5 

OS6 

1 

1 

O, 9 

3 O0 

200 

30-50 

150-200 

600 

1 600 

2000 

2.00 

2500 
- 

- 
5 O 

1 O00 



pluralité des récepteurs pour le sucré. Ceci explique qu'il puisse y avoir 

dans une population donnée des cas de "daltonisme" pour tel ou tel 

édulcorant. 

Toutes ces données expliquent pourquoi l'homme a toujours 

étésattiré par les aliments sucrés et qu'il s'en prive avec beaucoup de 

difficultés. Pendant des siècles, il a utilisé le miel, puis les sucres de 

canne et de betterave. Proauit de luxe avant la révolution, le sucre fait 

partie intégrante de l'alimentation en 1900. Depuis le début du siècle, la 

consommation de sucre n'a cessé de croître dans les pays industrialisés. 

Les Français par exemple consomment dix fois plus de sucre qu'il y a cent 

ans. 

De plus, si on en juge par l'expérience de panels de 

goûteurs, la perception et l'analyse des phénomènes gustatifs sont 

susceptibles d'être affinées exactement comme s'éduque l'oreille du 

musicien. 

2 ) INTERETS Pff YSlULOGlQUES 

L'évolution de l'alimentation est en grande partie la 

conséquence des progrès techniques obtenus en agriculture, en élevage et 

dans les diverses étapes de la chaîne agro-alimentaire jusqu'à la mise sur 

le marché de produits transformés souvent très élaborés. 

Confrontés à de nouvelles conditions de vie et de travail, 

les Français ont réagi par des modifications sélectives de leur alimenta- 

tion. Délaissant les aliments réputés "nourrissants" tomme les céréales (le 

pain en particulier), les pommes de terre, les légumes secs, la population 

s'est tournée vers des aliments jugés "moins nourrissants" mais plus 

agréables comme la viande, les produits sucrés et ceux de consistance 

onctueuse. 

D'une manière générale, la place des féculents dans la 

ration journalière a fortement diminué au cours des dernières décennies. En 

effet; en deux générations, les Francais consomment deux fois moins de pain 

(1936 : 325 g/jour ; 1980 : 172 gljour) et de pommes dc terre (1925 : 178 

kglan ; 1975 : 90 kglan). Si de nos jours, la consommation de sucre nature 



(en poudre et en morceaux) est relativement stable (74 800 tonnes en 1982), 

les quantités incorporées à nos aliments et à nos boissons ont largement 

augmenté (987.000 tonnes en 1982). En effet, les boissons dites rafraîchis- 

santes (sodas, fruités, Coca-Cola ...) cocciennent pcur la plupart 90 S 

130 g de sucre par litre, ce qui représente un ap2ort de 1 500 à 2 200 

kilojoules par litre (Tableau II p. 6). 

Globalement, l'utilisation du sucre par les industries agro- 

alimentaires est passée de 450 000 tonnes en 1960 à 1 021 000 tonnes en 

1982. Cette évolution a été particulièrement rapide ces dernières années 

dans certains secteurs comme la chocolaterie, la confiserie, les boissons 

rafraîchissantes, les sirops, les confitures, les conserves de fruits et 

les pâtisseries. Cette consommation intense de "sucre" représente plus de 

50 p. 100 de l'apport calorique total. 

A eux seuls le saccharose (40 kg/an) et le fructose (7 kg/an 

dans les fruits) représentent 16 p. 100 de l'apport calorique total (soit 

14 000 kilojoules/jour). La diététique sépare los glucides à chaîne courte, 

dits sucres solubles des glucides à chaîne longue insolubles ou amylacés. 

Les premiers étaient considérés comme des sucres rapides, les seconds comme 

des sucres lents. A l'heure actuelle, ces données sont à réviser et le 

facteur essentiel qui module l'absorption d'un glucide est son temps de 

séjour dans l'estomac qui est fonction -de nombreuses variables (HERAUD 

(3 )  * 

En effet, les disaccharides (saccharose) et les polysaccha- 

rides (amidon) sont rapidement hydrolysés (Figure 1 p. 7).  a absorption de 

tous ces monosaccharides se fait au niveau de l'intestin grêle et ils se 

retrouvent ainsi directement dans le - sang. Ces sucres sont ensuite 

métabolisés et stockés sous forme de glycogène dans nos organes de réserve 

(foie, muscles) et de dérivés lipidiques au niveau des adipocytes pour 
- 

servir aux dépenses d'énergie. 

Il faut noter que l'absorption du fructose est lente 

(diffusion passive "facilitée") et que le lactose connait un facteur - 
limitant au niveau de son absorption entérale, par insuffisance ou absence 

de lactase. Enfin, seuls les aidons des légumineuses (haricots, lentilles, 

pois chiches) peuvent être considérés comme des glucides lents. 



TABLEAU II : Teneur en saccharose de différentes boissons rafralchissantes 

MARQUES DE BOISSON 

Coca-Cola 

Schweppes 

Gini 

Lip t onic 

Oasis orange 

Banga orange 

Joker 

TENEUR EN SACC'dAROSE 

g .  1-l 
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Ainsi depuis quelques années, le sucre ou plus exactement 

l'excès de consommation de sucre est devenu la cible des nutritionnistes. 

En effet, cet excès d'énergie est responsable de nombreuses situations 

rathologiques : exc&s de masse gondérale, obésité, diabète, hy2erlipidé- 

mie, hypertriglycéridémie, caries dentaires... Pour ces malades, la a 

réduction des glucides est une nécessité médicale. Le médecic 

nutritionniste dispose de deux moyens diététiques : 

- le régime hypocalorique par l'absence de glucides qui 
prive le consommateur de toute saveur sucrée ; 

- l'aide diététique où peuvent intervenir les édulcorants 
pour les personnes ne pouvant se passer de la saveur sucrée. 

Par ailleurs, les nutritionnistes ont également mis en 

évidence un certain nombre d'intolérances aux sucres : une d'origine 

intestinale et l'autre d'origine hépatique. La première comprend l'intolé- 

rance au saccharose, à l'isomaltose (troubles dus à une perte d'activité do 

la saccharase et de l'isomaltase) au lactose (déficit en lactase) et la 

malabsorption du glucose et du galactose (trouble héréditaire dû à un 

défaut du transport actif du glucose et du galactose). Les intolérances 

d'origine hépatique sont la galactosémie et l'intolérance héréditaire au 

fructose (blocage de la transformation du fructose-1-phosphate en trioses 

phosphate, l'une des étapes de transformation du fructose en glucose). 

," 

1 1  - PR~SENTATION DES DIFFERENTS ~DuLcORANTS 

Limité à une dizaine vers 1950, leur nombre a crû très 
- 

rapidement et peut être estimé à plusieurs centaines. Compte-tenu de - 

1 ' enjeu économique énorme, les recherches s 'intensifient , d'une part, sur 

la synthèse chimique aidée par l'amélioration des connaissances de la 

chimio-perception du sucré (SHALLENBERGER ( 4 ) ,  KIER (S), SCHIFFMAN 

(6)) et d'autre part, sur la recherche d'édulcorants naturels-extraits 

d'espèces végétales d'Afrique ou d'Amérique du Sud. 



L'avenir de ces molécules dépend tout d'abord de leurs 

propriétés gustatives et physico-chimiques et ensuite du dossier toxicolo- 

gique qui est le véritable facteur limitant au développement de tout 

édulcorant. 

A - LES PROPRIETES GUSTATIVES ET PHYSICO-CHIMIQUES 

1 I LES EDULCORANTS . NATURE~S 

Le saccharose est l'édulcorant naturel le plus utilisé. 11 

est présent dans un grand nombre de plantes (racines, tiges ou fruits). Les 

plus utilisées pour son extraction sont la betterave à sucre et la canne à 

sucre. On en extrait aussi de la sève de l'érable à sucre du Canada et de 

certaines variétés de dattes. 

La sensation de goût sucré du saccharose sst remarquable et 

ce n'est pas par hasard qu'il est pris comme référence dans la détermina- 

tion du pouvoir sucrant. Si les qualités du saccharose sont certaines, ses 

défauts et ses insuffisances appellent l'usage d'autres édulcorants. Aussi, 

les dérivés de l'amidon (glucose, sirop de glucose, fructose, sirop de 

fructose) sont en plein développement. La solubilité de ces édulcorants est 

supérieure à celle du saccharose et leur cristallisation plus difficile. 

Ils sont également plus hygroscopiques et réduisent ainsi le risque de 

développement microbien. On définit ces produits de la façon suivante : 

- Les sirops de glucose sont des mélanges de glucose, de maltose et 
d'oligosaccharides obtenus par hydrolyse de l'amidon ; 

- L'isoglucose est un sirop de glucose ayant une teneur minimale de 10 p. 
100 en fructose ; 

- 

- 

- Les sirops de fructose contiennent au minimum 95 p. 100 de fructose ; 

- Le fructose est un produit pur à 99 p. 100. 

Le fort pouvoir sucrant de certains végétaux a attiré depuis - 

longtemps l'attention des spécialistes. Cependant, les produits extraits de 

ces plantes sont inconnus du grand public car non encore commercialisés. 

Parmi ces édulcorants, le plus connu est la glycyrrhizine. L2s autres sont 



la thaumatine, la monelline, la miraculine, l'hernandulcine, les 

dihydrochaicones et le stévioside. Ils sont moins connus, niais possèdent 

également des propriétés remarquables (Tableau III p. 11). 

La glycyrrhizine est un glucoside dont l'aglycone est un 

triterpène pentacyclique de la famille des B-amyrines extrait de la 

réglisse (GL~c~NL&zc 3 h b h a l .  Elle est plus connue comme additif liquoreux 

et produit à masquer le goût médicamenteux que comme édulcorant. Sous la 

forme de sel d'ammonium, elle possède un pouvoir sucrant 50 fois supérieur 

à celui du saccharose. Le sel d'ammonium très soluble dans l'eau est stable 

jusqu'à 105OC. Son arrière-goût intense limite fortement son emploi. 

Le talin ou thaumatine est un mélange de protéines extraites 

du fruit Thawnatococcw l7aniU.Ü (plante d'Afrique occidentale). En 1974, 

V K i  DER !?EL (7) extrait les thaumatines 1 et II qui se diffèrent que par 

cinq acides aminés. Ces protéines basiques sont composées de 207 acides 

aminés et ont une masse moléculaire d'environ 22 000 daltons. Yille six 

cents fois plus sucrantes que le saccharose, leur saveur sucrée n'est pas 

immédiate mais persistante avec un léger arrière-goût de réglisse. Leur 

stabilité est très variable suivant les milieux. Elles sont ainsi irréver- 

siblement dénaturées à 55OC à pH 3 , 2 .  La dénaturation des protéines 

entraîne une perte du pouvoir sucrant. En dehors de ses propriétés 

sucrantes, il a été récemment découvert que la thaumatine était un 

exhausteur d'arômes surtout si ceux-ci sont volatils comme la menthe ou le 

café. 

Extraite du fruit de V ~ 0 6 c o h e o p h ~ j ~  curn~nil,Ü, plante de 

l'ouest Africain, la rnonelline possède un pouvoir sucrant de 2 500 fois 

celui du saccharose. Elle est composée de deux chaînes d'acides aminés dont 

la séquence a été établie par FRANK et ZUBER (8). Protéine très fragile, 

son goût s'altère par hydrolyse à un pH inférieur à 2 ou pour une 

température supérieure à 60°C. La conservation du fruit et l'extraction de 

la molécule sont les principaux facteurs limitants au développement de la 

monelline. - 

Glycoprotéine extraite des fruits de S ! f n b ~ ~  dLLeci6~cwn 

la miraculline n'est pas un édulcorant mais un agent qui change le goût des 

produits acides en goût sucré. En fait, les physiologistes pensent que la 
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saveur naturelle de cette glycoprotéine est sucrée mais que cette propriété 

ne peut se révéler qu'en présence d'acide. En effet, celui-ci modifierait 

le récepteur et permettrait l'interaction structure glucophore/structure 

glucosensible. 

Il existe plusieurs dihydrochalcones obtenus à partir des 

constituants flavonoIdiques amers des fruits de la famille des (%YULA 

(HOROWITZ, (9 ) ) .  Des glycosides, on passe aux chalcones par action d'une 

base suivie d'une précipitation acide puis aux dihydrochalcones par 

hydrogénation catalytique. Le mieux connu, le néohespéridine dihydro- 

chalcone (Neo HDC) possède un pouvoir sucrant de 2 000 fois celui du 

saccharose. 11 est instable en milieu acide et à haute température. Sa 

solubilité est de 1,2 Le principal inconvénient est lié aux effets 

hédoniques. On remarque, en effet, un délai de perception du goût sucré et 

un arrière-goÛt.légèrement amer et liquoreux avec un effet réfrigérant 

similaire à celui du menthol (DUBOIS, (10)). 

L'hernandulcine extraite de Lil9p.kZ d r d d  plante mexicaine 

décrite en 1570 par Francisco HERNANDEZ a été isolée et purifiée récemment 

par COMPADRE (11). Certains auteurs pensent que le principe sucré est 

volatil et différent de la glycyrrhizine. 

2 ) LES EDULCURAMS SEM1 -SYNTHETlQUES 
Ces édulcorants proviennent d'extraits végétaux modifiés 

chimiquement de façon à faire apparaître un pouvoir sucrant ou à 

l'exacerber. 

La figure 2 page 13 regroupe les différents polyalcools que 

l'on peut trouver sur le marché ainsi que leurs origines. La plupart de ces 

dérivés sont obtenus par hydrogénation catalytique de mono ou d'oligosac- 

charides mais ils existent également à l'état naturel dans de nombreux 

végétaux. Ils possèdent un pouvoir sucrant proche de celui du saccharose. 

Ces polyalcools sont particulièrement fntéressants du fait de leur 

- grande stabilité chinique ; - 

- propriétés physico-chimiques ; 
- propriétés rhéologiques ; 
- activité pharmacodynamique. 





Le chloro-galacto-saccharose a été synthétisé récemment 

( " ~ U  (12)) et a fait l'objet d'une prise de brevet (Tate & Lyle). 11 

possède un pouvoir sucrant de 600 fois celui du saccharose. 

3 )  L E S  EDULCÙRANTS DE S Y N T H E S E  

Ces molécules nouvelles, fruits du hasard ou d'une recherche 

délibérée des chimistes, possèdent un fort pouvoir sucrant et un certain 

nombre de propriétés en relation directe avec leur structure (Tableau IV 

p. 15). 

Découverte de façon tout à fait fortuite en 1879 par REMSEN 

et FAHLBERG (13; la saccharine ou sulfimide benzoïque est l'édulcorant de 

synthèse le plus anciennement connu et utilisé. Son pouvoir sucrant est 

très élevé : 300 à 500 fois celui du saccharose. Sa saveur sucrée est 

franche mais accompagnée d'un désagréable arrière-goût amer. Sa faible 

solubilité (3 g.1-l) nécessite son utilisation sous forme de sel ; le plus 

utilisé est le saccharinate de sodium qui possède une solubilité de 830 
- 1 

g.1 . On peut la trouver également sous forme de sel d'ammonium. La 
saccharine est stable jusqu'à 500°C. 

, 

Le cyclamate ou acide cyclo-hexylsulfamique synthétisé en 

1937 est utilisé sous forme de sel de sodium ou de calcium. Son pouvoir 

sucrant n'est pas très élevé : 50 fois celui du saccharose. Il est surtout 

employé en mélange avec la saccharine. Il est acalorique, stable à la 

température et assez soluble (210 g.l-l). 

Isolé en 1965 par des chercheurs qui essayaient de synthé- 

tiser la gastrine, l'aspartame résulte de l'association de deux amino- 
- 

acides naturels, l'acide L-aspartique et la L-phénylalanine sous forme 

d'ester méthylique. Son pouvoir sucrant est égal à 200 fois celui du 

saccharose mais contrairement à la saccharine, au cyclamate et autres 

édulcorants de synthèse, l'aspartame est calorique (1 g = 16,7 kilojoules). 

Il apporte cependant 200 fois moins de calories que le sucre. Sa sensation 

sucrée est forte, proche de celle du saccharose et dépourvue d'arrière 

goût. 11 est soluble dans l'eau (10 1 et stable jusqu'à 105OC. Selon 

DUMAS (14), en solution aqueuse l'aspartame est stable 3 semaines à 4OC, 1 

semaine à 20°C et 15 minutes à 120°C. Il s'hydrolyse avec formation 

dlaspartyl-phénylalanine qui se cyclise en dicétopiperazine (DKP). Ce 

dernier composé ne possède pas de saveur marquée et existe d'ailleurs déj.à 



ln 
al 
b 
nt 
u 
C a 
2 

rn 
u 
G 
a, 
-4 
C 

'al 
3 
G 
O 
U 
c 
H 

'al 
ci 
.4 
d 

3 u 
rn 
m 
rn 

1 
-4 
D 
O 
rl k 
O a, 

.5: 2 
X 
O u u (5 

O 
' r n  b 
3 I 
E al 

,al LI 
rl <al 
Q  rn -4 
O a l k  
k 7 M  
au's 

l 1 

r o i  

* 
rn I } 
al 
k x 

I 

5 O 

u 
O Y 

V) 

O 

1 

u 
(5 
O 

@ a  al 
aJd E: 

al .Z 
$ 5  a 

C tr k O 
m a l u  
a E a 
B a r n  

1 
.4 rn 
O 
d 
O 
O 
.ri 
X 
O 
ci 

LI] rn 
al Pc 
E 
,al al 
d d 
a m a  
O al .4 
k5id 
a a w  
I I 

. . . a 
z 0 

> 

LI] 

Pc 

a 
4 al u 
al k 
'-00 > 
al5 
'a, O c O 

2 % 

5 a 
al c a, 
O rn 
8 8 
u O 
ci) O 
O a 
P rn 

'al 
u 
d 
ri 
-4 

9 
4 
0) 

id 
rn 
I 

s J 

O 
O 
m 

(h 
f- 
m 
4 

al 
C 
4 
Li 
a 
O 
O 
nt 
rn 

O 
ln 

O 
m 

II 
m 
2 

l 
'al 

-4 
u 
rl 
-4 

2 
u 
ln 

a 
rn 

I 

9 
(5 
O 
D 
I 
al 
k 

<al 
-4 
k 
k 
d 

k 
al 
CI 
'al 

a, 
u 
nt 

3 
r i  
O 
>( 
U 

I 
.4 
D 
O 
rl 
O 
U 
-4 
X 
O 

4-J 

ln 

8 
4 
~al 

Q  
O 3 
M . i 3  

8 
CJ 

in 
U-J 

2 

4 

1 

1 
C u 
O 
a 
d al 
nt rn 
b O 
1 k 
O a 
k 2 
O U  - 
ri O 

C U ln m 

0 0 
4 CJ 
in O 

m 
P 

C: 

O 
E 
nt 
u 

, k 
nt 

a u' 
1 

3 

- 

8 
\D 

CO 
O 

2 

al 
E 
nt 
iU 
rl 
5 
rn 

1 

2 \QI 

4 1 2  



dans l'aspartame commercialisé (2 p. 100). Enfin, l'aspartame n'est pas 

stable en nilieu alcalin. 

L'acésulfame K ou dioxide de l'oxathiazinone découvert en 

1973 par CLAUSS et JENSEN (16) est le dernier né des édulcorants de 

synthèse. Son pouvoir sucrant est de l'ordre de 150 S 200 fois celui du 

saccharose. Il présente une parenté de structure avec la saccharine. Sa 

saveur sucrée est agréable et proche de celle du saccharose avec cependant 

un léger arrière-goût amer. Il est très stable à la température (jusqu'à 

500°C) et très soluble (270 g.l-l). 

B - ASPECT TOXICOLOGIOUE 

1 ) LES EDULCURANTS NATURELS 

En dehors de la glycyrrhizine, de la thaumatine et du 

stévioside, les édulcorants naturels ont fait l'objet de peu d'études 

toxicologiques. 

En effet, en ce qui concerne les molécules protidiques, leur 

très faible stabilité en limite le développement et n'incite pas les 

laboratoires à se lancer dans des études toxicologiques longues et 

coûteuses. 

Bien que possédant quelques vertus thérapeutiques (anti- 

inflammatoire, anti-ulcéreux) la glycyrrhizine présente une certaine 

toxicité à forte dose. En effet, bien que reconnue comme substance G.R.A.S. 

(Generally Recognized As Safe) elle peut entraîner la formation d'oedèmes 

des membres inférieurs, provoquer une hypertension artérielle (EERAUD, 

(15)),favoriser la polyurie associée à une polydypsie et être à l'origine 

de crises de tétanie. On attribue les effets toxiques de.la glycyrthizine à 

sa parenté structurale avec les hormones corticosurrénales,et notamment la 

d~soxycorticostérone précurseur de l'aldostérone. 

Enfin, en ce qui concerne la thaumatine, la connaissance de 

la séquence de la protéine laisse supposer cne digestion protéolytique 



aisée. Ceci a été amplement démontré par des études in vitro et in vivo. De 

plus, depuis 1976, la thaumatine a été soumise à un programme étendu 

d'évaluation de la sécurité du consommateur comprenant des études de 

toxicités aiguës et sub-aiguës de 90 jours, sur rats et chiens ; des études 

de tératologie et de mutagénicité ainsi que des études d'allergie et de 

digestion sur des animaux et des volontaires humains. Tous ces essais ont 

démontré qu'il n'y avait pas d'effet nocif même à des doses allant jusqu'à 

80 000 fois la dose normale. Le Comité Scientifique de l'Alimentation 

Humaine de la Communauté Européenne a jugé la thaumatine temporairement 

acceptable. 

Les propriétés toxicologiques du stévioside seront analysées 

ultérieurement (cf chapitre : Le stévioside 5 III p. 62). 

2 ) LES EDULCORANTS SC81 -SYMH€T10_UES 

Le Comité Scientifique de l'Alimentation Humaine qui s'est 

réuni le 14 septembre 1984 à Bruxelles, n'a pas fixé de D.J.A. (Doses 

Journalières Admissibles, définies au S V-A-4 p. 33) pour le sorbitol, le 

xylitol, le lactitol, le mannitol et le maltitol. 11s sont néanmoins 

considérés comme toxicologiquement acceptables avec certaines restrictions. 

Un effet laxatif pourrait être observé après une ingestion 

élevée, ce qui a entraîné la Commission à fixer une consommation maximale 

journalière de polyols équivalente à 20 g. 
- 

En ce qui concerne ie chloro-galacto-saccharose, les études 

toxicologiques sont en cours. Il faut cependant souligner que le tribromo- 

galactosaccharose est apparu comme un inhibiteur de la fertilité chez le 

Rat (effet "pilule masculine"). - 

3 LES EDULCURAMS SYMHETZOUES 

La saccharine, l'aspartame, le cyclamate et l'acésulfame, 

quatre édulcorants largement utilisés, subissent de nombreuses attaques et 

doivent sans cesse prouver leur innocuité. 

En effet, bien qu'anciennernenc et largement utilisée, la 

saccharine est au centre des polémiques sur la non-toxicité des édulcorants 

de synthèse. 

t 



Alors qu'elle est utilisée depuis 1900, pour l'alimentation 

des diabétiques, on n'a relevé aucune toxicité particulière. De nombreuses 

études toxicologiques menées ces dernières années ont abouti à des 

résultats contradictoires. Par exemple des cancers de la vessie ont été 

observés par PRICE (16) et =ZEN (17) puis confirmés par BRYAN (18). Ces 

études effectuées chez le Rat montrent une augmentation significative de 

l'apparition de tumeurs vésicales pour une forte absorption de saccharine 

(au moins 5 p. 100 du régime). Des études épidémiologiques ont montré une 

différence de comportement entre le Rat et l'Homme. Cependant le National 

Cancer Institute ainsi que MORISSON et BURIYG (19) n'ont trouvé aucune 

relation entre le cancer de la vessie et l'utilisation de saccharine. 

L'iccohérence des résultats observés et décrits pourrait être due à la 

présence d'impuretés contenues en quantités différentes suivant la méthode 

de préparation. Ainsi, la saccharine fabriquée suivant la méthode de MAlMEE 

(20) contient moins d'orthotoluène sulfamide (OTS) (principale impureté) 

que celle fabriquée suivant la néthode de RG4SEN et FAHLSERG (13). 

Par ailleurs, des études pharmacocinétiques ont montré que 

la saccharine est rapidement résorbée par le tube digestif et excrétée 

telle quelle dans les urines à raison de 98 p. 100 de la dose ingérée. 

Cette absence de biotransformation est confirmée aussi bien chez l'Homme 

que chez le Rat. 

Au vu de tous ces résultats contradictoires, l'innocuité de 

la saccharine est un problème souvent remis en question. Il est toutefois 

certain que l'état de pureté du produit est un facteur très i~portant. 

Encore de nos jours, de nombreuses autres études toxicologiques sont 

entreprises dans le monde. 
- 

La toxicité du cyclamate est également discutée et semble 

être liée à ses trois métabolites : le cyclohexylamine (CHA), le 

cyclohexanol et le cyclohexane. 

En 1970, BRYAN et ERTURKE (21) désontrent que le cyclamate 

provoque des cancers de la vessie. Des contri-expert2se~ réalisées par 

MOSTARDI en 1972 (22), BRANTOM en 1973 (23), DICK en 1974 (24), HARDY en 

1976 (25), ERSHOFF en 1977 (26) dans des conditions strictes et contrôlées, 

aboutissent toujours à une absence de potentiel cancérigène. En 1976, ie 



National Cancer Institute a publié un rapport précisant qu'il n'existait, à 

l'heure actuelle, aucune preuve de cancGrog6nicité des cyclamates et de la 

cyclohexylamine chez l'Homme. Pourtant, en 1970, TCCHMAlJN-DUPLESSIS (27) 

ont noté une baisse de la fertilité chez le Rat. 

Interdits aux Etats-Unis depuis 1970, les cyclamates font 

toujours l'objet de recherches par les laboratoires ABBOT. Xême si la 

F.D.A. (Food and Drug Administration) et la Xational Academy of Science 

admettent que les cylamates ne sont pas cancérigènes, il sera cependant 

nécessaire de poursuMrre les recherches et de s'assurer que les 

cyclohexylamines n'ont pas d'autres effets toxiques. Toutes les études 

réalisées depuis conduisent une fois encore à des résultats contradictoires 

(FERMIDO (28), WOLF (29)). Les études de métabolisme réalisées chez 

l'Homme montrent que le cyclamate est métabolisé et excrété sous forme de 

cyclohexylamine en quantité variable (1 à 40 p. 100). 11 semblerait que. le 

rôle de la flore intestinale soit essentiel dans l'apparition de ce 

composé. De nombreuses bactéries (entérocoques chez l'Homme, clostridium 

chez le Rat) transforment le cyclamate en cvclohexylamine. 

Au vu de tous ces résultats, la saccharine et le cyclamate 

semblent être des promoteurs de tumeurs et se situent dans le groupe 3 de 

la classification du I.A.R.C. (International Agency of Research on Cancer). 

A l'heure actuelle, l'aspartame est certainement 

l'édulcorant dont les données toxicologiques sont les plus complètes. Elles 

représentent pour le Laboratoire SEARLE vingt ans de recherche. Le premier 

dossier toxicologique de l'aspartame a été soumis à la F.D.A en 1973. 

Incomplet ce dossier a nécessité de nouvelles études tant sur le produit 

que sur ses métabolites. En effet, dans l'organisme, l'aspartame 

s'hydrolyse au niveau intestinal libérant de la phénylalanine, de l'acide 

aspartique et du méthanol. Des travaux in vivo ( W N  (30) ont montré que 

ces cornposés n'interféraient avec aucun métabolisme. On a examiné avec 

beaucoup d'attention le problème de la riaction possible de l'aspartame et 

de la dicétopiperazine (DKP) avec les nitrites pour former des nitrosamines 

(FONDU (31)). 11 semble en effet possible qu'en solution, l'aspartame se 

cyclise légèrement et donne naissance à des traces de dicétopipérazine. Ces 

travaux n'ont mis en évidence aucune formation de nitrosamine dans 

l'estomac. 



Au total, toutes ces études toxicologiques démontrent que 

l'aspartame, la DK? et leurs produits de dégradation sont dénués de toute 

toxicité et ce, à des doses atteignant 5 g/kg/jour. De même en 

administration chronique, l'as~artame n'a provoqué la survenue d'aucune 

pathologie tumorale, d'aucune lésion organique et d'aucune variation des 

constantes biologiques. Les études des pouvoirs mutagène, cancéroqène, 

térato3ène ainsi que les études sur les fonctions de reproduction se sont 

révélées négatives tant avec l'aspartame qu'avec la DKP. Par ailleurs, 

ilaspartame est dénué de tout effet pharmacolosique propre. Les sujets 

diabétiques ont fait l'objet d'études de tolérance et il a été établi que 

l'aspartame ne présentait aucun inconvénient pour ces sujets. 

Enfin, comme aucun édulcorant n'est parfait, il faut 

signaler que certains travaux ont démontré une toxicité de l'aspartame due 

à une estérification de la phénylalanine. Plus récemment, OLSEY (32) a 

déclaré que l'ingestion d'aspartame pouvait endommager les celiules 

nerveuses et crêer des tumeurs cérébrales bénignes. 

La dernière remarque concernant l'aspartame est que la 

formation de phénylalanine est une contre-indication majeure pour les 

individus présentant certaines déficiences enzymatiques d'origine 

héréditaire conduisant à des maladies connues : la phényl-cétonurie et 

l'alcaptonurie. En fonction de tous ces résultats, la D.J.A. a été fixée à 

50 mg/kg/ j our . 

Enfin, au cours des 15 dernières années de nombreuses études 

toxicologiques ont été effectuées sur l'acésulfame. Elles comprenaient des 

études de toxicité chronique aux Pays-Bas ainsi qu'en Allemagne, aux 

U.S.A. et en Suisse. Par ailleurs, de part - sa faible stabilité en milieu 

acide (pH inférieur à 3), son principal produit de dégradation, l'acéto- 

acétamide est également étudié du point de vue sécurité dans une étude 
- 

subchronique. En conclusion, ces dossiers toxicologiques déposés depuis 

1979 auprès de la FDA devraient faire l'objet d'une autorisation d'emploi 

avant 1987. 
- 

C - CONCLUSIONS 
Comme nous venons de le voir, aucun édulcorant n'est 

parfait. Aussi, chaque édulcorant et principalement ceux à haut pouvoir 



sucrant nécessitent des études nombreuses et complexes pour plusieurs 

raisons : 

- 11 s'agit pour la plupart de molécules nouvelles n'ayant 
pas nn long passé dans l'alimentation humaine. La fragilité de certaines 

rnolScules (en particulier l'aspartame, la saccharine et la thaumatine) peut 

amener l'apparition de produits de dégradation nécessitant leur propre 

&tude toxicologique. 

- Certaines molécules présentent du point de vue chimique 
des analogies avec des composés hormonaux par exemple, d'où des risques 

d'interférences lors du métabolisme (cas du stévioside, de la 

glycyrrhizine). 

- Certains procédés de fabrication peuvent conduire à la 

formacion de produits annexes toxiques comme l'orthotoluène sulfamide de la 

saccharine par exemple. 

Toutes ces raisons font que des organismes comme la Food and 

Drug Administration ou le Comité Scientifique de l'Alimentation Humaine 

sont très prudents et très exigeants sur la qualité des dossiers 

toxicologiques pour délivrer des autorisations d'emploi d'édulcorants même 

temporaires. 

Enfin, il faut souligner que si les propriétés gustatives et 

physiologiques des différentes molécules sont utilisées comme arguments 

commerciaux, les problèmes toxicologiques sont exploités par la concurrence 

afin de protéger leurs produits sur un marché en plein développement. 

I I I  - ASPECT LEGISLATIF 

A - LA LEGISWTION FRANCAISE 
- 

1 ) DANS LE DOMATNE PffAREAACEUTI?UE 
11 n'existe pas en pharmacie de liste positive d'emploi des 

édulcorants (liste positive : tout ce qui n'est pas autorisé expressé~ent 

est interdit). Leur utilisation, soit en tant qu'agent sucrant pour 

diabétiques, soit comme excipient doit faire l'objet d'Autorisation de Mise 

sur le Marché (W) après avis de la Commission compétente du Ministère de 

la Santé sur examen des dossiers analytiques toxicophormacologique et 



alimentaire (cf S V p. 30). Toutefois, l'emploi comme adjuvant de 

fabrication est possible si la substance est déjà autorisée comme principe 

actif ou si elle est inscrite à la Pharmacopée Française. 

2) DANS LE DOMAINE ALIMENTAIRE 
Dans le domaine alimentaire, la réglementation francaise des 

édulcorants s'appuie essentiellement sur deux lois remontant au début du 

siècle. 

- La loi du 30 mars 1902 stipule qu'il "est interdit pour 

tout usage autre que la thérapeutique, la pharmacie et la préparation de 

produits non alimentaires, l'emploi de la saccharine ou de toutes autres 

substances édulcorantes artificielles possédant un pouvoir sucrant 

supérieur à celui du sucre de canne ou de betterave sans er,.avoir les 

qualités nutritives". 

La loi de 1902 interdit donc l'emploi en alimentation de 

toute substance qui présente en même temps les caractères suivants : 

- être artificielle ; 
- posséder un pouvoir sucrant supérieur à celui du sucre ; 

- être dépourvue des qualités nutritives du sucre. 

Cette loi : - concerne donc les édulcorants de synthèse à 

haut pouvoir sucrant (saccharine, aspartame, cyclamate, acésulfame K). 

- ne concerne pas les sucres et les polyols à 

faible pouvoir sucrant et présentant certaines propriétés nutritives. 

Seules les molécules extraites de végétaux posent un 

problème. En effet, est-ce que le stévioside et la thaumatine, par exemple, 

sont concernés par cette loi ? Ils possèdent un fort pouvoir sucrant mais 

sont naturels et présentent certaines qualités nutritives pcr l'intermé- 

diaire de leur glucose ou de leuisacides aminés obtenus après hydrolyse. 

Il faut souligner que cette loi a été suspendue pendant les 

guerres de 1914-1918 et de 1940-1945 et a ainsi autorisé la saccharine en 

alimentation. Enfin, il semble que l'interprofession des sucriers ne soit 

pas étrangère au maintien de cette loi qui est pourtant couverte par celle 

de 1905. 



- La loi du ler Août 1905 sur la répression des fraudes 

permet de réglementer les aliments, les processus de fabrication et les 

conditions de détention et de vente des aliments. Elle réglemente 

l'utilisation des sucres en alimentation et a ainsi conduit I'adminis- 

tration à interdire le xylitol pour raisons médicales, à réduire l'emploi 

du sorbitol, du mannitol et du fructose pour des raisons d'usage ou de 

réglementation. 

Sur le plan juridique, il convient donc de distinguer les 

édulcorants "artificiels" entrant dans le champ d'application de la loi du 

30 mars 1902 et les autres édulcorants considérés comme des additifs et, à 

ce titre, visés par le décret du 15 avril 1912 modifié. 

B - LA LEGISUTION COMMUNAUTAIRE ET QUELQGES EXEMPLES 
EUROPEENS 

Il est difficile de décrire d'une manière précise toutes les 

réglementations étrangères relatives aux édulcorants. Cependant, quelques 

indications peuvent être données sur les prescriptions en vigueur dans 

certains pays; 

Actuellement, il n'existe pas de législation communautaire 

concernant les édulcorants. Cependant, le Comité Scientifique de 

l'Alimentation Humaine à Bruxelles a examiné en septembre 1984 le statut 

toxicologique des édulcorants les plus couramment utilisés : Aspartame, 

saccharine, cyclamate, acésulfame K, polyols, thaumatine, stévioside. 

Il est probable qu'à la suite de cet avis (cf D.J.A. Tableau VI11 p. 3 8 ) ,  

les services de la Commission élaborent un projet de directive destiné à 

établir la liste des substances susceptibles d'être utilisées comme 

substituts du sucre dans l'alimentation humaine. 

2 )  LE ROYAUME UN? 

La législation anglaise sur les édulcorants est fondée sur 

la loi du 6 septembre 1983 élaborée à partir des travaux du c d t é  d'étude 

sur les additifs alimentaires et les contaminants publiés en 1982. 



Ce comité a classé les édulcorants dans 5 groupes (de A à E) 

selon l'importance des expérimentations toxicoiogiques complémentaires 
A devant etre réalisées. 

Dans le groupe A, à savoir les substances dont l'emploi dans 

les denrées alimentaires est acceptable sans nécessité de fournir des 

informations complémentaires, figurent l'aspartame et l'acésulfame. 

Dans le groupe B, c'est-à-dire celui des substances qui 

peuvent être acceptées pour leur usage en alimentation mais pour lesquelles 

certaines informations sont requises, scnt mentionnés la saccharine et ses 

sels, les cyclamates et les polyols. 

3)  LA B E L G l ~ U E  

L'incorporation d'édulcorants dans les "denrées alimentaires 

préparées sans sucre" est autorisée. L'arrêté royal du 12 juillet 1984 a 

rendu licite l'incorporation des édulcorants cités ci-après dans les 

conditions suivantes : 

Xylitol : dose maximale : 500 mg/kg confitures et gelées "sans sucres" 

dose maximale : 3 g/pièce confiserie 

Aspartame : dose maximale : 500 mg/l limonades préparées "sans sucres" 

saccharine : dose maximale : 125 mg/l limonades préparées '>ans sucres" 

Néohespéridine dihydrochalcone : - 

dose maximale : 50 mg/l limonades "sans sucres" 

dose maximale : 400 mg/kg gommes à mâcher 

En outre, l'emploi de la saccharine et de la néohespéridine 

dihydrochalcone est autorisé dans la bière acide de catégorie S. 

Par ailleurs, l'arrêté royal du 18 janvier 1984 réglemente 

le commerce des édulcorants destinés à être livrés directement au 

consommateur. Ce texte fixe la listz des substances pouvane être mises en 

vente avec la dénomination "édulcorant" et prévoit les critères de pureté 

et les caractéristiques auxquels doivent satisfaire les dites substances. 

Il s'agit des produits suivants : la saccharine et ses sels de sodium et de 

calcium, les cyclamates de sodium et de calcium, et l'aspartame. 



Le décret loi du 25 février 1980 relatif à la fabrication, à 

l'emploi et à l'importation de la saccharine et des autres édulcorants 

artificiels, interdit l'utilisation de ces substances dans les boissons et 

les denrées alimentaires. 

Cependant des autorisations peuvent être accordées par le 

Ministre de la Santé, pour l'incorporation d'édulcorants artificiels dans 

les produits diététiques et de régime. 

Le dossier de l'aspartame serait en cours d'examen. 

5 )  l'ALLEMAGNE 

Les édulcorants sont soumis à la réglementation générale sur 

les additifs alimentaires et, à ce titre, ils sont régis par l'ordonnance 

du 22 décembre 1981, modifiée par l'ordonnance du 13 mars 1984, sur 

l'autorisation d'ernploi des additifs. 

6 )  LA SUISSE 

L'ordonnance sur les denrées alimentaires, dans sa version 

modifiée du 11 avril 1984, prévoit que les édulcorants autres que ceux avec 

un pouvoir sucrant supérieur à celui du saccharose et possédant une valeur 

nutritive faible, ne peuvent être additionnés aux denrées alimentaires que 

pour des raisons diététiques. 

Par ailleurs, le commerce des préparations 4dulcorantes est 

soumis à une autorisation préalable de l'office fédéral. 

C - LA LEGISLATIONAMERICAINE 
- 

La fabrication et la commercialisation des produits 

alimentaires aux Etats-Unis sont régiespar diverses lois dont le "Food, 

Drug and Cosmetic Act" qui interdit notamment la mise sur le marché de 

produits frelatés, contenant des substances estimées nocives ou 

dangereuses, non convenablement étiquetés ou présentés d'une manière 

susceptible de tromper l'acheteur sur la nature ou la quantité du produit 

proposé à la vente. 

Cette loi a été complétée par le "Fair Packaging and 



Labeling Act" de 1966 qui a fixé d'une manière plus précise les règles 

d'étiquetage des produits conditionnés pour la vente au *%tail. 

En fonction de la nature des produits, plusieurs organismes 

sont chargés de l'application de ces lois : 

- l'"Anima1 and Plant Health Inspection Service (A.P.H.I.S.) - Meat and 
Poultry Products Inspection" du Département de l'Agriculture, pour les 

viandes, les volailles et les produits dérivés, à l'exception du gibier ; 

- le "Bureau of Alcohol, Tobacco and Firearms" (B.A.T.F.) du Département du 

Trésor, pour les boissons alcoolisées ; 

- La "Food and Drug Administration" (F.D.A.) du Département de la Santé et 

du Bien-Etre Social, pour les autres produits alimentaires. 

La politique de la F.D.A. vise pour l'essentiel à contrôler 

la salubrité des produits offerts au consommateur et à fixer, pour certains 

d'entre eux, des règles de composition impératives ("Standards of identity") 

de manière que, sur l'ensemble du territoire des Etats-Unis, les produits 

vendus sous une appellation donnée correspondent à une composition définie. 

Si après analyse du dossier toxicologique et publication 

des résultats dans le Registre Fédéra1,aucune réclamation n'est 

enregistrée, la F.D.A. inscrit l'édulcorant sur une liste d'additifs 

préconisés G.R.A.S. (Generally Recognized As Safe). 

D - LA LEGISLATION JAPONAISE 
La législation japonaise classe les additifs alimentaires en 

deux catégories : 

- les additifs synthétiques qui ont étr5 synthétisés artifi- 
- 

ciellement à partir de substances chimiques ; 

- les additifs naturels qui ont &té extraits ou fabriqués à 

partir de matériel naturel. ' 

L'autorisation d'utilisation des additifs de synthèse (347 

en 1984) n'est donnée que lorsque le Ministère de la Santé, après consulta- 

tion du F.S.S.C. (Food Sanitation Studg Committee), a vérifié que le 

produit ne présentait pas de danger pour la santé hemaine. 



En ce qui concerne les additifs naturels, les utilisations 

sont généralement libres. Une qualité standard a été définie pour tous les 

édulcorants de synthèse et une partie des édulcorants naturels. Cette liste 

de standardsétablie par la Food Sanitation Act. précise la nature de 

l'aliment concerné, l'édulcorant utilisé et les normes d'utilisation. 

L'obligation de préciser sur l'étiquetage la mention naturel ou synthétique 

a affecté ou favorisé le àéveloppement d'un certain nombre d'édulcorants 

(Tableau X p. 43). 

IV - LES AUTORISATIONS 

A - LES AUTORISATIONS EN FRANCE 
Au niveau français, devant les demandes d'autorisation 

d'emploi formulées par différents industriels, le Conseil Supérieur 

d'Hygiène Public (C.S.H.P.) a créé en son sein une Commission particulière 

qui est chargée de redéfinir la classification des édulcorants et d'évaluer 

les risques toxicologiques. Les deux commissions spécialisées (hygiène 

alimentaire et sécurité alimentaire) du C.S.H.P. se sont d'ores et déjà 

prononcées pour une refonte de la réglementation qui pourrait aboutir à 

l'autorisation en France de ces succédanés du sucre. 

Néanmoins, l'attente d'une décision communautaire pourrait 

retarder la mis; en place d'une réglementation française. 

A l'heure actuelle, la situation est assez simple. Le 

glucose ne fait l'objet d'aucune réglementation particulière ce qui n'est 

pas le cas de .l'isoglucose dont la production est limitée depuis 1979 par 

un jeu de quotas comparables -5 ceux qui régissent la production - de sucre. 

Les polyols autorisés en thérapeutique et en aliïnentation 

sont remis en cause pour leurs effets laxatifs. 

En ce qui concerne les édulcorants à haut pouvoir sucrant, 

seuls la saccharine, l'aspartame et les cyclamates sont autorisés dans le 

domaine pharmaceutique. 



B - LES AUTORISATIONS A L'ETRANGER 
Si pour la France la situation est assez simple, il n'en 

est pas de mêae au niveau international. L'histoire de la saccharine et du 

cyclamate en sont de bons exemples. 

En effet, aux Etats-Unis les édulcorants de synthèse ont 

subi de nombreuses attaques plus ou moins justifiées. La saccharine 

introduite à grand fracas en 1907 fut retirée en 1912. Le cyclamate 

commercialisé en 1950 fut interdit en i969. De même l'aspartame 

commercialisé en 1974, après autorisation de la F . D . A  fut retiré par cette 

même F.D.A, le 5 décembre 1975. 

A l'heure actuelle, la saccharine est autorisée aux 

Etats-Unis mais pas au Canada,alors que le cyclamate est autorisé au 

Canada mais pas au U.S.A. En France, la saccharine et le cyclamate sont 

autorisés en pharmacie mais pas en alimentation. L'acesulfameK autorisé au 

Royaume Uni et bientôt en R.F.A. n'est pas autorisé aux U.S.A. 

Enfic, l'aspartame qui semble dépourvu de toxicité est 

autorisé dans pratiquement tous les pays en tant que produit pharmaceutique 

mais pas en alimentation. Seuls les Etats-Unis, le Canada, le Japon et 

quelques pays Européens autorisent l'aspartame dans les boissons. En ce qui 

concerne sa présence dans l'alimentation, il fait encore l'objet de 

discussions à la F.D.A. Le Japon, enclin aux molécules naturelles,a 

autorisé la thaumatine en mai 1979 ainsi que le stévioside dans les 

domaines pharmaceutique et alimentaire. 

C - CONCLUSIONS - 

Il est à remarquer que les pays où la législation est la 

plus large, comme la Grande Bretagne, le Japon, la Suisse sont des pays où 

le sucre consommé est en grande partie importé. On constate (Tableau V p. 

29) que la France est le pays où la législation est la plus stricte : aucun 

édulcorant n'est utiiisable dans l'industrie alimentaire. Par contre, les 

Etats-Unis qui dépendent de la F . D . A ,  réputée pour sa sévérité, sont 

souvent innovateurs dans le lancement de nouvelles molécules. Les autres 

pays "plus soucieux de la santé de leurs citoyens" attendent les résultats 

de telles initiatives. 



TABLEAU V : Les autorisations en France et à l'étranger 

Source : International Sweeteners Association (I.S.A.) 

PAYS 

FRANCE 

U.S.A 

JAPON 

G.B. 

R.F.A. 

BELGIQUE 

ITALIE 

SUISSE 

ESPAGNE 

P : Autorisé eu  pliarinocie 
U : Autorisé dans leo boissons 
A : Autorisé dons l'nlinientation 
* : Autorisation temporaire 
- : Non autorise 

- 
EDU1,CORANTS 

CY CLAMATE 

P - -  

- 
- 

- 

P B A  

P - -  

P B A  

P B A  

1' E A 

SACCHARINE 

P - - 
P B A  

P B A  

P B A  

* 
P B A  

P B A  

P B A  

P B A  

P B A  

ACESUI.FAM1: 

P - -  

- 
P B A  

P B A  

P - -  
* * 

P B -  

* 
P - -  

1' H A 

- 

AS I'AKTMIE 
I 

P - - 
P B A  

P B A  

P B A  

P B A  

P R -  

P - -  

P B A  
* * * 

P U A  

STEVIOSIDE 

- 
- 

P B A  

- 
. - 

1) - - 

- 
- 
- 

THAUbIAT TNE 

- 
- 

P - A  

- U A  

- 
- 

- 

- - A 

- 

- 
D IVERS 

. - 
- 
- 
- 
- 

NeO-DHC 

- B A  

- 
- 
- 



Même au niveau européen, les autorisations ne sont pas 

uniformes. Une telle situation reste inextricable car d'un côté le traité 

de Rome exige la libre circulation des produits, et d'autre part, celle-ci 

peut ê t r e  entrzvée par l'article 36 qui prévoit qu'un pays peut iccerdire 

l'importation ou l'exportation de denrées afin de préserver la santé et la 

vie de ses ressortissants. 

X ce titre, le Comité mixte FAOIOXS fixe des doses journalièrt 

admissibles (D.J.A. : cf Tableau VI11 p. 38) qui permettent de connaître la 

quantité d'édulcorants qu'un individu pourra consommer sans risque pendant 

tous les jours de son existence. 

AS?ECT TOXICOLOGIQUE, DEMANDE D' AUTOR! SATION D' EMPLOI 

11 est certain qu'à l'heure actuelle, les problèmes toxico- 

logiques existants pour tous les édulcorants sont le principal frein au 

développement de ces nouvelles molécules. 

A - DANS LE DOMAINE ALIMEXTAIRE 
L'autorisation d'emploi d'un édulcorant en alimentation 

dépend d.'une décision des Ministères de l'Agriculture, de l'Industrie, de 

la Santé et de la Consommation par l'intermédiaire du service de la 

répression des fraudes et du contrôle de la qualité (33). 
- 

L'industriel désireux d'employer un édulcorant non autorisé 

doit pouvoir - caractériser et définir aussi rigoureusement que possible la 
substance pour laquelle l'autorisation est demandée ; 

- établir son innocuité dans les conditions normales d'emploi 
par un consommateur quelque soit son âge. - - 

- 

La réponse à ces deux objectifs nécessite l'établissement de 

dossiers analytique, technologique et toxicologique. Ces exigences 

réglementaires ont été actualisées dans la circulaire - du 8 Août 1980 

publiée au J.O. du 25 Septembre 1980 relative aux demandes d'autorisations 

d'emploi de substances destinées à être introduites intentionnellement dans 

les alLments. 



1 )  L E  D O S S I E R  A N A L ' f f T q U E  

Le dossier analytique doit permettre de réaliser l'identifi- 

cation de l'édulcorant dans l'aliment. Pour cela, il faut mettre en oeuvre 

des néthodes de contrsle et de dosage garantissant la conformité des 

échantillons. Le procédé de fabrication doit être bien défini afin de 

connaître les caractéristiques du produit fini standard. 

Des normes de pureté sont établies pour chaque édulcorant. 

La réglementation aurait tendance à différencier les produits naturels et 

les substances obtenues par synthèse chimique. A ce sujet, on peut 

souligner les problèmes toxicologiques de la saccharine consécutifs à la 

présence d'impuretés dans le produit (cf S II-B-3 p. 18). 

2 )  D O S S I E R  TECHNULUGT?UE 

Ce dossier doit insister sur l'efficacité de l'édulcorant. 

Ainsi, - une analyse sensorielle doit permettre de juger la saveur du 
produit ; 

- une étude des propriétés physico-chimiques (influence de la 
température, de 11humidit4, de la concentration, du milieu, de la 

durée d'action ...) doit démontrer la stabilité et le comportement 
de I'édulcoract dans l'aliment. 

- .  

Un deuxième critère important concerne la justification de 

l'emploi de l'édulcorant : intérêt organoleptique, intérêt économique, 

intérêt pour le consommateur. 

Ce dossier comporte cinq grandes sections. 

Cette étude permet de déterminer les doses létales (DL 5 0 )  

c'est-à-dire les doses uniques de produit qui donnent dans un délai de -14 

jours la mort à 5 0  p. 100 des animaux traités. 
.- 

b - T a x i d é  à $ m e  
Ces épreuves porteront au moins sur 2 espèces de mammifères 

dont l'une n'appartient pas à l'ordre des rongeurs : par exemple Rat et 

Chien. La durée d'administration du produit testé est de 18 mois. Cette 

étude permet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou 



anatomo-pathologiques de l'animal qui résulteraient de l'administration 

réitérée de l'édulcorant à moyen ou à long terme. 

c - EItud~, d u  dortcLLans de .zeptraductian 

Le but des études de reproduction est de fournir des 

informations sur l'augmentation possible, au fil des générations de la 

sensibilité de l'animal à l'édulcorant. On étudie les effets sur la 

fertilité des animaux mâles et femelles, les effets pré-, péri- et post- 

nataux sur l'embryon, le foetus et le jeune. 

Au cours de ces études, toutes les observetions convention- 

nelles relatives aux comportements et aux aspects cliniques sont 

effectuées. On détermine également les indices habituels de conception et 

de gestation, le nombre et la taille des portées, le poids des jeunes à la 

naissance, leur viabilité, le nombre de survivants et la crcissance au 

cours de la période de lactation. Ces études sont réalisées sur plusi=iirs 

générations d'animaux. 

Les risques de nutagénèse pourront être appréciés par les 

tests permettant de mettre en évidence d'éventuels effets mutagènes soit 

sur certaines souches de bactéries, de champignons microscopiques, de 

levures, soir sur des drosophiles, soit encore sur des cultures de cellules 

de mammifères. 

Bien que les mécanismes de la cancérogénèse ne soient pas 

encore clairement compris, l'analyse de certains facteurs physiques, 

chimiques, biochimiques, hormonaux, nutritionnels, génétiques, vir~ux et 

autres peut contribuer à la détermination des risques de cancérogénèse. - 

e - Recitmche des phophiEtéA &e(rgZniqueA et d u  e d j m  
po/~6ibled b u h  te6 d o n c t i o ~  k u U  

L'étude des propriétés allergéniques a pour but d'informer 

les sujets sensibles et de prévenir le risque de sensibilisation pouvant 

survenir à la longue dans une population aormale. Un certain nombre de 

techniques applicables sur les animaux (test d'allergie retardée chez le 

cobaye, test d'antigénicité, recherche d'anticorps dans le sérum de Lapin) 

permet de mettre en évidence les effets allergènes. 



Un édulcorant ne sera jamais absolument sûr. A cet effet, on 

doit interpréter le risque potentiel que représente l'édulcorant dans les 

conditons normales de consommation. Il y a donc lieu 'de procéder à une 

estization de la quantité totale de l'édulcorant contenue dans la ration 

alimentaire. 

Enfin, l'objectif de 1 ianalyse toxico!.ogique est de définir 

la sécurité d'emploi de l'édulcorant et cela aboutit à la fixation d'une 

Dose Journalière Admissible (DJA) pour l'Homme. 

$ )  NOTION D E  DOSE JOURNALIER€  A D M I S S l B L E  (OSA)  

Cette dose a été définie par le Comité Nixte FAO/OMS 

d'experts des additifs alimentaires comme représentant la quantité moyenne 

d'une substance, exprimée en rng/kg de poids corporel qui peut être ingérée 

chaque jour par le biais des aliments pendant la vie entière sans qu'il en 

résulte des dommages manifestes pour la santé. 

Cette DJA s'obtient en faisant le rapport de la dose sans 

effet par le facteur de sécurité. La dose sans effet est déterminée en 

exposant un nombre "important1' d'animaux à des doses croissantes et en 

examinant les effets obtenus. On remarque .des doses pour lesquelles aucun 

phénomène'toxique ne se produit et des doses pour lesquelles il y a une 

réponse de l'animal. Entre ces deux groupes de doses se produit ''une 

coupure1' qui peut être considérée comme représentant la dose sans effet 

observable (DSE). Un facteur de sécurité tient compte des variations 

individuelles chez les animaux et de l'importance du risque. Un facteur 

classique de 100, établi arbitrairement, a été largement accepté mais il 

serait peu raisonnable de l'appliquer absolument à toute situation. En 

effet, ilpeut être de 10 si on dispose d'une bonne expérience humaine mais 

au contraire de 1.000 et plus si le risque est important (cancérogène). 

Enfin, il est difficile de fixer d'emblée une DJA : une valeur temporaire 

est parfois retenue avant de pouvoir la considérer comme définitive. 

5 ) E;'TRAPOLATTON A L ' HOMME DES RESULTATS OBTENUS SUR DES AN1.WAUY 
La circulaire d'août 1980 précise qu'une étude clinique 

portant sur des volontaires sains pourra être entreprise si l'innocuité de 

l'édulcorant a été démontrée chez l'animal. Cette étude mettra en oeuvre 

des quantités faibles de l'édulcorant et'des bilans permettant de vérifier 



que le métabolisme de la substance chez l'Homme ne diffère pas de celui 

observé chez l'animal. L'étude des effets toxicologiques de l'édulcorant 

peut être faite par l'observation et par l'expérimentation. L'observation 

accroît certe la sécurité du consonmateiir mais donne peu de renseignements 

scientifiques sur un danger toxicologique potentiel. 

L'expérimentation reste donc la seule méthode permettant 

d'étudier le danger éventuel d'une substance aussi bien sur l'organisme 

sain que sur l'organisme malade. Se posent alors les problèmes éthiques et 

juridiques de l'expérimentation humaine. 

B - DANS LE DOMAINE PHARMACEUTIQUE 
Il n'y a pas de réglementation spéciale relative aux 

tablettes médicamenteuses ou autres formes galéniques comportant comme 

principe actif un édulcorant. L'édulcorant suit les mêmes règles que 12s 

produits pharmaceutiques pour obtenir l'autorisation de mise sur le marché 

(MM). En outre, si l'on veut développer une présentation pharmaceutique 

comportant l'édulcorant comme adjuvant de fabrication et non comme principe 

actif, il faut que celui-ci ait déjà été autorisé comme principe actif 

d'une spécialité pharmaceutique ou qu'il soit inscrit à une pharnaco2ée. 

Les caractéristiques de 1' autorisation de mise sur le marcné 

d'un médicament sont précisées dans l'article L601 du code de la Santé 

Publique. L'autorisation n'est accordée que lorsque le fabricant justifie : 

- qu'il a fait procéder, d'une part, à la vérification de 

l'innocuité du produit dans les conditions normales d'emploi et de son 

intérêt thérapeutique et d'autre part, à l'analyse qualitative et 

quantitative de l'édulcorant ; 

- qu'il dispose d'une méthode de fabrication et de procédés 
de contrôle de nature à garantir la qualité du produit final au stade de la 

fabrication en série. 
-- - 

- - 

Cette autorisation est délivrée pour une période de cinq ans 

et est renouvelable par période quinquennale. Le contenu du dossier de 

demande d'AM24 pour cette catégorie de médicament "grand publicn est peu 

différent de celui présenté pour les autres spécialités. 

Un certain nombre de points sont à signaler : 



- le comportement de la substance dans les différentes 
conditions d'emploi et notamment à la chaleur ; 

- les essais toxicologiques sont semblables à ceux cités au 

paragraphe V-A p. 30 ; 

- l'expertise clinique est basée sur la vérification de 
l'efficacité de l'édulcorant et de la bonne tolérance du 

produit. 

LE MARCHÉ CES ÉDULCORANTS 

Si au niveau français, le marché des édulcorants se limite 

essentiellement au domaine pharmaceutique, il n'en est pas de même au 

niveau européen et mondial. L'utilisation des édulcorants dans des produits 

alimentaires (essentiellement les "soft drinks") fait que ce marché est en 

pleine expansion et que les intérêts économiques sont très importants. 

1 1  EN FRANCE 

16 p. 100 des foyers français utilisent plus ou moins 

régulièrement des édulcorants. 77 p. 100 des utilisateurs sont des femmes, 

âgées de 30 à 50 ans. Quant aux utilisateurs masculins, ils se rencontrent 

surtout dans les tranches d'âge de 50 ans et plus. 
- 

Si initialement, les édulcorants étaient utilisés uniquement 

à des fins thérapeutiques (diabète), ils sont actuellement de plus en plus 

consommés par toute une population sédentaire soucieuse de lutter contre 

l'excès pondéral. En effet, les diabétiques représentent 22 p. 100 des- 
- 

consommateurs d'édulcorants et les obèses 50 p. 100. 
- - 

La consommation des édulcorants se fait essentiellement sous 

forme de comprimés (88,2 p. 100) qui représentent la forme galénique la 

plus proche du morceau de sucre et la plus connuode d'usage. Les poudres et 

liquides représentent le reste du marché (11,8 p. 100). 

Cinq grands laboratoires représentent à eux seuls 90 p. 100 



de Ta production des édulcorants de synthèse (Tableau VI p. 37):Le 

principe actif de ces différents édulcorants ainsi que les laboratoires 

distributeurs sont indiqués dans le Tableau VI1 p. 37. 

La consommation totale d'édulcorants est en France de 60 

tlan soit 10 millions d'unités sucrantes pour une valeur de 100 millions de 

Francs. Les parts du marché en chiffre d'affaire des différents produits 

sont Canderel : 28 p. 100 

Sun Suc/Skun Suc : 24 p. 100 

Sucrédulcor : 14 p. 100 

OD A : 12 p. 100 

Sucaryl : 9 p. 100 

Sucrettes : 6 p. 100 

Autres : 7 p. 100 

11 est à remarquer le fléchissement du marché des produits à 

base de saccharine (Edulcor et ODA faisaient 60 p. 100 des ventes en 1979) 

au bénéfice de l'aspartame (Candérel). 

2 )  A L' R77ANGER 
En 1983, deux ans après l'introduction de l'aspartame, 44 

millions d'Américains (de plus de 13 ans) consommaient régulièrement de la 

saccharine sous forme directe ou en tant qu'ingrédient dans les produits de 

régime. 
- 

En 1984, Equal, le nom commercial de l'aspartame, détient 

déjà 60 p. 100 du marché des édulcorants (utilisation domestique) alors que 

les ventes de saccharine sont restées inchangées. Autant dire que 

l'aspartame attire surtout des consommateurs qui n'utilisaient pas - 

d'édulcorant artificiel auparavant , les utilisateurs de saccharine étant 
restés fidèles à leur produit. 

B - LE MARCHE ALIMENTAIRE 
Sur le marché du sucre et des substituts du sucre (qui se 

concurrencent entre-eux autant qu'ils concurrencent le sucre) trois forces 

sont en présence : 

- l'industrie du sucre : le saccharose 
- l'industrie de l'amidon : l'isoglucose 
- l'industrie chimique : les édulcorants (Tableau VI11 p . 3 8 )  



TBLEilU VI : Parts de marché des différents producteurs d'~du1corants 

- - -  - 

Human Pharm. 

LABORATOIRES PARTS DE HARCHE 

Source : Info Chimie, Mars 1984 

Searle 

Laboratoire Européen du Nédicament 

Lafon 

Abbott 

TABLEAU VI1 : Spécialités pharmaceutiques françaises contenant des 

&duleorants 

L0,2 2 

17,ô /o 

14 ,4  Z 

8 , 9  X 

! 
Nom commerclal Date de 1 Laboratoire I 

l / Prlnclpe : carnrnercia~irat~on ! I 
! 

Canderel 
O. sucrll 
Edulcor 

Gaosucryl 
Oda 
Pouss'suc 
SKun Suc 
SLun Suc 
SPun Suc 

l 
aspar!am 1980 
aspartam 1983 / saccharine Na 1978 

i 
1 

I saccharlne Na 1978 
/ saccharine Na 1977 
8 aspartam i 

1983 
1978 : saccharine NHA , 
f977 

1 Searle 
1 Pierre Fabre I 
i Européen 1 
i du MBdicament 1 
! Pharminter 
i L. Lafon 
I Human Pharm ; 

1 d. saccharine Na , I 
Sucaryl 10 d. cyciamate Na 1966 a Abbott Fr 

1906 ( Europeen 
Sucrédulcor saccharine Na 1 du Médicamrn! i 
Sucrettes saccharine Na 191 1 1 Vernin 
Sucromat saccharine Na 1978 . Nigy 
Sucrum 7 cyclamate Na !966 I Lelong 

saccharine Na 1977 Human Pharrri 

Sources : Biofutur Mars 1984 



TABLEAU VI11 : Les édulcorants commercialisés 

D. J.A. 
Décision du 14/09/84 

Saccharine 

- The Sherwin-Williams Co. 
0hioIU.S.A 

- Choheung Chemical Ind. Co. Ltd. 
Seoul/Corée 

9 
- Jeil Moolsan Company Inc. 
Seoiil/corée 

- Abbott Laboratoires 
~hicago/USA 

- Brasfanta S.A. 
Sao Paulo/Brésil 

- San Fu Chemicals 
~ai~ei/Taiwan 

- Productos Aditivos 
~arcelone/Espagne 

- Bayer 
wuppertal/R.F.A 

Aspart ame 

- G.D. Searle 
Skokie/illinois 

- Ajinomoto/japon 
- Pierre1 S.P.A. Milanlitalie 

Acésulfame K 

l 

-- ~oechst/~.F.A I 0-9 mglkg 

Thaumatine 

Source : Biofutur Nars 1984 

* Temporairement acceptable 

Stévioside 

** Dossier toxicologique incomplet : non toxicoiogiquement 
acceptable 

- Tate - & ~yle/G.B. * 
- 

- ~ o y o  sugar/Japon t * 



Cette compétition triangulaire est actuellement largement 

dominée par les sucriers. 

La consommation mondiale de sucre a été en 1982 de 91,8 

millions de tonnes. Le problème majeur que connait le monde du sucre est le 

déséquilibre important (100 millions de tonnes) entre la consommation et la 

production. Parmi les pays industrialisés, le Tableau IX p. 4Q, montre la 

consommation de saccharose par habitant. La consommation en tout sucre est 

en   rance de 45 kq/habitant/an candis qu'aux U.S.A. elle est de 57 kglhabi- 

tantlan. 

Ces dernières années, le marché mondial du saccharose a été 

progressivement influencé par la mise sur le narché de nouveaux 

édulcorants. Le remplacement du saccharose dans les préparations 

alimentaires pose de nombreux problèmes technologiques. D'une part, peu 

d'édulcorants supportent la chaleur ce qui ne permet pas leur introduction 

dans des produits cuits (patisserie, confiserie, biscuiterie). D'autre 

part, les édulcorants à haut pouvoir sucrant ne. remplissent qu'une des deux 

fonctions attendues d'urie matière sucrante; s'ils apportent bien la saveur 

sucrée, ils n'apportent pas la "charse" indispensable pour certains 

produits. Aussi, il n'est pas surprenant de constater que les boissons 

constituent le premier marché des édulcorants concurrençant ainsi le sucre 

car les problèmes de masse sont plus faciles à résoudre. 

? ) EN FRANCE 

De part la législation française, la concurrence~sucre, 

isoglucose, édulcorant n'existe pas. En effet, comme nous l'avons vu dans 

le chapitre précédent, les édulcorants à haut pouvoir sucrant sont 

interdits en alimentation. Seuls sont autorisés et sous certaines 

conditions les dérivés de l'amidon. 

Seul producteur français, la Société ROQUETTE bénéficie d.'un 

modeste quotat de 20 022 t/an pour la période 1981-1985. 

Les dérivés de l'amidon ont des propriétés technologiques 

qui varient en fonction du degré d'hydrolyse : pression osmotique, 

viscosité, brunissement à la cuisson... D'autre part, la solubilité des 

édulcorants issus de l'amidon est supérieure à celle du sucre et leur 

cristallisation parfois impossible ce que recherchent les fabricants dz 

confiture et les confiseurs. 



TABLEAU I X  : Consommation totale de saccharose en kg/habitant/an comprenant 

le saccharose consommé directement et celui incorporé aux 

produits sucrés, en 1982. 

U.R.S.S. 43,l 

Suisse 42,3 

France 3J,7 

Canada 35,l 

Danemark 41,2 C. S.A. 33,l 

Pays-Bas 39,4 Italie 27,7 

Royaume Uni 37,5 Espagne 36,9 

R . F . A .  3 6 , 9  Grèce 26,5 

Belgique 36,l Japon 24,O 

Source : C.E.D.U.S. (Centre dlEtudes et de Documentation du Sucre) 



2 ) A L ' ETRANGER 

A l'étranger et plus particulièrement aux U.S.A., la 

compétition saccharose, isoglucose et édulcorants à haut pouvoir sucrant 

est intense. En effet, le libre développement de l'iso~lucose dans certains 

pays entraine une concurrence directe avec le "sucre" utilisé dans les 

Industries Agro-Alimentaires qui représente 70 p. 100 du sucre consommé aux 

U.S.A. et 65 p. 100 au Japon. De part ses propriétés technologiques, 

l'isoglucose ne peut prétendre au grand maximum qu'à 50 p. 100 du marché du 

sucre industriel. Parmi les atouts des sirops de fructose, il faut citer 

le prix qui dépend de celui des céréales plus stable que celui du sucre. Ce 

n'est pas un produit de campagne, sa fabrication s'étale sur toute l'année 

engendrant de nombreux sous-produits. Enfin, il diminue la dépendance des 

pays non producteurs de sucre mais sa fabrication n'est possib1.e que dans 

les pays industrialisés. Les équipements sont coûteux bien qu'inférieurs de 

25 à 30 p. 100 à ceux d'une sucrerie à quantité égale de produit sec. Aux 

Etats-Unis la production d'isoglucose est de 3,3 millions de tonnes soit I l  
milliards de dollars. En mai 1983, Pepsi-Cola autorise 1,'incorporatiori 

d'isoglucose dans les colas, ce qui a stimulé le marché comme l'avaient 

déjà fait les décisions similaires de Coca-Cola et Royal Grown Cola. 

L'isoglucose tient actuellement 33 p. 100 du marché américain des sucres et 

des édulcorants utilisés dans les boissons. 

Depuis deux ans, l'isoglucose est également touché par le 

développement des édulcorants.hypocaloriques dans le domaine des boissons 

diététiques. A l'heure actuelle, trois produits se partagent le marché 

mondial des édulcorants : la saccharine (qui est le plus ancien), le 

cyclamate (controversé et interdit pour les usages alimentaires aux U.S.A.) 

et le plus récent, l'aspartame, en plein développement. Ils représentent un 
- 

marché considérable avec des intérêts financiers énormes. 

En 1981, la F.D.A. a autorisé la vente au public de 

l'aspartame ainsi que son utilisation industrielle dans un certain nombre 
- 

de produits sous le nom de "Nutrasweet" 

- les céréales pour petits déjeuners prêtes à l'emploi ; 

- les chewing-gums ; 
- les préparations instantanées à base de café et de cacao ; 



- les gélatines ; 
- les poudres aromatisées pour boissons froides ; 
- Les puddings, flans et glaçages pour gâteaux. 

En 1983, la F.D.A. a autorisé l'emploi de l'aspartame dans 

les boissons gazeuses. 

Avec son seul édulcorant, Searle a réalisé un chiffre 

d'affaire de 13 millions de dollars en 1981, de 74 millions en 1982, de 336 

millions en 1983 et plus de 600 millions en 1984. En 1983, les bénéfices 

ont été de 151 millions de dollars. Aux dires des spécialistes, le marché 

mondial des édulcorants de synthèse dépassera, avant 1990, le milliard de 

dollars. A lui seul, l'aspartame pourrait prendre 10 p. 100 du marché des 

sirops de fructose dans les boissons gazeuses soit une perte de 100 à 150 

millions de dollars. 

Le lancement de l'aspartame aux U.S.A. en 1983 dans les 

"soft drinks" a stimulé le marché des "diet drinks" qui représente, en 

1985, 20 p. 100 du marché des "soft drinks". En dehors du problème de 

stabilité de l'aspartame, les industriels se trouvent devant un problème de 

production. En effet, le prix de l'aspartame traduit la difficulté 

d'obtenir la phénylalanine dont le prix courant est de 55 dollars le kg. 

Une vive concurrence oppose d'ailleurs les entreprises 

japonaises, américaines et européennes, toutes désireuses de se placer 

comme fournisseur des deux amino-acides (l'acide L-aspartique et la L- 

phénylalanine) qui constituent les matiéres premières de l'aspartame. 

Enfin, les filières chimiques et biotechnologiques restent en concurrence 

pour fournir un produit à faible coût de production. 

- Au Japon, la situation est quelque peu différente. Tout 

d'abord, le Japonais ne consomme que 23 kg de suctelan. L'analyse du 

tableau X p. 43 montre que la consommation de saccharose est stable depuis 

5 ans, par contre les nouveaux sucres sont en pleine expansion. On remarque 

enfin un fléchissement de la saccharine et de la glycyrrhizine qui favorise 

le développement de la thaumatine et du stévioside. L1aspartane récemment 

autorisé est.également en pleine expansion. 



TABLEAU X : Evolution du marché des édulcorants au Japon 

/" augmentation 

- 
- 

---.) stable 

\ diminution - 

Source : Centre Japonais du Commerce Extérieur 



Enfin, si dans le passé l'industrie alimentaire n'utilisait 

que la saccharine et le cyclamate, la récente autorisation de llaspartane 

offre de nouvelles perspectives. En effet, la combinaison de différents 

4dulcorants offre de nombreux avantages. D'une part, des propriétés 

technologiques nouvelles (stabilité) et d'autre part, une amélioration du 

goût soit par effet masquant (par exemple, saccharine/cyclâmate) soit par 

augmentation du pouvoir sucrant (aspartame/cyclamate ; aspartame/saccharine: 

cyclamate/saccharine). Enfin, cet effet synergique permet de diminuer la 

quantité totale d'édulcorants tout en conservant la même saveur sucrée et 

donc de diminuer le prix de vente. La liste des combinaisons n'est pas 

close. En effet, l'acésulfame et la thaumatine sont deux autres édulcorants 

qui ont déjà reçu leur agrément en Grande Bretagne. Leur approbation est 

imminente dans un certain nombre d'autres pays. 

C - CONCLUSIONS 
Xalgré tous les efforts, les coûts et la détermination de 

nombreuses années de recherche et de développement, on n'a trouvé encore 

aucun substituant ideal pour le saccharose offrant sa qualité de goût sucré 

et sa large gamme d'application. Les calories apportées par le saccharose 

ne peuvent être éliminées qu'en compromettant la qualité,et occasionnei- 

lement la stabilité du produit. A l'heure actuelle et au fur et à mesure 

des autorisations, les industriels disposent d'un plus grand nombre 

d'alternatives qui permettent de satisfaire le mieux possible le 

consommateur. Toutefois, tous ces édulcorants de synthèse sont encore loin 

d'être parfaits et leur utilisation est limitée. 11 est possible que dans 

quelques années, ils s'effacent devant des édulcorants naturels extraits de 

plantes à moins que les mélanges d'édulcorants de synthèse ne permettent de 

nouvelles utilisations. 

Le marché des produits de régime est l'un des secteusde 

l'alimentaire où l'on enregistre la plus forte croissance. En effet, depuis 

l'introduction de l'aspartame aux Etats-Unis, le nombre de personnes 

utilisant les édulcorants a fortement augmenté et il semble qüe la 

consommation moyenne approche la dose journalière admissible. Aussi, la 

position de la F.D.A. est actuellement d'autoriser, dans la mesure où les 

données toxicologiques sont favorables, le plus grand nombre possible 



d'édulcorants de telle sorte que la consommation moyenne de chacun d'entre 

eux reste? inferieure à la D.J.A. Ceci pourrait d'ailleurs mener à la r4- 

introduction des cyclamatss interdits depuis 1970. 

En France, les perspectives d'évolution dans le domaine 

pharmaceutique seront vite limitées. Seul un déblocage de la législation 

française permettrait l'ouverture dans un premier temps d'un nouveau 

marché, les "soft drinks". Certes, avec une consommation'de 27 litres/an, 

le buveur français se situe loin derrière l'Anglais (36 l/an), le 8elge (63 

l/an) et surtout l'Américain avec 152 :/an. Pourtant, le marché français 

des boissons sans alcool a progressé de 9,7 % entre 1980 et 1983. Les 

multinationales de la soif corne les producteurs nationaux se livrent à une 

guerre sans merci pour emporter une part du marché potentiel. Aussi 

sont-ils prêts à conquérir le marc% des boissons diététiques dès l'accord 

des autorités compétentes. 

II faut socligner enfin que des chercheurs lyonnais C. NOTRE 

et J.H. TIXTL ont découvert une famille de nolécules dérivées de 

1' aspartame. Sous couvert de l 1 W V A R ,  du Ministère de 1' Industrie de la 

Recherche (NIR) et avec le C.N.R.S. et llI.N.S.E.R.Y., ie LaSoratoire a 

déposé un brevet auprès de 23 pays. Ce super aspartame présente d'une part 

un fort pouvoir sucrant (10 à 55 000 fois celui du saccharcse) et d'autre 
- 

part une plus grande stabilité. Bien que français et promu certainement à 

un bel avenir, c'est pourtant le Laboratoire américain G.D. SEARLE qui 

s'est adjugé le contrat d'exclusivité de cette molécule et s'octroie ainsi 

le seul édulcorant susceptible de détrôner l'aspartame. Ce marché perdu par 

les industriels français devrait représenter en 1990 un marehé mondial d'un 

milliard de dollars. 



LE STEVIOSIDE 

1 - HISTORIQUE ET PRESENTAIION 

A - INTRODUCTION 
Les nombreux travaux réalisés sur le stévioside depuis le 

début du siècle montrent l'intérêt de cette mol-écule aussi bien au niveau 

de la recherche fondamentale que de la recherche appliquée. En effet, plus 

de 200 articles et quelques 130 brevets ont déjà été publiés dans le monde. 

Ce sont les japonais qui sont en tête de ce palmarès avec 40 p. 100 des 

publications et 97 p. 100 des prises de brevets. Avec une quarantaine de 

publications et cinq brevets, les américains montrent un intérêt certain 

vis-à-vis de cet édulcorant naturel. Enfin, les brésiliens (une vingtaine 

de publications) font régulièrement des congrès sur la S t e v h  Rebaudiana 

B&oC (1981, 1982, 1984). Les français, qui ont pourtant été les premiers 

à découvrir le principe sucré de la S t e v h  Rebaudiana avec BRIDEL en 1931 

(34) ne se sont que tardivement intéressés au stévioside en tant 

qu'édulcorant potentiel. 

B - HISTORIQUE - STRUCTURE 
C'est en 1797 que CAVAVILLES définit le genre s e v i a .  Zn 

1899, BERTON1 donne à la Kaa-hê-e le nom d' E~p&oLiwn tebaudianuni et en 

1905 il démontre que cette plante appartient au genre S t e v h .  La plante 

prend alors le nom définitif de SZevh Rebaucüana BeA20ni. 

La S e v i a  Rebaudiana B&aC est une composée originaire du 

Paraguay que l'on rencontre sur les hauts plateaux du Nord. Les autochtones 

de ce pays utilisent les feuilles séchées de % e v h  pour sucrer leur thé. 

Les feuilles présentent une saveur sucrée absolument remarquable. C'est 

pourquoi de nombreux chercheurs sa sont efforcés d'isoler et de déterminer 

le principe sucré de la plante. Les premiers travaux sur le principe sucré 

de la SZevia Rebmdima B & o ~  sont dus à O. REEAUDI en 1900 (35). Ce 

chercheur n'a cependant pas réussi à extraire le principe sucré à l'état 

cristallisé mais il a trouvé que ses caractères correspondaient à la 

glycyrrhizine, glucoside sucré de la réglisse. 



Quelques années plus tard, en 1908, RASENACR (36) a isolé et 

montré la différence existant entre le principe sucré du kaa-hê-e et celui 

de la réglisse. Il donne deux types de préparation et propose la formule 

suivante : '42 H72 '21. 

En 1909, K. DIETERICH (37) extrait des feuilles de S Z e v k  

Rebaudiarra Beauni un produit cristallisable, l'eupatorine et un produit 

non cristallisable, la rébaudine. Aucune formule n'est avancée. Ce n'est 

qu'en 1924 que le nom de stévioside est apparu pour la premiire fois après 

une décision de ltCnion Internationale de la Chimie. 

En 1931, BRIDEL et LAVIEILLE complétent les études 

biochimiques jusqu'alors entreprises sur le principe sucré du .%kvic 

Rsbaudiana Beauni. Dans un premier mémoire (34), ils donnent deux procédés 

d'extraction du stévioside : l'un utilise l'éthanol absolu et l'éther (le 

rendement est de 4,5 p. 100) ; l'autre utilise l'éthanol bouillant et le 

rendement est de 6 p. 100. Ils déterminent également un certain nombre de 

propriétés du stévioside. 

Ce nles.t qu'en 1955 que WOOD (38) et VIS (39) ont déterminé 

la structure du stévioside : le stéviol-13-0-6 sophoroside-19-0-6-D-gluco- 

pyranosylester. 



La SZevia RebaudiaMa i3edan.i contient égâiement d ' autres 
molécules sucrées du type diterpène glucoside (Tableau XI p. 49). En effet, 

en 1976, KOHDA (40) isole et détermine la structure de deux nouveaux 

glucosides : le rebaudioside A et le rebaudioside B. 

Quelques années plus tard, en 1977, des études faites par 

SAKAMOTO (41) en RMN 13c ont révélé l'existence des rebaudiosides C, D et 

E. Simultanément, KOBAYASHI (42) découvre les structures des dulcosides A 

et 3 : le dulcoside B étant le rebaudioside C de SAUYOTO. 

C - LES DERIVES DU STEVIOSIDE 
En 1931, BRIDEL (43) décrit l'hydrolyse enzymatique du 

stévioside par le suc digestif d'He&x pumaLia qui permet d'obtenir du 

D-glucose et du stéviol. L'hydrolyse par l'acide sulfurique donne 50 p. 100 

de glucose et 40 p. 100 d'un produit non glucidique appelé isostéviol. 

Enfin, il démontre qu'en milieu acide le stéviol se transforme en 

isostéviol. 

En 1955, WOOD (38) montre qu'en milieu basique le stévioside 

donne le stéviolbioside après hydrolyse de la liaison ester. 

Ce n'est qu'en 1963 que MOSETTIG et al. (44) ont déterminé - 
la configuration absolue du stéviol et de l'isostéviol. Conme l'avait déjà 

démontré BRIDEL, le stéviol est obtenu par hydrolyse enzymatique tandis que 

l'isostéviol est obtenu par hydrolyse acide. L'isostéviol peut également 

être obtenu par un réarrangement de Meerwein après un traitement acide du 

stéviol. Les différentes formes moléculaires sont rassemblées dans la 

figure 3 p. 50. 

D - LA PREPARATION 
Le stévioside est généralement extrait de la S&~V-&.Z 

Rebmdiana. Il est à noter cependant que XU WEIKU et al. (45) en 1982 ont 

caractérisé et isolé du stévioside à partir de feuilles de Rubud 

4uav&4&n~. La teneur en stévioside et rébaudioside dans les feuilles de 

SZevia Rebaudiana est variable. Elle est fonction des méthodes de dosage, 
des méthodes d'extraction et surtout de la culture. 



TABLEAU X I  : Les d i f f é r e n t s  r é b a u d i o s i d e s  

Rébaudioside B 

Glc 

Rébaudioside E 

(2 Ici) 
O- G ~ C  & Rha 

Dulcoside  A 



~ l c -  G l c  

CH2 

FIGURE 3 : Les dérivés du stévioside 



1 )  LA CULTURE 

Nous avons peu d'information à ce sujet en dehors du fait 

que de nombreux pays (Brésil, Paraguay, Japon, Chine Populaire, Taiwan, 

Corée du Sud, Indonésie, Laos, et depuis peu Israël) s'intéressent à cette 

plante. Les travaux concernant l'amélioration de la culture de SXevia sont 

essentiellement orientés vers : 

- la multiplication in vitro de plantes sélectionnées riches 
en stévioside et rébaudioside ; 

- l'obtention de colonies tissulaires et de suspension 
cellulaire synthétisant du stévioside et du rébaudioside. 

Actuellement, la culture au Paraguay reste très artisanale 

et permet un rendement de 1,2 tonnes de feuilles sèches par hectare. Les 

Japonais, les plus avancés dans ce domaine, ont mis au point de nouvelles 

variétés et des hybrides qui sont cultivés dans le sud du Japon avec un 

rendement double de celui des plantes d'origine. Tous ces travaux 

nécessitent de bonnes méthodes de dosage du stéviosidz et du rébaudioside 

afin de sélectionner les bons clones. 

2 1 METHODES DE DOSAGE 

C'est en 1979 que METIVIER (46) met au point la première 

méthode de dosage du stévioside dans les feuilles de Stev ia .  Par chromato- 

graphie bidimentionnelle sur plaque de silicagel, il sépare le stévioside 

des autres constituants de la plante. Le stévioside, dérivé à l'anthrone 

sulfurique, est dosé par spectrophotométrie après récupération des tâches 

sur la plaque de chromatographie. 

Depuis, de nombreuses autres méthodes ont été mises au point 

en utilisant soit la chromatographie-en phase gazeuse (SAKAMOTO (471, 

MITSUHASHI (48)) soit la chromatographie liquide haute performance ( M X E D  

(49-51), HASHIMOTO (52), MAKAPUGAY (53)). 

Toutes .ces méthodes de dosage permettent de quantifier la 

teneur en stévioside et rébaudioside dans la plante. Le tableau XII p. 52 

montre que la teneur en édulcorant varie en fonction de l'origine de la 

plante. 



TABLEAU X I I  : Teneur en s t é v i o s i d e  e t  r ébaud ios ide  dans d e s  p l a n t e s  

d ' o r i g i n e s  d i f f é r e n t e s  

ORIGINE 1 
l 
1 
I 

* Dosage p a r  HPLC NH2 : MAKAPUGAY (53) 

JAPON l* 

JAPON 2* 

JAPON 3* 
l * 1 

JAPON 4 I 

1 

JAPON 5*** 
1 
I 
l 

JAPON 6*** 1 
i 

JAPON 7:t** 1 ; 

COREE 1* 1 
11 

COREE 2** 

* * 
CHINE 

TAIWAN** 

BRESIL l* i 
- 1 

BRESIL 2* 1 
PARAGUAY 1 ** 1 

PARAGUAY 2** 1, 
l 

PARAGUAY 3* 1 

** Dosage p a r  HPLC OH pack M414 : HASHIMOTO (52) 

STEVIOSIDE (p. 100 
d e  m a t i è r e  sèche)  

*** Dosage p a r  GLC : SAKAMOTO (47) 

REBAUDIOSIDE A (p. 100 
de m a t i è r e  sèche)  

1 

1 5 , 4  j 
1 .  2 
l 

i 7 , 7  

7 ,4  

3 , 8  

15,9  

18,5 

296 

5 , 5  

6 , 6  

8 ,  1 

6 

5 , 5  

496 

5,5 

6 , l  

- : non déterminé 

l , 5  

098 

1 ,9  

2 ,3  

- 
- 
- 

1,9 

295 

3,7 

3 ,5  

198 

- 
1 ,6  

1 ,9  

3 ,4  

299 
- 



J J  LA PREPARAT7ÙN 

Au niveau laboratoire la plupart des méthodes de préparation 

dérivent de la méthode BRIDEL-LAVIEILLE (34). ELles utilisent toutes de 

nombreux solvants organiques et le principe de cristallisation comme 

méthode de purification (FIGURE 4 p. 54). En 1982, KIKGHORII - et al. (54) 

mettent au point une méthode de séparation du stévioside et de tous les 

rébaudiosides par chromatographie à contre-courant. Cette méthode est 

cependant inexploitable au niveau industriel. 

Au niveau industriel, seuls les Japonais ont déposé de 

nombreux brevets sur la préparation du stévioside (55). Une interrogation 

de la banque de données MIST nous a permis d'en répertorier 133. Entre 

1975 et 1980, les Japonais ont pris 76 brevets essentiellement sur les 

méthodes de préparation du stévioside. Ces brevets déposés uniquement au 

Japon sont inexploitables car intégralement écrits en japonais. Seuls les 

Chernicals Abstracts en donnent un résumé, en anglais, très succint. Ils 

décrivent une multitude de procédés. Des extractions, éthanolique, aqueuse 

etc... des purifications par précipitation, par chromatographie sur colonne 

etc... des cristallisations (FIGURE 5 p. 54). 

Depuis 1981, les Japonais ont pris 50 brevets, les 

Américains 4, les Anglais 2 et 1 pour les Brésiliens. Ces brevets 

concernent essentiellement l'utilisation du stévioside et les transforma- 

tions de la molécule. Il est à noter qu'il y a très peu de publications sur 

la préparation du rébaudioside et aucun brevet exploitable industrielle- 

ment. Et pourtant le rébaudioside possède plusieurs avantages : 

- un meilleur goût ; 
- il est plus sucré ; 
- il est plus astable. 

Cependant, sa faible teneur dans la plante et ses 

difficultés d'extraction incitent les chercheurs à trouver un procédé de 

transformation du stévioside en rébaudioside par voie chimique ou 

enzymatique. D'ailleurs, en 1977, KANEDA (56) réalise la conversion du 

stévioside en rébaudioside A par voie enzymatique et chimique. 



FIGURE 4 : Purification au niveau laboratoire 
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FIGURE 5 : Purification au niveau industriel 
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' 1  - CES ?ROPRIÉTÉS 

A - LE POUVOIR SCCEZANT 
L e  pouvoir sucrant de ces diff4rentes molicules, de 

structures très semblables, a fait l'objet de nombreuses analyses 

sensorielles. Leurs valeurs restent cependant subjectives et ne peuvent 

être données qu'à titre comparatif (TABLEAU XII1 p. 56). Par ailleurs, de 

nombreux travaux ont été réalisés sur ces molicules afin de comprendre et 

d'améliorer leurs propriétés sucrantes. 

En 1968, ISHIMA et al (57) montrent que la substitution d'un 

D-glucose par un a-L-rhamose sur le C-13 diminue considérablement le - - 
pouvoir sucrant de la molécule. 

En 1979, KAMIYA et al (58) étudient, sur le stGvioside, les 

relations structure-pouvoir sucrant en s'appuyant sur les théories de 

SHALLENBERGER (4) et KIER (5 ) .  Ils démontrent que la double liaison = 
CH2 

du noyau stéviol joue un rôle important dans l'intensité du pouvoir tandis 

que le glucose ester n'est pas indispensable et peut être remplacé par 

d'autres groupements à l'exclusion d'un radical méthyl qui fait apparaître 

une certaine amertume. 

En 1984, ESAKI - et al. (59) synthétisent des analogues du 

stévioside (substitution du glucose ester) afin d'en déterminer le pouvoir - 

sucrant. Parallèlement, DUBOIS et al. (60) s'intéressent à la substitution - 
du glucose ester afin d'empêcher l'hydrolyse possible du stévioside et de 

ce fait d'éviter l'absorption au niveau de la muqueuse intestinale. En 

1981, DUBOIS (61) a montré que le groupemeit 19-0-6-D-glucose - pouvair êcre 

remplacé par un groupement sodiosulfopropyl qui augmente le pouvoir sucrant 

du stévioside. Ces travaux sont couverts par un certain nombre de brevets 

(DUBOIS (62-64)). 

En 1985#, d'autres travaux de DCEOIS (65) ont été réalisés 

par la même équipe sur le stévioside et le rébaudioside. Ils démontrent que 

l'amertume de ces deux composés peut être éliminée en augmentant le 

caractère hydrophile de la molécule. Comme précédemment, ils synthétisent 

des analogues structuraux du stévioside et du rébaudioside A par 

substitution du 19-0-f3-D-glucose. - 



TABLEAU X I I 1  : Pouvoir  s u c r a n t  de d i f f é r e n t e s  molécules  e x t r a i t e s  de 

I 

I 
I 

S t é v i o s i d e  
I 
1 
I 

l 

Rébaudioside A 1 
f 
i 

Rébaudioside B 
l 
I 
l , 
t 

Rébaudioside C 1 
I 
i 

- 

ND : Non Déterminé - - 

POWOIR SUCRAIWT 

300 

350 

ND 

7 5 

s u c r é  

s u c r f  

amer 

s u c r é  

non s u c r é  

non s u c r é  

s u c r é  i d é a l  

'I 

CAR.4CTERISTIQUES 

s u c r é  

t r è s  s u c r é  

s u c r é  

amer 

I 
1 Rébaudioside D 

l 

Rébaudioside E 1 
l 

Dulcoside  A t 

- 1  
S t é v i o l b i o s i d e  i 

l 

S  t é v i o l  
l 
1 

I s o s t é v i o l  I 
l 
I 

Saccharose  1 
l 
i 

ND 

ND 

3 0 

- 200 

O 

O 

1 
- 



- 57 - 

Ces résultats confirment les travaux de HODGE et INGLETT 

(66) qui ont étudié les relations structure et saveur sucrée de différents 

édulcorants naturels. Ils ont découvert l'existence de structures communes : 

- une structure aglycane-hydrophobe ; 
- un disaccharide avec une liaison 61-2 glucosidique ; 
- un groupement hydrophile (sucre, anions carboxyls). 

B - LFS PROPRIETES PHYSICO-CHIllIQUES 
Le stévioside est une molécule amphiphile. Son noyau 

diterpénique la rend peu soluble dans l'eau. L'addition de groupements 

hydrophiles augmente la solubilité de la molécule (DUBOIS (65)). 

La stabilité du stévioside est essentiellement fonction du 

pH. En milieu basique, il s'hydrolyse en stéviolbioside (TABLEAU XIV p. 58) 

sans pour autant affecter ses propriétés sucrantes (FUJITA (67)). D'autres 

études (CHANG, (68)) montrent qu'en milieu acide, le stévioside et le 

rébaudioside se dégradent lentement en fonction du temps et de la 

température (TABLEAUX XV - FJI p. 58, 59). 

Les propriétés sucrantes et physico-chimiques (TABLEAU XVII 

p. 60) des différents - stéviosides substitués ou non ont été testées par 

DUBOIS et al. (65). Ils démontrent que le groupement 19-O-6-D-glucoside - 
n'est pas impliqué dans les propriétés sucrantes des différentes m61écules 

et pourtant une substitution de ce groupement par des groupements de plus 

en plus hydrophiles diminue l'amertume existant dans les produits de 

départ. D'après ces études, les meilleurs composés sucrant sont : le 

19-0-sodiosulf opropyl s teviolbioside et le 13-O(f3-D-glucopyranosyl( - 1 -t 2)  

(8-g-glucopyranosyl(1 + 3) )B-D-glucopyranosyl) (19-0-sodioçulfopropyl) 

steviol correspondant à une valeur optimale d'hydrcphilie. Ces composés ne 

présentent aucune amertume et possèdent des qualités sucrantes proches du 

saccharose. 

C - LES PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 

3 
1 1 LES PROPRIFTES PffYTOPHYSIOLOGI?UES 

Ces propriétés sont largement controversées. En effet, 

certains auteurs (RUDDAT et al. (69)) démontrent que le stéviol possède une 



TABLEAU XIV : Hydrolyse du s t é v i o s i d e  à 100°C pendant une heure  

?A 

TABLEAU XV : Hydrolyse du s t é v i o s i d e  e t  du rébaud ios ide  à 100°C pH7 e t  pH 2 , .  

Q u a n t i t é  de  stPviosi .de 

3 

5 

7 

8 

9 

1 O 

hydrolysé  en p. 100 

2 

1 

O 

3 

1 

5 3 

- : non dé te rminé  

Temps en heure  1 
I 

l 
QUANTITE DE STEVIOSIDE , 
NON HYDROLYSE EN p. 100 

O 

4 

IO 

12 

13 

2 2 

48 

65 

QUANTITE DE REBAUDIOSIDE 

NON HYDROLYSE EN p. 100 

l 

J 

PH 7 

100 

PH 7 

1 O0 

pH 2,4 t 

1 O0 
- 
- 
83,7 

- 
79,4  

66 

38,2 

pH 294 

100 

56,8 

19,2 

- 
13,2 

- 
- 
- 

46,2 1 
21,9 

- 
- 

- 
- 
- 

13,7 
- 
- 
- 

- 
88,6 

68,5 

- 



TABLEAU XVI : Stabilité en milieu acide du stévioside et du rébaudioside en 

fonction des conditions de stockage 

- : non déterminé - 

p. 100 DE DEGRADATION 

DE REBAUCIOSIDE 

11 I 

, 
1 
l 

i 

p. 100 DE DEGRADATION i 
DE STEVIOSIDE i 

1 
Durée en mois I 

l 

O i 

22°C 

O 

4OC 

O 

3 7 OC 

O 

- 
O 

O 

- 
O 

11 

- 

l 
l 

37°C ' 1 
1 

22°C 

O 
- 
O 

O 

- 
12 

19 

25 

4°C 

O 

- 
- 
O 

- 
O 

O 

0,6 /I O 

36 

j 
1 I 

2 1 
1 

2,3 i 
3 

1 

I 

4 I 

5 1 
I 

j 

O 

- 
, -  

O 

- 
O 

O 40 - 
i 





activité d'élongation des tiges comparable aux gibberellines alors que 

d'autres travaux (VAL10 (70)) mettent en évidence un effet inhibiteur du 

stéviol sur la croissance végétative et la reproduction de la S-tevia 
Rebaudiana. Si d'autres travaux (KOitlAI (7L)) montrent que le stévioside 

présente une certaine activité, il semble néanmoins que ce soit le stéviol 

qui posséderait l'activité de type gibberelline la plus importante. 

Tous ces résultats ont incité dos chercheurs (RUDDAT ( 6 9 ) ,  

HAYSON (72), BEARDER (73), NiJROFUSHI ( 7 4 ) ,  GIMFAGNA (75)) à analyser plus 

en détail les mécanismes de transformation du stéviol en analogues 

structuraux des facteurs à activité gibberelline. 

2) PROPRIFTES DIVERSES 

Depuis sa découverte, de nombreuses propriétés ont été 

attribuées au stévioside sans pour autant avoir fait l'objet d'études 

sérieuses. Actuellement, bien que les publications scientifiques soient peu 

nombreuses, il semble que les plus intéressés dans ce domaine soient les 

Erésiliens. 

C'est en 1967, que VON SCHMELLING (76) décrit le stévioside 

conme un produit acalorique. Cependant, en faisant abstraction du facteur 

pouvoir sucrant, cette propriété peut être mise en doute par les travaux de 

WINGARD (77) qui mettent en évidence l'hydrolyse du stévioside en stévioll 

et glucose par la microflore intestinale. 

De même, les propriétés hypoglycémiantes sont très 

controversées. En effet, d'après certains auteurs (VON SCHMELLING (761, 

a i . i  (781, SOEJARTO (79), OVIEDO (80)) l'extrait de feuilles de SXLV& 

semble posséder ce type de propriété alors que d'autres travaux (USAMI 

(81)) prouvent le contraire. Cependant, les travaux de BRACHT (82) ont mis 

en évidence que le stévioside mais surtout le stéviol inhibent la 

néoglucogenèse. En effet, comme le confirme un certain nombre d'expériences 

sur le 3-mercapto-piconilate, les indoles et les dérivés quinoléiques, il 

est généralement admis que les inhibiteurs de la néoglucogenèse entrahent 

une hypoglycémie. 

Par ailleurs, une activité antibactérienne du stévioside a 

été également mise en évidence (YAKU (83)). En effet, mis en incubation 

avec L. $anibtuun, f.. cade  et S. mlLtanA, le stévioside inhibe la 



croissance de ces inicroorganismes responsables de la formation des caries 

dentaires. De plus, un brevet japonais montre que deux molécules purifiées 

A partir d'un extrait de SRevk  Rebaudiam auraient des propriétés 

bactéricides dirigées contre P. C W U g i n ~ a  et P h u Z e ~  vu@ak&. Enfin, 

certains auteurs (NITSUHASHI, (84)) parlent de propriétés tonicardiaques. 

L'extrait de feuille de SXevia Rebaudiana et plus 

particulièrement le stévioside ont fait l'objet de nombreuses études 

toxicologiques. En effet, la commercialisation du produit au Japon explique 

les nombreux travaux japonais. De plus, l'intérêt commercial d'une telle 

molécule (naturelle, très sucrante, stable) a incité également d'autres 

grands laboratoires à s'intéresser aux problèmes toxicologiques du 

stévioside. 

A - LE STEVIOSIDE 

Bien que la notion de DL 50 soit abandonnée au profit de la 

Dose Journalière Admissible (DJA) un certain nombre de travaux ont été 

réalisés dans ce domaine. Les valeurs de la DL 50 varient en fonction du 

mode d'administration du produit, de l'animal trazté et de la composition 

du produit. Les nombreuses valeurs sont reportées dans le tableau XVIII p. 

6 3 .  

ALASHI (85) montre que la mort des animaux est due à "une 

coagulation dans l'estomac". MITSUHASHI (84) trouve que la paralysie des 

centres vasomoteurs et respiratoires - dans la "medulla oblongata" est 

responsable de la mort des animaux. 

Ces résultats japonais ne peuvent en aucun cas être utilisés 

pour constituer le dossier toxicologique. Et cela, pour trois raisons : 

* - Ils sont scientifiquement très incomplets ; 
- Ils n'ont pas été obtenus suivant un protocole classique ; 



TABLEAU X V I I I  : Doses l é t a l e s  

w 

V.O. : Voie ora le  ; S.C. : Sous c u t a n é e  ; I . P .  I n t r a - p e r i t o n é a l e  ; I . V .  : I n t r a - v e i n e u s e .  
4 

PRODUIT 

E x t r a i t  b r u t  

E x t r a i t  semi 

p u r i f i é  

E x t r a i t  
p u r i f  i6 

I 
1 O 0  

1 
Y 

p. 100 DE 

STEVIOSIDE 

2 0 

4 1 

50  

7 0 

93 ,5  

1 O 0  

1 O0 

S o u r i s  

ANIllAUX 

S o u r i s  

S o u r i s  

R a t s  

S o u r i s  

S o u r i s  

R a t s  

R a t s  

TAMA BIOCHEMICAL, 1981 (84) 
MITSHUHASIIL 

8 , 2  

HEFEKENCES 

AKASHI, 1975 (85 )  

AKASHI, 1975 (85) 

LEE SANG JIK, 1979 (86)  

KURAIIASHI, 1982 (87 )  

AKASHI, 1975 (85)  

LEE SANG, 1979 (86) 

TAMA BIOCHEMICAL, 1981 (84) 
bIITSUiIASHI 
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- Ce sont des rapports internes, propriété des sociétés 
japonaises qui ne les ont jamais publiés dans des revues 

scientifiques. 

2 )  TÙXICITE A TERME 

Ces études de toxicité ont été effectuées sur des extraits 

semi-purifiés (40 p. 100 de stévioside) et sur du stévioside pur, par 

AKXSHI (85) et MITSUIWSHI (84). Après une période de 1 et 3 rnois, un 

certain nombre d'analyses ont été effectuées sur les rats (Tableau XI:< p. 

65). 

Ces travaux montrent une légère diminution du poids à la 

plus forte dose correspondant à 3 g/&g/jour de stévioside. Ils observent 

également des différences significatives dans les analyses sanguines 

(numération des globules rouges et blancs, taux d'hémoglobine) et 

biochimiques bu sérum sans pour autant mettre en évidence une corrélation 

dose-effet. La biopsie des différents organes montre de légères anomalies 

en ce qui concerne le coeur, les poumons et la rate. 

b - Toxici . té chtonique 

Un résumé des études de toxicologie chronique (Tableau 'XX p. 

66) a été publié en 1984, par TAMA BIOCHEMICAL et complète les données 

toxicologiaues de la S t e v i a  Rebaudiana. Ces études ont été faites sur les 

bases suivantes : un Japonais mange 80 g de sucre par jour pour un 

poids moyen de 50 kg soit 1,6 g/kg/j. En prenant ensuite comme hypothèse 

que cette ration peut être remplacée à 50 p. 100 par du stévioside (P.S. = 

200) la quantité de stévioside par jour et par kilo serait : 

ls6 = 0,004 g/kg/jour soit 4 mg/kg/jour 
. 200 

Pour une prise de nourriture de 50 g/kg/jour, la dose maximale de 1 p. 100 

correspond à une dose de 500 mg/kg/jour soit un facteur de sécurité de 125. 

L'analyse des résultats montre certaines variations qui ne 

sont pourtant pas en corrélation avec les doses administrées. Il faut noter 

' cependant que plus de mâles que de femelles sont morts avant la fin 
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TABLEAU XX : Toxicité clironique (Taiiia Biochemlcal, 1984 (88)) 

TOXICITE CHRONIQUE 

Administration 

TEST DE CAKCINOGENESE 

Compositlon du produit testé 

Voix orale 
Produit niélangé à la nourriture 

idem 

74,s X de stévioside 
16,3 % de Kébaudioside A 

74,5 % de stéviosi.de 
16,3 % de KSbaudioside A 

' Doses p. 100 g / j  1 O (témoin) 0, 1 0,3 O 0, 3 1 I 

I I  1 

Animaux Rats du type F344/DuCrj-Strain idem I 

Doses en mg de produit/kg/j 

Groupes 50 mâles et 50 femelles par doses 

l 

O 1 O0 300 1000 

30 mâles et 30 femelles par doses 

Méthodes et analyses 

Animaux tues après 24 mois et 39 organes 
analysés : histologiquement et patliolo- 
giqiiement 

O 300 1 O00 

l 
a 

10 animaux sont tués pour analyses au 
bout de 6, 12 et 24 mois 
- variation de poids 
- stabilité du produit 
- analyse d'urine 
- analyse de sang 
- biopsie 
- analyse histopattiologique 



de l'expérience. En effet, après 22 mois d'expérience le taux de mortalité 

des mâles a dépassé les 60 p. 100. L'analyse de ces rats morts précocement 

a révélé des abcès et une atrophie des testicules. Malgré ces quelques 

résultats inquiétants les auteurs concluent qu'aucun trouble significatif 

n'apparaît après administration de stévioside. 

Dans des conditions semblables, des tests de carcinogenèse 

ont été réalisés sur 39 organes. Après les examens histologiques et patho- 

logiques, ils concluent que le stévioside n'a aucune incidence sur la 

cancérogenèse. Enfin, dans des travaux récents, HAGIlJARA (89) a montré que 

le stévioside à une dose de 5 p. 100 donné à des rats pendant 36 semaines 

ne provoque pas de cancer de la vessie. 

Comme précédemment, ces résultats ne sont pas exploitables 

scientifiquement. D'une part, nous ne possédons que des résumés d'études et 

d'autre part, les travaux n'ont pas été effectués suivant les normes du 

Journal Officiel. 

En effet, les preuves de toxicité à terme doivent porter sur 

au moins deux espèces de mammifères dont l'un n'appartient pas à l'ordre 

des rongeurs (par exemple, Rat et Chien). Les Japonais n'ont fait aucune 

expérience sur le Chien. De plus, l'expérimentation doit se faire sur cinq 

lots minimum dont un lot témoin (uniquement trois doses dans les études 

japonaises) . 

3 ) PROPRI ETES CONTRACEPTI V E S  

Bien qu'aucune étude sérieuse n'ait été entreprise à ce 

sujet, une tradition paraguayenne prétend que les indiennes du Matto Grosso 

utiliseraient les feuilles de S. tevk  Rebaudiana en décoction afin de 

réguler les naissances. En tenant compte de cette pratique et surtout des 

travaux de PLANAS en 1968 (90) un doute s'est installé sur les propriétés 

contraceptives de la % e v k  Rebau-. La figure 6 p. 68 résume le 

protocole des expériences réalisées par PLAiPAS. Dans cette étude, la dose 

d'extrait brut de S t e v k  a été calculée en s'appuyant sur les habitudes des 

indiennes qui prennent par jour une décoction de 15 g de feuilles dans 300 

ml d'eau. Le traitement des rats a donc été de 10 ml/jour d'une décoction 

de S ~ C V ~  à 5 p. LOO. 
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FIGURE 6 : Protocole des expériences de P . M A S  (99) 

b x  ? : accoupiement mâles et femelles au hasard 

b x  ? * : accoupiement même mâle, même f emeiie qu'au 
premier accouplement 

EXP : expérience a@. . : analyse des résultats dans le tableau XXI 
J : jour 



Le tableau &YI p. 70 nous montre qu'il y a une forte 

diminution de la fertilité pour les premiers accouplements après traite- 

ment. On remarque qu'après arrêt du traitement, le taux de fertilité 

redevient plus important (expérience 1 et 2). Ces résultats tendent à 

prouver que l'action de l'extrait de SXevia Rebaudiana serait réversible. 

Les travaux japonais récapitulés dans le tableau XXII p. 71 

ont été réalisés dans le but de contredire les travaux de PLANAS. L'analyse 

de ces résultats (Tableaux XXIII à LW, p. 72, 73) montre peu d'anomalies. 

Cependant, si dans la majorité des études la plupart des auteurs ont fait 

des analyses classiques (variation de poids, quantité de produit pris par 

jour, taux d'accouplement, taux de grossesse, nombre de foetus par portée), 

MORI (91) a étudié le nombre de corps jaunes, le nombre d'implantations, le 

nombre de foetus morts et le nombre de résorptions précoces. 

En effet, d'après le tableau 'UV1 p. 73, on remarque un 

faible taux d'implantations à la dose de 0,15 p. 100 et surtout une lésère 

augmentation du nombre de résorptions précoces en relation avec les doses. 

Ces auteurs concluent néanmoins qu'aucune différence significative n'est 

observée et que le stévioside n'a donc aucun effet sur la reproduction et 

sur la fertilité des rats. Ils signalent enfin qu'aucune anomalie externe, 

interne.et squelettique n'a été observée chez les foetus. 

Tous ces travaux seront à comparer à nos études toxicologi- 

ques effectuées dans des conditions semblables mais sur des souris. 

Enfin, d'un point de vue fondamental, SCHVARTZIUN (92) 

montre que l'extrait aqueux de SXev-ia Rebauciiana n'a pas d'effet toxique 
spécifique sur le cycle cellulaire. Ces études ont été réalisées sur des 

cellules de méristème de cepa à des doses de 1 et 10 p. 100. Après 

2, 4, 6 et 24 heures de traitement, l'évolution des indices mitotiques est 

tout à fait normale. 

ConceLLsions conceivuzvtt L'action ciu stévioside dutr &A 

 onctions de mpioductian 
l'heure actuelle, l'éventualité de propriété contraceptive 

du stévioside repose sur les travaux de PL;LYAS (90) qui a pourtant 
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TABLEXI XYIII : E f f e t  du s t é v i o s i d e  s u r  l e  taux de g r a v i d i t é  de r a t e s  

(AKASHI (85)) 

-- -- 

B.V. : bouchon vag ina l  

Groupe 

Témoin 

E x t r a i t  A 

E x t r a i t  B 

E x t r a i t  C 

TABLEAU XXIV : E f f e t  du s t é v i o s i d e  s u r  l a  f e r t i l i t é  des r a t s  (AKASHI (85) 

Sombre 

de 

femelles  

1  O 

1  O 

10 

10 

X : femelle  non gravide 

O : femelle  gravide 

Hâles no 

Femelles no 

Témoin 

E x t r a i t  A 

E x t r a i t  B 

E x t r a i t  C 

I 

Nombre de femelles  gravides 

1 

1  2 

O O 

X O 

O X 

O O 

Taux 

de 
s r a v i d i t é  

80 

6 O 

S O 

70 

I 

Jour  de dé t ec t ion  d'un 

B.V. p o s i t i f  

1 2 3 4 5 6 7 

1 0 2 3 2 0 0  

0 2 2 2 0 0 0  

1 1 3 2 1 0 0  

0 2 3 2 0 0 0  

Témoin 

Base 100 

100 

7 5 

100 

8 8 

Tota l  

8  

6 

8  

7 

2 

3  4 

X O 

X O 

O O 

X O 

5 

9 1  O 

O O 

X O 

O O 

3 

5 6 

O I o  
X 

4 

7 8  

X O 

O O 

O O 

O O 

O O 
- 

X O 

O X 

X 



TABLEAU LW : Effet du stévioside sur les fonctions de reproduction 

selon XORI (91) 

TABLEAU XXVI : Effet du stévioside sur les foetus (MORI (91)) 
- 

1 

Nombre de femelles I 
Nombre d'accouplements 
Taux d'accouplement 1 

t 

Jours de gravidité 1 i 
2 
3 1 

1 4 I 

5 f 
6-14 i 

TEMOIN 

Nombre de femelles gravides 19 

Nombre de corps jaunes 15.7 I 2,l 
Nombre d'implants 14,5 t 2,3 
Taux d ' implantations 92.49 2 7,70 

Nombre de foetus vivants 14,2 2 2,3 
Taux 97,87 + 4903 

Nombre de résorptions précoces 6 
Taux 1,43 t 2,79 

Anomalies externes O 

TMOIN 

2 2 
2 1 
95,5 

7 
7 

* 3  
3 
O 
1 

19 

STEVIOSIDE 
0,75 % 

22 
2 1 
95,5 

6 
5 
6 
4 
O 
O 

STEVIOS IDE 
0,15 % 

22 
2 1 
95,5 

5 
4 
6 
6 
O 
O 

Nombre de rates gravides 1 19 

STEVIOSIDE 
3 2 

22 
2 1 
95,5 

4 
9 
3 
4 
1 
O 

19 I 20 

STEVIOSIDE 
3 % 

19 

15,3 + 1,9 
14,l t 1,2 

- 92,71 t 10,16 

13,6 2 1,2 
97.13 5 5,47 

9 
3,29 5 4,91 

O 

STEVIOSIDE 
0,15 % 

19 

15,3 t 1,9 
13,O + 4,2 
85,24+ 25,36 

12,8 + 4,O 
98,69 + 3,42 

4 
1,31 t 3,43 

O 

STEVIOSIDE 
0,75 % 

20 

16,l 2 1,8 
14,5 2 1,6 
90,57 t 9,98 

14,2 5 1,6 
98,OO 2 3,82 

6 
2,02 2 3,83 

O 

Taux de fertilité l 90,5 90,5 95,2 I 95,5 



uniquement étudié l'effet d'un extrait brut de %LV&. Par ailleurs, ces 

résultats sont démentis par tous les travaux japonais qui, réalisés dans 

des conditions diifgrentes mais aussi bien sur un extrait brut que sur du 

stévioside pur, dém,ontrcnt l'innocuité du produit. Cependant, les résultats 

que nous avons ne permettent en aucun cas de conclure à un quelconque effet 

du stévioside sur les fonctions de reproduction. 

'En effet, les Japonais n'ont testé le stévtoside que sur la 

première génération alors que les réglementations occidentales demandent 

des études multigénérations. 

4 )  EFFETS C1CITAGENES 

Tous les travaux exposés dans un rapport de TAMA SIOCHMICAL 

de 1981, mettent en évidence l'absence d'effet mutagène de l'extrait de 

SXevia Rebauhna et du stévioside. Aussi bien dans des tests de nutation 

bactérienne que dans des essais de recombinaison d'ADN Sactérien et 

d'aberration chromosomique, aucune modification significative ne fut 

relevée (TABLEAU XXVII p. 74). 

Enfin, des essais in v i v o  sur rats, vers à soie et souris 

n'ont révélé aucun effet mutagène (MITSUHASHI (84)). Par ailleurs, ISHIDATE 

(93, 94) montre que le stévioside provoque des aberrations chromosomiques 

,in vivo. La DZ0 qui correspond à la dose en mglm1 de produit qui provoque 

des aberrations chromosomiques dans 20 p. 100 des cellules à la métaphase 

est de 2,7 pour le stévioside (à une dose de 70 mg/ml, la Dz0 du saccharose 

est négative). Cependant, il semble donner une réponse négative aux tests 

de AiïES. En 1978, OKlMüRA (95) n'observe aucune inhibition dans les essais 
+ 

de recombinaison entre Bc,&uh a u b u  XI7 (rec ) et X45 (rec-) en 

présence d'extrait de feuilles et de stévioside. Les tests de réversion 

avec les souches E. COU WP2 et Saûnon&a X g p i J p k o n U  TA ainsi que les 

tests de fréquence - mutagénique s'avèrent tous négatifs. 

Dans des travaux brésiliens, KERR (96) montre qu'en 

utilisant le test Muller 5, le stévioside n'a aucun effet mutagène sur des 

souches de V m a a p h i h  m&nogas.teh. Ces travaux confirment les résultats 

japonais et les résultats américains qui ont utilisé une s0ucb.e de 

Sdrnon&.&z . t ~ f p k u n W  TM677. 
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D'après ces derniers travaux, il semble que le stévioside ne 

soit pas mutagène. Cependant, comme le montre le paragraphe suivant, il 

n'en est apparemment pas de même avec le stéviol. Le problème de la mutagé- 

nicité du stévioside "via" le stéviol reste donc entier. 

B - LE STEVIOL 
Si l'on admet les résultats de WINGARD (77), qui démontre 

que le stévioside est dégradé en stéviol, lui-même absorbé au niveau de la 

paroi intestinale, il est normal de s'intéresser à la toxicité éventuelle 

de cette molécule. Un certain nombre de travaux montrent que cette molécule 

proche des hormones stéroïdiennes posséde des propriétés anti- 

androgéniques, des propriéths de blocage de la chaîne respiratoire et enfLn 

un certain pouvoir mutagène. 

7 )  ACTiVlTE ANTT-ANDROGENTQUE 

En 1960, DORFMAN (97) montre que le stéviol et le 

dihydroisostéviol possédent une faible activité anti-androgénique se 

traduisant par une inhibition du développement des crêtes de poussin. Par 

ailleurs, le dihydroisostéviol a été également testé pour son activité 

anti-androgénique sur des rats castrés. Aux doses testées, 15 et 20 mg par 

rat, le dihydroisostéviol n'inhibe pas l'action de la testostérone qui 

favorise le développement des vésicules séminales, de la prostate et des 

muscles. 

2) ACTION SUR LA CHATNE DE PiiUSPffÙRYLATiUN UYYDATiVE 
VIGNAIS et al. (98) montrent que le stéviol et le 

dihydrostéviol affectent différentes fonctions des mitochondries de foie de 

Rat. En effet, ces auteurs - démontrent que le stéviol est un fort inhibiteur 

de la synthèse dlATP. A une dose de 0,4 mM, le stéviol inhibe à 50 p. 100 

la synthèse d'ATP. Le dihydrostéviol et le stéviosida sont respectivement 3 

fois et 30 fois moins actifs que le stéviol. Ils démontrent également que 

le stéviol inhibe les échanges des nucléotides à adénine endogènes et 

exogènes à travers la membrane mitochondriale.'~nfin, le stévfcl e t  le 

dihydrostéviol auraient un léger effet inhibiteur sur l'oxydation du NADH, 

Ces différents résultats montrent que le stéviol inhibe la biosynthèse 

dlATP dans la chaîne de phosphorylation oxydative par blocage des échanges 

de nucléotides à fravers la membrane mitochondriale. 



L'inhibition de la phosphorylation de 1'BP dans les 

mitochondries a d'importantes conséquences sur tout l'organisme. A cet 

effet, YAMAMOTO (99) étudie sur des cellules intactes (tubules rénaux de 

Rat) l'influence du stévicl et sztres amlogues structuraux sur la 

gluconéogénèse. Ces travaux montrent d'une part, qu'à uns concentration de 

1 dl le stéviol et l'isostéviol inhibent totalement la production de 

glucose et que, d'autre part, ils inhibent à 50 p. 100 la production 

d'oxygène à une concentration de 0,4 mi. 

11 est à noter par contre que le stévioside et le 

stéviolbioside n'ont aucun effet sur la gluconéogénèse et sur la 

respiration. Ce dernier résultat diffère de ceux de VIGNAIS montrant une 

inhibition à 50 p. 1CO de la phosphorylation oxydâtive pour une 

concentration de 1 mi en stévioside. 

En 1984, BRACHT - et al (82) complètent les travaux de VIGEAIS 

et YAMAMOTO sur l'action du stévioside, du stéviolbioside, du stéviol et de 

l'isostéviol sur les mitochondries de foie de Rat. Suite à ces résultats, 

ils analysent les conséquences physiologiques que peut entraîner 

l'ingestion de stévioside ou d'extrait de SZevia Rebauch.na. Ils montrent 

en particulier la relation possible entre les propriétés hypoglycémiantes 

de la S t e v i a  Rebuudiana et l'inhibition de la gluconéogénèse dans les 

tubules rénaux de Rat. Iis soulignent, enfin, la possibilité d'hydrolyse 

par la flore intestinale du stévioside en stéviol ou isostéviol, produits 

beaucoup plus inhibiteurs des fonctions mitochondriales que le stévioside. 

3 )  ACTION MUTAGENE 

Très récemment P E Z Z U T O  (100) a montré que le stéviol possède 

iin fort poüvoir mutagène envers S. t q p k i m d w n  strain TN 677. L'expression 

de cette activité mutagène dépend d'un   ré traitement des rats avec de 
l'broclor 1254 et de l'addition de NADPH. L'existence d'un hydroxyle, en 

C13 et de la double liaison carbone C16 carbone CI7 (cf : structure du 

stéviol, Figure 3 p. 50) semble Céterminante. En effet, l'isostéviol 

(transformation en milieu acide du stéviol par réarrangement de Xeerwein) 

ne présente aucune activité mutagène. S'il a été démontré chez le Rat et 

non chez l'Homme que le stévioside est dégradé en stéviol, l'activité 

mutagène du stéviol nécessite quand même une ectivation métabolique 

externe. 



4 ) PROPRITETE ANTTTCkf0RAi.E 

En 1983, OUYOTO - et al. (101) suggèrent que le stéviol 

inhibe l'induction dlEBV-EA (Epstein-Barr virus-early antigen) sur des 

cellules Raji et également l'activité de lrODC (Ornithine Decarboxylase) de 

la peau de Souris. 

En effet, dans un premier temps (101), ces auteurs montrent 

que l'induction des antigènes précoces (EBV-EA) responsables de tumeur dans 

les cellules Raji est inhibée à 80 p. 100 par le stéviol à une 

concentration de 50 pg/ml (aucun effet n'est observé à la dose de 2,5 

vg/ml). Dans un second temps (102), après avoir démontré que l'activité de 

1'ODC était un marqueur précoce de tumeur de la peau de Souris, ils ont mis 

en évidence que le stéviol interférait dans l'induction de l'enzyme par le 

TPA (Promoteur de Tumeur). En effet, à une dose de 200 nM, le stéviol 

provoque une baisse de 63 p. 100 de l'activité de 1'ODC. 11 semblerait donc 

que le stéviol soit un inhibiteur de la tumeur induite par le TPA. 11 faut 

souligner que le stévioside ne possède pas cette propriété. 

C - CONCLUSIONS TOXICOLOGIQUES 

Tous ces résultats mettent en évidence deux tendances. D'une 

part, celle des japonais qui clament l'innocuité du stévioside sans pour 

autant fournir des résultats scientifiques coaplets et,dfautre part, celle 

des équipes américaines, brésiliennes et françaises qui publient des 

résultats inquiétants surtout en ce qui concerne le stéviol. 

En effet, la dégradation du stévioside en stéviol et les 

propriétés toxicologiques de ce dernier remettent en cause l'innocuité du 

produit et plus particulièrement les travaux japonais. 



- APPLICATIONS ET UTIL ISATION DE LA STÉVIA 

A - LES AUTORISATIONS 

A l'heure actuelle, il est certain que le stévioside et 

l'extrait de S e v i a  Rebaudiavuz sont autorisés au Japon. Par ailleurs, il 

semble que des sachets et des pastilles de S 2 E v h  soit commercialisés au 

Brésil depuis '1980 (BRACHT (82)) ainsi qu'au Paraguay pour un traitement 

d'hyperglycémie. Enfin, en Belgique l'extrait de S Z e v k  est autorisé et 

vendu en pharmacie comme édulcorant naturel. 

B - LES UTILISATIONS 

Au Japon, le stévioside et l'extrait de S X i v k  sont 

commercialisés depuis 1975. Depuis 1979, la consommation a plus que doublé 

et est passée à 150 tonnes en 1981. Cette croissance rapide est due à 

plusieurs facteurs. Tout d'abord, l'impact de l'image de marque du produit : 

le stévioside est un édulcorant naturel et non.synthétique. Cette qualité 

touche énormément le consommateur japonais. Enfin, le produit est peu cher 

de part son pouvoir sucrant et sa diminution de coût de production 

(sélection de plante et rendement amélioré). En fait, le stévioside pur est 

rarement employé en tant que tel, vu sa faible solubilité (0,12 % dans 

l'eau à température ambiante) et son arrière-goût peu agréable à forte 

concentration. 

Il existe donc sur le marché un certain nombre de 

"stéviosides" de plus ou moins bon goût. Le produit est commercialisé par 

différentes sociétés qui ont formé un fond de coopération : la Stévia 

Association. Par exemple, Toyo Sugar Refining commercialise sous le nom de 

S&~V-&Z un produit utilisé comme édulcorant de table, dans les sauces, les 

potages, les sirops ... 

La société MARUZEN commercialise le stévioside sous de 

nombreuses formes et principalement pour une alimentation diététique. 

Cependant, les défauts de goût en limitent la substitution 

à un maximum de 50 p. 100. Par exemple, PEPSI-COLA l'utilise avec 50 p. 100 



de fructose dans des boissons pour diabétiques. COCA COLA utilise 1"'ff-G- 

sweet" qui est un stévioside modifié par voie enzymatique ayant la 

réputation d'avoir meilleur goût avec cependant un pouvoir sucrant diminué 

de moitié. Très peu d'études toxicologiques ont été effectuées sur ce 

produit. Par ailleurs, depuis juin 1983, la Société JEFCO associée au 

centre japonais de recherche sur le sucre propose du stévioside pur grâce à 

une technique de séparation très poussée. Ce produit qui, parait-il, ne 

présente plus les inconvénients des premiers stéviosides a un pouvoir 

sucrant de 300 pour un prix de 48 $ le kilogramme (ROQUE (106)). 

Enfin, un autre "stévioside" contient 55 p. 100 de 

Rebaudioside (dont le goût et la solubilité sont nettement meilleurs) et 45 

p. 100 de stévioside. Ce produit se vend à 30 S le kilogramme (ROQUE 

f 106)). 

C - CONCLUSION 

Réellement connu depuis 1955, le stévioside ne connait pas 

un développement en rapport avec ses multiples propriétés. 11 est évident 

que ses problèmes toxicologiques sont en grande partie responsables de cet 

échec. 

Cependant en 1975, au Japon, le stévioside a bénéficié d'un 

climat favorable pour son lancement commercial. Avec pourtant peu de 

données toxicologiques, cet édulcorant naturel est arrivé au moment où les 

cyclamates furent interdits et la szccharine soupçonnée de pouvoir 

cancérigène. Depuis, aussi bien les pouvoirs publics que les industriels 

japonais ont réalisé de nombreux travaux toxicologiques démontrant 

l'innocuité totale du produit ! - 



TRAVAUX PERSONNELS 



A - L'EXTRACTION 
Après un tri grossier des lots de Stévia provenant du 

Paraguay (élisination des tiges, morceaux de bois, terre, 

etc...), l'extraction du stévioside et du rébaudioside est réalisée dans 

différents systèmes solvants : eau de distribution, eau.déminéralisée 
6 (50.000 8 ) , eau stérile déminéralisée (18. 10 52 ) , acétonitrile (FISON, 

HPLC grade), solution de phosphate monopotassique 30 mM. 

Avec ou sans broyage, la solubilisation peut être effectuée 

à partir d'une macération des feuilles ou d'une percolation de système 

solvant. Dans tous les cas, le rendement d'extraction dépendra : 

- du système solvant ; 
- du rapport matière sèche sur volume 

- d'extraction ; 

- de la température d'extraction ; 
- de la durée d'extraction. 

Les études réalisées en laboratoire er vue de leur 

application industrielle nous ont amenés à étudier essentiellement le cas 

de l'eau. Le rendement d'extraction a été étudié pour 10 g de feuilles en 

fonction : - du volunre d'extraction : 100, 200, 430 et 600 ml ; 

- de la température d'extraction : 20, 40, 60 et 80°C ; 

- de la durée d'extraction : prises d'essais toutes les 30 
minutes pendant deux heures. 

Quand on désire doser le stévioside ou le rébaudioside sans 

purification préalable, l'extraction est réalisée sur 5 g de feuilles 

broyées au Polytron (1 000 tours par minut-, pendant 5 minutes) dans 200 m i  

d'un mélange eau/acétonitrile (1/1 ; v/v). De même, le dosage du stéviol ou 

de l'isostéviol est réalisé dans 50 m l  d'un mélange 



acétonitrile/phosphate monopotassique 30 mM (60/40 ; v/v) pour 5 g de 

feuilles. Dans les deux cas, l'extraction-est effectuée pendant 30 minutes 

à 45°C. 

B - PREFILTRATION - CENTRIFUGATION 
Les suspensions obtenues après extraction sont préfiltrées 

sur verre fritté G Le filtrat est ensuite centrifugé sur Beckman 521 B 
1 ' 

avec un rotor JA 14 pendant 45 minutes à 10 000 tours/minute. 

C - ULTRAFILTRATION 
Nous avons utilisé différents systèmes d'ultrafiltration 

dont les principales caractéristiques sont rassemblées dans le tableau 

XXVIII p. 83. Ces essais ont été effectués sur différents produits : 

- extrait brut ; 
- extrait brut après préfiltration ; 
- extrait brut après centrifugation. 

Les conditions d'ultrafiltration sont fonction du module utilisé. Dans tous 

les cas, le débit de peméat, la température et la pression moyenne sont 

contrôlés. 

D - CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION SUR RESIXE ANIONIQUE 

AbBERLITE IRA 94 S 

Les essais en laboratoire ont été effectués sur colonne en 

verre de diamètre intérieur 2 cm et de hauteur 14 cm. Cette étape de 

séparation a été étudiée en fonction de son rendement de purification. Pour 

cela, nous avons fait varier différents paramètres : 

- la nature des échantillons injectés : extrait brut, 
extrait brut après ultrafiltration ; 

- le volume d'injection : 10, 20, 40, 100 ml ; 
- - 1 - la concentration des échantillons : 2, 5, 10, 20, 50 g.1 

- le système d'élution : eau, eaulméthanol à 10, 20 et 40 p. 
- 

Le débit est de 50 m1.h-l et la collecte des fractions toutes les 10 

minutes. 



TABLEAU XXVIII : Caractéristiques de différents ~iiodules d'ultrafiltration 

FABRICANTS AMICON MILLIPORE 

Nodule Cellule 8400 

Membrane l PM 10 

Seuil de coupure 10 .O00 

FTHP 

PTGC 

10,000 

Tangentielle 

Polysulfone 

4.600 cm 

-1 -2 
701.h m 

à P:4,6 bars 

4 ,6 in 2 

700 1'.h-' 

10 bars 

DC2 

Hl P10-20 

10.000 

Fibres creuses 

Polysulfone 

550 cm 
2 

- 1 
30ml. min 

500 cm 2 

0.6 l.min-' 

0,7 bars 

SFEC (C.E.A.) 

Système 
d'ultrafiltration 

FTHY 

PCAC 

1.000 

Tangentielle 

Cellulosique 

4 . 6 0 0 ~ 1 ~  2 

-1 -2 161.11 m 
à P:4,6 bars 

4 , 6 ni 2 

700 1.11-1 

10 bars 

DC2 

Hl P3-20 

3.000 

Fibres creuses 

Polysulfone 

550 cm 

1501111 .min-' 

550 cm 2 

0,6 1.1nin -' 
0,7 bars 

1 S1 

M 4 

20 - 40.000 

Tangentielle 

Minérale 

220 cm 
2 

-1 -2 2501.11 m 
4 bars 25"C 

0,022 m 2 

500 1.h-1 

20 bars 

Agitation 

1 S7 

M 5 

10 - 20.000 

Tangentielle 

Minérale 

1.540 cm 2 

-1 -2 
2501.h m 
4 bars 25°C 

0,154 m 
2 

500 1.11-' 

20 bars 

Nature des membranes Polysulfone 

Surface utilisée 42 cni 
2 

Débit en eau 
-1 -2 

4ml.niin cm 

Potentiel surface 2 
42cm , 

Recirculation 

Pressio~i tnaxiniole 

- 

4,3 bars 



E - CONCENTRATION SUR RESINE AMBERLITE XAD2 

Pour cette étape, nous avons utilisé une colonne en verre de 

2 cm de diamètre intérieur et de hauteur 10 cm. Les conditions 

d'absorption et de décrochage des molicules de stévioside et rébacdioside 

ont été étudiées en fonction de la nature du solvant : eau, eau/méthanol à 

10, 20, 40 et 100 p. LOO, éthanol. Le débit est de 50 ml.h-l, identique à 

celui de la colonne de purification. 

F - LA CRISTALLISATION 
Cette étape de purification a été effectuée dans du méthanol 

et de l'éthanol bon goût à température ambiante et à 4'C. La solution est 

préalablement concentrée à l'évaporateur rotatif sous vide partiel et à une 

température de 35°C de façon à obtenir une solution sursaturée. 

G - CHROMATOGWHIE A CONTRE-COURANT 

Le chromatographe à contre-courant est du type Büchi 670. 11 

comprend 6 racks de 49 colonnes de 2,7 mm de diamètre et 40 cm de hauteur. 

2 ) PREPARATiON DES € C H A M ?  LLONS 
L'échantillon à injecter se prépare à partir de produit 

lyophilisé dilué dans 7,5 ml de phase stationnaire et 7,5 ml de phase 

mobile. La solution est filtrée sur verre fritté G3 puis injectée. 

3 )  METHUDES 

La chromatographie à contre-courant (système D.C.C.C.) est 

fondée sur la chromatographie de partage. La phase mobile et la phase 

stationnaire sont liquides et non miscibles. Le mélange de solvants utilisé 

est : chloroforme, méthanol, isopropanol, eau (1 1 /9/4/8 ; v/v). NOUS 

avons utilisé le chromatographe en mode ascendant en vertu de la différence 

de densité : un courant de gouttelettes constituant la phase mobile (phase 

légère du solvant) monte dans la phase stationnaire (phase lourde du 
-1 

solvant). Le débit de la phase mobile est de 10 ml.h 

Cette méthode a été principalement utilisée pour préparer du 

rébaudioside pur à partir de surnageant de cristallisation. 



I I  - CARACTÉRISATIONS ET DOSAGES 

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE SILICE 

1 )  L E  STEVTOSIVE ET L E  RESAUDTUSIDE 
Pour cette séparation, nous avons utilisé des plaques de 

silice Kieselgel 60 (HERCK, épaisseur de silice 0,2 mm ; dimension 20 x 20 

cm). La méthode est la suivante : 

On dépose 5 ~1 de produit sur la couche mince. Après une 

migration de 2 heures dans un système solvant monophasique acétate 

d'éthyle, méthanol, eau dans les rapports 75/25/10 (v/v), la plaque est 

séchée. Après séchage, on procède à une pulvérisation à l'orcinol 

sulfurique fraîchement préparé à partir de 200 mg d'orcinol : le 3,5- 

dihydroxytoluène-monohydrate (MERCK) pour 100 ml d'acide sulfurique à 20 

p. 100. La révélation se fait à 100-llO°C pendant 10 minutes et met en 

évidence tous les oligosaccharides neutres. 

Pour le dosage, les échantillons (5 pl) sont déposés à côté 

de témoins stévioside et rébaudioside de concentration connue. Les méthodes 

de migration, révélation et séchage sont identiques. La plaque est ensuite 

soumise à une détection dans le visible par réflectance (appareil de type 

Vernon). L'établissement de courbes étalons (Figure 7 p. 86) permet de 

quantifier le stévioside et le rébaudioside dans l'échantillon déposé. La 

loi de BEER LAMBERT est vérifiée pour une zone de concentration en 
- 1 

stévioside et rebaudioside comprise entre 0.1 g.1 et 1,6 g.l-l. 

2 )  LE STEVIOL FT L '  ISOSTEVlOL 

Pour cette séparation, nous utilisons les mêmes plaques que 

précédemment. Après dépôtp des échantillons, la migration s 'effectue dans un 

système solvant monophasique : hexane, acétate d'éthyle (50/50 ; v/v). 

Après 2 heures de migration, la plaque est séchée et on pulvérise un 

réactif spécifique des stéroïdes : le sulfate de cérium qui se prépare à 

partit-d'une solution saturée de sulfate de cérium (IV) dans l'acide 

sulfurique à 65 p. 100. 

La révélation se fait à 150°C pendant 10 minutes. 
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B - CHRONATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFOwCE 

7 )  LE STEVTOSIDE ET LE REBAUDTOSTVE 

a - Le maXihi& 
Nous avons utilisé un Spectra Physics SP 8700 équipé d'un 

détecteur SP 8440 et d'un intégrateur SP 4270. 

s - Ptr ipauLLon d a  E c h a W c n b  

Chaque échantillon est préparé dans le système solvant 

d'injection acétonitrile/eau (90/10 ;v/v) et filtré sur filtre Millipore 

FHLP de 0,5 um. 

La séparation du stévioside et du rébaudioside s'effectue 

sur colonne Amino Spheri 5 (25 cm s 4,6 mm ; Touzart et Yatignon). Le 

programme d'élution est le suivant : 

lère phase : système isocratique acétonitrile/eau 90/10 

(v/v) pendant 10 minutes ; 

2ème phase : gradient d'élution acétonitrile/eau de 90/10 

à 70130 (vlv) en 20 minutes ; 

3ème phase : système isocratique acétonitrile/eau 70/30 

(v/v) pendant 20 minutes. - 

Le débit est de 1 m i  min-'. La lecture se fait à 200 nm. 

L'atténuation du détecteur est de 0,16 et celle de l'enregistreur 0,32. 

L'injection est de 100 j~1 dans une boucle de 100 ~ 1 .  

Pour le dosage du stévioside et du rébaudioside, nous avons 

réalisé deux gammes étalons (Figure 8 p. 88) à partir de solution mère à 

0,2 g.1-' dans le système solvant de départ acétonitrile/eau 90/10 (vlv). 

Après dilution, les échantillons sont filtrés sur membrane filtrante de 

porosité 0,5 puis injectés (100 pl). Les courbes étalons sont 

déterminées d'après les surfaces de pics détectés à 200 nm et calculées par 

l'intégrateur SP 4270 (Tableau XXIX p. 88). 



TABLEAU .WIX : C a r a c t ~ r i s t i q u e s  des  courbes é t a l o n s  s t év io s ide -rébaud ios idr  en HPLC 

Surface  du 3 1 ~  

StEVIOS IDE REBAUDIOSIDE 
8 

A Rebaudloside 

FIGURE 8 : Courbes étalons du stévioside e t  du rébaudioside sur 

colonne type Amino Sphéri 5 

0 . 2  0 . 1 5  I l 
I 

Concentration de - ta  s o l u i i o n  1 0 . 0 1  . 0.05  1 0 . 1  1 O 
en g.i I i : l 

l5 
i 20 

703 1 9 2 3  

23.1 / 2 3 . 1  
I 

I - l -  

I 

0 . 2  ' 0 . 0 1  

g u i n r i r i  i n j e c t e e  en ug 1 i j t 10 ! 15 1 20 1 1 5 1 10 

p .  100 de rébaudlos lde  - i -  0 . 7 5  loO j 1 LOO / LOO 
1 I 

0 . 0 5  / 0 1  

1 

3 
Sur face  du p i c  en  IO i 1 8 . 2  1 190.1  ! 189,4 / 507.6  / 1196 1 0 . 5  , 
Temps de rétentron !, 2 0 . 3  ' 20.2  1 I O . :  i 2 0 . 1  / 20.1  j 23 

en minute 1 1 ! I ! i ? 

p .  LOO de s r é v i o s l d e  - - 
1 

232 

23 

i 7 l  

23 .2  



2 )  L E  STEVTUL ET 1' TSOSTEVTOL 

a - , l f a t ë ~ e t  

Nous avons utilisé le même appareillage que précedemment (p. 

87). 

Les échantillons à analyser sont préparés dans le système 

solvant d'injection acétonitrile/KH PO 30 mM (60140 ; v/v) et filtrés sur 2 4 
filtre Millipore 0,5 um. 

c - Méthodes 

La séparation du stéviol et de l'isostéviol se fait sur 

colonne Cl8 ALTEX ultrasphère-0DS 5 um (25 cm x 4,6 mn D.I.). L'élution se 

fait en système isocratique acétonitriie1KH PO 30 n;M (60140 ; v/v). Le 
- 1 2 4 

débit est de 1 ml.min et la lecture se fait à 200 nm. L'attenuation du 

détecteur est de 0,16 et celle de l'enregistreur 0,32. 

Le dosage du stéviol s'effectue à partir d'une gamme étalon 

(figure 9 p. 90) réalisée dans les mêmes conditions que précédemment (p. 

87) mais à partir de stéviol obtenu suivant la méthode décrite à la page 

92. On prépare une solution mère de stéviol à 0.2 à partir de 10 mg 

de produit pur dans 50 ml d'une solution d'acétonitrile/KH2P04 30 mM (60/40 

; v/v). Après dilution, nous obtenons des solutions de 0,l ; 0,05 ; 0,025 ; 

0,0125 ; 0,00625 g.l-l. Après filtration sur filtre 0.5 um, l'échantillon 

(100 ~ 1 )  est injecté sur colonne Cl8 ALTEX. Comme pour le stévioside et le 

rébaudioside, la courbe étalon est déterminée d'après les-surfaces de pics 

détectés à 200 nrn et calculéespar l'intégrateur. - 

C - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 

1 1 L E  STEVlûSlVE ET L E  REBAUDTUSTDE : METHODE DE ZANETTA ( 103) 

- 

Cette méthode permet de visualiser et de quantifier le 

pourcentage de glucose existant dans le produit à analyser. 



l u r f a c e  du pic 
en : O ]  

A 

F I G U E  9 : Garmne étalon de stéviol pour dosage H.P.L.C. 

TABLEAU XXX : Caractéristiques de la courbe étalon stéviol 

Surface du pic 
1 

en 10 

Concentration 1 

- 1 
6 

en g.1 I 
j 
I 

Temps de rétention 
9,12 9.15 9 . 2 3  5,26 9.31 

en minute ! 

Os2 0, 1 0.05 0,025 0,0125 0,00625 

Quantités 

injectées en pg 
1 O 5 - 2,s 1,25 O, 625 

- 



L'appareil de type Varian 1400 est à ionisation de flamme, - 1 
le gaz vecteur est l'azote (débit : 20 ml.min ). La température de 

détection et d'injection est de 220°C. Nous avons utilisé une colonne de 

pyrex (longueur 3 mètres et de diamètre 3 mm) du type OV 210 à 5 p. 100 sur 

chromosorb W (MP). L'analyse est effectuée par gradient de température 

entre 100°C et 220°C à la vitesse de 2"c.min-l. 

b - P t r é p a r c o n  den G c h a W a n s  

La méthanolyse des produits s'effectue à partir de 80 pg de 

stévioside ou 50 pg de rébaudioçide et 50 pg de mésoinositol. 

Après extraction à l'heptane (élimination des acides gras) 

on sèche sous azote puis on ajoute 100 pl de CH Cl et 100 u1 dlA.T.F.A. 2 2 

2 )  LE STEViOL ET L'ISOSTEVIOL 

a - MatE/Lict et MéXhoden 

Nous avons utilisé une colonne capillaire OV 101 (30 m x 

0,3 p) montée sur un Girdel série 300. Le gaz vecteur est l'hélium à une 

pression de 0,6 bar. L'analyse est effectuée en gradient linéaire de 

température (10'~.min-l) de 180°C à 240°C. La température de 240°C est 

maintenue pendant 30 minutes. 

Le produit à analyser est triméthyl sillylé suivant la 

mgthode de KAMERLING (104). Le volume d'échantillon traité est fonction de 

sa concentration afin d'obtenir environ 200 ng par pic. La solution est 

séchée sous azote-et reprise avec 100 pl de pyridine et 100 u1 de 

B.S.T.F.A. Après agitation et une attente de 15 minutes, la solution est 

prête - à être injectée. 
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I I I  - HYDROLYSE DU STÉVIOSIDE 

A - HYDROLYSE CXIMIQUE : L'ISOSTEVIOL 

T ) REACTZFS 

Le stévioside : produit obtenu par cristallisation suivant 

notre schéma de purification (cf Résultats p. 132). 

Solvants : HC1 : Prolabo R.P. Normapur ; 

Chloroforme : Prolabo R.P. Normapur. 

2 )  METffUDE 

15 mg de stévioside pur sont dissous dans 10 ml d'HC1 2 H, 

la solution est ensuite portée à ébullition pendant 20 minutes. Un 

précipité blanc apparaît. Le précipité est extrait par 10 ml de 

chloroforme. La phase chloroformique est ensuite lavée plusieurs fois à 

l'eau et récupérée pour être concentrée à l'évaporateur rotatif Büchi et 

donner une poudre blanche : l'isostéviol. 

B - HYDROLYSE ENZWTIQUE : LE STEVIOL 

Le stévioside : produit obtenu par cristallisation suivant 

notre schéma de purification. 

Enzyme : Cytohelicase d'Hélix pomatia : IBF 

- 

Solvant : Chloroforme : Prolabo R.P. Normapur - 

eau stérile. 

15 mg de stévioside sont dissous dans 10 ml d'eau stérile, 

on ajoute 500 ~1 de cytohélicase. Après 24 h à 37OC, on observe un 

précipité blanc. Ce précipité est récupéré puis lavé par un système solvant 

biphasique eau/chloroforme (111 ; vlv). Après plusieurs lavages, la   hase 
chloroformique est concentrée à l'évaporateur rotatif pour obtenir une 

poudre blanche : le stéviol. 



A - ACTION DE LA FLORE CAECALE "IN VITRO" 

a] P1~0dui.t 

Stévioside pur préparé selon notre méthode de purification. 

b l  Mate&iel biologique 
Caecum de ratsnourris normalement. 

- En milieu aérobie : tampon thyrode avec ou sans glucose 
Composition du tampon thyrode : NaCl : 8  g 

Glucose : 1 g 

: qsp 1. 1 

- En milieu anaérobie : 
Extrait de viande : 5  g 

Extrait de levure : 5  g 

Cys t éine :-1 g 

Acide thioglycolique : 0,03 g 

Tampon phosphate 100 mM pH 7 ,4  : qsp 1 1 
- 

10 ml. de milieu de culture contenant 10 mg de stévioside 

sont ensemencés avec 4 ml de suspension caecale à 37OC. Pour analyse, des 

prélèvements de 0,5 ml ont été réalisés aux temps to (avant ensemencement), 



3)  ANALYSES 

L'hydrolyse du stévioside a été suivie dans le temps par 

C.C.M. L'extraction, la caractérisation du stéviol par H.P.L.C. ont été 

réalisées selon les protocoles décrits précédemment (p. 89-92). 

B - ACTION DE LA FLORE CAECALE "IN VIVOt1 

a - Lea PJLOW 

Le stévioside et le rébaudioside testés ont été préparés 

suivant notre méthode (p.132). La pureté des produits est vérifiée par 

H.P.L.C. et tout particulièrement l'absence de stiviol. 

Les aliments : UAR référence 113 (rats/souris) stérilisé. 

La boisson : eau pH 3,5 stérilisée. 

Les animaux traités sont des souris femelles OF1 IFFA CREDO 

de 20 g environ au début de l'essai. Statuts bactériens : 

- en milieu normal : 40 souris gnotobiotiques *- 

- en milieu stérile : 20 souris axéniques. 

Les animaux sont maintenus en cage à métabolisme par groupe 

de 5 pendant toute la durée de liessai et traités selon le schéma suivant : 

Lot no 
- l 

Témoin 
1 
2 
3 

SOURIS AXENIQUES 

- 

Stévioside 

O 

- 

SOURIS GNOTOBIOTIQUES 
i 

Stévioside 

O 

1 
Rébaudioside f 

i 
O 

10 rng/kg/j 
50 mg/kg/j 
250 mg/kg/j 

10 mg/kg/j - 10 mglkglj 
50 mg/kg/j 50 mglkglj 
250 mg/kg/j 250 mglkglj 



Les souris axéniques sont conservéeç axéniques pendant toute 

la durée du traitement. Le traitement est effectué chaque jour pendant 4 

jours par voie orale à l'aide d'une sonde oesophagienne. La solution 

descinée au traitement des animaux axéniques est stérilisée prgalablement 

par filtration~stérilisante sur filtre Millipore 0,22 Mm. Chaque jour, les 

fécès et les urines de chaque lot sont récupérés séparement, congelés et 

identifiés. 

? )  ANALYSES 

a - D a ~ a g e  du 6 t t v i o L  

Extraction à partir des fécès : 1 g de fécès est broyé dans 

20 ml d'une solution CH3CI/KH2PO4 30 mM (60140 ; v/v). L'extraction 

s'effectue pendant 10 minutes avec agitation manuelle. Après filtration sur 

verre fritté G1, le gât-eau est conservé poujune nouvelle extraction. 

Extractton à partir des urines : A 2 ml d'urine, on ajoute 2 

ml de chlorcforme. Après agitation, on récupère la phase inférieure qui est 

plusieurs fois lavée à l'eau, La phase chloroformique est ensuite 

concentrée à sec pour être reprise par 500 pl d'une solution CH CN/KH PO 
3 2 4 

(60140 ;, v/v) . - 

Dosage : après filtration sur filtre 0,5 Pm, le filtrat est 

injecté (100 pl) sur colonne de type RP Cl8 et dosé suivant la méthode de 

dosage décrite au 5 11-3-2 p. 89. 

b  - Dohage du ~ t é v i o b i d e  et du ~ E b a u d i o b i d e  

Extraction à partir - des fécès : la totalité des fécès 

restants sont broyés dans 30 ml d'acétonitrile. Après une extraction de15 

minutes, le broyat est filtré sur verre fritté G1. Le gâteau est ensuite 
- 

repris dans 10 ml d'une solution CH3~~IKH2PO4 30 mM (60140 ; v/v). Après 

une nouvelle extraction de 10 minutes sous agitation manuelle, l'extrait 

est filtré sur verre fritté G1 puis centrifugé à 3.000 tourslminute (JOUAN 

C500) pendant 15 minutes. Le surnageant est dilué au 114 dans de 

l'acétonitrile pour obtenir une solution (90110 ; v/v). 

O 

Dosage : après filtration sur filtre 0,5 Pm, on injecte 100 

pl de l'échantillon sur colonne Amino Sphéri 5. Le dosage du stévioside et 

du rébaudioside s'effectue selon la méthode décrite au O II-B-1 p. 87. 



' J  - ÉTUDES TOXICOLOGIQUES 

Ces travaux ont été réalisés à l'Institut PASTEUR de LILLE 

par le Professeur K W I N .  

A chaque essai nous avons utilisé des souris de 8 à 10 

semaines de souche W I  origine IFFA CREDO. Les conditions étaient les 

suivantes : température : 22 1°C 

hygrométrie : 60 10 p. 100 

renouvellement d'air : 10 lfheure 

éclairage : 12 heures de lumigre 

cages : polypropylène, couvercle acier inoxydable 30 x 15 x 12 

cm 

litière : sciure de bois dépoussiérée stérilisée 

aliment : UAR référence 113 (ratfsouris) stérilisé au 

Laboratoire 

boisson : eau acidifiée pH 3,5. 

A - TRAITEMENT PAR GAVAGE 

Une première étude a été réalisée sur un mélange stivioside 

rébaudioside pour étudier les fonctions de reproduction chez la smris. Le 

protocole a été le suivant : traitement par voie orale des mâles pendant la 

période de spermatogénèse (60 jours avant l'accouplement : J - 60), des 

femelles 14 jours avant l'accouplement (J - 14) puis 13 jours après 
jusqu'au sacrifice (J + 14). Deux lots de 10 souris femelles et deux lots 

de 5 souris mâles ont été ainsi répartis. 

Lot 1 : témoin recevant l'excipient ; 

Lot 2 : mélange stévioside et rébaudioside (70!30) à 50 

Le traitement quotidien (7 jours sur 7), a été effectué par. 

voie orale par gavage à l'aide d'une sonde oesophagienne sous un volume de 

25 ml/kg/jour. chaque femelle a été accouplée 14 jours après le début du 

traitement (2 femelles/l mâle), les mâles ont été remis dans la cage chaque 

soir pendant 5 jours et séparés chaque matin. 



Chaque matin pendant 5 Jours, le bouchon vaginal a été 

recherché chez toutes les femelles. Quand le bouchon vaginal était positif, 

la femelle restait isolée. Le jour où le bouchon vaginal a été identifié, a 

été corsidéré comme le jour J I .  - 

Examens : Les femelles ont été pesées à 5-14, 5-7, J-0, Jf7 

et J+14 (OU 17 jours après le premier jour de l'accouplement si aucun 

bouchon vaginal n'a été identifié). Les femelles ont été sacrifiées, les 

ovaires et les utérus prélevés et les examens suivants ont été effectués : 

- numération des corps jaunes ovariens ; 
- nombre de foetus vivants ; 
- pesée individuelle des foetus vivants ; 
- nombre de foetus morts tardivement ; 
- nombre de foetus morts précocement ; 
- nombre de résorptions (coloration de Saleweslcy). Une 

comparaison statistique des résultats a été effectuée (test de Student et 

test U de Mann thitney). 

Suite à ces premiers résultats, une seconde étude a été 

conduite. Cet essai a porté uniquement sur le stévioside et seules les 

femelles ont été traitées à partir du moment de l'accouplement ec jusqu'au 

jour du sacrifice. L'examen des femelles gravides est identique à celui de 

l'étude précédente. Les différents lots (7 lots) étaient constitués d'un 

plus grand nombre de femelles (20 femelles par lot) et étaient répartis de 

la façon suivante : 

Lot 1 : témoin recevant l'excipient ; 

Lot 2 : stévioside à 6,25 mg/kg/jour ; 

Lot 3 : stévioside à 12,5 mg/kg/jour ; 

Lot 4 : stévioside -à 25 mg/kg/jour ; 

Lot 5 : stévioside à 50 mg/kg/jour ; 

~ o t  6 : stévioside à 100 mg/kg/jour ; 

Lot 7 : stévioside à 200 mg/kg/jour. 

Cette étude a été réalisée pour essayer de mettre en 

i 
évidence une relation dose-effet. 
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B - PRODUIT AJOUTE A L'EAU DE BOISSON 

Pour cette étude, nous avons réutilisé le protoc~le de la 

première étude qui consistait à traiter aussi bien les mâles que les 

femelles. Le mode d'administration du produit a été le suivant : le 

stévioside a été ajouté dans l'eau de boisson à la dose de 0,07 ; 0,30 et 

1,5 mg/ml en tablant sur une consommation journalière de 5 ml/animal de 30 

g soit environ 170 ml/kg. Les concentrations exactes ont Sté ajustées, 

d'une part au début de l'essai après une étude préliminaire d'appétence et 

d'autre part, chaque semaine après détermination de la consommation 

hebdomadaire du lot. La répartition des 4 lots de 20 souris femelles et 10 

souris mâles est la suivante : 

Lot 1 : témoin recevant de l'eau de boisson normale ; 

Lot 2 : stévioside à 10 mg/kg/jour, soit une solution à 

0,006 p. 100 ; 

Lot 3 : stévioside à 50 mg/kg/jour, soit une solution à 0,03 

Lot 4 : stévioside à 250 rng/kg/jour, soit une solution à 

Par ailleurs, des examens histopathologiques ont été 

effectués sur 4 mâles par lot. Ces travaux ont été réalisés au CERTI 

Laboratoire dlHistopathologie par le Docteur G. SIOU, Expert pharmacologue- 

toxicologue. Les testicules ont été prélevés, fixés dans le liquide de 

Bouin, lavés, conservés dans l'alcool à 70°C. 

L'examen histologique des prélèvements a été effectué sur 
- 

coupes colorées par la méthode trichromique de MASSON au-bleu d'aniline. 

De plus, une réaction au P.A.S. a été pratiquée afin de mettre en évidence 
- 

les membranes basales.. 



RESULTATS 

La définition de la matière première est effectuée en 

fonction de trois paramètres : 

- aspect extérieur du lot (proportion de feuilles vertes, 
feuilles brunes, tiges et autres) ; 

- teneur en stévioside et rébaudioside ; 
- existence ou non de stéviol. 

A - ASPECT EXTERIEUR DU LOT 

Les lots de feuilles que nous recevons du Paraguay sont de 

qualité très disparate. En effet, d'un lot à l'autre la composition peut 

varier de façon importante. Le tableau XXXI p. 100 représente la 

composition moyenne des échantillons calculée à partir de cinq lots 

différents. La coloration brune de certaines feuilles est due soit à 

l'action des polyphénol oxydases après une mauvaise coupe, soit à la 

sénescence naturelle. 

B - TENEUR EN STEVIOSIDE ET REBAUDIOSIDE 

Le dosage du stévioside et du rébaudioside dans les feuilles 

a pu être réalisé par H.P.L.C. suivant la méthode décrite au S 114-1 p. 

- 

- 

Le tableau XXXII p. 100 compare les résultats obtenus pour 

un lot moyen et pour des feuilles vertes et brunes après triage. On 

remarque que les feuilles vertes contiennent plus de stévioside et de 

rébaudioside que les feuilles brunes. Cette première constatation nous 

amène à formuler deux hypothèses : 

- le rendement d'extraction en stévioside et rébaudioside 
des feuilles brunes est moins bon ;. 

- le stévioside et le rébaudioside seraient dégradés soit 
dans les feuilles brunes au cours du séchage, soit que ces feuilles 



TABLEAU XCXI : Composition moyenne des  l o t s  de %tevia Rebaudiana 

F e u i l l e s  v e r t e s  

F e u i l l e s  brunes 

Tiges 

Divers 

Pourcentage en pciSs 1 Varia t ion  en p.  100 
i 

TABLEAU =II : Teneur en s t év ios ide  e t  rébaudioside dans l e s  f e u i l l e s  

* Pourcentage en masse de produi t  par rappor t  à l a  masse de f e u i l l e s  s èches  

(en g pour 100 g) 

F e u i l l e s  v e r t e s  t r i é e s  1 I 
l 
l 

F e u i l l e s  brunes t r i é e s  

F e u i l l e s  non t r i é e s  

POURCENTAGE * 

Stévios ide  

11 

5,6 

- 8,6 - 

Rébaudioside 

6 , 2  

4,9 



représentent les feuilles basales de la plante avec un métabolisme 

différent. Cette deuxième hypothèse nous a incité à rechercher l'existence 

de stévfol dans les feuilles. 

C - DOSAGE DU STEVIOL 

Le dosage du stéviol dans les feuilles est effectué par 

H.P.L.C. selon la méthode décrite à la page 89. Le chromatogramme de la 

figure 10 p .  102, nous montre le profil d'un extrait de feuille brune sur 
colonne RP C18. Le pic correspondant au stéviol a été collecté et injecté 

de nouveau en présence de témoin stéviol pour donner un pic unique. Enfin 

une vérification supplémentaire a été effectuée en phase gazeuse sur 

colonne capillaire après triméthyl sillylation (cf 5 II-C-2 p. 91). 

Le tableau XYXIII p. 102 met en évidence l'existence de 

stéviol dans les feuilles. La comparaison de ces résultats montre une 

teneur en stéviol très faible dans les feuilles vertes qui devient non 

négligeable dans les feuilles brunes. Cette différence n'est cependant pas 

suffisante pour expliquer le déficit en stévioside et rébaudioside qui 

existe entre les feuilles vertes et les feuilles brunes (TABLEAU XXXII p. 

100). A ce sujet, l'hypothèse d'un métabolisme différent en fonction de la 

situation des feuilles sur la plante peut être envisagée. 

D - GRADIENT APICO-BASAL 

Un dosage par réflectance (cf § II-A-1 p. 85) nous a permis 

de mettre en évidence un gradient apico-basal décroissant de stévioside et 

rébaudioside dans des plantes cultivées.en serre. Les figures Il et 12 p. 

103 nous montrent que les feuilles basales sont pauvres en stévioside et 

rébaudioside dans un rapport de 1 à 10 (maximum : 8 5  mg ; minimum : 9 mg de 

stévioside/g de feuilles sèches). - 

E - CONCLUSION 
- 

D'après ces différents résultats, nous constatons que la 

qualité de notre matière première peut être très variable. Elle dépend de 

trois étapes que nous ne contrtllons pas : la culture, la récolte, 12 



TABLEAU XXXIII : Teneur en stéviol dans les feuilles de S-tevia 

1 Feuilles vertes triées / Feuilles brunes triées 1 

sèches 

Quantité de stéviol en 

mg par g de feuilles 

Pourcentage par rapport 0,006 

à la masse de feuilles 1 

0,06 

Stéviol 

FIGURE 10 : Chromatogramme d'un extrait de feuille 

Conditions : colonne : RP Cl8 

éluant : CH3CN/KH PO 30 mM (60/40, v/v) 
4 

débit : 1 ml.min 

détection : 200 nrn 



m * m m * m ~ * -  * - + stévioside 

m ~ - ~ ~ m m ~  œ - rébaudioside A 
. & . L I -  

1 autres métabolites - - - - - œ - - - O O  secondaires 

FIGURE 11 : Gradient de stévioside et rébaudioside dans une même plante 

Quantite de stévioside ou 
rébaudioside en mg/g de 

feull1f.s sèches 

 rotation des 
1 2 3 4 -  5 6 7 8 9 I O  I I e u i i i e s d p a r t i  

de L'apex 

FIGUF~Ë 12 : Gradient apicobasal décroissant du stévioside et du 
rébaudioside 



séchage. Ces étapes, en amont du procédé de purification sont pourtant 

déterminantes dans l'amélioration des rendements, de la qualité et du prix 

de revient du produit final. Il est donc nécessaire de définir une qualité 

de matière première optimale. 

Cette qualité standard pourra être améliorée de différentes 

façons : 

- Sélection de clônes riches en stévioside et rébaudioside ; 
- vérifier l'existence du gradient apico-basal sur des 
plantes paraguayennes et suivre dans le temps l'évolution 

de la teneur en stévioside et rébaudioside dans les 

feuilles à différents niveaux de la plante ; 

- adapter ces résultats aux conditions de récolte ; 
- contrôler le s6chage en fonction de la coupe et de la 
nature des feuilles. 

I I  - PURIFICATION DU PRODUIT 

La qualiti des lots de feuilles de Stevia en provenance du 
Paraguay était variable. Il nous a paru indispensable de standardiser le 

matériel avant d'entreprendre toute expérimentation. 

A - L ' EXTRACTION 

L'optimisation de cette étape est très délicate car alle 

dépend de plusieurs paramètres : 

_ - le volume d'extraction ; 
- la température - ; 

- la durée d'extraction. 

Les critères de sélection sont de deux ordres : 
- 

- la quantité de matière séche extraite ; 
- la quantité de stévioside et rébaudioside extraite. 
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Les résultats sont rassemblés dans le tableau :KXIV et la 

figure 13 p. 106, Le taux d'extrâction augmente en fonction de la 

température, du volume d'eau utilisé ainsi que du temps. On remarque 

cependant que l'extraction est optimale lorsqu'on utilise 400 ml d'eau pou1 

10 g de feuille pendant 1 heure. En effet, la quantité d'extrait sec 

augmente en fonction de la temperature et de la durée d'extraction. 

Cependant, il faut à ce niveau considérer le problème énergétique qui est 

un élément important dans un coût de production. 

Ainsi, une extraction d'une heure est suffisante et permet 

d'atteindre un plateau représenté à la figure 13 p. 106. Par ailleurs, on 

remarque que pour une augmentation de température de 20°C (entre 60 et 

80°C) le rendement n'est amélioré que de de 4 p. 100 tandis qu'il l'est de 

35 p. 100 pour un écart de température de 60°C. 

Le tableau XXXV p. 107 montre que les teneurs en stévioside 

et rébaudioside sont proportionnelles à la quantité de rcatière sèche 

obtenue. Chaque extrait donne un chromatogramme identique représenté à la 

figure 14 p. 108. Enfin, des travaux précédents (LAYOUS, 105) ont démontré 

qu'un broyage des feuilles n'augmentait pas le rendement d'extraction. 

CONCLUSIONS ET TWSPOSITION AU NIVEAU INDUSTRIEL 

- 

D'après ces résultats et en tenant compte des problèmes 

énergétiques et des volumes à traiter, nous avons retenu les conditions 

suivantes : 10 de feuilles dans 400 ml d'eau à 60°C pendant 1 heure. 

Au niveau pilote, nous avons travaillé dans des conditions 

proches de celles décrites précédemment : soit 1 kg de feuilles pour 40 

litres d'eau à une température de 70°C. Le procédé d'extraction utilisé est 

représenté dans la figure 15 ?. 108. Le suivi de l'extraction est assuré 

par prise d'échantillon toutes les 20 minutes. Le tableau XX'NI p. 109 

montre que les résultats obtenus sont identiques à ceux décrits au 

Laboratoire. La faible différence de rendement entre deux heures et une 

heure d'extraction ne justifie pas le surcoût énergétique. Enfin, il faut 

souligner que dans le choix des conditions d'extraction et dans le calcul 



TABLEAU XXXVI : Variation du rendement d'extractiori en fonction de 

deux paramètres : température et volume 

Pcurcentage de 
matiere sèche 

i 
I 

TEMPERATURE 

D'EXTRACTION 
i 

0-0 extraction à 80uC 

s-m extraction à OO°C 

LL-~ extraction à 40°C - axtraction à 20°C 

p. 100 D'EXTRACTION 

1 VOLUMES D'EXTRACTION 

FIGURE 13 : Evolution dans le temps de la teneur en matière sèche de 

différents extraits pour 10 g de feuilles dans 400 ml. 
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St : stévioside 
Rb : rébaudioside A 

Conditions : Colonne : Arnino Sphéri 5 
Solvant : Gradient CH~CNIH~O (90110 - 70130 ; 
débit : 1 rn1.mir-i-i 
détection : 200 nm 

- 1 
FIGURE 14 : Chromatogramme d'un extrait de b t t v i a  à 5 g.1 

de matière sèche 

circuit de recirculation 

FIGURE 15 : Schéma d'extraction au niveau pilote 

I - 
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échangeur de 
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feuilles 

tamis ------------- - 
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TABLEAU XYYVI : Pourcentage de matière sèche en fonction du temps à 70°C : 

1 kg pour 40 litres d'eau 

TABLEAU XXXVII : Extractions dans les rapports 1 kg de feuilles pour 40 

litres d'eau à 70°C pendant 1 heure 

Durée d'extraction 
en minute 1 

Pourcentage de i 
matière sèche 1 

Volume initial en litre 

Volume final en litre 

Quantité totale de matière 

20 

0,45 

Pourcentage de matière sèche 

40 

0,78 

36,5 

285 

6 0 

1,17 

36 

421 

Volunie théorique 
en litre 37 1 

1 kg 

1,2 

120 

1,25 

34,5 

431 

80 

1,2 

33,5 

426 

l 
Quantité totale de i 
matière sèche en g 1 

100 

1,23 

3 5 

4 30 166 

2 kg 

1,25 

4 kg 

1,2 



des rendements, nous avons tenu' compte de deux facteurs. 

- Après extraction et filtration, les feuilles renferment ui 
volume inportant d'extrait !2,5 litres par kilogramme de feuilles). 

- Les pertes d'eau dues à l'évaporation (10 p.100 du'volume 

initial) durant l'extraction sont non négligeables et influencent les 

teneurs en matière sèche. 

Dans ces conditions, nous avons effectué différentes 

extractions (1 kg, 2 kg et 4 kg) dont les résultats sont rassemblés dans 1 

tableau XYXVII p. 109. Nous pouvons remarquer que l'extraction est une 

étape que nous pouvons extrapoler très facilement. 

En conclusion, l'extraction s'effectuera de la manière 

suivante. 40 litres d'eau à 70°C par kilogramme de feuille pendant 1 heure 

avec agitation (eau et feuilles) et recirculation du jus d'extraction. 

B - PREFILTRATION ET CENTRIFUGATION 

L'étape d'ultrafiltration nécessite l'élimination de toutes 

les matières en suspension de l'extrait brut. Cette action peut se réalise - 

soit par utilisation de filtre-presse, soit par centrifugation. 

La filtration est effectuée sur plaque filtrante (seuil de 

coupure 5 pm). Le colmatage est atteint rapidement, il est nécessaire de 

travailler sous pression. Cette étape élimine entre 4 et 6 p. 100 de 

matière sèche. - 

La centrifugation dans une centrifugeuse de type laboratoi~ 

permet d'éliminer de 8 à 10 p. 100 de matière sèche. Le culot de 

centrifugation ne renferme pas d'édulcorant. 

Au niveau pilote, nous avons uniquement utilisé-la 

filtration sur plaque filtrante. Un rendement dg purification moindre, 

associé à un colmatage des filtres, suggère au niveau pilote l'utilisatior 

de la centrifugation en continu. Le choix du matériel et l'optimisation dt 

cette étape reste à faire. 



Cette étape s'est révélée déterminante dans la poursuite du 

procédé de purification car elle pem.et d'obtenir par la suite une 

meilleure séparation et une meilleure décoloration. Nous avons effectué 

dans un premier temps une approche au niveau laboratoire suivi C'essais au 

niveau pilote,avec des modules plus performants et mieux adaptés à nos 

problèmes. 

Il est à souligner que dans ces différents essais, nous 

avons recherché la faisabilité industrielle au niveau du matériel et non 

pas l'optimisation de cette étape qui devrait faire l'objet d'une étude 

particulière. En effet, une telle optimisation dépend de nombreux 

paramètres. Tout d'abord, le choix du matériel détermine le type d'ultra- 

filtration mais également la nature des membranes (cf Katériel et Méthodes, 

5 1-C, p. 83). Le matériel choisi doit permettre un débit d'ultra-filtrat 

maximum pour un seuil de coupure donné. Enfic, le facteur limitant de cette 

optimisation est principalement la couche de polarisation qui dépend de la 

concentration des macromolécules dans L'extrait, de la diffusion, de la 

viscosité, de la température et du système utilisé. 

Dans ces essais, nous n'avons uniquement utilisé que la 

cellule AMICON UF 8400 avec des membranes PM 10. En effet, les différents 

essais effectués sur module DC à fibres creuses (seuil de coupure : 10 000 
2 

et 3 000 D) n'ont donné aucun résultat satisfaisant. Nous avons, en effet, 

observé un très faible débit de perméat ainsi qu'une soins bonne 

sélectivité. La nature même des fibres creuses doit être en partie 

responsable de ces problèmes. 

Dans cette étude, l'efficacité du système sera définie en 

fonction du débit de perméat et de sa couleur. 

Les essais effectués à partir d'un extrait standard ont mis 

en évidence l'importance de l'étape de filtration ou de centrifugation. En 

effet, dans le cas d'un extrait centrifugé on constate une chute de débit 

moins rapide que dans le cas d'un extrait brut. On passe respectivement de 

120 m1.h-l à 25 m1.h-l en 7 heures et de 120 m1.h-l à 10 m1.h-1 en 3 



heures. Dans tous les cas, l'ultrafiltrat est de couleur brun orangé tandis 

que le rétentat est de couleur noire. Par chromatographie sur couche mince, 

on remarque dans le rétentat une forte concentration en stévioside et 

rébaudioside. Un lavage en continv du rétentat par ultrafiltration à volume 

constant ne permet pas d'épuiser la totalité du stévioside et du 

rébaudioside restant. Suite à ces résultat-s, on peut tout d'abord émettre 

l'hypothèse que certaines molécules de stévioside et rébaudioside restent 

adsorbées sur une macromolécule de poids moléculaire supérieur à 

10 000 D. 

Enfin, le tableau XWVIII p. 113 montre l'influence de cette 

étape sur le rendement en matière sèche qui est supérieur dans le cas d'une 

ultrafiltration après centrifugation. 

Comme nous l'avons déjà dit le facteur limitant de cette 

étape est le débit de perméat. Pour pallier ce problème, nous avons utilisé 

des modules d'ultrafiltration qui utilise un balayage tangentielle à grande 

vitesse et ainsi de diminuer le phénomène de polarisation observé au 

niveau laboratoire . Aussi bien dans-le cas des modules SFEC que MILLIPORE, 
l'optimisation de cette étape n'a pu être effectuée. Elle nécessite un 

grand nombre d'essais avec des volumes importants. Les principaux 

paramètres sont : 

- la température 
- la pression moyenne transmembranaire 
- la vitesse de circulation 

- 

- la concentration du produit 
- 

- 

De plus, ces paramètres varient en fonction du temps. Les 

résultats obtenus sont les suivants. 

a - Sutr rnua?.de SFEC - 

Deux types de membranes ont été utilisées 

- PM 4, seuil de coupure : 20 - 40 000 D 
- PM 5, seuil de coupure : 10 - 20 000 D 



TX3LEAU X W I I I  : Différents essais d'ultrafiltration sur 

rn-nbrane Pmicon PM 10 

l : 
l 

a 
l 

L L 

I 
t 
I 

Pourcentage de matière 
l 

LYTUITS 

8RUTS 

EXTRAITS 

PREFILTRES 

1,lO 

0,85 

5 8 

7 3 

EXTRAITS 

CENTRIFUGES 

1 ,O8 

0,88 

5,3 

7 7 

sèche initiale 
1 
i 

l Pourcentage de matière 1 

1,17 

sèche de l'ultra£ iltrat O, 84 

Pourcentage de matière 

sèche du rétentat 7,4  

! 
Rendement en matière i 

sèche en p. 100 

1 
68 



Deu:c types de socules 

- 1 S 1 : 1 senbrane : volume sort l , 7  i 

- 1 S 7 : 7 membranes : volune nort 4 i. 

Avant tout'essai, F1 est indispensabie de déterminer le 

débit en eau (D.E.) de chaque membrane et de chaque module (Tableau :ü;:<IX 

p. 115) .  Ces données pemettent de vérifier l'efficacité des cycles de 

Zettoyaqe et la gropreti des aembranes. Le débit tn oau est eu-rimé en 
-1 -2 ,. 

1 .  n sous une pression de A bars à 25'L. Lzs mesures ?euvênc etre 

èilectuées en fonction de diffirents paramètres : ?ression, température ... 
Lss débits sont alors corrLgés aux unitis de référence suivant le node cie 

calcul ci-apr5s : 

D.E.  = 
P x 5  

- I 
D : dibit nesuré en 1.h 

Kt : coefiicient de température 

? : pression moyenne nesuré? en bars 
3 S : surfacs nemoranaire utilisée In rn . 

Dans nos diLférents essais, nous avons contrôié le débit du 

peméat ainsi que les performances des mem~ranes sur le plan sélectivité. 

D'après la figure 16 9 .  116, nous remarquons que les débits de peméat 

varient en fonction du type de membrane, de la température et de la durie 

d'ultrafiltration (la pression transmem~ranaire, paramètre important, est 

restée stable). On remarque tout d'abord, une augmentation de la 

t2~érature du rétzntat en fonction du temps. Cacte élévztion de tzmpira- 

rxre est essentiellement due A la recirculation du rétentat dans le nodule 

qui provoque un échauffement nécanique. 

Ainsi, dans le cas de la membrane PM 4, le &bit de peméat - - 

augmente avec la tenpérature tandis qu'il chute rapidement cans les sssais 

de membrane PM S. Par ailleurs, sur membrane PM 4, la coloration de 

l'ultrafiltrat évolue et devient plus foncée dans le cemps. Sur membrane P 

l'ultraiiltrat a une coloration qui ne varie pas. Fniin, la figure 16 p. 

116 r:ous montre également que le Fourcentage de matière sèche durant 



TABLEAU ZXYIX : Débit en eau des membranes PM 4 et PM 5 sur module 1 S l 
e t l S 7  

i,lembme PEI( J 4uh rnouI.de I S 1 

?Ae.zbmne PM 5 module 1 S 1 

D.E. 
-1 -2 

1.h m 

194 

215 

2 10 

S 
7 - m 

0,022 

0,022 

O, 022 

P 

bars 

3,1 

3,5 

3 , 8  

Manbue PM 5 burr module I S 7 

D 

1.h-1 

2 8 

3,6 

4,1 

e O C  

ler essai 20 

2ème essai 

3ème essai 

1 

s 
2 

m 

O, 022 

0,022 

O, 022 

Kt 

1,184 

1,153 

1,073 

ler essai 

D 

1. h-l 

197 

1,3 

2,2 

~t 

1,127 

1,184 

1,127 

D.E. 
-1 -; 

1.h m 

145 

140 

150 

D.E. 
-1 - 

1.h m 

- 170 

170 

18 

P 

bars 

2,4 

2 

- 
3 

m 
B 8 : température de l'essai en O C  

Kt : coefficient de température 
D : débit mesuré en 1.h- 
P : pression moyenne mesurée 

B : surface membranaire ti isée en m 
2 

S -Y -3 
D.E. : débit en eau en 1.h m 

S 
2 m 

0,154 

0,154 

P 

bars 

S,35 

4,35 

1 

2ème essai 1 
l 

D 

1.h-1 

30 

2 4 

19 

- ~t 

1,184 

1,184 

I 
ler essai 

3ème essai 2 2 

eOc  

18 

I 
2ème essai 18 



A : Evolution de la température du rétentat - -  

8 : Pourcentage de matière sèche de l'ultrafiltrat 
C : Variation du débit d'ultrafiltrat 

FIGURE 16 : Influence du type de membrane et du tenps sur l'étape 

d'ultrafiltration 



l'ultrafiltration augmente sensiblement daas les essais sur membranes PM 4 

nais par contre diminue légèrement sur PM 5. 

Ces différents r~sultats, fonction du seuil de coupure des 

membranes, mettent en évidence le rôle important joué par certaines macro- 

molécules. Ces molécules sont certainement responsables d'une part, de la 

couche de polarisation en ce qui concerne les membranes PM 5 et, d'autre 

part, de l'encrassage des membranes PM 4. Aussi, une augmentation de 

température change leur conformation ce qui a pour conséquence : 

- l'encrassage en profondeur des membranes PM 5 qui entraîne 

une chute de débit du perméat ; 

- le passage de ces macromolécules à travers la membrane PM 

entrainant une augmentation de matière sèche dans 

l'ultrafiltrat. 

Suite à ces premiers résultats et afin d'augmenter le débit 

d'ultrafiltrat, nous avons utilisé le module 1 S 7 avec 7 merrbranes PM 5. 

Nous obtenons des résultats similaires aux premiers essais (figures 16 p. 

116). Le tableau XL p. 118 nous permet de comparer les rendements 

d'ultrafiltration en fonction des types de membranes et du module utilisé. 

On observe ainsi que la durée de l'étape (fonction du débit) n'est pas 

directement proportionnelle à la surface de membrane utilisée (PM 5). 

D'après ces résultats, notre facteur limitant est comme 

prévu le débit d'ultrafiltrat. Différentes possibilités s'offrent à nous :. 

- D'abord, déterminer les différents paramètres permettant 
un meilleur rendement et en particulier l'influence de la température sur 

le débit de perméat. Une régulation de la température pourrait avoir un 

effet f avarable sur 1' encrassage des membranes. 

- Enfin, déterminer la surface membranaire nécessaire pour 
obtenir un débit convenable en fonction des volumes à traiter. 



TABLEAU XL : Rendement d'ultrafiltration en fonction de différentes 

membranes et différents modules 

Volume traité en litres l 
Volume d'ultrafiltrat 1 

! 

Volume de rétentat 

Quantité de MS de départ 1 
1 

I 
Quantité de HS de l'ultrafiltrat 1 

I 
,I 

1 S l  

PM 4 

2o 

18,5 

195  

210 g 

140 g 

1 s 1  

PM 5 

20 

18,5 

1,5 

210 g 

120 g 

Quantité de YS du rétentat 1 7 0 g  

1 S 7 

PM 5 

? O0 

9 3 

7 

1 IO0 g 

650 g 

90 g 

57 p. 100 

1 2  

Rendement UF 

Durée (en h) 

450 g 

59 p. 100 

13 

66 p.  100 

5 

- 



5 - U&,k.u~&uLion hua module MILLIPORE 
Dans ces essais, nous avons utilisé deux types de membranes 

(cf 4 1-C p. 83) : - les membranes PTGC : seuil de coupure 10 000 D 
- les membranes PCAC : seuil de coupure 1 000 D. 

Dans des conditions identiques (pression et température), 

les débits en eau mesurés (Tableau XLI p. 120) sont plus faibles avec les 

membranes HILLIPORE qu'avec les membranes SFEC. Par contre, pour une 
2 

surface supérieure (0,46 m2 contre 0,154 m , le volume mort du système à 

cassette MILLIPORE est plus faible (0,4 1 contre 4 1). 

Enfin, dans des essais de courte durée (Tableaux XLII p. 12C 

et XLIII p. 121) nous n'avons pas observé de forte augmentation de 

température, ni de véritable chute de débit. Le tableau XLIV p. 121 montre 

que les membranes PTGC sont plus sélectives que les membranes PM 5. Elles 

permettent une meilleure décoloration de l'ultrafiltrat pour une teneur ên 

matière sèche de 0,58 p. 100. 

L'importance des volumes à traiter après ultrafiltration 

nous a incité à étudier l'intérêt d'une étape de concentration. Si nous 

avons immédiatement éliminé les divers procédés d'évaporation d'un coût 

trop élevé, nous nous sommes intéressés à l'osmose inverse. 

Ainsi, l'utilisation de cassette PCAC (seuil de coupure : 

1000 D) sur module MILLIPORE nous a permis de faire des essais de concen- 

tration de l'ultrafiltrat (Tableau XLIV p. 121). A pression constante (4,8 

bars) le débit chute lentement (de 6 1.h-1 à 5 1.h-l en deux heures). Même 

après un facteur de concentration de 10, l'ultrafiltrat reste incolore et 

ne contient ni stévioside, ni rébaudioside. Le-rétentat est de coloration 
-1 2 - 

rouge orangé. Le faible débit (6 1.h m ) dû essentiellement à la faible - 

pression (4,8 bars),en limite les possibilités industrielles. En effet, 

le faible seuil de coupure montre que nous sommes à la limite de l'osmose . 

inverse qui nécessite normalement de travailler sous hautes pressions (20 - 
100 bars). - 



TABLEAU X L I  : Débit en eau sur module MILLIPORE 

TABLEAU XLII : Extrait brut centrifugé ultrafiltré sur PTGC 

Membrane de type 

PTGC 

PCAC 

0 : température en O C  

P 

en bars 

3 s 2 

431 

2 , 3  

496 

Temps min. 

O 

15 

30  

45 

50 

- 

P : pression moyenne en bars 
-1 - -1 -2 

Qp : débit mesuré en 1 . h  ou en 1.h rn 

eOc 

16 

17 

15  

16 ,5  

4 O C  

1 5  

1 6  

18  

-2 1 

22 

QP 
1.h-1 

2 3 

2 9 

6 

15  

P 

en bars 

4 , 5  

495 

4 , 5  

4 ,5  

4 , s  

O:, 
-1 -2 1.h m 

49,5  

6 2 

695 

16 ,2  

QP 
1.h 

12 

11 ,5  

11 

1 1  

11 

Volume (I'UF 
cumulé 
en 1. 

O 

3 

5 , 9  

8;9 

996 

QP 
1 . h  m 

2 5 , 8  

2 4 , 7  

23,7 

23 ,7  

23 ,7  



TABLEAU XLIII : 20 litres d'ultrafiltrat SFEC PM 5 sur cassette PTGC 

XILL IPORE 

TABLEAU XLIV : Teneur en matière sèche des différents ultrafiltrats et 

rétentats 

Temps min. 

O 

15 

3 0 

4 5 

5 5 

0 O c  

2 O 

2 0 

20  

20 

2 0 

l 
Volume traité en litre 

Volume d'ultrafiltrat 

l 
Volume de rétentat 

P 

en bars 

4,5 

495 

4,5 

4,5 

4,5 

Extrait brut 
centrifugé 
sur PTGC 

10 

9,5 

0, 5 

QP 
1.h-1 

2 1 

2 1 

2 1 

2 1 

2 1 

UF SFEC 
PH 5 sur 

PTGC 

20 

1 9  

1 

Quantité de MS de départ 

Quantité de MS de 1'UF 

Quantité-de MS de rétentat 

Rendement 55 p. 100 9 0  p. 100 100 p. 100 
I 

Durée (en h) 1 1 2 

UF SFEC 
PM 5 sur 

PCAC 

10 

9 

1 

120 g 100 g 

QP 
-1 -2 1.h m 

45,2 

45,2 

45,2 

45,2 

45,2 

60 g 

Volume ~ ' U F  

cumulé en 1. 

O 

5,2 

10,5 

15,5 

19 



Cette technique utilisée en biotechnoiogie (purification et 

dessalage de l'eau), en industries agro-alimentaires (laiteries) et en 

industries pharmaceutiques fait l'objet de nombreuses recherches 

(Rhône-Poulenc, DDS, Sartorius, Millipore, etc...). D'autres esszis 

permettront de choisir le matériel approprié et ainsi de déterminer le coût 

de cette étape de concentration. 

3 1 CONCLUSIONS 

Les différents essais effectués montrent que la durée de 

cette étape sera un facteur limitant dans le procédé de purification. Il 

est donc important de sélectionner le matériel offrant des possibilités 

d'extension industrielle avec un bon rendement d'ultrafiltration. Le 

matériel MILLIPORE donne d'excellents résultats au niveau pilote,mais ne 

peut répondre aux exigences industrielles. Le potentiel de surface est trop 

faible par rapport aux volumes à traiter. 

D'après nos essais, le matériel SFEC serait plus approprié. 

Bien que diminuant fortement le débit de perméat, le choix des membranes PM 

(seuil de coupure 10 - 20 000 D) est nécessaire pour obtenir de bons 
résultats dans l'étape suivante ( cf C II-D-1 p. 129). En effet, cette 

membrane élimine certaines macromolécules responsables en partie de la 

coloration brune de l'extrait brut. Par ailleurs, étant donné son faible 

rendement cette étape doit être étudiée pour une utilisation en continu. 

L'influence de la durée d'ultrafiltration sur les possibilités de colmatage 

des membranes est donc un élement important en relation directe avec le 

débit de perméat et les cycles de lavage. 

De même, l'étape de concentration par osmose inverse ne 

pourra être retenue que si son coût est inférieur aux gains engendrés par 

la réduction de volume d'ultrafiltrat influençant la durée de l'étape sur 

résine (cf. 9 II-D-1 p. 131). 

Enfin, après un choix définitif du matériel 

d'ultrafiltration ou d'osmose inverse, il restera à optimiser ces étapes en 

étudiant les paramètres suivants : 

- le rapport volume à traiter/surface de membrane 



- la température d'ultrafiltration 
- la pression noyenne transmembranaire 
- la concentration du produit 
- l'influence de la durée d'ultrafiltration. 

D - DECOLORATION ET PURIFICATION SUR RESINE 

11 faut tout d'abord rappeler que ce sont les résultats de 

cette étape qui ont conditionné notre choix dans la détermination du seuil 

de coupure des membranes d'ultrafiltration. En effet, comme le montre la 

figure 17 p. 124, nous obtenons une bonne séparation uniquement lorsque 

l'échantillon a été ultrafiltré sur membrane PM 5. De plus, la phase de 

décolaration de l'échantillon, normalement amorcée par l'étape d'ultra- 

filtration, ne s'effectue pas entièrement sur résine si l'on injecte un 

extait brut ou un ultrafiltrat de PM 4. Ces résultats renforcent 

l'hypothèse de l'existence de macromolécules colorées qui adsorberaient et 

entraîneraient le stévioside et le rébaudioside. 

Suite à ces premiers résultats, notre étude s'est effectuée 

sur un ultrafiltrat après passage sur membrane PM 5. Nous avons ensuite 

déterminé les conditions optimales de purification sur résine (injection et 

décrochage) afin d'obtenir le meilleur rendement en une seule étape. 

- 1 
Dans un premier temps, pour un débit de 50 m1.h sur 

colonne de 14 cm x 2 cm, nous avons déterminé le volume ainsi que la 

concentration en matière sèche optimale de l'extrait injecté. Dans cette 

première étude, nos critères de sélection sont la qualité de la séparation 

et le rendement en matière sèche. La séparation sur résine IRA 94 S se 

schématise dans le temps de la façon suivante : 

Début d'injection Temps 

Vo : volume d'exclusion : 30 ml - 

V1 : zone à métabolites secondaires 

V2 : zone à forte concentration en stévioside et rébaudioside 

v3 
: zone à faible concentration en stévioside et rébaudioside 



st6vioside 

rébaudioside A 

stévioside 

rébaudioside A 

A : Injection d'un extrait ultrafiltré sur membrane PM 5 

B : Injection d'un extrait brut ou ultrafiltré sur membrane PM 4 

FIGURE 17 : C.C.M. des différentes fractions en sortie de résine 

Amberlite IRA 94 S 

T : témoin d'injection 

Tst : témoin stévioside 

TRb : témoin rébaudioside 



Les volumes V 1' V2, V sont fonction de l'échantillon 3 
injecté. Les résultats des différents essais rassemblés dans les schémas 1, 

2, 3 de la figure 18 p. 126 nous ont incitSs à sélectionner une injection 

de 20 ml soit 50 p. 100 du volume de la colonne à une concentration de 5 p. 

100 en matière sèche. Pour cela, nous avons travaillé par approches 

successives en déterminant le volume d'injection optimal à une 

concentration donnée (schéma 1 ; figure 18 p. 126) puis pour un volume de 

40 ml (résultat des premiers essais) la concentration optimale de 

l'échantillon (schéma 2 ; figure 18 p. 126). Suite à ces premiers résulats, 

nous avons retenu une concentration de 5 p. 100 et avons fait de nouveau 

varier le volume d'injection (schéma 3 ; figure 18 p. 126). Ii est en effet 

préférable d'injecter un échantillon à forte concentration dans un faible 

volume qui permet une meilleure séparation et un meilleur rendement. 

Cependant, ces conditions nécessitent une concentration 

(x 7) de l'ultrafiltrat de départ (0,7 p. 100 de matière sèche) pour 

atteindre une teneur de 5 p. 100. Comme nous l'avons vu précédemment, ce 

résultat peut être obtenu par ultrafiltration sur cassette PCAC MILLIPORE. 

Dans un second temps et à partir de ces résultats, nous avons déterminé les 

meilleures conditions permettant d'accélérer le décrochage du stévioside et 

du rébaudioside après la phase de séparation V O + VI. En effet, le facteur 
limitant de cette étape est une fois de plus la durée.de séparation. Nous 

avons donc tenté d'accélérer la phase de décrochage et plus particuliè- 

rement la phase V en augmentant l'hydrophobicité du solvant d'élution. 3 

Nous avons utilisé des solutions aqueuses de méthanol à 10, 

20 et 40 p. 100 (schéma 4 ; figure 18 p. 126) qui permettent de réduire de 

10 à 50 p. 100 le temps de décrochage. On note cependant qu'avec un solvant 

à 40 p. 100 en méthanol,-les éluats sont colorés. Nous avons donc retenu le 

système eau/méthanol à 20 p. 100. De plus une augmentation de débit 

(passage de 50 à 150 m1.h-') à partir de la zone V2 permet de diminuer de 

20 p. 100 la durée de cette étape soit un gain total de 40 p. 100. 

Au niveau laboratoire, les conditions retenues sont donc les 

suivantes : 



Saim* 1 : Voluu d'injection optimal 1 une concentration de 0.5 p. 100 

Voluw d'injection 

SCWEU 2 : Concentration optimale de l'6chancillon pour une injection 
de 40 al 

Concentration en matiare 
r k h e  en a.  100 

ÇCXEHA 3 : Voluw d'injection optimal pour une concentration de 5 p. 1 0 0  

Volume d'iniectioo 

S C H W  1 : Influence du dthanol sur le d4crochage de. fractions V2 V3 , 

Pourcentage de d t h m o l  , Solvant 
daas le solvant 

O p. 100 a v~w~. v~ v3 , incolon 
10 p. 100 ( 

vo+vi Vz v3 
I incolore 

V *Y 
20 p. 1 0 0  , O  ': V2 a incolon 

- 1100 ml : <chelle (.chCm 1) - 

- 

vo : volua d'exclusion 

"1 : fractioa contenant d'autres dtabolites secondaires - 

V2 V3 : fracticn contenant le sc€vioaide et le r4baudiosidr 

k)ni~ : zune da recouvrement due & une mauvaise sCparation 

FIGURE 18 : Optimisation de L'étape de séparation et de décoloration 

sur résine AmberLite IRA 94 S 



Injection : 20 ml d'un jus ultrafiltré sur membrane PM 5 à une 

concentration en matière sèche de 5 p. 100 

Elution : - De l'eau pendant la phase de séparation V + V à un débit de 
O 1 

50 m1.h-' 

- Un mélange eadméthanol (80/20 : v/v) à partir de la zone V2 

à un débit de 150 m1.h-l. 

Dans ces conditions, nous obtenons les résultats rassemblés 

dans le tableau XLV p. 128. Nous collectons donc 35 p. 100 de la quantité 

totale de matière sèche injectée. Le déficit massique (100-45-15-20 = 20 p. 

100) représente la quantité de matière sèche fixée sur la résine. Cette 

fixation en haut de colonne entralne une coloration verte de la resine. 

D'autre part, des essais répétitifs ont montré que l'on pouvait utiliser la 

résine plusieurs fois sans regénération mais après un simple rinçage à 

l'eau déminéralisée. Cette observation est importante pour une utilisation 

industrielle qui demande un rendement maximal de chaque étape. 

Enfin, à titre préparatif, nous avons transposé en partie 

ces différents résultats au niveau pilote en utilisant une colonne de 4 

litres (diamètre interne : 7 cm et hauteur : 1 m). Les conditions étaient 

les suivantes : - volume d'injection : 4 1, 8 1 et 10 1 de solution 
ultrafiltrée sur membrane SFEC PM 5 ; 

- débit : 800 m1.h-l ; 

- concentration du jus injecté : 0,9 ; 1,2 p. 100 exprimée 

en matière sèche. 

Dans tous les cas, les résultats sont semblables à ceux 

obtenus en laboratoire. Ils permettent donc d'envisager des essais sur 

colonnes de 100 à 200 litres nécessaires au niveau industriel. Une 

automatisation de cette étape est envisageable. En effet, un suivi du pH au 

cours de la- phase de purification -(Vos VI, V ) montre que la fixation de 2 
certaines molécules libèrent des ions OH- et augmentent ainsi le pH. A 

partir du volume V le pH redevient normal (pH 7 ) .  2 ' 



TABLEAU XLV : Caractéristiques de l'étape de purification sur résine IRA 

Les conditions de cette étape sont celles définies à la page 127. 

FIGURE 19 : Cristaux de stévioside 

fractions 

- 

non 
collectées 

collecties 

quantité de 
matière sèche 

en g 

1 

O 

0,45 

0, 15 

0, 20 

durée cumulée 
en min. 

25 

3 5 

115 

175 

400 

Injection 

vo 

1 

v2 

v3 

Vclume cumulé 
en ml 

20 

30 

90 

L 40 

800 



Ces résultats montrent que malgré les chatgements de solvant 

et de débit, la durée de cette étape (7 heures) nécessite la phase de 

concentration décrite au 5 II-C-2-1 p. 125. En effet, pour un rendement 

identique avec un ultrafiltrat standard (0,7 p. 100 de matière sèche), il 

serait nécessaire de faire 4 passages sur la résine (levolume d'injection 

étant supérieur pour une faible concentration) soit une durée totale de 28 

heures. Ce problème temps est essentiellement dû au fait que nous utilisons 

cette résine pour ses propriétés d'adsorption et non pas d'échange 

d'anions. De ce fait, les volumes d'injection ainsi que le débit sont les 

paramètres importants de cette étape de purification. Enfin, l'utilisation 

d'éthanol bon goût à la place du méthanol ne pose pas de problème et permet 

ainsi son utilisation en agro-alimentaire. De plus, l'éthanol étant plus 

hydrophobe que le méthanol, les volumes d'élution sont moins importants et 

réduisent d'autant la durée de l'étape. 

E - CONCENTRATION SUR W2 

Les fractions V et V obtenues en sortie de colonne IRA 94 
2 3 

sont passées en continu sur colonne de résine XAD qui fixe à 100 p. 100 le 
2 

stévioside et le rébaudioside. Par ailleurs, on remarque qu'à 20 p. 100 de 

méthanol, la fixation est totale tandis qu'à partir de 40 p. 100, -on 

observe un début de décrochage du stévioside et du rébaudioside. En effet, 

un gradient de méthanol (de 40 à 100 p. 100 ) permet un décrochage 
- 

progressif du stévioside et du rébaudioside. Cependant, la présence d'eau 

dans l'éluat empêche la cristallisation du stévioside qui nécessite un 

milieu alcoolique à 100 p. 100. Suite à ces résultats, nous avons procédé, 

après fixation du stévioside et du rébaudioside sur la résine, à un séchage 

de la résine à l'évaporateur rotatif sous vide afin d'éliminer toute trace 

d'eau. L'élution de la résine au méthanol à 100 p. 100 permet un décrochage 

total et une cristallisation rapide, ultime étape de notre purification. 

Enfin, étant donné qu'au niveau alimentaire, l'utilisation 

de méthanol est dangereuse et réglementée, nous avons effectué les mêmes 

essais avec de l'éthanol bqn goût. Les résultats sont équivalents. 



F - CRISTALLISATION 

A 4OC dans du méthanol absolu, la~cristallisation du 

stGviosfde est rapide et donne des cristaux rcprésentés à lz figure 19 p. 

128. A température ambiante, les cristaux sont plus petits. Dans de 

l'éthanol bon goût, la cristallisation est plus difficile de part la plus 

grande solubilité du stévioside. Des cristallisations successives 

permettent d'obtenir du stévioside pur mais diminuent le rendement. Les 

surnageants de cristallisation renferment essentiellement du rébaudioside. 

Seule une séparation par chromatographie à contre-courant permet d'obtenir 

du rébaudioside pur dont on connait les propriétés avantageuses par rapport 

au stévioside (cf 5 1-D-3 p. 53). 

G - PURIFICATION SUR DCCC 

Cette étape ne peut être envisagée qu'au ni-+eau laboratoire. 

Elle ne permet de purifier que de faibles quantités de produit dans des 

temps relativement lmgs (500 mg pour 30 heures). Au niveau fondamental, 

cette méthode permet de préparer du rébaudioside. En effet, 500 mg de 

surnageant de cristallisation préalablement lyophilisé permet de préparer 

300 mg de rébaudioside et 100 mg de stévioside. 

Suite à tous ces résultats, nous pouvons proposer un procédé 

de purification transposable au niveau industriel. L'analyse des 

différentes étapes nous permet de dresser le tableau XLVI p. 131 précisant 

les rendements de chaque étape unitaire. Si au niveau laboratoire nous 
- 

obtenons un excellent rendement de 9,2 p. 100 (6,8 p. 100 de stévioside et 

2,4 p. 100 de rébaudioside),celui-ci est ramené à 5,4 p. 100 au niveau 

pilote. Cette différence est essentiellement due à l'impossibilité de 

récupérer pour l'instant le rébaudioside dans les eaux mères de cristalli- 

sation. Nous pouvons envisager la préparation du stévioside, au stade 

industriel, selon le protocole décrit dans la figure 20 p .  132. 



- 131 - 

TABLEAU XLVI : Rendement des différentes étapes de purification 

Rdt : Rendement de l'étape 

Q : Quantité de matière sèche en g 

t : Durée de l'étape en heure 

Extraction 
i 
i 

1 nü NIVEAU 'LABORATOIRE 1 

Rdt 

42 

AU XIVEAU PILOTE 

Préfiltration 91 

l 
centrifugation 

3,82  

2,87 

- 

1 ,o  

1 , O  

0 , 6 0  

0 ,24  

0 , 0 8  

0 ,24  

/ R d t  

42 
1 

1 
i 

Ultrafiltration / 
! 

Q 

432 

1 6 , 8  1 0 , 6 8  1 6 4 9 5  5 4  

f 

7 5  

l 

t 
1 

1 1 
I 

& 2 , 5  

Q 

4 20 

t 

1 

1 

l 
P 

394,8  

236,9 

236,9 

82 ,9  

8 2 , 9  

5 3 , 9  

- 
- 

- 

8 
1 

Concentration i f 
1 

112 

6  

8  

7x2 

1 

1 2  

- 
- 

- 

60 

- 

Résine IRA 94 S 1 
1 

- 1 1 IO0  

35 6x2 l 
i 
1 

35 

Résine XAD 100 
2  

I 

Cristallisation 60  

1 
1 1 

1 

I 
Rb 

DCCC St 1 

100 

60 

20 

Rb 
i 1 2,4 

Bilan çt 

I 

1 65 l2 1 

3 O 

- 
- 



FEUILLES 

H20 + énerg ie  

CENTRIFUGATION en cont inu 

Xodule SFEC : membrane PX 5 

CONCENTRATION p& osmose inverse  

t 
RESINE IRA 94 S 

FIGURE 20 : Schéma de p u r i f i c a t i o n  



I I I  - CONTRÔLE QUALITÉ 

Comme nous l'avons vu dans la première partie ( S  V-8-1 p. 

31) le dossier analytique constitue un chapitre important de la demande 

d'autorisation d'emploi d'un édulcorant. Que ce soit dans le domaine 

alimentaire ou pharmaceutique, il est en effet indispensable- de disposer dt 

méthodes de contrôle de nature à garantir la qualité du produit au stade dt 

la fabrication en série. Pour cela, nous avons utilisé différentes méthode: 

aux différents stades de notre purification. 

A - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 
2- 

La chromatographie sur couche mince permet de suivre les 

différentes étapes de purification du produit en caractérisant suivant la 

méthode décrite au 9 II-A p. 86, d'une part le stévioside et le 

rébaudioside et d'autre part le stéviol ou l'isostéviol. La figure 21 p.134 

visualise l'état de pureté du stévioside et du rébaudioside après les 

différentes étapes de purification. On remarque ainsi l'importance des 

étapes sur résine qui permettent, une très bonne séparation et une forte 

- concentration, ainsi que l'élimination du stéviol existant dans les 

extraits de départ. 

Cependant en tant que critère de pureté, cette méthode n'est 

pas suffisante. En effet, nos systèmes de révélation sont zrop spécifiques 

(oses neutres, stéroïdes) et ne permettent pas de s'assurer de la pureté 

totale du produit. D'autres méthodes complémentaires sont donc 

indispensables. 

B - CHROMATOGRAPHIE LIOUIDE HAUTE PRESSION 

Comme précédemment cette technique pemet de caractériser - 

soit le stévioside et le rébaudioside (cf 5 II-B-1 p. 88), soit le stéviol 

(cf 5 II-B-2 p. 90). Le dosage aux différentes étapes de purification est 

plus simple et plus rapide que précédemment. De plus, nous pouvons 

envisager une automatisation de cette technique. Les différents profils 

mettant en évidence le stévioside et le rébaudioside sont rassemblés dans 

la figure 22 p. 135. Le tableau XLVII p. 136 nous montre l'influence des 
! 



. -CI front de solvant 

- 
SI 

O(,- - stévioside 
A - 9  0 rébaudioside A 

front de solvant 

stéviol 

A : système-solvant et r6vélation pour les oses neutres 
B : Système solvant et révélation pour les stéroïdes 

@ 
FIGURE 21 : C.C.M. des différentes étapes de purification 

1 : extrait brut - 

2 : extrait ultrafiltré 
"3 : sortie de résine IRA 94 S 
4 : sortie de résine XAD2 
5 : cristallisation 
6 : surnageant de cristallisation 
7 : témoin stévioside 
8 : témoin rébaudioside 
9 : témoin stéviol 



A : E x t r a i t  b r u t  
B : S o r t i e  de r é s i n e  Amberlite I R A  94 S 
C : Stévios ide  de c r i s t ~ l l i s a t i o n  

t D : Rébaudioçi.de de D.C.C.C. 

FIGCTRE 22 : Chromatogrammes d'H.P.L.C. (colonne Amino ~ p h é r i  5) des 

d i f f é r e n t e s  é tapes  de p u r i f i c a t i o n  



TABLEAU XLVII : Répartition du stévioside et du rébaudioside dans les 

différentes étapes de purification 

P* STEVIOSIDE 1 P* REBAUDIDSICE 

Extrait brut 

Cristallisation 100 O 

l 
l 

Ultrafiltrat 1 
I 

Sortie de résine IRA 94 S 1 
l 
l 

* 
P : Pourcentage de stévioside ou de rébaudioside par rapport à la matière 

sèche de l'échantillon analysé. 

30 

50 

Conditions : Colonne : amino sphéri 5 

15 

2 5 

50 

100 

Surnageant de cristallisation 2 O 

Solvant : gradient CH3CN/H20 (90/10 - 70/30 ; v/v) 
Injection : 100 pl 

l 
Rébaudioside sortie de D.C.C.C. i 1 

Débit : 1 ml.rnin - 1 

- 



différentes étapes sur la purification des produits. On remarque que 

l'étape de cristallisation est déterminante pour obtenir un produit pur à 

100 p. 100. 

Même si la teneur en stévioside et rébaudioside est un 

élément important, il est indispensable de s'assurer de l'absence de 

stéviol dans le produit final. A ce niveau, la chromatographie liquide 

haute pression est préférable à la C.C.M. En effet, si pour la détection du 

stévioside et du rébaudioside la C.C.M. est plus sensible (0,l pg contre 1 

pg), il n'en est pas de même pour le stéviol. En H.P.L.C., la détection se 

fait dans l'U.V. à 200 nm et c'est le noyau diterpénique qui absorbe et 

représente l'intégralité du signal. Par contre, en ce qui concerne le 

stévioside et le rébaudioside le noyau diterpénique ne représente que 33 p. 

100 et 25 p. 100 de la molécule, ce qui explique la baisse de sensibilité à 

masse égale. De plus, les dilutions nécessaires à l'injection et les 

problèmes de solubilité sont des facteurs limitant pour l'amélioration de 

la technique de dosage. Le stévioside et le rébaudioside ne sont que 

partiellement solubles dans les mélanges eau/acétonitrile. 

Pour le stéviol, la grande sensibilité de la méthode par 

HPLC permet d'en détecter les moindres traces (0,2 pg dans 100 ~1). Nous 

avons donc pu vérifier que notre procédé de purification éliminait toute 

trace de stéviol qui pourrait être responsable de la toxicité du stévioside 

(cf 5 III-B p. 76). Comme nous l'avons déjà présumé, la figure 23 p. 138 
.) 

confirme le rôle important de l'étape sur résine IRA 94 S. Elle fixe le 

stéviol se trouvant sous forme acide. En effet, une @?traction 

chloroformique de la partie supérieure de la résine met en évidence du 

stéviol caractérisé par HPLC et phase gazeuse. 
- 

C - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 

En ce qui concerne le stévioside et le rébaudioside, cette 

méthode ne peut être utilisée que comme critère de pureté étant donné 

qu'elle visualise (figure 24 p. 139) et quantifie le pourcentage de glucose 

existant dans une molécule. L'analyse du stévioside cristallisé et du 

rébaudioside obtenu par chromatographie à contre-courant (système DCCC) ont 

t donné les résultats regroupés dans le tableau XLVIII p. 140. 



A : Chromatogramme d'un extrait brut 

B : Chromatogramme de stévioside ou rébaudioside purifié 
C : Témoin stéviol - 

FIGURE 23 : Chromatogrammes d'HPLC sqr colonne 'RP C 18 des différentes 

étapes de purification 



Rébaudioside Stévioside @ 
FIGURE 24: Méthanolyse du stévioside et du rébaudioside. 

Chronatogramme en phase gzzeuse 



TABLEAU XLVIII : Analyse en phase gazeuse du stévioside et du rébaudioside 

Meso. : Mesoinositol 

Th. : Théorique 

Poids moléculaire 

Nombre de molécule 
de glucose th. i 

b 

Pourcentage de glucose th. 
t 

Hauteur du Meso. en cm i 
Hauteur du rhamnose en cm 

l 

Hauteur du glucose en cm i 
- 6 Masse de rhaoinose 10 g 

-6 
Masse de glucose 10 g 

Pourcentage de glucose 

1 
Nombre de moles de 
glucose calculées 

Pourcentage de rhamnose 1 
1 

Rha 

164 

- 

Glc 

180 

1 

STEVZOSIDE 

804 

3 

- 

11,75 

14,lO 

- 

50 

- 

- 

- 

100 

REBAUDIOSIDE 

966 

4 

67 % 

10,25 

0,19 

10,65 

0,71 

50 

62,5 

2,8 

099 

100 % 

!1,75 

- 

12,25 

- 

50 

1 O0 

1 

- 

75 X 

12,35 

0 , 5  

8 ,35  

1,75 

39,4 

65,7 

3 ,5  

3 



Ces analyses montrent la grande pureté de nos produits en 

dehors d'un pic de faible intensité correspondant à du rhamnose. 

L'existence de rhamnose peut s'interpréter de deux manières : 

- d'une part, le stévioside serait containiné par du 
dulcoside A (Tableau XI p. 49) rapport 20/1 ; 

- d'autre part, il y aurait du rébaudioside C (Tableau XI p. 
49) dans le rébaudioside A, rapport 1/6.  

De plus certains auteurs (106) démontr-ent que la présence de 

rhamnose en 51-2 influence les qualités organoleptiques du produit. A cet 

effet, il sera intéressant de faire agir une a-L-rhamnosfdase afin 

d'éliminer toute amertume du produit. Enfin, nous pouvons également 

utiliser la phase gazeuse pour détecter la présence du stéviol suivazt la 

méthode décrite au 5 II-C-2 p. 92 (Figure 25 p. 142). 

D - POINT DE FUSION 

Nos résultats coïncident avec ceux décrits dans la 

littérature (Tableau XLIX p. 142). 

E - CONCLUSIONS 

L'utilisation et la combinaison de ces différentes 

techniques mettent en évidence qüe notre produit est pur à 100 p. 100 même 

s'il peut être parfois contaminé par du dulcoside A. De plus, la simplicité 

de notre procédé de purification élimine toute possibilité de contamination 

qui est souvent responsable de problèmes toxicologiques (cf S 11-3 p. 

16-21). Seule l'étape finale de cristallisation dans du méthanol ou de 

l'éthanol nécessite une attention Particulière car il sera nécessaire de 

vérifier l'absence de toute trace de solvant dans le produit final. 

Conmie nous l'avons déjà mentionné dans le chapitre V p. 30, 

une étude toxicocinétique du produit est nécessaire pour constituer un 



TABLEAU XLIX : Point de fusion du stévioside, rébaudioside et stéviol. 

Extrait brut 

MESLTE er, O C  

236 +- 2 Stévioside 

Témoin s téviol 

THEORIQUE en O C  

238 

249 2 2 

215 f 2 

Rébaudioside 
1 

2 48 

FIGURE 25 : Chromatogrammes du stéviol en phase gazeuse sur colonne 

capillaire OV 101 

Stéviol 216 



dossier de demande d'autorisation d'emploi d'un édulcorant. On entend par 

toxicocinétique le sort que 12 ou les produits à tester subissent dans 

l'organisme : cette étude est celle de l'absorption, de la répartition, de 

la biotransformation (ou métabolisme) et de l'élimination de la molécule. 

Dans tous ces travaux, nous nous sommes limités à l'étude 

de la biotransformation et de l'élimination du produit. Nous avons tout 

d'abord effectué 'des essais in'vitro pour ensuite étudier le métabolisme du 

stévioside et du rébaudioside in vivo. 

A - ESSAIS PRELIMINAIRES IN VITRO : HYDROLYSE PAR LA E'LORE 

CAECALE 

Dans des conditions différentes, ces essais ont permis 

d'abord de confirmer les résultats de WINGARD (77). En effet, quel que soit 

le milieu d'incubation, nous mettons en évidence que le stévioside est 

hydrolysé en stéviol par la microflore caecale de rat. Cette hydrolyse est 

facilitée en milieu aérobie par ra?port au milieu anaérobie. Le temps 

d'hydrolyse nécessaire à 37°C passe respectivement de 12 à 48 heures. De 

plus, comme le montre la figure 26 p. 144, la vitesse d'hydrolyse du 

stévioside dépend de la présence de glucose ou non. En effet, une source de 

glucose retarde la dégradation du stévioside qui nécessite 12 h 

d'incubation supplémentaires. Pour chaque hydrolyse, nous avons effectué 

une extraction chloroformique suivie d'une injection en HPLC qui a permis 

de mettre en évidence la présence de stéviol, produit d'hydrolyse 

enzymatique du stévioside. La présence de stéviol prouve donc l'hydrolyse 

totale de la molécule de stévioside et la libération de 3 molécules de 

glucose elles-même métabolisées. Par ailleurs, comme le montre la figure 26 

p. 144, l'hydrolyse du stévioside en stéviol passe par un intermédiaire :- 

le stéviolbioside. Cette hydrolyse partielle du stévioside est due à la 

fragilité de la liaison ester (glucose - noyau). 
Le stéviolbioside ainsi formé est plus difficilement hydrolysable et 

nécessite un temps d'incubation plus long. Suite à ces premiers résultats, 

une étude in vivo devait nous permettre de conclure sur le métabolisme du 

stévioside. - 



m 0 -  - s tévioside 

stéviolbioside 
m r r -  

0 
- 9  - stévioside 

" ~ s t é v i o l b i o s i d e  

0 - - m m - -  s t é v i o s i d e  

A : en milieu anaérobie 
B : en milieu aérobie + glucose 
C : en milieu aérobie sans glucose 

* 

FIGURE 26 : Dégradation du. stévioside & v h  



B - METABOLISME DU STEVIOSIDE ET DU REBAUDIOSIDE IN VIVO 

Le but de cette étude était de savoir dans un premier temps 

si, in vivo le stévioside et le rébaudioside étaient hydrolysés en stéviol. 

Dans un second temps, nous avons travaillé sur des souris axéniques afin de 

déterminer si cette transformation était uniquement tributaire de la flore 

microbienne ou s'il était possible d'observer une hydrolyse par les enzymes 

de la muqueuse intestinale. 

1 )  SOURIS GNUTUBIOTlQUES 

Nous avons tout d'abord cherché à localiser et à doser le 

stéviol dans les fécès ou les urines puis à quantifier le stévioside et le 

rébaudioside restant afin d'effectuer un bilan massique. 

Après extraction et analyses, nous n'avons trouvé aucune 

trace de stéviol dans les urines ce qui est d'ailleurs logique étant donné 

son poids moléculaire de 318 D (le seuil d'excrétion est aux alentours de 

200 D ; il varie suivant la conformation de la molécule). 11 est ?ar contre 

détecté en totalité dans les fécès (figure 27 p. 146) même si une analyse 

du contenu caecale prélevé après sacrifice montre une très faible quantité 

de stéviol. Les résultats d'analyses des fécès (tableau L p. 147) montrent 

quelles. que soient les doses, le stévioside et le rébaudioside sont 

hydrolysés en stéviol. Cependant, comme le montre la figure 28 p. 148, la 

quantité de stéviol formé n'est pas directement proportionnelle à la 

quantité d'édulcorant de départ et ceci plus particulièrement dans le cas 

du rébaudioside. En effet, à faibles doses (10 et 50 mglkgljour) nous 

sommes en présence d'un excés d'enzymes par rapport au substrat. Les 

systèmes enzymatiques hydrolysent toutes les liaisons (Bl-2 mais aussi 

BI-3) susceptibles de libérer du glucose et former ainsi du stéviol. Par 

contre, aux doses de 250 mg/kg/jour, on peut considérer être dans le cas 

d'un excés de substrat et le système enzymatique possédant une plus grande 

affinité pour les liaisons de type 61-2,hydrolyse plus fortement le 

stévioside que le rébaudioside possédant une liaison glucose 01-3. Ceci 

entraîne probablement une accumulation de B1-3 stéviolbioside et explique 

également le faible rendement d'hydrolyse du rébaudioside en stéviol (23,7 
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A-A Hydrolyse du stévioside 

p-n Hydrolyse du rébaudioside 

P : Quantité de stéviol dosé en mg 

SO - : Quantité de stévioside ou rébaudioside donnée en mg/lot de souris/jour 
- 

FIGURE 28 : Hydrolyse in vivo du stévioside et du rébaudioside en stéviol 

- 



Par ailleurs, on remarque d'après le tableau L p. 147, que 

le rapport stéviol libéré sur stéviol théorique (PlPo) est inversement 

proportionnel à la concentration d'édulcorant de départ. Ces résultats 

confirment l'hypothèse qu'aux fortes doses nous sommes en présence d'un 

excés de substrat. Ces premiers résultats ont été complétés par un dosage 

du stévioside et du rébaudioside dans les fécès (figure 29 p. 150). On 

remarque alors que par rapport à la quantité d'édulcorants de départ, le 

stéviol et le stévioside ou le rébaudioside dosés ne permettent pas 

d'établir un bilan équilibré. Nous mettons ainsi en évidence un déficit de 

60 à 70 p. 100 qui peut être dû à nos méthodes de dosage. On remarque en 

effet que même dans le cas de souris axéniques où aucune transformation du 

stévioside n'est mis en évidence (Tableau LI p. 151), nous observons 

également un déficit de 30 p. 100 qui peut s'expliquer par un mauvais 

rendement d'extraction, mais également par une faible sensibilité de notre 

méthode de dosage du stévioside (seuil de sensibilité : 1 ug dans la0 pl). 

Cette remarque nous amène à analyser la cause des 30 à 40 p. 100 de déficit 

restant. Comme précédemment, la méthode d'extraction et de dosage du 

stéviol peut être mise en cause. Cependant, nos dosages ont déjà pris en 

compte la quantité de stéviol obtenue après une deuxième et troisième 

extraction qui ne représente que 10 p. 100 de la quantité dosée. De plus 

cette méthode de dosage est beaucoup plus sensible que précédemment (0,2 J J ~  

dans 100 JJ~). 

Il semble doric plus probable d'expliquer ce d4ficit par une 

hydrolyse partielle du stévioside ou du rébaudioside en stéviolbioside qui 

n'a pas été pris en compte dans le bilan bien que visualisé par C.C.M. 

(Figure 30 p. 152). 

Enfin, il ne faut pas négliger une éventuelle transformation 

du stéviol en une molécule qu'il resterait à définir. 

2 )  LES SOURIS AXENIQUES 

Cette étude a été effectuée uniquement avec du stévioside 

aux mêmes doses que précédemkent. Dans un premier temps, suivant nos 

méthodes d'extraction et de détection (CCM et H?LC) nous avons recherché 

une éventuelle dégradation du stévioside (Figure 30 p. 152). 



A : Témoin fécès 
B : Fécès de souris gnotobiotiques gavées au stévioside (St ) 
C : Fécès de souris gnotobiotiques gavées au rébaudioside ( R b )  

FIGURE 29 : Chromatogrammes d'HPLC pour dosage du stévioside et di 

rébaudioside dans les fécès de souris gnotobiotiques. 
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stéviolbioside 
+ rébaudioside B 

FIGURE 30 : C.C.M. du stévioside et du rébaudioside après extraction 

des fécès de souris gnotobiotiques et axéniques 

1 : témoin stévioside 
2 : témoin rébaudioside A 
3 : extrait témoin de fécès de souris gnotobiotiques 
4 : extrait de fécès de souris-gnotobiotiques gavées au 

stévioside à 250 mg/kg/j 
5 : extrait de fécès de souris gnotobiotiques gavées au 

- 

rébaudioside B 250 mg/kg/j 
6 : extrait témoin de fécès de souris axéniques 
7 : extrait de fécès de souris axéniques gavées au stévioside 

3 250 mg/kg/j 
8 : extrait de fécès de souris axéniques gavées au stévioside 



L'analyse des fécès, des urines et du contenu coecal n'ont 

mis en évidence aucune trace de stéviol (tableau LI p. 151 et figure 31 p. 

1 5 4 ) .  Suite à ce premier résultat, nous avons dans un second temps dosé le 

stévioside dans les fécès (Figure 31 p. 1 5 4 ) .  Comne précédemect, le 

tableau LI p. 151 montre qu'après avoir fait le bilan massique il existe un 

important déficit ( 3 0  p. 100)  certainement dû à notre méthode d'extraction 

et de dosage. 

3 ) CONCLUSIONS 

D'après ces résultats, nous avons mis en évidence que le 

stivioside et le rébaudioside sont hydrolysés en stéviol in vivo et que 

cette hydrolyse est uniquement dépendante des bactéries intestinales. 

Par ailleurs, le rébaudioside est plus difficilement 

hydrolysé en stéviol que le stévioside, cette propriété étant certainement 

due à l'existence de la liaison 81-3. 

Enfin, les bilans massiques de chaque expérience mettent en 

évidence un déficit qui, en dehors des problèmes techniques (extraction, 

dilution et dosage),permet d'établir certaines remarques : 

- le stévioside et le rébaudioside sont hydrolysés 
partiellement avec libération d'une, deux ou trois 

molécules de glucose ; 

- le stéviol est dégradé en une autre molécule inconnue ? 

- le stéviol est absorbé au niveau des tissus ? 

Seule une synthèse chimique de stévioside ou de rébaudioside 

marqués permettrait de suivre leur dégradation et ainsi de faire un bilan 

complet. - 

V - ÉTUDES TOXICOLOGIQUES 

Toutes ces études toxicologiques ont été effectuées à 

l'Institut PASTEUR dans le Service de Toxicologie du Professeur W I N .  
% 



A : Dosage stéviol dans les fécès de souris axéniques gavées au 
stévioside (sur colonne RP C 18) 

9 B : Témoin fécès de souris axéniques (colonne amino sphéri 5) 

C : Fécès de souris axéniques gavées au stévioside (dosage sur colonne 
amino sphéri 5) 

FIGURE 31 : Chromatogrammes d'HPLC pour dosage du stéviol et du 
stévioside (St ) 



Elles ont été réalisées dans le but de vérifier les résultats de PLANAS 

(90) qui a mis en évidence un effet contraceptif de l'extrait de Stévia .  

Ces études ont nécessité la préparation de quantités importantes de produit 

d'après nos procédés de purification. 

A - ETUDES PRELIMINAIRES 

Deux essais ont été effectués à partir d'un mélange de 

stévioside et de rébaudioside préparé suivant un ancien protocole qui ne 

comprend pas d'étape dlultrafiltration,ni d'étape de décoloration et de 

purification sur résine. 

Les résultats de la première étude (tableau LI1 p. 156) 

amènent les observations suivantes : 

a - U b a e n v d o n  d a  animaux 

Les animaux traités ont présenté un comportement normal 

pendant toute la durée du traitement. On a cependant noté une légère 

augmentation de l'agressivité et de la motilité chez les mâles pendant les 

3 premières semaines du traitement,et chez les femelles pendant toute la 

durée du traitement. 

b - E v o M o n  povrdéttcLee d a  SrncUej 
Seule une légère diminution du poids des femelles traitées a 

pu être mise en évidence à J+7. Cette différence observée est toutefois 

minime et n'apparaît pas comme étant significative d'un effet toxique 

vis-à-vis des mères traitées. 
- 

- 

e - Nornbke de ~e>n&es gmvides 

Aucune différence statistiquement significative n'a été mise 

en évidence (8 femelles témoins sur 10 et 9 femelles traitées sur 10 ont 

été gravides : X2 - 0,392). le mélange stévioside + rébaudioside ne 
présente donc pas d'effet sur la fertilité des animaux mâles. 



TABLEAU LI1 : Etude de l'interférence d'un mhlange de stévioside et de rébaudloside A sur les fonctions de reproduction chez la souris 

Moyenne des résultats 

m : moyenne 
Sm : écart-type de la moyenne 
t : test de Student 
U : U do Mann Whitney 
N.S. : Non statistiquement significatif au seuil de p 0,05 

m 
TPIOIN -1 TRAITE 

STEVIOSIDE + 
REIAUUIOSIDE 

U 
50 mglkg 

P 1 - 

DECIDUOME 

O 

O 

O 

O 

O 

N.S. 

36 

N.S. 

POIDS en mg FOETUS POIDS INDIVIDUELS TAUX DE NON 
IMPLANTA- 

TIONS 

---- 
O 

O 

O, 22 

O. 146 

1.42 

N.S. 

2 8 

N.S. 

5-14 

27.9 

0,48 

27.8 

0,44 

0,15 

N.S. 

49 

N.S. 

IMPLANT 
MORTS 

1.11 

0.31 

4.78 

1.12 

3.13 

<O.Ol 

1 1  

<O, 05 

5-7 

30.7 

0,33 

31.4 

0.34 

1,47 

N.S. 

32,s 

N.S. 

JO 

28.6 

0.43 

28,6 

0,43 

O 

N.S. 

50 

, N.S. 

VIVANTS FOETUS VIVANTS TARDIVES 
37 514 Moyenne en mg 

31 36,I 12.37 532.57 13.62 13,12 

0.39 1,49 0.75 57.70 0.53 0.54 

29.7 

0,30 

2,62 

<0,05 

20 

<0.05 

38.4 

1.14 

1.23 

N.S. 

39.5 

N.S. 

9.33 

lD23 

2.03 

N.S. 

16,5 

N.S. 

567.56 

61D49 

0.41 

N.S. 

- 
28 

I N.S. 

0,11 

0.11 

0,71 

N.S. 

3 1 

N.S. 

4.56 

1.15 

2,77 

<O, 05 

I l  

<O. 05 

12,78 

0.4 

0.23 

N.S. 

34,5 

N.S. 

13.77 

0,57 

0,84 

N.S. 

27.5 

N.S. 



d - Nombke de c o k p ~  jawzu 

Aucune différence significative du nombre de corps jaunes 

n'a été mise en évidence entre animaux témoins et traités. Le mélange 

stévioside + rébaudioside ne présente donc ?as d'effet sur I'ovulation. 

e - Nomb/re de doetua v i v a m  

On observe une baisse du nombre de foetus vivants (- 2 4 , 6  Z ) ,  

Cependant, étant donnée la dispersion des résultats et le faible nombre 

d'animaux utilisés dans cette étude, la différence observée n'est pas 

statistiquement significative. 

6 - P a g e  den doetud vivana2 

Aucune différence statistiquement significative du poids 

moyen des foetus vivants n'a été mise en évidence. 

g - Nombu de d o d u  mom2 W v e m e n t  

Aucune différence statistiquement significative du nombre de 

foetus morts tardivement n'a été mise en évidence. 

h - Nombke de doetus mom2 pkécocerncnt 

Le traitement par le mélange stévioside + rébaudioside a 
provoqué une augmentation statistiquement significative du nombre de foetus 

morts précocement. Cette différence peut être mise en évidence en utilisant 

soit un test statistique paramétrique classique (le test t de Student), soit 

un test non paramétrique moins puissant, mais mieux adapté à une distributic 

non gaussienne des résultats et à une forte différence de variance entre 

animaux témoins et traités (test U de Mann Whitney). L'effet foetotoxique es 

indéniable puisque le nombre de mortalités précoces est multiplié par 4,5. 

i - Nombke de / r é ~ c ~ r p f i o m  (déc iduoma) 

Aucun déciduome, tant chez les aniaaux témoins que traités 

n'a été mis en évidence. - 

j - T O M  des &pl& mont6 

Le total des implants morts est augmenté de façon 

statistiquement significative chez les animaux traités. 



Dans cette étude, pour une dose de 50 mg/kg d'un mélange 

stévioside-rébaudioside (70 - 30 p/p), nous mettons en évidence une 

augmentation de la mortalité précoce chez les animaux de la génération Fl 

provenant de l'accouplement des parents traités. Cette toxicité peut être 

attribuée soit à un effet foetotoxique du fait du traitement des mères 

pendant la gestation, soit à un effet de mutation létale dominante chez les 

mâles. A la vue de nos risultats (Tableau LI1 p. 1 5 6 ) ,  cette deuxième 

hypothèse semble moins probable car celle-ci s'accompagne en général d'une 

augmentation du nombre de déciduomes chez les femelles fécondées par ces 

mâles. 

De plus, à la suite de notre dernière étude (cf § V-C p.168) 

nous avons effectué un examen anatomopathologique des testicules qui n'a 

révélé aucune lésion tissulaire, ni aucune anomalie de la spermatogénèse. 

Les examens histopathologiques n'ont mis en évidence aucune lésion 

attribuable au traitement. Les prélèvements effectués chez les animaux 

traités révèlent dans leur ensemble, des aspects similaires à ceux des 

animaux témoins. La spermatocytogénèse semble s'être normalement accomplie 

(les spermatogonies, spermatocytes et spermatides sont présents) ainsi que 

la spermiogénèse comme l'indique la présence de nombreux spematozoldes 

chez tous les animaux. Pas de réaction des cellules intestituelles de 

Leydig. Un examen histochimique par la technique du PAS n'a mis en évidence 

aucune altération métabolique détectable. Les membranes basales sont 

normalement colorées. 

Enfin, si l'effet foetotoxique est indéniable, il est 

difficile de statuer sur l'origine de cet effet. Seul un essai utilisant un 

seul des deux parents traités permettrait de conclure. 

2 )  DEUXTEME ESSAI -- 

Suite aux résultats de la première étude, deux essais ont 

été effectués sur 5 femelles gravides (accouplement - avec des mâles nonna-) 

nourries uniquement pendant la période de gestation (14 jours) à une dose 

de 200 mg/kg/jour avec du stévioside pur et un nélange stévioside + 
'I rébaudioside. 



Dans les deux cas, nous avons observé 100 p. 100 de 

résorptions précoces, soit aucun foetus vivant. 

6 - EonceLL~ion 
cetté deuxième étude confirme l'hypothèse de l'ef £et 

foetotoxique. 

3 )  CONCLUSION O S  ESSAlS PRELTMTNAIRES 

Nos résultats sont différents de ceux de PLANAS (90) qui 

avait observé une baisse de fertilité des animaux traités et non un effet 

foetotoxique. Il est à noter cependant que PLANAS a travaillé sur des rats 

et non des souris traités avec un extrait brut de feuilles. 

Suite à ces résultats, nous avons effectué une autre étude 

afin de mettre en évidence une relation dose-effets avec un nombre 

d'animaux plus important. 

B - ETUDE DE TOXICITE FOETALE CHEZ LA SOURIS 

Cette étude a été réalisée à partir de stévioside pur pour 

des doses de 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 et 200 mg/kg/jour. Le produit a 

été préparé suivant le procédé de purification retenu actuellement. Les 

résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableau LI11 p. 160 qui 

amènent les remarques suivantes : 

1 )  OBSERVAT7ON OES ANIMAUX, EVOLUTION PONVERALE 

- 

Les animaux traités ont présenté un comportement normal 

pendant toute la durée de la période - de traitement, - L'évolution pondérale 

des animaux traités à été identique à celle des témoins. 11 est à noter que 

le poids des animaux non gravides n'a pas été pris en compte dans le 

calcul. 



TABLEAU LI11 : Test  de t o x i c i t é  f o e t a l e  chez l a  sour is  

Tableau r é c a p i t u l a t i f  des r é s u l t a t s  

* : Diffefence statistiquement s i g n i f i c a t i v e  au s e u i l  da p < 0 , 0 5  



2 )  CRITERES DE FERTTLITE 

a - Uambke de 6emc-U~ gtravide~ 

Aucune diminution significative dn nombr- de fe~elles 

gravides n'a été mise en évidence. 

b - Nambte de COhph jaunecl 

Aucune variation significative du nombre de corps jaunes n'a 

été mise en évidence. 

c - Nambke de ~ o a t u ~  v i v a m  

Aucune différence significative du nombre de foetus vivants 

n'a été mise en évidence. 

d - Peclée decl do&ua v i van t6  

Aucune différence significative du poids des foetus vivants 

n'a été mise en évidence. 

e - Nombke de ~ o e t u 6  m o m  ~tckvenrent  

Aucune différence significative du nombre de foetus morts 

tardivement n'a été mise en évidence. 

6 - Nombke de 6 a e t u s  m a m  pkhcocment 

Aucune différence significative du nombre de foetus morts 
- 

précocement n'a été mise en évidence. 

g - Nombte de déciduamecl 

Aucune différence significative-du nombre de déciduomes n'a 

été mise en évidence. 
- 

k - Ta ra  d e  non hp&nta~5on?l  

Une augmentation statistiquement significative du taux de 

non implantations a été mise en évidence aux doses de 50 et 100 mg/kg. 

Toutefois, aux doses inférieures, ce nombre est également augmenté mais de 

façon non significative. 



.i - T O M  de4 h p b u 3  ma/& 

Aucune différence significative du nombre d'implants morts 

n'a été mise en évidence. 

Dans cette étude, nous pouvons observer un effet de type 

contraceptif se traduisant par une augmentation statistiquement 

significative du taux de non implantation . De plus, cette baisse de 
l'implantation est proportionnelle à la dose et semble optimale aux doses 

de 50 et 100 mg/kg/jour. Il est à remarquer qu'en utilisant le test de 

U Mann Whitney (test qui tient compte de la dispersion des résultats), 

seule la dose de 100 mg/kg/jour donne un taux de non implantations 

statistiquement significatif. Par contre, le test de Student met en 

évidence des effets aux doses de 50 et 100 mg/kg/jour. 

Ces nouveaux résultats différents de ceux de la première 

étude peuvent être attribués à plusieurs raisons : 

Tout d'abord, les animaux mâles ont été traités avant 

accouplement dans la première étude et non dans la seconde. Ensuite, les 

femelles ont été traitées pendant 14 jours avant l'accouplement dans la 

première étude et non dans la seconde. Enfin, le faible nombre d'animaux 

traités dans la première étude (10 femelles) peut expliquer l'absence de 

différence significative en ce qui concerne le taux de non implantations 

mais en aucun cas l'augmentation de résorptions précoces. 

Ces différences de protocole au niveau du traitement 

pourraient expliquer les mortalités précoces de la première étude qui 

résulteraient d'un effet létal dominant .lié-aux gamétes mâles ou d'un effet: 

toxique au niveau du gaméte femelle. Cependant, il faut rappeler que nous 

avons obtenu 100 p. 100 de résorptions précoces dans les 2ème et 3ème 

essais préliminaires de protocole identique à la deuxième étude. Cette 

dernière remarque nous améne à penser que ces différences de résultats 

seraient dus plus au produit lui-même qu'au protocole. En effet, dans ces 

deux études, le produit a été préparé suivant deux procédés très différents 
9 

(Figure 32 p. 163). 



PROCEDE DE LA lère ETUDE 

feuilles 

extraction méthanolique 

PROCEDE DE LA 2ème ETUDE 

feuilles 

précipitation à l'acétate d'éthyle ultrafiltration 

cristallisation cristallisation 

FIGURE 32 : Différents procédés de préparation du stévioside 



Le premier procédé ne permet pas d'éliminer le stéviol que 

nous avons mis en évidence dans les feuilles. Cette hypothèse devra 

cependant être vérifiée, soit en refaisant une étude avec du stévioside 

provenant de l'ancien prctocole, soit en faisant une nouvelle étude avec du 

stéviol et montrer que celui-ci est responsable des résorptions précoces. 

Cependant, la mise en évidence du fait que le stéviol est responsable des 

ré~&~tions précoces et non de la non implantation des foetus tendrait à 

prouver que ce serait le stévioside ou le stéviolbiosida ou une autre 

molécule de dégradation qui serait responsable de ce phénomène. 

PRODUIT AJOUTE A L'EAU DE BOISSON 

Dans les études précédentes, le produit était administré par 

gavage en une seule fois. Cette méthode a l'inconvénient de ne pas être 

proche des conditions normales d'emploi et de provoquer un pic intensif 

pendant un instant très court. Afin de compléter ces études, il était donc 

nécessaire d'étudier l'action du stévioside mélangé à l'eau de boisson. 

Pour cette étude, nous avons repris le protocole de la première étude avec 

des doses de 10, 50 et 250 hg/kg/jour. 

1 ) CONSOMMATION D E  STEVIOSIVE 

Les consommations de stévioside chez les animaux mâles et 

femelles sont rapportées dans le tableau LIV p. 165. A partir de la date 

d'accouplement, les animaux mâles et femelles ont reçu la même 

solution que celle administrée pendant la période qui a précédé la pérlode 

d'accouplement. A l'exception de la première semaine où des problèmes 

d'adaptation de goût se sont apparemment posés, les animaux traités par le: 

2 doses les plus faibles ont reçu des doses voisines des doses théoriques. 

Par contre, à la plus forte dose, des problèmes de goût se sont semble-t'i: 

posés plus longtemps, ce qui a conduit à des ajustements plus importants el 

à des variations plus grandes des consommations par rapport aux 

consommations théoriques. 

2) OBSERVATION DES ANIMAU:!, EVOLUTlON PONDERALE 

Les animaux traités ont présenté un comportement normal 

pendant toute la durée du traitement (Tableau LV p. 166). 



I TABLEAU LIV : Consommation réelle de stévioside 

DE STEVIOSIDE 

SEXE 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Mâle 

Femelle 1814 au 2614 

Femelle 2614 au 315 

Volume 
inl/kg/ j mg/kg/j --T- 





L'évolution pondérale des animaux traités a été identique à 

celle des témoins. Il est à noter que le poids des animaux non gravides n'a 

pas été pris en compte dans le calcul. 

3 )  CRTTERES DE FERTTLITE (Tableau LV p. 166) 

a - Nombhe de dern&es g ~ v i d a  (Tableau LVI p. 168) 

Aucune modification significative du nombre de femelles 

gravides n'a été mise en évidence. Toutefois, on note une ausmentation 

statistiquement significative du nombre de femelles présentant un bouchon 

vaginal positif et n'étant pas gravides, à la dose de 10 mg/kg/J. La 

plupart de ces animaux possédaient des corps jaunes sans présenter 

d'implantation. Il semble que cette observation puisse être attribuée à un 

effet type anticonceptionnel. 

b - Nombne de conph j a u n u  

Aucune variation statistiquement significative du nombre de 

corps jaunes n'a été mise en évidence. 

c - Natnb/re de d a c t u ~  v ivant6  

Aucune différence statistiquement significative du nombre de 

foetus vivants n'a été mise en évidence. 

Q - P u é e  d a  6 0 a u ~  v i v a m  

Aucune différence statistiquement significative du poids des 

foetus vivants n'a été mise en évidence. 

e - Nombhe de do&un m o m  .&müvmevct . 

Aucune différence statistiquement significative du nombre - de 

foetus morts tardivement n'a été mise en évidence. 

6 - Nombhe de d o m  m o m  phicocment  

Aucune différence statistiquement significative du nombre de 

foetus morts précocement n'a été mise en évidence. 

g - Nombhe de dEciduornell 

1 Aucune différence statistiquement significative du nombre de 

déciduomes n'a été mise en évidence. 



TABLEAU L V I  : Paramètres de gravidité des animaux traités par le stévioside 

N . S .  : non statistiquement significatif au seuil de p < 0,05 
B.V.  (+) : bouchon vaginal positif 

1 

Témoin 

Stévioside JI 

10 mg/kg/j X* ' 

P$ 

Stévioside n 

50 mg/kg/j x2 
P 

% i o s i d e  ) l  1 6 ,  13 1 , 3 1 2 

250 mg/kg/j x O, 17 0,11 0,30 0,31 0,44 

N . S .  N.S .  N . S .  N . S .  N . S .  

NOMBRE D E  F E M E L L E S  
AVEC C O R P S  J A U N E S  

S A N S  F O E T U S  

1 

6 

6 ,O 

< 0,02 

2 

0,62 

N . S .  

NOMBRE D E  
F E M E L L E S  
B.V. (+) 

17 

14 

1,29 
1 

N . S .  

14 

1,29 

N. S. 

NOMBRE D E  F E M E L L E S  
B . V .  (+) S A N S  
CORPS JAUNES 

2 

3 

0,53 

N . S .  

3 

0,53 

N . S .  

NOMBRE D E  F E M E L L E S  
G R A V I D E S  

14 

9 

2 , 5 6  

N . S .  

10 

1,67 

N.S. 

IJOlrlBRE D E  F E M E L L E S  
B.V. (+) 

NON G R A V I D E S  

2 

7 

5,44 

< 0,02 

4 

1,39 

N . S .  

- 



h - Taux de non 4npihnZaLions 

Une augmentation statistiquement significative du taux de 

non implantation a été mise en évidence aux 3 doses étudiées. Toutefois, 

cet effet n'est pas proportionnel à la dose et il n'existe aucune 

différence statistiquement significative entre les 3 doses étudiées. 

i - T O M  d u  imp.iknA~ mom2 

Aucune différence statistiquement significative du nombre 

d'implants morts n'a été mis en évidence. 

4 1 CONCLUSION 

L'administration de stévioside dans l'eau de boisson chez la 

souris mâle pendant 60 jours avant la conception et chez la souris femelle 

pendant 14 jours avant la conception a pemis de mettre en évidence une 

augmentation du taux de non implantation. Cet effet est sensiblement 

identique pour les 3 doses étudiées. Par ailleurs, une augmentation du 

nombre de femelles fertilisées et non gravides ou n'ayant pas conduit une 

gestation à terme a été notée. Cet effet, observé comme étant 

statistiquement significatif à la plus faible dose (10 mglkg) est en faveur 

de propriétés de type anticonceptionnel du stévioside. 

Si on compare ce résultat à celui des 2 études précédentes, 

on voit que, lors de la première étude, on avait noté une augmentation du 

nombre de résorptions précoces ; par contre, dans l'étude suivante et dans 

la présente, on note une augmentation statistiquement significative du taux 

de non implantation. Ces derniers résultats sont en faveur d'un effet de 

type anticonceptionnel. 

Sur le plan quantitatif, on s'aperçoit que précédemment la 

dose de 12,5 mg!kg ne provoque qu'un léger effet alors que dans la dernière 

étude, la dose de 10 mglkg met en évidence un effet nettement 

statistiquement significatif. Plusieurs différences apparaissent entre ces 

deux études. 



- le traitement des mâles avant l'accouplement : cependant 
si telle était la cause, on aurait dû noter également une baisse du nombre 

de femelles présentant des corps'jaunes par effet antifertilisant, ce qui 

n'est pas le cas ; 

- le traitement des femelles avant l'accouplement : un 
phénomène d'accumulation peut être envisagé et ainsi provoquer des effets 

équivalents à une forte dose. En effet, dans cette hypothèse, on peut 

considérer qu'une dose de 10 mg/kg donnée pendant 14 jours équivaut 

à une dose unique de 140 mg/kg. Il faut cependant tenir compte d'un autre 

facteur : le mode d'âlimentation. 

- par opposition au gavage, le traitement par apport dans 
l'eau de boisson entretient une imprégnation constante des animaux et peut 

augmenter ainsi les effets du stévioside à faibles doses. 

D - CONCLUSIONS TOXICOLOGIOUES 

Quelles que soient les doses employées, nos travaux 

permettent de confirmer un effet du stévioside sur les fonctions de 

reproduction. Ces résultats pourtant différents de ceux de PLANAS 

(cf 9 III-A-3 p. 67) mettent donc déjà en doute l'innocuité du stévioside. 

Par ailleurs, la confirmation de l'hydrolyse in vivo du stévioside demande 

d'autres travaux spécifiques au stéviol. Ils permettraient d'une part de 

déterminer si le stéviol est responsable des effets observés sur les 

fonctions de reproduction et d'autre part de vérifier les pouvoirs 

mutagènes déjà décrits. 

En résumé, nos travaux ne représentent qu'une faible partie - 

des études nécessaires pour la constitution d'un dossier toxicologique 

complet. En effet, seul le segment 1 des études sur les fonctions de - 

reproduction peut être considéré comme acquis. Il reste encore à étudier le 

segment 2 (études des risques de tératogénèse), le segment 3 (études de 

toxicité péri et post-natal) mais également l'ensemble des épreuves de 

toxicitésaiguëe, subaiguëe, chronique et les effets mutagènes et 

cancérigènes. 



I V  - FAISABILIT~ DU P R O J E T  

A - FAISABILITE INDUSTRIELLE 

Les résultats du chapitre 11 p. 108-136, démontrent qu'au 

niveau laboratoire, nous possédons un procédé d'extraction qui permet de 

préparer du stévioside et du rébaudioside purs. Cependant, au niveau 

industriel, seule la préparation du stévioside est envisageable pour 

l'instant. En effet, à l'heure actuelle, nous ne connaissons pas de méthode 

industrialisable permettant de récupérer le rébaudioside des eaux-mères de 

cristallisation. Cette perte non négligeable en édulcorant nous incite à 

envisager l'utilisation d'un mélange de molécules sucrantes obtenues 

directement par chromatographie sur Amberlite IRA-94 S. Le mélange à 50 p. 

100 de stévioside et 25 p. 100 de rébaudioside devra répondre à certaines 

exigences : - une saveur sucrée sans arrière goût ; 
- une bonne solubilité ; 
- une bonne stabilité ; 
- une innocuité tofale. 

La présence de rébaudioside devrait améliorer la saveur 

sucrée, la solubilité et la stabilité du produit. Cependant, en ce qui 

concerne l'innocuité du mélange, il sera nécessaire de refaire la totalité 

des études toxicologiques. De plus, il sera indispensable de s'assurer au 

niveau de la production, de la standardisation, de la composition et de la 

qualité du mélange commercialisé. 

Les techniques utilisées dans notre procédé de purification 

sont déjà très largement employées dans les industries chimiques et agro- 

alimentaires. Ainsi, en dehors des problèmes d'approvisionnement et de 

qualité des matières premières, le facteur limitant de notre "pr~cess" est 

certainement la durée totale des étapes. 
- 

Les résultats de l'extraction et de la centrifugation sont 

facilement extrapolables. Par contre, l'ultrafiltration et la séparation 

sur résine demandent des études plus poussées afin de déterminer le 

meilleur rapport surface membranaire ou volume de résine sur volume à 

traiter. 



Ces étapes représentent une part importante du temps de 

purification et demandent donc des installations en accord avec la quantité 

de produit à fabriquer. Enfin,'si d'après nos travaux, les problèmes 

d'industrialisation semblent surmontables, il n'en est pas de même au 

niveau du dossier toxicologique. En effet, étant doncé nos résultats 

toxicologiques et les travaux étrangers montrant que le stéviol entraîne 

des effets mutagènes, l'avenir immédiat du stévioside en tant qu'édulcorant 

pour les industries agro-alimentaires semble fort co;npromis. A ce stade du 

projet, seule une nouvelle recherche fondamentale peut permettre de 

résoudre un certain nombre de ces problèmes. 

B - FAISABILITE SCIEMTIFIQUE 

Dans un premier temps, il serait intéressant d'analyser les 

propriétés physiologiques, pharmacocinétiques et toxicocinétiques du 

stéviol. En effet, l'hydrolyse in vivo du stévioside peut être responsable 

de nos problèmes sur ,les fonctions de reproduction. Ainsi, d'après le 

résultat de ces études, et afin d'éviter l'apparition de stéviol, nous 

pourrions ensuite envisager la transformation de la molécule de stévioside 

en une molécule plus stable sans en modifier les propriétés sucrantes. 11 

est à noter que ce type de travaux (transformation chimique) a déjà été 

réalisé et breveté par DUBOIS, travaillant pour SEARLE aux Etats-Unis. Nous 

pouvons penser que d'autres essais (chimiques,-clonage, mutation 

dirigée ...) peuvent certainement donner d'excellents résultats. Cependant, 

ce type de transformation ferait perdre au stévioside son "étiquette" 

produit naturel qui peut avoir un impact au niveau marketing. 

C - FAISABILITE ECONOMIQUE 

Quelles que soient les propriétés de notre-produit, le coût 

de production du produit final est un élément déterminant dans la réussite 
- 

d'un tel projet. Aussi, étant donné la concurrence dans le domaine des 

édulcorants, il est nécessaire de bien définir son marché ainsi que le 

produit que l'on veut commercialiser. 



Ainsi le choix du marché pharmaceutique et/ou alimentaire 

détermine : 

- le volume de production ; 
- l'investissement des installations de production ; 
- la qualité du produit final. 

Une approche du coût de production montre que le coût de 

culture, de collecte et de séchage des feuilles ne devrait pas dépasser 30 

p. 100 du prix de revient objectif (290 Flkg). Les autres matières, 

l'énergie (extraction et concentration) et les frais d'extraction et de 

purification doivent donc être inférieurs à 200 Flkg. Ces prix nécessitent 

une production à grande échelle de l'ordre de 100 tonneslan (cf marché 

japonais, Tableau X p. 43) soit 300 kgljour. Cet objectif nécessite donc la 

commercialisation de l'édulcorant au niveau international mais aussi au 

niveau alimentaire (boissons diététiques). 

Une telle production demande le traitement de 6 tonnes de 

feuilles par jour soit 250 m3 d'extrait aqueux soit approximativement : une 

cuve d'extraction de 50 m3, une batterie de centrifugeuse en continu, une 

unité d'ultrafiltration de 300 m2, une unité d'osmose inverse de 800 m2, de 

23 m3 de résine Amberlite IRA 94 S et enfin de 2 m3 de résine XAD2. 

L'investissement pour une telle installation serait compris entre 100 et 

150 millions de francs. 

Cependant, quel que soit le marché envisagé et la 

composition du produit, la commercialisation d'un édulcorant demande la 

constitution d'un dossier toxicologique (cf p. 30-35). Le coût d'une telle 

étude est d'environ 10 millions de francs répartis de la façon suivante : 

- Toxicité aiguëe : 
- Toxicité subaiguëe : Rat : 

non rongeur : 

- Reproduction : Segment 1 : 

Segment 2 : 

Segment 3 (multigénération) : 2.000.000 

- Cancérogénèse Rat Souris : 5.000.000 

- Mutagénèse : 150.000 

- Pharmacocinétique et métabolisme : 1.000.000 



Si cet investissement est très important, il faut en plus 

prendre en compte d'une part, la durée des expertises qui peuvent se 

dérouler sur plusieurs années et d'autre part, le risque que le produit 

étudi6 soit refusé par les Commissions d'Experts (F.D.A., C.S.H.P.). 

La rentabilisation de tels investissements devrait être 

difficile. En effet, aucune protection de marché n'est envisageable car, 

les molécules de stévioside et de rébaudioside découvertes depuis 1931, ne 

sont plus brevetables. Enfin, il est à souligner que la prise de brevet 

d'un procédé de purification représente généralement une protection 

dérisoire face à toutes les possibilités de copiages. 

En résumé, étant donné qu'aucune protection ne peut être 

envisagée pour la molécule de stévioside, toutes les études toxicologiques, 

à la charge de l'industriel, pourront être utilisées par n'importe quel 

autre concurrent. En effet, celui-ci n'aura qu'à démontrer que son produit 

est identique au produit analysé. L'industriel, promoteur de l'idée ne 

pourra que difficilement rentabiliser ses investissements dus à la 

recherche et aux études toxicologiques. Il sera immédiatement concurrencé 

par des produits moins chers venant par exemple du Japon. 

. En dehors de ces problèmes financiers, il ne faut pas 

négliger les aspects législatifs qui sont encore loin d'être résolus (cf 

p. 21-27) et créent un problème supplémentaire à l'industriel désireux de 

commercialiser rapidement le stévioside. En effet, pour le domaine 

pharmaceutique,le seul facteur limitant est le dossier toxicologique, il 

n'en est pas de même pour le domaine alimentaire. 

Enfin, il ne faut surtout pas oublier la concurrence 

existant sur un marché en développement. p out d'abord en ce qui 

concerne le stévioside, l'avance technologique des japonais est loin d'être 

négligeable. Avec un coût de 44 le kilogramme soit 22 cents par 

kilogramme d'unités sucrantes, le stévioside japonais est très compétitif 

sur le marché des édulcorants (Tableau LVII p. 175). 



TABLEAU LVII : Coût relatif des édulcorants par unité sucrante 

Saccharine 

Cyclamate 

Acésulf am k 

Aspartame 

Stévioside 

* 
H.F.C.S. 55 p. 100 

Sirop de fructose 42 p. 100 

Thauma t ine 

Saccharose 

Glycyrhizzine 

Sorbitol 70 p. 100 

Xylitol 

Mannitol 

Source : Biofutur Mars 1984 
* 
H.F.C.S. : Hight Fructose Corn Sirop 

i 

Dollar/kg Coût par unité sucrante 

en cent/kg 



Il faut noter ensuite que malgré une expérience de plus de 

10 ans (1975 : première commercialisation du stévioside au Japon), les 

japonais n' ont "pas réussi" ou n'ont "pas voulu" pénétrer le marché 

européen et américain. 

A l'heure actuelle, ce sont uniquement des grands groupes 

comme MONSANTO (SEARLE), HOECHST, TATE & LYLE qui se partagent le marché 

des édulcorants. La pénétration de l'aspartame sur le marché pharmaceutique 

mais surtout sur le marché alimentaire dans les "diet drinks" souligne la 

volonté de SEARLE de faire de l'aspartame le premier édulcorant. De même, 

l'acésuifam K de HOECHST attend ses autorisations de la F.D.A. pour 

s'attaquer à ce marché. Aussi, le stévioside, qui n'est pas prêt 

technologiquement et toxicologiquement, demande encore de nombreuses études 

alors que ses concurrents sont en plein développement. 
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CONCLUSION GENERALE 

Les travaux que nous avons effectués sur les édulcorants 

isolés de SitevLz Rebaudiana BeaovU nous permettent : 

1 - de démontrer qu'il est possible d'obtenir du stévioside pur à 97 p. 100 

au niveau industriel par un procédé de purification comprenant 7 étapes 

différentes : le rendement du procédé est de l'ordre de 5,5 p. 100 en 

stévioside. Les résultats que nous avons obtenus concernent du matériel 

végétal que nous n'étions pas en mesure de contrôler. IL est bien évident 

que des conditions de culture parfaitement définies (saison, hauteur et 

nombre de coupes) permettraient d'envisager des rendements supérieurs. La 

sélection de clones riches en stévioside permettrait aussi d'améliorer les 

rendements. 

2 - de doser à la fois le stévioside, le rébaudioside et le stéviol ; la 

mise au point de techniques de dosage (C.C.M., H.P.L.C. ou G.L.C.) permet 

de contrôler la pureté des édulcorants à chaque étape de purification. 

Elles nous ont permis de caractériser l'existence de stéviol libre dans les 

feuilles de SXEV&.X Rtbaudiana BMonC,  comme elles nous ont permis de 

mettre en évidence un gradient apico-basal de stévioside et de rébaudioside 

dans la Plante. On ne peut savoir pour le moment s'il s'agit d'une 

disparition du stévioside dans les feuilles âgées ou s'il s'agit d'un 

stockage de l'édulcorant sous une forme que nous n'avons pas su doser. 

3 - de conclure que le stévioside est hydrolysé par la flore caecale que ce 
soit in vitro ou in vivo en stéviol. Nous avons remarqué que le 

rébaudioside est beaucoup plus résistant à l'hydrolysa que le stévioside, 

en vertu semble-t-il de l'existence d'une liaison 61-3 glucosidique. Cette 

observation ouvre un nouveau champ d'investigations, à savoir la 

modification de la molécule de stévioside : soit par greffage de fonctions 

ne permettant pas la libération de stéviol, soit par modification naturelle 

de la molécule de stévioside en rébaudioside. Il faut noter que dans un 

tractus alimentaire renfermant du glucose disponible, les vitesses 

d'hydrolyses du stévioside ou du rébaudioside sont plus faibles. 



4 - de conclure que le stévioside possède un effet sur les fonctions de 
reproduction de la souris. Ces effets se traduisent par une augmentation 

statistiquement significative du taux de non implantation des foetus 

quelque soit la dose utilisée. L'édulcorant possède un effet pilule 

anticonceptionnel qui varie en fait d'un individu à l'autre. Si à celà, on 

ajoute les résultats d'autres équipes de recherche qui montrent que le 

stéviol issu du stévioside possède un effet mutagène, il est fort peu 

probable que le stévioside puisse se voir autorisé en tant qu'édulcorant en 

agro-alimentaire. 

11 apparait nécessaire dans un premier temps d'augmenter les 

connaissances sur la formation du stéviol à partir du stévioside ou du 

rébaudioside, comme il est indispensable d'étudier plus en détail son 

catabolisme. En effet, il n'est pas prouvé de façon indubitable que ce soit 

le stéviol qui soit responsable de nos problèmes toxic6logiques. 

Dans un deuxième temps, il serait intéressant d'étudier la 

possibilité de transformer le stévioside en rébaudioside. A ce niveau, 

plusieurs voies peuvent être envisagées : mécanismes de transglucosidacion 

ou action de glucosyltransférases spécifiques. Les informations qu'on 

pourrait récolter à ce niveau permettrait de mieux comprendre la 

biosynthèse du stévioside et la finalité (s'il y en a une) de cette 

molécule dans la plante (intermédiaire de biosynthèse, produit de 
- 

détoxification ?).  

Dans un troisième temps, il serait peut être judicieux de 

réétudier les propriétés attribuées par la tradition populaire au SltEvia. 

D'autres principes actifs, différents des édulcorants, existent 

certainement dans la plante. 

Enfin, le problème industriel et économique sera à 

reconsidérer en fonction des résultats qui seront obtenus. 

En conclusion, si le stévioside ne peut présentement être 

commercialisé en industrie agro-alimentaire en raison de fortes suspicions 

toxicologiques, la recherche fondamentale devrait permettre dans un avenir 

t relativement proche de statuer définitivement sur les propriétés du 

stévioside en tant qu'édulcorant. 
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