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Résumé

Stevia rebaudiana Bertoni est une source potentielle d'édulcorants qui a attiré
l'attention des chercheurs pendant de nombreuses années. Cet intérét croissant est
principalement lié a leur teneur élevée en édulcorant par rapport au sucre classique (jusqu‘a
300 fois) et a leur aptitude en tant que composés a faible teneur en calories, ce qui peux
résoudre tant de probléemes de santé principalement le diabéte.

Notre travail est porté spécifiquement sur les fins thérapeutiques de la « stévia » ainsi
qu’a I’application de deux méthodes d’extraction des glycosides de stéviol. Cela consistait
d’une part, I’utilisation d’une méthode traditionnelle par infusion, en utilisant de I'eau distillée
chaude comme extracteur et sans n’avoir appliqué aucune source d'énergie auxiliaire. Les
conditions d'extraction optimales étaient les suivantes: temps d'extraction 30 min; rapport
[feuilles / eau] :(10%) ; température (70 °C); en appliquant un degré intermédiaire de broyage.
D’autre part, mettre en évidence une méthode moderne : la technique de sonication, en
utilisant aussi de I'eau distillée chaude et un appareil de sonication avec un temps d’extraction
de (30 min) ; rapport [feuilles / eau] : (100g/l), Une évaporation est effectuée sous pression
dans un rota-vapeur sous une température de (40°C). La sonication présente un meilleur
rendement en termes d’analyse théorique faisant appel a des résultats attendus qui font que
I’analyse des deux extraits (primaire et final) révele une concentration en glycosides de
stéviol plus importante et un criblage phytochimique distinct qui représente 1’aspect qualitatif

des feuilles de la « stévia »récoltée dans les champs de la région de Ghardaia.

Notre travail s’inscrit alors dans le cadre de la valorisation et I’introduction de la
« stévia » dans le secteur agroalimentaire Algérien afin d’exploiter sa valeur nutritif pour des

fins diététiques.
Mots clés :

Stevia rebaudiana Bertoni, Edulcorant, Glycosides de stéviol, Vertus thérapeutiques,

Extraction, Ghardaia, Bilan phytochimique.




Abstract

Stevia rebaudiana Bertoni is a potential source of sweeteners that has caught the
attention of researchers for many years. This growing interest is mainly related to their high
content of sweetener compared to conventional sugar (up to 300 times) and their suitability as
low calorie compounds, which can solve so many health problems mainly diabetes .

Our work is focused specifically on the therapeutic purposes of “stévia” as well as the
application of two methods of extracting steviol glycosides. On the one hand, this involved
the use of a traditional infusion method, using hot distilled water as an extractor and without
having applied any auxiliary energy source. The optimal extraction conditions were as
follows: extraction time 30 min; [leaf / water] ratio: (10%); temperature (70 -C); by applying
an intermediate degree of grinding. On the other hand, highlight a modern method: the
sonication technique, also using hot distilled water and a sonication device with an extraction
time of (30 min); [leaf / water] ratio: (100g / I), Evaporation is carried out under pressure in a
rotavapor at a temperature of (40 ° C). The sonication have a better yield in terms of
theoretical analysis using expected results which means that the analysis of the two primary
and final extracts reveals a higher concentration of steviol glycosides, and a distinct
phytochemical screening which represents the aspect quality of the leaves of the “stevia”

harvested in the fields of the Ghardaia’s region.

Our work is therefore part of the promotion and introduction of “stevia” in the

Algerian food industry in order to exploit its nutritional value for dietary purposes.

Keywords:

Stevia rebaudiana Bertoni, Sweetener, Steviol glycosides, Therapeutic virtues, Extraction,

Ghardaia, Phytochemical balance.
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Introduction

« Je pense que d'ici peu, a cause de ces deux épidémies : obésité et diabéte de type 2,
nous allons commencer a voir une diminution de I'espérance de vie» a déclaré le Pr Claude
Bouchard (2015). Cette phrase décrit une situation inquiétante voir alarmante sur I’ensemble

de la société.

Dans le méme contexte, il est clairement évident que le facteur principal de ces deux
«épidémies» que d’autres, c’est la consommation alimentaire mal équilibrée. Des chercheurs
de l'université de Harvard ont montré que plus de la moitié du fardeau mondial des maladies
résultait d'une mauvaise alimentation (par manque, par exces ou par déséquilibre) (APSARes,
2008).

De nos jours, l'alimentation mondiale s'est completement transformee. Ce phénoméne
peut s'expliquer par les profondes mutations économiques et sociales ayant conduit a un
bouleversement des modes de vie au cours du temps (APSARes, 2008). Cette modification
des modes alimentaires s'est traduite par une forte augmentation de la consommation des
aliments chimiquement modifiés, comme I’utilisation des sucres artificiels ce qui mene a une
incidence a long terme sur la santé, engendrant des maladies cardiaques, des cancers ou

d'autres maladies chroniques.

Alors en raison de la sensibilisation des consommateurs quant a leur implication dans
la pathogenese de maladies, I'industrie alimentaire a actuellement montré un grand intérét
pour l'utilisation d'édulcorants a faible teneur en calories au lieu des sucres et dérivés
(Shahidi F & Ambigaipalan P, 2015). Plus précisement, certains fabricants d'aliments et de
boissons ont remplacé les sucres simples (fructose, glucose et saccharose) par des édulcorants
naturels non caloriques pour réduire les calories (Mitchell H, 2008 ; Liu S & Manson J-E,
2001), cette approche est en train de devenir une alternative dans le but de produire des

aliments plus sains.

A cet égard, la « Stévia » est peut-&tre mieux connue comme une alternative aux
sucres. Mais dans le monde botanique, c'est un genre denviron 240 espéces d'herbes et
d'arbustes de la famille des plantes, les Asteraceae. Parmi les espéces, cependant, il n'y en a
gu'une qui présente un niveau élevé de douceur, son nom est Stevia rebaudiana, originaire du
Paraguay utilisée par les Indiens Guarani depuis plusieurs siécles pour sucrer leur boisson

traditionnelle et traiter diverses maladies et affections (Carole F, 2020). Cette plante posséde




des molécules sucrantes qui sont des diterpénesglycosylés, aussi appelés « glycosides de
stéviol », dont les principaux sont le rébaudioside (A) et le stévioside a trés fort pouvoir
sucrant (pres de 300 fois plus sucrées que le saccharose). Le rébaudioside (A) a le meilleur
profil de saveur, tandis que le stévioside est responsable de l'arriere-go(t amer caractéristique
de la Stévia, parfois signalé comme un go(t de « réglisse ». Ces derniers pouvaient avoir aussi
des propriétés thérapeutiques, notamment anti-hyperglycémique, anti-hypertenseur, anti-
inflammatoire, anti-tumoral, anti-diarrhéique... montré par plusieurs études (Veronica L-C et
al., 2019).

En Algérie la consommation moyenne de sucre atteint 30 kg par an par personne, soit
trois fois la norme recommandée par I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), cette
surconsommation du sucre a fait augmenter le nombre de diabétiques dans notre pays a plus
de 4 millions (Liberté, 2019). C’est ce que génére un état d’alerte et justement pour pallier ce
probléme, La Stévia est le nouvel argument séduction de I’industrie agroalimentaire en

Algérie qui peuvent avoir un réel impact notamment sur les problémes nutritionnels.

Le but de ce mémoire est de poser un regard critique sur les propriétés de la
Stevia rebaudiana, et ces intéréts thérapeutiques : Est-elle meilleure ou tout simplement égale

aux autres édulcorants ? Présente-t-elle des risques avéres pour la santé ?

Pour répondre a ces questions, ce travail présentera dans un premier lieu une
description générale de la plante étudiée (Stevia rebaudiana). Les deuxiemes et troisiemes
chapitres seront consacrés aux différents procédés d’extraction des plantes ainsi que les
techniques de séparations. Par la suite, nous nous focaliserons sur 1’étude phytochimique des
feuilles de Stevia rebaudiana (des glycosides de stéviol). Par ailleurs, nous nous intéresserons
aux vertus thérapeutiques de Stevia rebaudiana. En dernier lieu, nous avons vise,
pratiquement, a I’utilisation de deux méthodes d’extraction : I’'une conventionnelle : par
infusion facile a réalisée et largement utilisée dans les différentes études scientifiques, et
I’autre moderne : c’est I’extraction assistée par ultrason qui est généralement utilisée pour

améliorer les rendements et de réduire le temps d’extraction.
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Chapitre I : Description générale de Stévia rebaudiana Bertoni
1.1) Découverte de Stevia rebaudiana Bertoni

La Stévia est originaire des zones d’altitudes du Nord-est du Paraguay (Rio Monday),
cette région était originellement peuplée par les indiens Guarani, les premiers a avoir eu acces
a cette herbe. Cette plante a été découverte au monde scientifique par le botaniste suisse-
italien Moises Santiago Bertoni en 1899 puis en 1905 décida de la classer dans le genre Stevia
et I’a nommera par la suite : Stevia rebaudiana Bertoni.

Le chimiste paraguayen Ovidio Rebaudi mentionna la présence d’un composé sucrant
(la substance active) dans la plante en 1900.Le principe sucrant de Stevia rebaudiana Bertoni
est le « stévioside » qui s’agit d’une famille de molécules de diterpénes glycosylés « stéviol
glycosides » qui a été cristallisé et identifie qu’en 1931 par les deux chimistes francais
M. Bridel et R. Lavieille. A la fin des années 1970, des équipes japonaises ont isolé de
nouveaux glycosides de stéviol, tels que le rébaudioside A, le rébaudioside C, les
rébaudiosides D et E, le dulcoside A (Barbet-Massin C, 2015). En decembre 2011, les
glycosides de stéviol sont autorisés dans I'Union Européenne en tant qu'édulcorant alimentaire
et porte le numéro E960 (Reglement (UE) N° 1131/2011).

1.2) Classification et Description botanique

La taxonomie utilisée pour classer la stévia sera I'APG Ill ou AngiospermPhylogeny
Group Il ; datant de 2009, derniére version de la classification APG. Cette classification
botanique est construite sur la phylogénétique, c'est-a-dire basée principalement sur I'étude
des molécules informatives telles que les acides nucléiques (ADN ou ARN) et les protéines
(APG 111, 2009 ; Reymond M & Jauzein F, 2007).

Embranchement « Spermatophytes

Sous-embranchement

* Angiospermes

Cla sse * Dicotyiédones / Magnolopsida

Ordre *» Asterales
Famille * Asteraceae

Genre . Stevia

Espéce * Rebaudiana

Figure 1 : Classification de la Stevia rebaudiana selon I’APGIII.
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La S rebaudiana est une plante herbacée pluriannuelle, qui peut prendre l'aspect d'une
haute herbe ou d'un arbrisseau. En effet, elle mesure entre 30 et 70 cm en milieu naturel et
jusqu'a 1,80 m dans des milieux de culture en terre fertile. Les fleurs sont petites (15 & 17
mm), blanches, hermaphrodites et auto-incompatibles (Lesniarek J, 2015). Elle possede des

feuilles crénelées, lancéolées contenant la saveur sucrée.

(8)

(<) (D)

Figure 2 : Description botanique de la S.rebaudiana (Lesniarek J, 2015).

(A) Pied en reprise de végétation a la sortie de I’hiver ;
(B) Feuilles ;

(C) Fleurs ;

(D) Akene fertile de S. rebaudiana.

Le systéme racinaire est fibreux, filiformes et pérenne, se ramifiant fortement mais
superficiellement. Les racines renferment des réserves importantes en nutriments, mais ne

contiennent pas ou trés peu de stéviosides (Aboudrare A, 2009) (Voir Annexe 2).

1.3) Cycle de développement

La Stévia est une espece pérenne dans son habitat naturel. Son cycle de croissance
peut étre divisé en 4 phases:
La premiére phase inclut la germination et I’établissement, la seconde concerne la croissance
végétative, la troisiéme englobe I’initiation du bouton floral, la pollinisation et la fertilisation

et la quatriéme représente la croissance et le remplissage des graines.




Toutefois, les conditions environnementales (la température, la photopériode, la
lumiére, I’alimentation en eau et en élément minéraux) et les différentes méthodes de culture

entrainent une variation sur la durée de chaque phase (Aboudrare A, 2009).

I. 4) Intérét et utilisation de la Stévia
La stévia présente un intérét agronomique et économique important car elle a la
capacité de régénéré et s’adapter a une large gamme d'environnements et peut étre récoltée 3 a
4 fois par an (Aboudrare A, 2009). Toutes les parties de la plante, excepté les racines peuvent
étre utilisées dans différentes domaine, sous forme fraiche ou seche, entiere ou en poudre.
» Utilisations Médicinales:
= Tanins, flavonoides, glycosides de stéviol : activité antimicrobienne notamment sur
Salmonella typhi, Aeromonashydrophila, Vibriocholerae, Bacillus subtilis,
Staphilococcus aureus.
= Flavonoides : activité antioxydante.
= Glycosides de stéviol : régime dietetique (diminution des apports caloriques et
diminution du cholestérol), alimentation pour diabétique, amélioration de la
régénération cellulaire, augmentation de la coagulation sanguine, activité diurétique,
activité anti-inflammatoire, inhibition de la formation des cavités et des plaques
dentaires, utilisation dermatologique (eczéma, acné...)...
» Utilisations Alimentaires et culinaires:
Edulcorant pour sucrer divers aliments: thé, café, boissons, jus, yaourts, chewing-gum,
biscuits, cakes, patisserie, confiserie, salades, sauces, plats cuisinés...; régime pour perte
de poids (obeses et minceurs) et diabétiques; colorant, odorant et savourant; source d'anti-
oxydants; utilisation pour diminuer le désir de consommation du tabac.
» Autres utilisations:
La stévia est une source nutritionnelle important pour I’organisme dii a sa composition
chimique et ses propriétés fonctionnelle et sa richesse en éléments nutritifs essentiels tels
que les protéines, glucides, lipides, macro et oligo-éléments, vitamine, huile essentielle.
Ainsi elle utilise dans la production des régulateurs de croissance des plantes. (Debnath
M, 2008; Aboudrare A, 2009 ; Lemus-Mondaca R et al., 2012 ; Giuffré L et al., 2013).




Chapitre 11 : Genéralités sur les méthodes d’extraction des plantes

L’extraction est par définition la séparation des molécules actives d’une matrice
donnée (Voir annexe 3).

Dans les processus d’extraction et de séparation de molécules spécifiques (molécules
actives) présentes dans un milieu solide, 1‘opération fait souvent appel, d’un point de vue
technologique, a la diffusion au sein du solide d’un fluide (liquide) porteur, dit solvant
d‘extraction, elle se présente ainsi comme une interaction solide-liquide (Ben Amor B, 2008).

Suivant la maniere et le moyen utilisé, on a plusieurs techniques.

Parmi les techniques d’extractions classiques, on retrouve les extractions cités sous-
dessous :
I1.1) La maceération : est une méthode d'extraction simple qui consiste a tremper la matiére
premiére (grossiére ou en poudre) dans un solvant a froid avec une agitation fréquente pour en
extraire les composeés solubles (ardmes, principes actifs).
Le point essentiel de cette méthode est le choix du solvant, qui délimite les classes de composes

récupéreés a partir des échantillons (Azmir J et al., 2013).

I1.2) La décoction : est une préparation en faisant bouillir des herbes dans un liquide
généralement de I'eau, il est normalement préféré pour les racines, les rhizomes, I'écorce.

Il y a une différence mineure par rapport au processus d'infusion commun, qui est le
supplément constant de chaleur, pour garder I'herbe finement divisée saturée dans l'eau
bouillante (Moreau C, 2014).

11.3) L’infusion : Est utilisée quand les principes actifs de la plante sont hydrosolubles et
peuvent facilement étre obtenus a partir du tissu de la plante, durant laquelle le solvant est
chauffe, est donc ajoutée a la plante moulue ou écrasée, suivie du refroidissement du mélange

et une filtration. La préparation du thé est 1‘exemple type de cette opération (Ben Amor B,

2008 ; Benfares A, 2015).

11.4) L’extraction par Soxhlet : Est une technique qui dépasse en performance les autres
techniques conventionnelles d'extraction. Dans un systéme conventionnel de Soxhlet (Voir
annexe 3), la matiére végétale est placée dans une cartouche et remplie de solvant frais
condensé a partir d'un ballon a distiller. Quand le liquide atteint le niveau de débordement, un

siphon aspire la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans le ballon a distiller,
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portant les corps dissous extraits dans le liquide en bloc. Dans le ballon, le corps dissous
(soluté) est séparé du solvant par distillation. Le soluté reste dans le flacon et le solvant frais
passe de nouveau dans le lit de solide. L'opération est répétée jusqu'a ce que l'extraction
complete soit réalisée (Ben Amor B, 2008).

Aujourd’hui, on remarque une demande croissante de nouvelles techniques
d’extraction permettant de réduire a la fois, le temps d’opération, la consommation de solvant
et d’améliorer le rendement de I’extraction. Parmi ces techniques modernes : L’extraction

assistée par I’ultrason et ’extraction assistée par enzyme :

11.5) Extraction assistée par ultrason : L'extraction assistée par ultrason est réalisée a l'aide
d'un systeme de sonde a ultrasons et qui consistent a faire passer de I'énergie ultrasonique
sous forme d'ondes a travers un solvant liquide contenant des particules solides
(Preedy V-R, 2015)(Voir annexe 3).

11.6) Extraction assistée par enzyme (EAE) : Chez certaines plantes, certains composes
phytochimiques dans leurs matrices sont dispersés dans le cytoplasme cellulaire, et les
métabolites secondaires sont retenus dans le réseau polysaccharide-lignine par hydrogéne ou
liaison hydrophobe et ne sont pas accessibles par un procéde d'extraction par solvant (Azmir J
et al., 2013). Le prétraitement enzymatique a été considéré comme un moyen efficace pour
libérer les composés liés et d'augmenter le rendement global (Rosenthal A, 1996). Des
enzymes spécifiques telles que la cellulase, l'a-amylase et la pectinase ajoutées pendant
I'extraction améliorent la récupération en brisant la paroi cellulaire et en hydrolysant les

polysaccharides structurels et les corps lipidiques (Rosenthal A, 1996 ; Singh RK, 1999).




Chapitre 11 : Techniques de séparation

La chromatographie permet la séparation ou la purification d'un ou de plusieurs

composés d'un mélange en vue de leur identification et de leur quantification.

Dans ce présent travail on s’est focalisé sur trois types de chromatographie, ainsi que la

technique de spectrométrie de masse :

111.1) Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique d'analyse de mélanges en
séparant les composés du mélange. L'expérience est menée sur des phénomeénes
d’adsorption : une plaque de verre ou une feuille semi-rigide de plastique ou d'aluminium, qui
est recouverte d'une fine couche de matériau adsorbant, généralement du gel de silice, de
l'oxyde daluminium ou de la cellulose est appelée phase stationnaire, une fois I'échantillon
appliqué sur la plaque, les composés de la phase mobile se déplacent sur la surface de la phase
stationnaire. La migration se produit de telle maniére que les composés qui ont une plus
grande affinité pour la phase stationnaire se déplacent lentement tandis que les autres
composes se déplacent rapidement. Le succes de ce mode de chromatographie est dd
notamment a la facilité de sa mise en ceuvre et a la possibilité de son emploi dans le domaine

analytique que dans le domaine préparatif (Boucheloukh H, s.d.) (Voir annexe 4).

111.2) Chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

La chromatographie liquide haute performance appelé CLHP (HPLC en anglais), est
une technique instrumentale qui permet de séparer les composants d’un mélange non volatile,
thermosensible, de polarité élevee afin de les identifier et les quantifier (Boucheloukh H, s.d.).
L'expérience consiste a pomper un mélange d'échantillon (solutés) dans un solvant (connu
sous le nom de phase mobile) a haute pression a travers un tube appelé «colonne
chromatographique », cette colonne peut contenir des "granulés” poreux (colonne remplie) ou
étre recouverte a l'intérieur d'un film mince (colonne capillaire) ce qu’on appelle la phase

stationnaire (\Voir annexe 4).

e La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systeme
chromatographique.
e Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme

chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité




entre la phase mobile et la phase stationnaire.
e En sortie de colonne grace a un détecteur approprié les différents solutés sont
caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé
« chromatogramme » (Académie de Rouen, 2010).
La HPLC est trés utilisée comme méthode d’analyse qualitative et quantitative, la plupart des
contrdles de qualité et divers dosages de I’industriec chimique ainsi dans la plupart des

analyses biologique....etc. (Thierry Briére, s.d.).

111.3) Chromatographie en phase gazeuse (CPG):

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de séparation des molécules
volatiles ou susceptibles d’étre vaporisés. lls constitué de trois modules : un injecteur, une
colonne capillaire dans le four et un détecteur.

L’injecteur est un dispositif permettant I’introduction et la vaporisation de I’échantillon dans
le chromatographe ou I’injection se fait a haute température. Le transport des substances de
I’échantillon évaporées fait a l'aide d'un gaz inerte, appelé « gaz vecteur », qui constitue la
phase mobile. Le four est ’élément essentiel pour une excellente stabilité thermique (20° a
450°C) qui assure un chauffage et refroidissement trés rapides, dans laquelle se trouve la
colonne qui peut étre de trois types : colonne remplie ou colonne capillaire ou semi-capillaire.
Les substances de I’échantillon traversent la totalité de la colonne ou est placée la phase
stationnaire, a la sortie se trouve un détecteur relié a un enregistreur (Boucheloukh H, s.d.)

(Voir annexe 4).

111.4) La spectrométrie de masse (SM) :

C’est une technique de mesure des rapports masse/charge (m/z) des molécules
individuelles et ionisées, grace a la perte ou au gain d’une charge électrique, et de leurs
produits de fragmentations. L’existence d’isotopes se traduit par la présence de plusieurs pics
moléculaires. Cette technique permet l'analyse de fragments moléculaires obtenus par
ionisation. Elle permet de recueillir des informations sur la nature, la composition et la
structure des espéces présentes dans I’échantillon analysé ainsi que leur quantification
(Université d’Ouargla, 2014) (Voir annexe 4).




Chapitre 1V : Etude phytochimique des feuilles de Stevia rebaudiana

(les glycosides de stéviol)

La particularité¢ de cette plante résulte nettement dans les molécules qui sont
responsable de son gout sucré et qui suscitent notre intérét : les glycosides de stéviol.

IV.1) Structure chimique

Les données phytochimiques de la « stévia » confirme qu’elle posséde des molécules
glucidiques leur offrant un gout sucré plus communément appelé glycosides de stéviol.
La concentration de ces substances peut aller jusqu'a 30% dans les feuilles seches (Geuns J,
2003), ils sont tous issus d'une méme molécule ; également appelé stéviol, ce précurseur
représente la partie aglycone ou génine, ¢’est-a-dire non sucrée. Dont, on peut comparer leur
synthese a celle des gibbérellines (Voir annexe 05), tandis que la partie sucrée est exprimee
par le suffixe-osidique. A partir de la structure de base du stéviol, on obtient alors la
formation des glycosides que 1’on retrouve en proportions différentes, et qui ont des
propriétés organoleptiques distinctes (Brahmachari G et al., 2011 ; Koyama E et al., 2003 ;
Richman A et al., 2005) (Voir annexe 05).

IV.2) Biosynthése des glycosides de stéviol

Les glycosides de stéviol appartiennent aux terpénoides et leur synthése commence
dans les chloroplastes, la premiere partie de cette syntheése est commune a celle de I’acide
gibbérellique puis apres formation de 1’acide, les voies se séparent.

Pour les glycosides, vient alors la seconde étape qui consiste a former le stéviol, qui
sera ensuite glycosylé dans le cytosol. lls sont alors le résultat de différentes glycosylations
par le biais de différentes glycosyl transférases a partir du stéviol (Brandle J.E & Telmer P.G,
2007 ; Shibata H et al., 1995). Cette glycosylation est la derniére étape qui permet d’obtenir

les glycosides eux-mémes (Voir annexe 5).

IV.3) Extraction et dosage des glycosides de stéviol :

L'extraction se fait a partir d'un composé solide, la plante. Il s'agit d’obtenir un extrait
enrichi en glycosides de stéviol.

Dans un premier temps, lors d'une extraction solide-liquide, il est nécessaire
d'effectuer une étape de broyage des feuilles séchées (AFSSA, 2007). Ceci favorise l'action du

solvant en augmentant la surface de contact. Dans un second temps, I'extraction a proprement
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parler s'effectue avec un extracteur contenant de I'eau ou un solvant dans lequel le composé
recherché est soluble. Un solvant dissout plus facilement un composé qui comporte des
groupements fonctionnels identiques ou proches. L'eau et I'éthanol sont des solvants souvent
utilisés et peuvent se mélanger. En fonction de la thermolabilité du composé, la température
du solvant doit étre controlée (Poirot R, 2007). Dans ce concept, I'infusion qui est une
technique d'extraction par I'eau chaude est évidement approuvée par I'Organisation des

Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO).

A cet égard, la chromatographie liquide haute performance (HPLC) est la technique la
plus communément utilisée pour le dosage des glycosides et plus récemment les colonnes
HILIC (Hydrophilic Liquid Interaction Chromatographic) ont été utilisées pour le dosage des
glycosides de stéviol (Woelwer-Rieck U, 2012).
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Chapitre V : Les vertus thérapeutiques de Stevia rebaudiana

V.1) Stévia et diabete

En Algérie, on estime que plus de 4 millions (Liberté, 2019)de personnes sont
diabétiques et que la majorité concernée sont des adultes diabétiques de type 2. Le diabéte est
dd a une augmentation du taux de glucose. Il peut présenter certaines complications,
notamment s’il n’est pas bien pris en charge. Ce dernier favorise aussi [’apparition de
pathologies cardiaques et de signes tels que 1’hypertension. Il est donc important de trouver
au maximum des aides nutritionnelles pour aider les patients dans leur vie quotidienne en
essayant d’éviter ou de retarder le risque de complications sur le long terme de cette
pathologie. La Stévia peut, en se substituant au sucre, apporter une réelle aide (Leverrier Z,
2014).

Dans une étude cliniqgue menée sur des volontaires humains sains, les chercheurs
montrent que le taux de glucose plasmatique aprés un traitement par un extrait aqueux de

stévia est significativement abaissé.

Ces auteurs ont realisé des tests de tolérance au glucose chez des sujets adultes avant
et apres l'ingestion, soit d'extraits aqueux de feuilles de Stevia rebaudiana (20g/jour, en prises
de 5g a intervalles réguliers de 6 heures) durant une période de 3 jours, soit de (250 mg) d'une
solution d'arabinose. Ils ont pu ainsi montrer que la glycémie, mesurée apres le traitement a
base de stévia, était significativement plus basse dans le groupe de personnes ayant ingeré
I'extrait que dans le groupe témoin et ceci a chaqgue moment du test (Benfares A, 2015)

(Voir annexe 6).

V.2) Stévia et obésité

L’¢épidémie d’obésité associe en syndrome métabolique augment en prévalence chaque
année. Le contrble de poids et devenu dés lors un objectif indispensable a atteindre pour
réduire le risque de développé d’autre pathologie associée (TranC & Jornayvaz F, 2015).

La Stévia pourrait faire partie intégrante des régimes proposés aux personnes en
surpoids ou obeses. En effet, elle permettrait de conserver le fameux « godt sucré » mais sans
apporter de calories supplémentaires. En tant qu’édulcorant naturel, elle présente 1’avantage
d’étre acalorique (Wagner V, 2012) et elle posséde contrairement a tous les édulcorants une

possibilité de gérer plus facilement la prise de poids et la sensation de satiété.
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V.3) Stévia et hypertension

L’hypertension artérielle est définie par une augmentation de la pression sanguine au
niveau artérielle. Cette pression est nécessaire pour que le sang irrigue correctement les
organes et permette leur fonctionnement. Plus la pression artérielle est élevée, plus le risque
de développer une maladie cardiovasculaire augmente (Tran C & Jornayvaz F, 2015), elle est
habituellement accompagné par le diabéte de type 2 et d’une dyslipidémie. Une intervention
pharmacologique idéale aurait pour but de baisser la pression artérielle ainsi que la glycémie
et les lipides, ce que le stévioside posséde, donc il semble avoir des effets antihypertenseurs et
un fort potentiel pour étre utilisé dans le traitement de ces patients en tant qu’accompagnant
voir méme en les substituant si a I’avenir les études tendent a confirmer ses propriétés (Voir

annexe 6).

V.4) Stévia et cancer

Le sucre pose un risque pour la santé en contribuant a environ 35 millions de déces
dans le monde chaque année. Ce dernier présentes des effets néfastes ne s’arrétent pas au
diabéte, syndrome métabolique, a I’hyper-ou hypoglycémie, a I’hypertension, a I’obésité et
aux maladies cardiaques. Le sucre et le cancer forment une étreinte mortelle (Sircus M, 2013).

Certaines études suggerent que la stévia pourrait méme étre utile pour prévenir ou
combattre certains cancers. Motohiko Ukiya, Shingo Sawada et al en (2013) ont découvert
que les dérivés du glycoside de stéviol avaient un impact toxique sur plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses. Ceux-ci comprenaient la leucémie, le cancer du sein, du poumon et de

I’estomac (Voir annexe 6).
On enregistre aussi d’autres effets thérapeutiques de la stévia :

V.5) Activité antibactérienne et antifongique:

Quatre extraits de solvant différents (acétate d'éthyle, l'acétone, le chloroforme et
I'eau) des feuilles de Stevia rebaudiana ont été étudiés contre Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Aeromonashydrophila et Vibriocholerae.
Candida albicans, Cryptococcusneoformans,  Trichophyton  mentagrophytes et
Epidermophyton espéces ont été utilisés pour tester ’activité anti-fongique.
L’extrait a I'acétone avait un potentiel antibactérien plus efficace que les autres extraits qui
étaient actifs contre les espéces Epidermophyton et Candida albicans (Tomita-Toshio SN et
al., 1997).
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V.6) Activité antivirale :

L’activité antivirale (rotavirus) de ’extrait aqueux chaud de Stevia rebaudiana a été
validée in vitro par (Takahashi et al), en effet la réplication du virus est inhibée par le
mécanisme de blocages de toute liaison virus-cellule (TakahashiK et al., 2001).
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I. Présentation générale du site de prélevement des échantillons

A Ghardaia, la «stévia» est considéré comme particulierement attractive plus
exactement dans la localité de « Oued Metlili » d’ou on a apporté notre matériel végétal.

La Wilaya de Ghardaia se situe au centre de la partie Nord du Sahara septentrional.
Son chef-lieu est situé a 600 km au Sud d’Alger, ses coordonnées géographiques sont 3.40°
de longitude Est et 32.29° de latitude Nord et son altitude est de 530 m (Bouagga A, 2010).
Cette région est limitée du c6té nord par la Wilaya de Laghouat (200 km), a I'est par la Wilaya
de Ouargla (200 km), au sud-ouest par la Wilaya d'Adrar (400 km) et a I'ouest par la Wilaya
d'El-Bayadh (350 km) (Merdaoui Z, 2007).

Les caractéres du climat saharien sont dus tout d'abord a la situation en latitude, au
niveau du tropique, ce qui entraine de fortes températures, et au régime des vents qui se
traduit par des courants chauds et secs (Ozenda, 1991). Le climat saharien est caractérisé
notamment par la faiblesse et l'irrégularité des précipitations, une luminosité intense, une forte
évaporation et de grands écarts de température (Bouagga A, 2010). Ghardaia présente une
pluviométrie de type saharien avec une moyenne annuelle de 67.37 mm. Le nombre moyen
de jours de pluie par an est de 20 a 30. Les vitesses moyennes annuelles du vent sont de
(3.1 m/s) a (4.4 m/s) a (10 m) du sol. Les températures moyennes maximales mensuelles
varient de 14,9 °C en janvier a 43,2 °C en juillet (maximum enregistré a Ghardaia : 47 °C)
(Merdaoui Z, 2007).

Notre échantillon est issu de la localité de « Oued Metlili » située a 40 km au sud de la
wilaya de Ghardaia. Elle tire son nom de l'oued qui la traverse. Ces oueds furent pour
longtemps, la seule ressource hydrique des oasis. Enfin, la région de Ghardaia présente un
grand potentiel agricole avec un sol trés riche et un sous-sol renfermant des ressources
hydriques importantes ainsi ses conditions climatiques sahariennes xériques constitue une

biodiversité naturelle de la flore saharienne.

Notre travail, repose sur un échantillonnage des feuilles de « stévia » récolté dans les
champs de « Noumrat » par le précurseur et ’exploiteur agricole Monsieur DAHMANE
Abdelkader.
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Figure 3 : Situation géographique de la région de « Oued Metlili —~W.Ghardaia »
(Google Map data, 2020).

1. Meéthodes et Techniques utilisées

I1.1) Matériel VVégétal :

Le matériel végétal utilisé est la S. rebaudiana. Cette espéce a déja fait ’objet de
nombreux travaux scientifiques indiquant qu’elle a un excellent pouvoir sucrant.
Moises Santiago Bertoni a dit a propos de son godt : « Lorsque I'on observe cette plante
(Stevia rebaudiana), rien de particulier ne retient l'attention, mais, lorsque méme un petit
morceau de feuille est placé dans la bouche, on est impressionné par son goQt sucré. Un petit
fragment de feuille peut sucrer la bouche pour plus d'une heure». Cela est di aux glycosides
de stéviol : ce sont les édulcorants naturels contenu dans ces feuilles.

Les principaux composants sont : les stéviosides, les rebaudiosides A, les

rebaudiosides C et les dulcosides A.
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11.2) Prélévement des échantillons
» Les feuilles vertes fraiches de Stevia rebaudiana Bertoni (Figure 4) ont été récoltées
dans la région d’Oued Metlili (un champ de culture) le (27/08/2019) (Figure 5) se
situant dans la wilaya de Ghardaia.

Figure 5 : Culture de S. rebaudiana dans une exploitation agricole de la localité
d’Oued Metlili (Amieur H, 2019).
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> Aprés avoir été triées et séchées a I’air ambiant (Figure 6), les feuilles de la stévia ont

¢été broyées a 1’aide d’un triturateur électrique et sont réduites en poudre (Figure 7).

Figure 7 : Poudre des feuilles séchées de S. rebaudiana (Rafraf D & Djezzar W, 2020).

» Les échantillons en poudre ont été stockés dans des sacs en polyéthyléne a 4°C

jusqu’a leur utilisation.
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11.3) Traitement des échantillons

Dans le cadre général de I’extraction des glycosides de stéviol, il est intéressant de
savoir un peu plus sur ces composants qui donnent tant de douceur et de saveurs agréables a
notre godt.
De par ses propriétés gustatives, la Stévia a fait I'objet de nombreuses analyses afin de
pouvoir identifier ses molécules édulcorantes. Seuls les glycosides de stéviol sont spécifiques
a Stevia rebaudiana et sont responsables de son go(t sucré.

Le but souhaitable de cette étude consiste a déterminer la meilleure méthode
d’extraction. Pour cette fin, deux protocoles expérimentaux ont été retenus pour la réalisation
de notre recherche: Une méthode conventionnelle (soit par Infusion) et une autre, moderne

(par sonication).

11.3.1) Extraction des glycosides de stéviol par infusion

Afin d’extraire les glycosides de stéviol a partir de la poudre des feuilles séchées de la
S. rebaudira, 1’¢laboration d’un protocole inspiré d’une méthode ancienne que les Guaranis
(populations amérindiennes des régions de I’Amérique latine) utilisaient afin d’extraire le
sucre et cela en faisant simplement infuser les feuilles de stévia (Wagner V, 2012). Le méme

procéde a éte utilise pour extraire les glycosides de cette feuille.

Le protocole élaboré s’accentue sur quartes étapes : infusion, filtration, purification et enfin

des tests de reconnaissance.

1) Préparation de ’extrait aqueux a 10% : solide —liquide (infusion) :

e (10g) du matériel végétal sec (feuilles broyées) a été mélangé avec un volume de
(100 ml) d’eau distillée chaude (solvant), qui a été maintenu en ébullition pendant 30 min
a (70°C) (Figure 8).

2) Filtration :

e Apres refroidissement, la solution obtenue est ensuite filtrée a 1’aide d’un buchner et du
papier filtre (Figure 9)

e Le processus est répété avec le résidu obtenu 5 fois jusqu’a épuisement total du matériel

végetal.

19




Figure 8 : Montage de ’extraction par Figure 9: Filtration a 1’aide d’un buchner.
infusion.

(Lycée Sud-Médoc-Gironde-France, 2010).

3) Purification :
Le filtrat obtenu contient de nombreuses particules en suspension. Afin de les éliminer,
les étapes suivantes a été réalisé (Avant de réaliser cette étape le pH de la solution a été
mesuré a l'aide de papier pH) :
(1g) d'hydroxyde de calcium (chaux) de formule Ca(OH),ont été pesés puis ajouté a la
solution (I’extrait). Celui-ci a précipité, il a un role de floculant pour qu’elles forment de

plus grosses particules et qu’elles soient ensuite filtrées.

Ensuit le pH de I'extrait obtenu a été mesuré : celui-ci est basique (environ 10) alors que
le pH de la solution avant lI'ajout de chaux était neutre. Donc il faut trouver un moyen de
le ramener a 7. Dans ce but, L’ajout de 1g d'acide citrique, couramment utilis¢ dans

I'agro-alimentaire, afin de ramener le pH de la solution a 7.

BNV

Figure 10 : Papier pH pour mesurer la solution (I’extrait) avant et aprés I’ajoute de

I’hydroxyde de calcium (lycée Sud-Médoc-Gironde-France, 2010).
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Figure 11 : papier pH pour mesurer la solution (1’extrait) avant et aprées I’ajoute de l'acide

citrique (lycée Sud-Médoc-Gironde-France, 2010).
4- Tests de reconnaissance :

» Glucose :
e Tout dabord, a l'aide de bandelettes spéciales réagissant au contact du glucose, une
vérification de I’extrait obtenu a été faite.
La bandelette est devenue rose légerement foncée, indiquant une trés légere quantité de
glucose, quantité qui sera de toute maniére supprimée dans les étapes suivantes de I'extraction

industrielle (qui nécessitent du matériel spécifique).

Figure 12: Bandelettes réactives au glucose (lycée Sud-Médoc-Gironde-France, 2010).
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» Glycosides

Afin de révéler la présence de glycosides (les édulcorants naturels) présents dans la
stévia. Une chromatographie a été réalisée de notre extrait avec le protocole suivant:
o Tout d'abord, une préparation de I'éluant sous une hotte (vapeurs toxiques):
Butyl acétate/ méthanol/ eau distillée (15:10:2) ; soit 156mL de Butyl acétate, (10ml) de
méthanol et (2ml) d'eau distillée.
o Puis une préparation de témoin : une solution aqueuse de glycosides de (25 ml) en
ajoutant (2,5g) de poudre (contenant 95% de glycosides dont Rebaudioside A, C et
stéviosides).
o Ensuit préparation de papier a chromatographie (couche mince de silice) en déposant
une goutte de témoin et une goutte d'extrait a l'aide d une micropipette, puis en fixant le tout a
I'aide d'un seche-cheveux. (L opération a été réalisée en triple).
. Le papier CCM a été placé dans la cuve a chromatographie (Figurel3) contenant
I'éluant puis recouvrir la cuve et suivre le développement de la migration de 1’éluant a travers
le papier, on arréte la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm
de I’extrémité supérieur, ensuit le chromatogramme a été sécher a I’air libre (Cette étape de
chromatographie a été réalisée 2 fois, afin de tester plusieurs révélateurs).

. le papier CCM a été placé sous les rayons d'une lampe UV (Figure 14). Ceux-ci ont

révélé la présence de glycosides.

Figure 13 : cuve a chromatographie. Figure 14 : Révélation a I’aide de lampe a UV.

(Djezzar W & Rafraf D, 2020).
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11.3.2) Extraction assistée par Ultrasons

Ce procédé correspond a une extraction solide - liquide avec en plus, une agitation
provoquée par ultrasons : c'est une sonification, réalisée grace a un appareil appelé sonicateur
qui permet de transformer 1’énergie électrique en vibration mécanique longitudinale le long

d’une sonde.

De part cette méthode d’extraction, on cherche a faire une comparaison entre les

rendements aqueux des deux méthodes d’extraction : infusion et sonication.

Afin d’obtenir I’extrait aqueux qui contient les glycosides de stéviol a partir de la poudre des

feuilles de stévia séchée, on procédé comme suit :

e (100g) de matiére végétale a été immergeé dans (11) d’eau distillée chaude, est exposée aux
ultrasons pendant 30min.

e Ce processus est répété avec le résidu obtenu 5 fois jusqu’a épuisement total du matériel
vegeétal.

e Ensuite, une évaporation est effectuée sous pression dans un rota-vapeur sous une

température de (40°C), pour éviter toute dégradation de composés existants dans 1’extrait.
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Pour mettre en exécution le plan de notre expérimentation, nous avons tout preparé :
notre échantillon (feuilles seches de stévia), le protocole a suivre, tout allait se réaliser au
niveau du laboratoire de notre école supérieure en sciences biologique (ESSBO), mais
malheureusement et en raison des conditions du confinement (suite & la propagation de la
pandémie Covid-19 dans notre pays, on n’a di interrompre subitement notre expérimentation.

Or, en ce temps de confinement rien ne nous dit qu’il ne faut pas gérer de telle
situation complexe. Donc on a essayé a exprimer fortement notre pratique et notre travail sur
un point de vue purement théorique.

D’une part, et tout au long de la partie matériel et méthodes, nous avons essayé de
projeter toutes les étapes qu’on aurait di faire. Cela consistait a enrichir le travail et donner
un apercu global sur notre expérimentation.

D’autre part, la présentation des résultats de notre étude était supposee étre comme
suit :

Aprés Extraction (non exécuter), et dans le but d’estimer la composition chimique de
Pextrait final (glycosides de stéviol), Il a été voulu soumettre nos echantillons a un
laboratoire de contrdle de qualité. D’un céte, afin de déterminer le profil chimique de ’extrait
final des feuilles de la stévia. Et d’un autre cOté, en mettant en évidence le bilan
phytochimique de toutes les substances naturelles présentes dans I’extrait primaire (1’extrait
brut).

Ceci nous mene a une étude comparative et discutable de 1’ensemble des constituants
présents dans les feuilles de « stévia » collectées dans la région de Ghardaia.

Ce qui est référencié dans la littérature de d’autres études similaires, et a partir des teneurs
révélés, on pouvait savoir si la quantité et la qualité des substances chimiques présentes dans

la stévia est similaire ou différente d’une culture a une autre.

On peut englober les résultats probables comme suit :

- Dans un premier lieu, il a été possible de démontrer que I'extrait finale que nous avons
obtenus contenait peu de glucose mais des glycosides qui sont des édulcorants a l'origine du
fort pouvoir sucrant de la feuille de stévia. Cette derniere contient tous ces glycosides :
stéviosides, rebaudiosides A, rebaudiosides B, rebaudiosides C et les dulcosides A.

- Ensuite, les extraits obtenus et purifiés ne contiennent que les Rebaudiosides A, puisque ce
sont ceux qui ont un go(t le plus proche au sucre. Cette purification se fait par la séparation de

ces glycosides grace a une Chromatographie liquide haut performance HPLC.
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I. Le bilan phytochimique

I.1) L’analyse de I’extrait finale :

Il s'agit bien sOr des glycosides de stéviol qui conférent a la stévia leurs propriétés
d'édulcorantes puissantes.
Le stévioside est le plus abondant (>50% des glycosides de stéviol), s'en suit le rébaudioside
A (>30% des glycosides de stéviol) qui est également le plus sucrant. Les rébaudiosides B a
F, moins abondants, sont plus sucrant que le stévioside. Le dulcoside A est le moins sucrant.
Leur concentration dans les feuilles varie de 4 a 20% du poids sec (Rengassamy C, 2015).

Les teneurs des quatre principaux glycosides de stéviol sont normalement les suivantes :
v’ stevioside (5-10%)
v' rebaudioside A (2-4%)
v' rebaudioside C (1-2%)
v Dulcoside A (0,5-1%)

Ces proportions dépendent bien entendu des génotypes utilisés. A 1’état naturel les
feuilles de Stevia rebaudiana Bertoni contiennent entre 5 et 10 % des glycosides de stéviol,
selon les conditions climatiques, la saison, etc. L’amélioration des conditions culturales, la
sélection variétale, permettent aujourd’hui de disposer de cultures dont les feuilles ont des

teneurs en glycosides de stéviol supérieures a 20 %.

A ce propos, le pouvoir sucrant des glycosides de stéviol (évalué en comparaison de celui du
saccharose) varie entre 50 et 450 fois celui du sucre. Parmi les glycosides de stéviol, c’est le
rebaudioside A qui posséde le pouvoir sucrant le plus éleve (350-450 fois) et les meilleures
caractéristiques organoleptiques (absence d’arriere-golt et de persistance en bouche)
(DGCCRF, 2006).

Ce tableau présente le potentiel « sucrant » des différents glycosides de stéviol ainsi

que leurs masses molaires :
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Tableau (1) : Pouvoir sucrant, masse molaire et formule chimique des glycosides de stéviol
(Geuns Jan M C, 2011).

Formule Masse molaire Pouvoir sucrant

(g/mol)

Stévioside CaoHzaOs 804,38 250-300
Rébaudioside A CasHwO 066,43 300-450
Rébaudioside B CasHaoOng 504,38 300-350
Rébaudioside C CaH 1Oz 950,44 50-120

(Dulcoside B)

Rébaudioside I CsoH a0 24 112848 250-400
Rébaudioside E CasHwO 966,43 150-300
Rébaudioside F CasHeOx 936,42 200
Dulcoside A CisHgO 5 T8R.38 50-120
Stéviolbioside CaaHsOs 642,33 100-125
Rubusoside Ca2H soOhis 642,33 200

1.2) L’analyse de DI’extrait primaire :

Depuis les origines de I’homme, les plantes sont utilisées a des fins nutritives mais
également médicinales. L'effet médicinal, produisant un effet physiologique sur le corps
humain, réside dans la composition chimique des plantes. Ces constituants bioactifs sont en
majorité des alcaloides, des tanins et des polyphénols (Edeoga H et al,. 2005), mais dans la
stévia, il y a aussi beaucoup de terpenes et de flavonoides.

Les substances phytochimiques présentes sont entre autres, l'austroinuline, le B-caroténe, le
dulcoside, la niacine, la riboflavine, le stéviol, le stévioside, la thiamine, etc.
(Jayaraman S et al,. 2008).

26




On estime qu’il s’agit des constituants représentés Ci-dessous :

Tableau (2) : Composition proximale des feuilles de Stévia (Manish T &Rema S, 2006).

Protéines 20,42 + 0,57
Glucides 35,20+ 1,26
Lipides 4,34 £ 0,02

La teneur totale en protéines dans les feuilles de stévia se situe autour de
(10 a 20 g/100 g) de matiére seche (Sic Zablur J et al,. 2013), ce qui en fait une bonne source
proteique. Les acides aminés rencontrés chez S. rebaudiana sont au nombre de dix-sept
(17), dont neuf (9) sont des acides aminés essentiels (Arginine, Lysine, Histidine,
Phénylalanine, Leucine, Méthionine, Valine, Thréonine, Isoleucine) et huit (8) acides
aminés non essentiels (Aspartate, Serine, Acide Glutamique, Proline, Glycine, Alanine,
Cystéine, Tyrosine) (Abou-Arab AE et al,.2010), ce qui fait d'elle une bonne source
nutritive.

La stévia est une bonne source nutritionnelle de glucides puisqu'elle en contient

(35 a 62 g/100 g) de matiere seche (Sic Zablur J et al,. 2013), D'apres (Braz de Oliveira et
al., 2011), les stéviosides et rébaudiosides, posséderaient des propriétés fonctionnelles
importantes notamment sur le contréle du diabete.

L’homme n'est pas capable de synthétiser tous les lipides dont il a besoin, il doit donc
avoir un apport extérieur. La stévia peut répondre a ce besoin, car dans I'huile de ses feuilles
six acides gras ont été identifiés (Tableau 3). Parmi ces acides gras, il y a une forte
concentration en acide linolénique, cette valeur élevée peut contribuer a maintenir un rapport

d'acide gras idéal dans le régime alimentaire humain (Lesniarek J, 2015).
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Tableau (3) : Composition en acide gras de I'nuile de feuille de Stevia rebaudiana
(Lemus-Mondaca R et al,. 2012).

Acide palmitique (C16) 27,51
Acide palmitoléique (C16-1) 1,27
Acide stéarique (C18) 1,18
Acide oléique (C18-1) 4,36
Acide linoléique (C18-2) 12,40
Acide linolénique (C18-3) 21,59

Tableau (4) : Vitamines hydrosolubles extraits des feuilles de Stevia rebaudiana
(matiere séche) (Kimi IS et al,. 2011).

Vitamine B1 (Thiamine) 0,00 = 0,00
Vitamine B2 (Riboflavine) 0,43 £0,02
Vitamine B3 (Niacine) 0,00 = 0,00
Vitamine B6 0,00 = 0,00
Vitamine B9 (Acide 52,18 + 0,21
folique)

Vitamine C (Acide L- 14,98 £ 0,07

ascorbique)

Une étude menée par (Kimi IS et al en 2011), détermine les concentrations des
vitamines hydrosolubles extraites des feuilles de stévia (Tableau 4). Les résultats montrent
que trois vitamines sont présentes (vitamine B2, B9 et C), dont deux d'entre elles sont en
proportion beaucoup plus élevée dans les feuilles. De plus, la vitamine la plus présente dans

les feuilles est la vitamine B9.
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» Composition en flavonoides : Huit flavonoides ont été isolés a partir des feuilles de

Stévia:

Tableau (5) : Les Flavonoides isolés a partir des feuilles de Stévia (Cario Franck, 2002).

>

Glucosyl-3-O-quecétine e Arabinosyl-3-O-quercétine
Quercirtine e Rhamnosyl-3-O-kaempférol
Flavonemétoxylé en 5, 7, 3" e Glucosyl-4'-O-apigénine
Flavonemétoxylé en 3, 6, 4 e Glucosyl-7-O-lutéoline

Composition en huiles essentielles : Huit huiles essentielles sont retrouvées dans les
feuilles de Stévia:

Tableau (6) : Les huiles essentielles retrouvées dans les feuilles de Stévia d’aprés les travaux

>

de (Manish T & Rema S, 2006 ;Cario Franck, 2002).

p-caryophyllene e a-humulene

trans B-tarnesene » caryophylléenéoxyde
néerélidol  linalol

a-terpinéol e terpinéne-4-o

La composition phytochimique : des feuilles de stévia est présentée dans le tableau

ci-dessous. Parmi les dérivés stéroliques, on peut citer le stigmastérol, le B-sitostérol et

le campestérol (Manish T &Rema S, 2006).
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Tableau (7) : Composition phytochimique des feuilles de Stévia.

Tanins ++++

Alcaloides +++
Glycosides cardiaques ++
Saponines ++
Stérol et Tri-terpéne ++
Antraquinones +

Glycosides cyanogéniques -

Concentration tres forte : ++++
Concentration élevée : +++
Concentration moyenne : ++
Concentration faible : +
Résultat négatif : -

v vV Vv v v

Il a été démontré dans I'étude de Zehra Can et Nimet Baltas (2016) et de Frangois N.
Muanda et al (2011), que la plante Stevia rebaudiana est non seulement riche en glycosides
de stéviol, mais aussi par une puissance antioxydant naturel et anti-inflammatoire et méme
antimicrobiennes di aux flavonoides, les huiles essentielles et les tanins.

Signalant finalement, que la composition quantitative de S. rebaudiana peut varier
d'une culture a une autre, alors que la composition qualitative n'est pas modifiée. 1l est
souvent reporté que les variations relatives aux différentes méthodes de cultures (composition
du sol, ensoleillement, irrigation, récolte...), entrainent une variation sur la teneur en
molécules d'intérét, la composition chimique restant invariée (Lesniarek J, 2015). Toutefois,
I'environnement est l'acteur prépondérant dans les variations de quantité de glycosides de
stéviol, mais de nombreux autres critéres interviennent (Aboudrare Abdellah, 2009 ; Ceunen
S &Geuns JMC, 2013 ; Oddone B, 1999 ; Periche A et al,. 2015 ; Yang Yet al,. 2015;
Ceunen S et al,. 2012) :

v La photopériode : plus elle est longue, plus la quantité de glycosides sera importante,
v L’age : une plante jeune contient moins de glycosides qu'une plante plus agée,

v" Le moment de récolte : la concentration en glycosides diminue pendant la période de

floraison,

v Le climat, le sol, l'irrigation, variété...
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Il.  Extraction des glycosides de stéviol par infusion

La plupart des technologies récentes d’extraction des glycosides de stéviol
commencent par une infusion comme extraction primaire, pour cette premiere étape, de
nombreux parametres différents ont été testés en laboratoire comme : le ratio plante-solvant,
le type de solvant, la température et le temps de I’infusion qui sont des parametres essentiels
pour optimiser le rendement d’extraction (Ursula W-R, 2018).

Tous les auteurs s‘accordent sur l‘effet généralement positif du broyage sur les
opérations d‘extraction. Le broyage du solide permet d‘intensifier les phénomenes de transfert
du solvant a travers l‘augmentation de la surface spécifique (surface d‘échange entre le
solvant et le solide). En effet, a taux de solide donné, la surface de contact entre le solide et le
liquide augmente lorsque la taille de la particule diminue a travers 1‘augmentation de la
surface spécifique (Mohammad Mounir, 2007). Alors, I'utilisation de Stevia se forme de
poudre permet de faciliter le contact entre le solvant et les glycosides de stéviol ce qui

accélere leur dissolution.

Tableau (8):Différentes conditions opératoires pour I’extraction des glycosides de stéviol

(Steviol glycoside extraction from Stevia rebaudiana using different methods) (Ursula W-R,

2018).
Temp. Infusion Solvent- Particle
Authors Date (°C) time liquid ratio size (um) Solvent
Liu et al. 1997 64 7 h ND“ ND Methanol
Pasquel et al. 2000 25-100 1 h 20 ND Water
Erkucuk et al. 2009 78-100 2 cycles 10 500 Water-
(Soxhlet) methanol
Jaitak et al. 2009 Ambient 12 h 100 250 Methanol
water 80: 20
Teco et al. 2009 100 1h 300 500 Water
Liu et al. 2010 100 2h 10 1000 Water
Rai et al. 2012 78 56 min 14 ND Water
Lorenzo etal. 2014 100 30 min 42 Not Water
grinded
Das et al. 2015 7 51 min 40 ND Water
Pericheetal. 2015 50 5 min 100 ND Water
'ND = not communicated.

Dans la littérature, plusieurs solvants sont retrouvés polaires ou non (Afandi A et
al,.2013). D'emblée, il parait logique que les solvants polaires seront préférés aux solvants
apolaires, car les glycosides sont des molécules polaires. Parmi les solvants polaires, la
famille des alcools est la plus étudiée, notamment une molécule, le méthanol. Seul ou en

association, le méthanol offre de bons résultats d'extraction. Abou-arab et al (2010) comparent
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les rendements d'extraction entre lI'eau, le méthanol et le mélange eau - éthanol. L'étude révéle

que le méthanol extrait mieux les stéviosides qu'une extraction a I'eau.

Cependant, la pureté en stévioside est plus faible pour I'extraction au méthanol qu'a
l'eau. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Jaroslav et al. (2007). Les
conclusions pour le mélange eau - méthanol sont les mémes. Ainsi, les meilleurs rendements
en stévioside sont obtenus avec l'extraction au méthanol, suivi de I'extraction au mélange eau
- méthanol puis I'extraction a l'eau. En revanche, cet ordre est inversé quand il s'agit de pureté

de I'extrait en stévioside (Voir annexe 3).

Tableau (9) : Rendement de I’extraction et pureté de ’extrait en stévioside en fonction du

solvant utilisé.

Eau + +++
Eau-méthanol ++ ++
méthanol +++ +

Plusil yade “+’, plus le critere est élevé

Afandi et al. (2013) s'intéressent également a I'eau, au méthanol et au mélange de ces
deux en tant que solvant, mais contrairement aux études précédentes, c'est dans I'extraction du
rébaudioside A. Leurs résultats montrent que similairement au stévioside, les rendements

d'extraction sont meilleurs lorsque le méthanol est utilisé.

Afin d'obtenir des rendements plus élevés en glycosides de stéviol, les feuilles de
stévia peuvent étre prétraitées avec des solvants apolaires comme le chloroforme ou I'hexane
pour enlever les huiles essentielles, les lipides, la chlorophylle et d'autres substances apolaires
(Afandi et al,. 2013).

Rai et al. (2012) étudient également un procédé d'extraction des glycosides de stéviol,
ils firent varier le ratio [feuilles — eau] (1:5 a 1:20), ils jouent également sur la température (30
a 90°C) et le temps de contact (10 a 120 min). lls obtiennent des conditions optimales
d'extraction correspondant a une température de (78°C) pendant un temps de (56 min) avec un
ratio [feuilles — eau] de (1:14 m/v). A ces conditions, la quantité de stévioside extraite est de
(10,45 g/100 g) de feuilles séches.
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De plus, la température joue un réle prépondérant. Bien que les glycosides de stéviol
soient des composes thermostables et relativement polaires (Teo CC et al,. 2009 ; Erkucuk
Aet al,. 2009), quand la température augmente a (150°C), les rendements diminuent
considérablement. Cela serait le fait qu'a température modérée, I'eau solubiliserait plus les
composés polaires et a haute température elle solubilisera plus les composés non polaires
(Yildiz-Ozturk E et al,. 2014).

Les parametres influencant de maniére significative les propriétés de transfert et donc
la qualité d'extraction sont principalement la température, le temps de contact et le type de
solvant, car ils jouent un réle important sur des paramétres physico-chimiques tels que la
viscosité, la tension superficielle ou encore la diffusivité (Yildiz-Ozturk E et al,. 2014 ;
Jentzer JB et al,. 2015).

I1l.  Extraction assistée par Ultrasons :

Selon I’étude de Benfares A (2015), Le calcul du rendement de cette méthode, par
rapport au poids total de la poudre des feuilles montre que le stévia a donné une masse en
extrait sec de (18.63g/1009).

De la part de la sonication, I'effet mécanique de la cavitation ultrasonique augmente le
contact de surface entre les solvants et les échantillons et la perméabilité des parois
cellulaires. Les propriétés physiques et chimiques des matériaux soumis aux ultrasons sont
altérées et perturbent la paroi cellulaire veégétale, faciliter la libération des composés et

améliorer le transfert de masse des cellules végétales au solvant.
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IV.  Comparaison entre les deux méthodes

La plupart des études consultées déclare I’efficacité de la technique d’extraction
assistée par ultrasons aux techniques classiques telles que le Soxhlet ou la macération ou

I’infusion....etc. Pour extraire les composés actifs de diverses matiéres végétales.

A cet effet, I’extraction par sonication est une technologie simple et relativement peu
colteuse qui peut étre utilisée a la fois dans les petits et les grandes échelles d'extraction
phytochimique. Ses avantages les plus significatifs sont liés a I’augmentation du rendement
d’extraction et une accélération de la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle
permet de travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction
des composés. L’utilisation des ultrasons permet aussi d’effectuer des changements dans les
conditions d’opération telles que diminuer la température ou la pression, contrairement a
certaines techniques classiques. Ainsi, le temps requis avec cette méthode est largement
inférieur au temps nécessaire pour obtenir un rendement identique par macération au solvant,

par infusion ou par extraction au Soxhlet (Wang L et al., 2006).

L'analyse des composantes d'extraits bruts effectue par I’étude de Liu et al. (2010) a
révélé que la quantité relative de rébaudioside A augmenté dans les extraits assistée par
ultrasons par rapport aux extraits obtenus par le procédé classique, et les extraits assistée par

ultrasons a meilleure qualité.

Selon la littérature, la sonication a simultanément amélioré le processus d’hydratation
et de gonflement, tout en facilitant de masse des constituants solubles vers le solvant
d’extraction (Annegowda H et al,. 2012).

Ce qui nous a permet de conclure que I’extraction assisté par ultrason permettent
d’améliorer les d’extraction existants en raison des avantages qu’ils offrent dont un temps
d’extraction plut court, une température d’extraction modérée ce qui est un bénéfice pour les

composeés sensibles a la chaleurs (Pradal D, 2016).
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Conclusion

Le sucre fait partie de notre alimentation quotidienne et est indispensable a la vie.
Cependant, nous savons également que la consommation de sucre entraine une dépendance,
ce qui fait que l'on en mange de plus en plus. Une consommation excessive de ce dernier
entraine de nombreux troubles, dont le diabete, l'obésité, des réactions inflammatoires,

certaines formes de cancers, une pression artérielle élevée........ etc.

Depuis ces vingt dernieres années, pour pallier ces problémes sans supprimer le goQt
des denrées alimentaires, des édulcorants intenses, en particulier I'aspartame, I'acésulfame-k et
la saccharine ont commencé a se substituer au sucre. Toutefois, les problemes sanitaires sont
encore présents et ne cessent daugmenter, engendrant des désagréments de santé
considérables. Mais depuis 2011, les glycosides de stéviol ont fait une entrée remarquable

dans le monde.

En tant que biotechnologistes, il est intéressant de tenir compte du potentiel
nutritionnel de cette herbe sucrée du Paraguay : Stevia rebaudiana Bertoni , afin de satisfaire
les besoins d’un secteur agroalimentaire en pleine évolution, et apporter aux industriels de
nouveaux procédés visant a I’amélioration qualitative des produits alimentaires transformés et
I’innovation de nouveaux produits naturel a base de stévia ( le produit signifie plutot « sucrer

sans calories »).

En effet, aujourd’hui, les patients diabétiques ou en surpoids sont demandeurs de ces
produits naturels, non pas comme traitements potentiels, mais afin d’adoucir leur régime et ne
pas se priver de tout goQt sucré. Nous espérons voir un jour le stévioside et le rébaudioside A
dans le marché Algérien, en tant que principes actifs de spécialités anti-diabete ou

anti-hypertenseur, anti-cancérigeénes ...... etc.

D’autre part, dans ce travail, nous avons voulu évaluer I'état des connaissances
concernant la Stevia rebaudiana, les multiples bénéfices de l'usage de cette derniere ainsi que

ses avantages a I’échelle thérapeutique par rapport aux autres édulcorants.

Par ailleurs, il existe une grande variété de techniques d'extraction pour I’isolement
optimal des glycosides de stéviol a partir des feuilles de stévia. Cependant, la plupart de ces
techniques nécessitent un équipement spécifique et / ou des conditions de travail colteuses.
Les méthodes proposée dans ce travail (I’infusion et la sonication) sont faciles & appliquer, a

faible codt, et est respectueuse de l'environnement. Selon la littérature I’extraction par
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sonication présente des meilleurs résultats et le rendement est toujours supérieur a celui

obtenu par I’infusion.

Enfin, La substitution du sucre par la stévia représente une des solutions, mais elle doit
étre complétée par une éducation de la population, une modification de I'alimentation, une

activité physique et une responsabilisation personnelle. Pour le plus grand bien de notre santé.
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Annexe 1 : plantes médicinales et Edulcorants

I.  Plantes médicinales :

Les plantes médicinales peuvent étre définies comme toute plante ou partie
employée a des fins thérapeutiques ou contenant des substances pouvant fournir des
médicaments par voie de synthése ou d’hémi-synthese (Fournier P, 1948).

Ainsi défini par la pharmacopée frangaise comme une «drogue végétale au sens de
la pharmacopée européenne dont au moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses ». La drogue est donc la partie de la plante la plus riche en principe
actif, elle est issue de plantes fraiches ou desséchées, et utilisée a des fins thérapeutiques
(Chabrier J-Y, 2010).

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour ’humanité, elles
sont aussi des usines chimiques naturelles, produisant des substances actives
biochimiques : alcaloides, huiles essentielles, flavonoides, tanins... et les mettent a la
disposition de ’homme qui peut en faire usage pour sa santé et satisfaire ses besoins

vitaux (Schauenberg P & Paris F, 1997).

En effet, dans plusieurs pays en voie de développement, une grande partie de la
population fait confiance a des médecins traditionnels et a leurs collections de plantes

médicinales pour les soigner (Benayad N, 2008).

Pour traiter les blessures et les maladies. L’utilisation des ardmes était également

connue des civilisations de I’antiquité pour des usages religieux, cosmétiques mais aussi

thérapeutiques (Lardry J-M &Haberkoin V, 2007).

En Algérie I'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les
premiers écrits sur les plantes médicinales ont été fait aux IXeme siecles par Isha-Ben-
Amran et Abdallah-Ben- Lounés, mais la plus grande production de livres a été réalisée
au XVIleme et au XVIlleme siecle (Benhouhou S, 2015). Méme pendant le colonialisme
francais de 1830 a 1962. Les botanistes ont réussi a cataloguer un grand nombre
d’espéces médicinales. En1942, Fourment et Roque ont publiés un livre de 200 especes
végétales d’intérét médicinales, la plupart d’entre elles sont du Nord d’Algérie et
seulement 6 espéces sont localisées au Sahara (Benhouhou S, 2015). Dans d’autre
ouvrage montré que I’Algérie comprenait plus de 600 espéces de plantes médicinales et

aromatique (Mokkadems, 1999).




Aujourd’hui I’Algérie constitue un importateur net de plantes aromatique et
médicinales, elle importe presque la totalité de ses besoins en plantes aromatique,
médicinales et huiles essentielles. C’est pour cela que 1’Algérie devrait rendre le marché
des plantes médicinales une filiere a part entiére profit de son riche potentiel, a I’instar
des autres pays du Maghreb (A.P.S, 2015).

Les plantes médicinales sont utilisées en pharmacie humain et vétérinaire, en
cosmétologie, ainsi que dans la confection de boissons, soit a 1’état naturel, soit en
préparation galénique, soit encore sous forme de principes actifs, comme matiére pour
I’obtention de médicaments, (Naghibi N, 2005; Babulka P, 2007 ; Mebarki N, 2010), elle
sont trés importantes comme plantes économiques, elles contiennent des principes actifs
utilisés dans le traitement de diverses maladies, aprés leur isolement, et on peut aussi les
employer dans les industries pharmaceutiques, alimentaires, des cosmétiques et des

parfums.

Parmi les derniers médicaments obtenus a partir des plantes, on trouve le Taxol,
isol¢ de I’if (Taxusbaccata, taxaceae) qui a sa place dans le traitement des cancers
gynécologiques.  L’artémisinine, substance isolée d’une armoise chinoise
(Artemisiaannua, Asteraceae) est utilisée dans le traitement des formes résistantes de la
Malaria. On peut encore citer la galanthamine, obtenue de la perce-neige
(Galanthusnivalis, Amaryllidaceae) utilisée depuis peu dans le traitement de la maladie
d’Azheimer. (Bouacherine R &Benrabia H, 2017).

Pour finir il ne faut pas oublier que les plantes médicinales sont aussi utilisées
dans la thérapeutique vétérinaire. Citons comme exemple le Serpolet (Thymus
serpyllumL.) qui est utilisé comme antiseptique, ou contre les entérites et les parasitoses
des volailles (Chabrier J-Y, 2010).

Il.  Lesédulcorants :

Un édulcorant, par définition, est « une substance d’origine naturelle ou de
synthese donnant une saveur sucrée » (Dictionnaire Larousse). En regle générale, le
terme « édulcorant » fait référence a des substances dont le but est d’améliorer le goft
d’un aliment, pour faciliter I’administration de médicaments en tant qu’excipients, pour
leurs propriétés fonctionnelles en industrie agroalimentaire (pour maintenir une texture

onctueuse par exemple) ou encore comme substitut du sucre dans le traitement de




pathologies chroniques ou de troubles nutritionnels (diabéte, hypertension, obésité)
(Parent M, 2011; Wagner V, 2012).
Ils sont répartis en diverses catégories parmi lesquelles on trouve les édulcorants

de synthese ou artificiels et les édulcorants dits naturels.

% Les édulcorants de synthése: comportent les édulcorants « intenses » et les
édulcorants « de charge » (ou « nutritifs ») :

v Les édulcorants « intenses » : possédent un pouvoir sucrant tres élevé. Parmi ces
édulcorants: On retrouve la saccharine, Les cyclamates, L’aspartame et
L’acésulfame K (Neyrat P, 2011).

v Les édulcorants « nutritifs », de « charge » ou « de masse » : Il s’agit de sucres
comme le saccharose, le fructose, le galactose ou I’isoglucose qui sont des
denrées alimentaires et des polyols (Neyrat P, 2011). Ces derniers sont des
édulcorants sans sucres, ils appartiennent a la famille des glucides mais pas des
sucres. lls sont également utilisés, volume pour volume, en quantité similaire a
celle du sucre (les plus connus étant le sorbitol, le xylitol, le mannitol, 1’isomalt,
le maltitol, le lactitol, erythritol) (Wagner V, 2012).

% Les édulcorants naturels : sont issus de plantes qui contiennent des principes
actifs sucrés. Ils imitent bien le golt du sucre et permettent une meilleure gestion
de la prise de sucre. Parmi les édulcorants naturels on retrouve la réglisse, le sirop
d’agave, le sirop d’érable, les sirops de céréales, le miel, le kitul, la caroube, le

tagatose et la Stévia (Wagner V, 2012).

On s’intéresse vivement dans ce travail a mieux caractérisée la Stévia en tant

qu’une plante merveille qui sert a donner cette propriété sucrante (€dulcorant naturel).




Annexe 2 : Stevia rebaudiana Bertoni

La Stevia est une plante endémique du Paraguay que I’on trouve aussi au Brésil,
dans le Matto Grosso, On la rencontre principalement sur les hauts plateaux du Paraguay,
du nord de la région de L’ Amambay jusqu’a celle de Mondaih ou Les sols sont riches en
humus, Cependant, elle est aujourd’hui cultivée dans de nombreux pays asiatiques

comme le Japon, la Chine Populaire, Taiwan, L’Indonésie et le Laos (Yannick M, 1986).

Figure 1 : partie aérienne d'un plant de Figure 2 : Stevia rebaudiana Bertoni
Stevia rebaudiana Bertoni naturel dans son habitat (Giuffré L, 2013).
(Argentine) (Lemus-Mondaca R,
2012).




Figure 3 : Fleurs de Stevia rebaudiana (Yadav A.K et al., 2011).

Figure 4 : Schéma d’une fleur de Stevia rebaudiana avec ses organes reproductifs

(1) involucre ;

(2) corolle ;

(3) pistil ;

(4) akene aves ses aigrettes.
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Figure 5 : Dessin analytique de Stevia rebaudiana (Soejarto DD, 2002).

(a) Spécimen provenant d'un plant sauvage du Paraguay ;
b) Spécimen provenant d'un plant en culture ;

(c) Feuille ;

(d) Capitule avec fleurons ouverts.

(e) Anthére avec poils surmonté d'un fleuron.

Figure 6 : Graines de Stevia rebaudiana (Yadav A.K et al., 2011).

a : graine stérile ;

b : graine fertile.

Les graines contenues dans l'akéne sont relativement petites et Iégeres car elles
mesurent de 2,5 a 3 mm (Pande SS & Priyanka G, 2013) et portent a leurs
extréemités des poils fins leur servant de transport par le vent (Aboudrare A, 2009).
Il est possible de reconnaitre la viabilité d'une graine grace a sa couleur : les




graines fertiles sont généralement de couleur foncée ou sombre, tandis que les
graines stériles sont de couleur claire ou péle (Goettemoeller J & Ching A, 1999).

Figure 7: Feuilles fraiches de la plante Stevia rebaudiana (Aboudrare A, 2009).

+ Les feuilles de Stévia sont opposées, subsessiles avec des entrenceuds de 2 a 4 cm.
Elles sont la plupart du temps pétiolées d'un pétiole court de 3 a 4 mm avec des
nervures réticulées ou pennées. Sur la face inférieure, les feuilles présentent trois
nervures primaires bien marquées, ainsi que des nervures secondaires qui sont peu
marquées a la face supérieure. Celles-ci ont une longueur variant entre 3 et 5 cm et
une largeur d’environ 2cm. Une odeur assez forte se dégage lorsque les feuilles sont
broyees. Plus les feuilles sont agées, plus les glycosides sont abondants (Leverrier Z,
2014). Les feuilles contiennent plus de carbohydrates (cellulose, fibres solubles) et

de cendres, mais moins de lipides et de protéines (Shivanna N et al., 2013).

+ La tige est mince, semi-ligneuse, de couleur verte et posséde des rameaux opposés
décussés espacés de 2 a 4 cm. Elle comporte aussi des poils courts, fins et de couleur
blanchatre. La tige est annuelle et renferme des stéviosides mais bien moindre par

rapport aux feuilles et fleurs (Aboudrare A, 2009).




Annexe 3 : Les procédés d’extraction des plantes

Les plantes ont fourni aux humains un bon nombre de leurs besoins essentiels, y
compris des agents vitaux pendant des siécles. Etant donné que seulement 1 410% des
espéces Végétales supérieures disponibles ont été examinées biologiquement, la
découverte de médicaments a partir de plantes devrait rester un élément essentiel dans la
recherche de nouveaux médicaments (Kunzelman JI et al., 2005), en particulier avec le
développement de méthodes d'analyse hautement sensibles et polyvalentes qui incluent la
recherche plus loin pour les méthodes d'extraction pratiques. Signalons également qu’ils
ils existe des méthodes conventionnelles d’extraction des métabolites ou ils se basent le
plus souvent sur I’affinité des molécules pour différents solvants et sur 1’utilisation de
chauffage et/ou d’agitation (Azmir J et al., 2013), et des techniques modernes semblent
plus prometteuses comme les extractions assistées par enzymes ou encore par
ultrasons...etc. Lorsque ces derniers utilisent peu ou pas d’agents chimiques toxiques,
des ressources renouvelables ou encore lorsqu’elles présentent une faible demande
énergétique, elles peuvent étre considerées comme des technologies « verte » (Azmir J et
al., 2013).

En effet, Le choix de la méthode utilisée doit les prendre en considération, en
fonction de la biomasse a extraire, des metabolites désirés et des moyens mis a
disposition (Azmir J et al., 2013).

En ce qui concerne les procédés d'obtention des glycosides de stéviol a partir des
feuilles de stévia ; I'extraction, la purification sont maitrisées. Il existe plusieurs méthodes
permettant d'extraire les glycosides de stéviol a partir du végeétal S. rebaudiana, mais
pour en obtenir a usage alimentaire, le reglement I'Union Européenne n°231/2012
autorise une seule méthode : I'extraction a I'eau. Le Comité Européen s'est dirigé vers ce
type d'extraction plutét qu'une autre, pour des raisons liées a la sécurité. En effet, une
extraction a l'eau est plus sécuritaire d'un point de vue sanitaire car elle n‘implique pas

I'utilisation d'agents chimiques.




A. L’extraction par Soxhlet :
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Figure 1 : Extracteur de Soxhlet.

B. Extraction assistée par ultrason:

La succession de compression et de

décompression creée par les ultrasons de puissance a basses fréquences provoque des

turbulences dans le milieu de propagation (Combette et al., 2001). Des bulles, dites

de cavitation, se créent pendant les phases de décompression. Celles-ci implosent

lors des phases de compression, provoquant la cavitation (Figure 2) (Laborde et al.,

1998). En présence de matériel biologique, les bulles de cavitation qui implosent a

proximité de cellules,

brisent les parois cellulaires. Cette sonolyse facilite

I’extraction de molécules d’intéréts, puisqu’elle permet de libérer le contenu

intracellulaire. (Vilkhu et al., 2008 ; Veillet, 2010 ; Nait Sidi Ahmed, 2012 ; Chemat,

2014).
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Figure 2 : I'impact de I’implosion d’une bulle de cavitation a la surface d’une

cellule végétale.




Annexe 4 : Les techniques de séparation

A. Chromatographie sur couche mince (CCM) :
> Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:

1) La cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme
variable, fermé par un couvercle étanche.

2) La phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un
autre adsorbant est fixée sur une plaque de verre a l'aide d'un liant comme le
sulfate de calcium hydraté (platre de Paris) I'amidon ou un polymere organique.

3) L'échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée (2 a 5 %) du mélange
a analyser, déposé en un point repere situé au-dessus de la surface de I'éluant.

4) L’éluant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque

en entrainant les composants de I'¢chantillon (Boucheloukh H, s.d.).

» Réaisation d'une CCM.
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Figure 1 : les déférentes étapes de séparation chromatographique sur CCM.

B. Chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

Un appareil d’HPLC comprend différents modules: un réservoir a solvant contenant
la phase mobile, un systéeme de pompage permettant d’effectuer des €lutions graduées,
un injecteur, une colonne, un détecteur et un systéme d’acquisition de donnees. Il

nécessite également un dispositif de dégazage (Figure2) (Benabdallah H, 2016).




Chromatographie Liquide Haute Performance
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Figure 2 : Les composants d’un chromatographe liquide a haute performance

(Appareil Dionex)

C. Chromatographie en phase gazeuse (CPG):

Le spectrometre de masse est un des détecteurs les plus puissants pour la
chromatographie gazeuse. On appelle GC-MS (Gaz Chromatography-Mass
Spectroscopy) la combinaison de la chromatographie gazeuse et de la spectrométrie de
masse. Un spectrométre de masse mesure le rapport masse sur charge (m/z) des ions qui
ont été produits a partir de ’échantillon par une source d’ionisation qui est assez
énergétique pour briser des liaisons chimiques dans les molécules de I’échantillon et
forme beaucoup de fragments ; qui sont trés utiles pour identifier 1’espéce moléculaire
qui entre dans le spectrometre de masse a partie du spectre de fragmentation ou par

comparaison avec bibliotheque de spectre (Boucheloukh H, s.d.).
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Figure 3 : photo d’un appareil de chromatographie en phase gazeuse.

D. La spectrométrie de masse (SM) :

» Le spectrometre de masse doit assurer les opérations suivantes:

1) Volatiliser (Séparer les molécules les unes des autres): On passe de I’état de

matiére condensee a un état gazeux.

2) loniser (Transformer les molécules en ions): Grace a des champs électriques

3) Mesurer les rapports m/z : La masse moléculaire est calculée a partir du rapport

masse sur charges (m/z) (Université d’Ouargla, 2013-2014)).
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Figure 4: Composition d'un Spectrometre de Masse.




Annexe 5 : La composions chimique des glycosides de stéviol

A. Le stéviol et glycosides de stéviol :

L’acide ent-kaurénoique hydroxylé, également appelé stéviol (figure 1), est le
précurseur d’hétérosides présents essentiellement dans les feuilles de Stévia. On en
retrouve également dans les tiges et les fleurs, mais en moindre quantité. Il n’y a aucune
trace de ces hétérosides dans les racines de la plante (Kennelly E.J, 2002; Tanaka O,
1982). Parmi ces hétérosides on retrouve les glycosides de stéviol.

Dans la Stévia, On peut comparer la synthése du stéviol a celle des gibbérellines,
qui sont des hormones végétales stimulant la croissance, jusqu’a 1’obtention du
ent-kaurenate.

Il s’agit d’une hydroxylation unique par une 13-hydroxylase, Elle hydroxyle
I’ent-kaurenate en position 13 pour former le stéviol (figure 1) et c’est grace a cette
réaction que s’effectue la divergence avec la voie de biosynthése des gibbérellines. En
effet, dans la synthése conduisant aux gibbérellines 1’ent-kaurenate est tout d’abord
hydroxylé en position 7a puis en 13. Or dans la voie qui conduit a la formation de stéviol,

il n’y a qu’une hydroxylation en position 13 (Geuns J, 2003).

2 -+ +NADP*+H, 0

CH3 COOH
steviol

Figure 1 : Synthese du stéviol par 13-ent-kaurenate hydroxylase.

Dans le cas des glycosides de stéviol, la partie aglycone est représentée par la
molécule de stéviol. Son squelette permet une liaison de type ester en R1 et une liaison de
type osidique en R2. L’action des glycosyl transférases sur ce squelette permet 1’ajout
d’une ou plusieurs unités de rhamnose ou de glucose en position C13 et / ou C19 du
stéviol. Néanmoins, ces enzymes seraient dépendantes de la présence d’UDP-glucose
(Uridine Di-Phosphate-glucose). Les UDP-glycosyltransférases (UGTSs) permettent

enfaite le transfert d’un résidu de sucre a partir d’un donneur activé vers une molécule qui




I’accepte. Dans ce cas, le donneur est 'UDP-glucose et le receveur est le stéviol (Hughes
J&Hughes M. A, 1994).

B. Caractéristiques organoleptiques :

Des études ont testé I’hypothése d’une relation entre la structure chimique et le godt
des glycosides de stéviol, Selon I’étude de Jooken et al. (2013) ; Le nombre d’unités de
sucre attachées au groupement hydroxyl du stéviol (position C13) pourrait, en revanche,
influer sur les caractéristiques organoleptiques des glycosides de stéviol, les composés les

moins amers ayant un nombre plus €élevé d’unités de sucre.

C. Biosynthese des glycosides de stéviol :

Le stéviol posseéde deux groupements hydroxyles qui peuvent étre glycosylés, ces
glycosylations vont s’effectuer grace a des glycosyl transférases. Leur action consiste a
fixer des chaines latérales contenant une ou plusieurs unités de glucose et / ou de
rhamnose. La premiére glycosylation est obtenue sur I’hydroxyle en position 13 et
dépend d’UGT85C2. Elle transforme le stéviol en stéviol monoside. La transformation du
stéviol monoside en stéviolbioside est catalysée par une UGT qui n’a pas encore pu étre
identifiée, ou qui pourrait étre 'UGT74G1 (Richman A et al., 2005). Ensuite 'UGT74G1
va catalyser la réaction qui transforme le stéviolbioside en stevioside en agissant sur le
groupement carboxyle en position 19. Le stévioside est pris en charge par 'UGT76G1
pour produire le rébaudioside B. Ce dernier subit a son tour I’action de I’'UGT74Gl1, ce
qui le convertit réebaudioside A. Le rébaudioside A est le produit final de la synthése des
glycosides de steviol. En conclusion de cette synthése, dans le cytosol on obtient deux
glycosides majoritaires qui sont le stévioside et le rébaudioside A

La premiere étape correspond a la synthése de 1’acide ent-kaurénoique
(ou ent-kaurenate). Cette synthese emprunte la voie du MEP qui est un enchainement de
réactions a l’intérieur des chloroplastes. Il commence avec le pyruvate et le G3P
(glycéraldéhyde-3-phosphate) qui subissent 1’action de la DXS (1-déoxyxylulose-5-
phosphate synthase) et deviennent du 1-déoxyxylulose-5-phosphate (DXP). Sur le
composé formé vient s’ajouter I’action de la DXP réductoisomérase (DXR), ce qui

permet I’obtention du MEP (2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate).




Apres avoir obtenu le MEP, 5 étapes sont encore nécessaires pour arriver a former
I’TPP (isopentényldiphosphate). Ces 5 étapes sont catalysées par 5 enzymes qui agissent

dans cet ordre précis :

CMS (4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol synthase)

CMK (4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-érythritol kinase)

MCS (4-diphosphocytidyl-2-C-méthyl-D-érythritol 2,4 cyclodiphosphatesynthase)
HDS (1-hydroxy-2-(E)-butenyl-4-diphosphate synthase)

HDR (1-hydroxy-2-(E)-butenyl-4-diphosphate reductase).

Ceci termine la voie du MEP (Brandle J&Telmer P.G, 2007)

Les étapes suivantes se déroulent toujours dans les chloroplastes. Afin d’obtenir le

géranylgéranyldiphosphate (GGDP), il 'y a catalyse de TI'IPP et du
diméthylallyldiphosphateet par la prényltransférase GGDP synthese (GGDPS)
(Brandle J&Telmer P.G,2007 ;Mc garvey D.J & CroteauR,1995).
Ensuite s’effectuent deux cyclisations, la premiere qui permet de cycliser le GGDP en
entcopalyldiphosphate par action de la CDPS (copalyldiphosphatesynthase) et la seconde
permetd’obtenir I’ent-kaureéne par action de la kaurénesynthase (KS) (Brandle J &Telmer
P.G, 2007).

La suite de la synthese se déroule dans le réticulum endoplasmique ou
I’ent-kauréne est oxydé en C19 par une enzyme du type cytochrome P450. Cette enzyme
est la kauréne oxydase (KO) et elle permet d’obtenir 1’acide ent-kaurénoique (Helliwell
C.A et al., 2001). S’ensuit une hydroxylation de cet acide au niveau du CI13, ce qui
permet la formation de la molécule de stéviol. L’enzyme qui catalyse I’hydroxylation est
la KAH (acide ent-kaurénoigque-13hydroxylase) (BranmachariG et al., 2011) et dans cette

étape commence la synthese des glycosides.
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Figure 2 : Biosynthese des glycosides de stéviol (Enzymes situées dans le chloroplaste :
orange, rouge et jaune ; enzymes situees dans le réticulum endoplasmique : bleue ;

enzymes situées dans le cytosol : verte) (Brandle JE &Telmer PG, 2007).

Les glycosides de stéviol ainsi formés vont migrer et s’accumuler dans les
vacuoles des cellules. Cette migration est possible car les glycosides sont des molécules
hydrophiles (Shibata H et al., 1991). C’est grace aux glycosylations que le stéviol qui est
une molécule hydrophobe devient hydrophile. Les glycosides ainsi formés se retrouvent
concentrés dans la vacuole de la cellule, ce qui expliqgue que les feuilles soient aussi

riches en édulcorants (Benfares A, 2015).




Pyruvate G-3-P

Kauréne

Acide kaurénoique

Figure 1 : Localisation des étapes de la biosynthése dans la plante.

G-3-P = glycéraldéhyde-3-phosphate
GGDP = géranylgéranyldiphosphate




Annexe 6: Les vertus thérapeutiques de Stevia rebaudiana

A. Stévia et diabéete :

L’augmentation de risque de développer le diabéte de type 2 est fortement associée
a la consommation des édulcorants artificielles c’est la raison pour laquelle 1’usage des
édulcorants naturels est dés lors devenue tres populaire et ils ont été introduits largement
dans notre alimentation plus précisément 1’édulcorant naturel « stévia » qui ont un goQt
tres sucreé mais non calorifique (Kinghorn AD & Soejarto DD, 2002).

Selon 1’étude de Jeppesen et al. (2003) menée sur des rats GK (une sous-souche
Wistar non obése qui développe un diabete sucré de type 2 t6t dans la vie) a montré qu'un
apport de 0,025 g / kg de stévioside a un effet hypoglycémique. Cet effet est attribué a
une sécrétion accrue d'insuline et a I'induction de génes associés a la glycolyse. D’autre
part Mohd-Radzman et al. (2013) ont observé que le stévioside a des effets directs sur la
sensibilité a l'insuline 3T3-L1 via une augmentation de I'absorption du glucose et une
expression accrue des protéines impliquées dans la voie de signalisation de l'insuline.
L'augmentation de la sécrétion d'insuline est liée a la fermeture des canaux potassiques
dépendants de I'ATP, ce qui entraine la dépolarisation des cellules béta pancreatiques et
I'activation des canauxCa?*.

D’autre part, selon Toskulkao et al en (1995) et de Jeppesen et al en (2000) les
données indiquent que les composants de la stévia pourraient agir directement sur le
pancréas en stimulant la production d’insuline, mais aussi en diminuant 1’absorption
intestinale des sucres ou encore en augmentant la sensibilité a 1’insuline et les fonctions
métaboliques du foie et des muscles squelettiques.

A propos, des résultats montrent que le stévioside, n'a aucun effet inhibiteur sur
I’absorption intestinal du glucose. Cependant, le stéviol (un métabolite de stévioside)
inhibe l'absorption du glucose lorsqu'il est en contact direct avec l'intestin gréle du
hamster in vitro. La réduction de la teneur en ATP muqueux et les altérations structurelles
de I'absorption intestinale les cellules sont probablement responsables de l'inhibition. La
réduction de la teneur en ATP intestinal peut-étre di a l'effet inhibiteur du stéviol sur les
mitochondries intestinales, probablement au niveau de phosphorylation. 1l a été
mentionné par ’étude Yamada et al en (1985) que I’effet hypoglycémiant ne serait pas d
au stévioside mais au stéviol et a 1’isostéviol et que ces dernieres agiraient principalement
au niveau des mitochondries du foie comme inhibiteurs de la phosphorylation oxydative

se traduisant par une baisse de la synthése d’ATP ce qui augmente la glycolyse et réduit




la néoglucogenese ce phénomene augmenter la sensibilité & I’insuline en inhibant
I’expression hépatique du phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (enzyme pour la
gluconéogénese contrdlant la production de glucose hépatique) selon 1’étude réalisée par
Chen et al (Chen TH et al.,2005).

En tout, les feuilles de stévia ne contient pas seulement que le stévioside mai ainsi
d’autres édulcorants qui participe a 1’homéostasie glycémique.

Concernent le rébaudioside A une étude par AbudulaR et al (2004) trouve que cette
molécule pouvait stimuler la sécrétion d’insuline des cellules B par une inhibition des
canaux ATPasiques potassiques permettant aux cellules B de se dépolariser et ainsi
d’activer les canaux calciques.

Et par rapport a l’isostéviol qui améliore le profil lipidique et permet de réguler
positivement 1’expression des geénes clefs des cellules B, incluant les facteurs de
transcription régulant I’insuline. De plus, il peut améliorer la glycémie homéostasique,
augmenter la sensibilité a I’insuline, baisser les triglycérides et le poids chez les souris

diabéetiqgues KKay (Nordentoft I et al., 2008).

B. Stévia et obésité :

Dans le cadre d’une alimentation équilibrée, la Stevia pourrait étre utilisée
ponctuellement pour changer les gestes quotidiens de certaines personnes en sur poids.
En effet, le remplacement du sucre (en dehors du sucre naturellement présent dans les
aliments comme les fruits) pourrait faire perdre du poids aux individus obeses ou en
surpoids. Ils pourraient ainsi continuer a se faire plaisir en consommant ce faux-sucre, et
ne pas s’imposer de régime trop restrictif et gustativement désagreéable. La Stévia pourrait
représenter une arme importante dans I’observance d’un régime sur de longues durées

(Wagner V, 2012).

C. Stévia et hypertension :

Le stévioside est capable de causer une bradycardie (Apisariyakul A et al., 1991) et
une hypotension. Une action hypotensive est observée chez des Hommes (Humboldt G &
Boech EM, 1977) ayant recu tous les jours pendant 30 jours du thé a base de
S.rebaudiana présenté sous forme d’extrait de Stévia. Cette étude montre également que
I’extrait (Boeckh EMA & Humboldt G, 1981) aurait un effet inotrope négatif en baissant
la durée de la systole. Cela réduirait le volume d’éjection systolique qui ensuite réduirait

la pression artérielle moyenne.




Plusieurs études (Melis MS & Sainati AR, 1991 ; Melis MS A, 1996) montrent que
le stévioside et les extraits de la Stévia baissent la pression artérielle moyenne en
induisant une vasodilatation en provoquant une baisse des résistances périphériques. Cela
conduit & une diminution de volume plasmatique.

D. Stévia et cancer :

« Des chercheurs de I’'Institut du Cancer de Huntsman en Utah ont été parmi les
premiers a découvrir que le sucre « nourrit » les tumeurs. Selon 1’étude publiée dans la
revue Proceedings de la National Academy of Sciences : « Il est connu depuis 1923 que
les cellules tumorales utilisent beaucoup plus de glucose que les cellules normales ».

Ukiya M,SawadaS, et al en (2013) ont découvert que les dérivés du glycoside de
stéviol avaient un impact toxique sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses. Ceux-ci
comprenaient la leucémie, le cancer du sein, du poumon et de l'estomac. En effet, 36
dérivés, soit 2 a 37, ont eté preparés a partir de stévioside, et leurs activités cytotoxiques
ont été évaluées contre la leucémie (HL60), le poumon (A549), lignées de cellules
cancéreuses de l'estomac (AZ521) et du sein (SK-BR-3). Tous ces composés actifs
possedent un groupe C (19) -O-acyle et parmi les dérivés, le Dérivés 19-O-acylés, en
particulier ent-kaur-16-ene-13,19-diol 19-O-4 ', 4, 4'-trifluoro-crotonate (14), a montré
une puissante cytotoxicite contre les lignées cellulaires cancéreuses utilisées. Ces
résultats suggerent que l'acylation du groupe 19-OH des diterpénoides de type kaurane et
beyerane qui sont des dérivées de stéviol pourrait étre utile pour améliorer leurs
cytotoxicités avec une activité induisant l'apoptose.

D’autre part, une autre étude a montré que le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-
acetate (TPA) induit des cancers cutanés de stade 2 chez les cellules de mammifeéres. Le
stévioside est capable selon Nakamura Y et al (1995) d’avoir un effet antitumoral sur ces
cellules. Il serait capable d’induire I’inhibition du TPA. Yasukawa K et al (2002)
confirme ces résultats. En(2005), Mizushina et al, montrent que l'isostéviol inhibe les
DNA polymeérases et la DNA topoisomérase Il qui sont des cibles thérapeutiques dans les
cas de cancer comme dans les cas de maladies inflammatoires. L'isostéviol aurait aussi la
capacité de retarder la croissance de plusieurs cancers apparaissant chez I'Homme
(Chatsudthipong V, Muanprasat C, 2009).
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