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Résumeé

Stevia rebaudiana, communément appelée stevia, est une plante originaire d’Amérique du
Sud, connue pour sa richesse en glycosides de stéviol intensément sucrés mais aussi en éléments
nutritifs essentiels pour 1’organisme. L’utilisation de la stevia comme substitut du sucre, offre
une solution sucrante naturelle et sans calories qui permettrait de réduire les problémes liés a la
surconsommation de sucre. Pour ce faire, nous avons étudi¢ la composition nutritionnelle et
minérale des feuilles de Stevia cultivée en Algérie. Etant une plante trés riche en sucre, nous
avons réalisé une extraction des glycosides de stéviol par décoction, infusion, ultra-sons et
micro-ondes. Nous avons par ailleurs réalisé un dosage des sucres totaux dans nos extraits par la
méthode Dubois.

Nos résultats révelent que la composition nutritionnelle des feuilles de Stevia était comme
suit : lipides 3,228% + 0,0514, protéines 9,192% + 1,002, carbohydrates 56, 783% + 17,202,
fibres 0,338% £ 0,005, humidité 7,706% + 0,0378, cendres 22, 751% =+ 17,339, et valeur
énergeétique 252,165 kcal/g + 61,420. Le dosage des minéraux a révélé que la Stevia était riche
en calcium (38.680%) et potassium (36.145%). Le dosage des sucres dans les quatre extraits a
révélée qu’il n’y a pas de différence significative étre les techniques utilisées pour 1’extraction
des glycosides (P > 0.05).

Les résultats de notre étude mettent en évidence la richesse de la Stevia en sucres et en
éléments nutritifs et permettent d’envisager son introduction progressive dans I’alimentation du
consommateur algérien.

Mots-Clés : Stevia rebaudiana, sucre hypocalorique, substituts de sucre.



Abstract

Stevia rebaudiana, commonly known as stevia, is a plant native to South America, known
for its rich content of intensely sweet steviol glycosides and essential nutrients for the body.
Using stevia as a sugar substitute offers a natural, calorie-free sweetening solution that could
help reduce the problems associated with over-consumption of sugar. To this end, we studied the
nutritional and mineral composition of Stevia leaves grown in Algeria. As this plant is very rich
in sugar, we extracted the steviol glycosides by decoction, infusion, ultrasound and microwave.

We also measured the total sugars in our extracts using the Dubois method.

Our results reveal that the nutritional composition of Stevia leaves was as follows: lipids
3.228% + 0.0514, proteins 9.192% + 1.002, carbohydrates 56, 783% + 17.202, fiber 0.338% =
0.005, moisture 7, 706% + 0.0378, ash 22, 751% + 17.339, and energy value 252.165 kcal/g +
61.420. Mineral analysis revealed that stevia was rich in calcium (38.680%) and potassium
(36.145%). The determination of sugars in the four extracts revealed that there was no significant

difference between the techniques used to extract the glycosides (P > 0.05).

The results of our study highlight the high sugar and nutrient content of Stevia and suggest

that it could be gradually introduced into the diet of Algerian consumers.

Keywords: Stevia rebaudiana, low-calorie sugar, sugar substitutes.
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Introduction générale

Introduction générale

La surconsommation de sucre est devenue un grave probléme de santé publique, associée
a un risque accru de maladies chronigues telles que I'obésité, le diabéte de type 2, les maladies
cardiovasculaires et certains types de cancer. Cette surconsommation conduit non seulement a
une prise de poids en raison de la teneur élevée en calories du sucre, mais aussi a des
désequilibres dans I'appétit et la satiété, favorisant une alimentation excessive et non équilibrée
(jenzter, 2015).

Au cours des 20 derniéres années, afin de surmonter ces problemes sans supprimer le goQt
des aliments, I’industrie alimentaire s’est efforcée a développer des produits allégés en sucre. Ce
dernier a été remplacé par des édulcorants acaloriques, des particules au godt sucré qui ne sont
pas métabolisées par le corps humain. Ces édulcorants sont souvent obtenus par des procédes
chimiques comme 1’aspartame, I’acésulfam K ou le sucralose. Bien que leur utilisation pour la
fabrication de produits alimentaires soit autorisée, la toxicité de ces édulcorants et leur impact
sur la santé humaine alimentent les discussions au sein de la communauté scientifique (jenzter,
2015). Ces préoccupations justifient le recours des consommateurs et industriels aux édulcorants

naturels.

Stevia rebaudiana Bertoni, plus communément appelée stevia est une plante de la famille des
Asteraceae originaire d’Amérique du sud. Elle posséde la spécificité d'avoir un gott sucré trés
intense et un indice glycémique égale a zéro. Cette particularité est due a la présence de

glycosides diterpénoides tétracycliques appelés « glycosides de stéviol » (Sangha, 2014).

La Stevia est principalement connue pour la teneur élevée en glycosides de stéviol dans ses
feuilles qui, sont utilisées dans une large gamme de produits alimentaires comme édulcorant sans
calories. En plus des glycosides, les feuilles de stevia contiennent des composants
phytochimiques importants tels que, les protéines, les lipides, les acides aminés et gras, les huiles

essentielles, les vitamines et les minéraux (Sangha, 2014).

Notre étude se fixe comme objet de déterminer la valeur nutritionnelle des feuilles de Stevia
cultivée en Algérie afin d’envisager son introduction progressive dans I’alimentation du
consommateur algérien. Eu égard a la richesse des feuilles de Stevia en glycosides
hypocaloriques et en éléments nutritifs essentiels pour 1’organisme (vitamines, minéraux et
huiles essentiels), I'utilisation de cette plante peut s’avérer intéressante pour promouvoir la

sécurité nutritionnelle et la santé du citoyen.
I ————
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Introduction générale

Notre mémoire est organisé en trois chapitres suivis d’une conclusion générale, & savoir :

Dans le premier chapitre, nous étudions en détaille la plante de Stevia rebaudiana,
comprenant son origine, sa classification, sa description botanique, son utilisation
mondiale, et aussi sa compositions, toute en mettant en évidence les glycosides de stéviol
et leurs effets pharmacologiques.

Dans le deuxieme chapitre nous présentons les différentes techniques et les démarches a
suivre pour déterminer la valeur nutritionnelle et minérale des feuilles de Stevia cultivée
en Algérie et I’extraction des glycosides de stéviol.

Le troisieme chapitre est dédié a la partie de discussion des résultats que nous avons
obtenus durant notre travail.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale et des perspectives ultérieures a cette

étude.
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Chapitre | Etude bibliographique

1.1. Introduction

Pour parler sur la demande croissante d'édulcorants naturels qui motivée par les
inquiétudes concernant les édulcorants synthétiques cancérigenes. Des recherches ont identifié
plusieurs substances végétales naturelles au goQt sucré intense, notamment les glycosides de

stéviol extraits de Stevia rebaudiana, utilisés comme alternatives hypocaloriques.

Dans ce chapitre, nous présentons une étude détaillée sur la plante de Stevia rebaudiana,
comprenant son origine, sa classification, sa description botanique, son utilisation mondiale, et
aussi ses diverses compositions, toute en mettant en évidence les glycosides de stéviol et leurs

effets pharmacologiques.
I.2. Stevia rebaudiana Bertoni

Stevia rebaudiana Bertoni, communément appelée Stevia (Figure 1.1), est un arbuste
vivace appartenant a la famille des Astéracées ; de la région d'’Amambay, au nord-est du

Paraguay ; bien qu'il ait été aussi liée a des régions du Brésil et de I'Argentine.

Figure 1.1. Stevia rebaudiana Bertoni

Stevia rebaudiana Bertoni appartient a la famille des Asteraceae. Elle fut découverte par le
Dr. Moisés Santiago Bertoni en 1887, cependant la plante été utilisée par les Indiens Guarani
depuis des centaines d'années. La Stevia a une longue histoire d'usage médicinal au Paraguay et
au Brésil et ses nombreuses applications thérapeutiques sont transmises de génération en

génération depuis plusieurs d'années.

_____________________________________________________________________________________________________|
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Il existe aujourd’hui (150- 200) especes de Stevia (Wagner, 2012 ; Escutia et al.2019), mais
Stevia rebaudiana Bertoni est la seule espéce avec des propriétés édulcorantes importantes.
Stevia est connue principalement pour la teneur élevée en glycosides de stéviol dans ses feuilles
qui sont utilisés dans une large gamme de produits alimentaires comme un édulcorant sans

saccharose et sans calories.

En plus des glycosides, les feuilles de Stevia contiennent d'importants constituants
phytochimiques tels que flavonoides, alcaloides, chlorophylles et xanthophylles hydrosolubles,
acides hydroxy cinnamiques (acide caféique, acide chlorogénique...etc.), oligosaccharides
hydrosolubles, sucres libres, acides aminés, lipides, huiles essentielles, protéines et oligo-

éléments (Escutia et al.2019).

1.2.1. Origine et histoire de Stevia

L’histoire de la culture du Stevia commence au Paraguay et au Brésil. Les indiens Guarani
connaissent cette plante au goQt sucré depuis des siécles sous le nom de « cad-€hé », signifiant «
herbe sucrée ». Parmi les nombreuses utilisations, ils se servent des feuilles pour édulcorer des
tisanes comme le maté. C’est ainsi que la Stevia a obtenu le nom d’« herbe sucrée du Paraguay »
(Handro et Ferreira, 1989).

Le genre Stevia doit son nom au Dr. Peter James Esteve, botaniste espagnol du XVI° siecle
(H. Everett, 1980). En 1887, le botaniste suisse Moises Santiago Bertoni fut le premier a
découvrir ’espéce rebaudiana, grace aux indiens paraguayens et aux Mestizos. En 1899, il la
nomma Eupatorium rebaudianum Bertoni, en hommage au chimiste Ovidio Rebaudi, qui fut le
premier a isolé son principe actif. En 1904, aprés observation d’un échantillon frais de la plante,

il a décidé de la classer sous le nom de Stevia rebaudiana Bertoni.

Le premier pays a utiliser la Stevia en dehors de I’Amérique du Sud fut le Japon, et ce des
le début des années soixante-dix, suite & aux restrictions d’utilisation des édulcorants artificiels.
Dés lors, I’investissement dans la recherche et la commercialisation de la Stevia paraissait
intéressante. C’est ainsi que I’utilisation de la Stevia, en tant qu’agent sucrant usuel, s’est
développée [1].

La production commerciale de Stevia, en tant que plante et édulcorant, se fait
essentiellement en Amérique latine (Brésil, Paraguay, Uruguay), aux Etats-Unis, en Thailande et
en Chine. On I’incorpore couramment dans de nombreux produits tels que limonades et boissons
non-alcoolisées, patisseries, sucreries, confitures, sorbets, chewing-gums, cornichons et produits
du tabac [1].

]
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1.2.2. Classification de Stevia

Stevia rebaudiana Bertoni, aussi appelé «chanvre d'eau», est une plante de la famille des
Asteraceae. Cette famille contient essentiellement des plantes herbacées mais aussi des arbres,
des arbustes ou méme des lianes. Le genre Stevia comprend (150-200) especes (Wagner, 2012 ;
Escutia et al.2019).

Stevia rebaudiana est répertoriée dans la derniere classification botanique des
angiospermes établie par I’ Angiosperm Phylogeny Group (APG) (Figure 1.2). A ce jour, il s’agit
de la classification botanique la plus importante. La classification APG 11l en est la troisieme
version et date de 2009 (Wagner, 2012).
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Eucaryotes
;
Regne : Plantae
U
Clade : Angiospermes
Clade :
Sous-famille :

Figure 1.2. Classification Stevia rebaudiana selon I’ Angiosperm Phylogeny
Group Il (Wagner, 2012)
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1.2.3. Description botanique

Stevia rebaudiana est une plante herbacée pérenne mesurant 30 a 50 cm de hauteur a 1’état
sauvage. En culture elle peut atteindre une taille moyenne de 70 a 80 cm et jusqu’a plus de 140

cm en conditions optimales (Voir la figure 1.3 ci-dessous).

Figure 1.3. Parcelle expérimentale de Stevia localisée & Blagon (France) en troisiéme

année de production en aott (crédit photo : Zoé Le Bihan)

Elle possede des racines filiformes, une tige mince et dressée, et produit facilement des

ramifications secondaires depuis sa base qui sont renouvelées annuellement (Jentzer, 2015).

Ses feuilles ayant des formes et des tailles trés variée allant de I’ovale a une forme
oblongue. Larges d’environ 1 a 2 cm et longues de 3 4 5 cm et présentant un bord dentelé (Figure
1.4) (Barbet, 2015 ; Angelini ef al., 2018). Les feuilles les plus larges et longues sont les plus
anciennes (Rodriguez et al., 2019). Les feuilles et tiges de Stevia présentent a leur surface des
trichomes, qui sont de fines excroissances pouvant prendre plusieurs formes : allongées,

coniques, glandulaires ou encore doublées.



Chapitre | Etude bibliographique

Figure 1.4. Feuilles et fleurs de Stevia rebaudiana Bertoni (Muanda ,2010)

Les fleurs de Stevia rebaudiana sont pentaméres, petites, habituellement blanches, et
groupées en capitules. Elles peuvent aussi étre mauves et avoir une coloration différente entre le

haut et le bas (\Voir la Figure 1.5 ci-dessous).

Figure L.5. Fleurs de Stevia rebaudiana

Les graines sont composées d’un petit endosperme et de poils fins disposés en corolle qui
composent le Pappus et facilitent la dispersion aérienne (Ramesh et al. 2006). Lorsqu’elles sont
vides et ne contiennent pas d’embryon leur couleur est pale, en revanche les graines issues d’une
vraie fécondation ont une couleur plus sombre (Voir la figure 1.6) (Yadav et al., 2011 ; Raina et
al., 2013).
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———
2 mm

s

Figure L1.6. Graines de Stevia rebaudiana. A droite une graine de couleur claire qui est stérile et a

gauche une graine de couleur foncée qui est fertile (crédit photo : zoé le Bihan)

1.2.4. Climat et culture

Dans son habitat naturel, on retrouve S. rebaudiana sur les bords de marais ou dans des
communautés de prairies, dans des sols aux nappes phréatiques peu profondes, continuellement
humides mais n’étant pas sujet a une inondation prolongée. Il s’agit en général de sols peu
fertiles - tourbes ou sables - et acides (pH + 4,5). Le climat est subtropical, avec des températures
allant de -6°C a +43°C, pour une valeur moyenne annuelle de +23°C, et avec des précipitations
moyennes annuelles de 1400 mm. A cette latitude (21-22°S), la photopériode n’excéde pas 14 h
et est inférieure & 13 h de mars a octobre. Les plantes fleurissent a partir de janvier-mars, ce qui
équivaut a juillet septembre dans I’hémisphére nord (Shock, 1982).

1.2.5. Utilisations dans le monde

1.2.5.1. Utilisation traditionnelle

En Amérique du Sud, la Stevia est employée dans la médecine traditionnelle. Elle est
considérée par certaines tribus comme ayant des propriétés contraceptives, antidiabétiques et anti
hypertensives (Soejarto, 2002). Elle est aussi utilisée pour améliorer la digestion et 1’hygiéne
buccodentaire (prévention des caries, élimination de la plaque dentaire) et dans certains
traitements de la peau (anti seborrhéique).

1.2.5.2. Utilisation actuelle

La Stevia peut étre utilisé avec ou sans transformation, soit sous forme de poudre de

feuilles séchées, soit sous forme d’extraits standardisés, en générale les feuilles fraiches sont

_____________________________________________________________________________________________________|
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utilisées dans la préparation de sauces et surtout de tisanes. Les feuilles, fraiches ou séchées sont
utilisables en cuisines (Midmore et Rank, 2002).

La stevia commence a intéresser certaines agricultures algériennes qui ont lancé sa culture dans
différentes régions de pays .par ailleurs, les glucosides de stéviol ne sont pas encore produits en
Algérie ces derniers sont importés sous forme de poudre blanche et distribué en pharmacie ou en

grandes surfaces.

Seules les feuilles de Stevia possedent des composes fortement sucrés donnant a la plante ses
vertus édulcorants, les autres organes de la plante (tiges, fleurs, graines) sont traités et permettent

de produire de la nourriture pour les animaux et des engrais (Penner et al., 2012).

Actuellement le Marché le plus important pour la Stevia est celui de I’industrie alimentaire et des
boissons. Par ailleurs, la Stevia est connait une large application dans le domaine
pharmacologique et cosmétologique pour la production de dentifrices, gommages, masque, pures
ou mélangées avec de 1’aloe vera, de I’argile ou des huiles essentielles agissant comme agent

purifiant et cicatrisant (Rank, 2015).
1.3. Composition des feuilles de stevia rebaudiana

Avant de débuter cette partie, il est nécessaire de préciser que la composition quantitative
de S. rebaudiana peut varier d'une culture a une autre, alors que la composition qualitative n'est
pas modifiée. Il est souvent reporté que les variations relatives aux différentes méthodes de
culture (composition du sol, ensoleillement, irrigation, récolte...), entrainent une variation sur la
teneur en molécules d'intérét, cependant la composition chimique demeure constante (Lesniarek,
2015).

1.3.1. Composition proximale

Le Stevia contient beaucoup de glucides, de protéines et peu de matiéres grasses. Les
teneurs de ses différents composants dans les feuilles de Stevia sont données dans le tableau 1.1

ci-apres.

Tableau 1.1. Composition proximale des feuilles de Stevia (mg /100g)

Protéines 10 20.4 11.2
Glucides 52 35.2 53
Matiére grasse 3 4.34 5.6

10
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1.3.2. Composition minérale

Les minéraux sont des substances inorganiques naturelles qui ont une composition
chimique spécifique et une structure cristalline réguliere. lls se forment genéralement par des
processus geologiques dans des conditions particuliéres de température, de pression et de

présence de certains éléments chimiques [2].

Les feuilles de Stevia contiennent une gamme de minéraux essentiels (Tableau 1.2),
notamment de potassium, calcium, magnésium, phosphore, sodium, zinc et du fer. Des traces
d’autres ¢léments, tels que le cuivre et le manganese ont également été détectées dans la plante.
Ces minéraux jouent un role crucial dans divers processus biologiques et sont essentiel pour

maintenir la santé humaine (Jentzer, 2015).

Tableau 1.2. Composition minérale des feuilles de stevia rebaudiana (résultats exprimés en mg

/100g de masse séche)

Goyal et al Savita et al Serio Tadhani et al
(2010) (2004) (2010) (2006)
Calcium 544 464 600 1550
Magnésium 349 349 500 N.D
Potassium 1780 1800 1800 2510
Phosphore 318 11 318 350
Sodium 89 190 N.D 160
Fer 4 55 4 36

(N.D : non déterminé)

La composition minérale de S.rebaudiana varie en fonction de plusieurs facteurs

environnementaux tels que le sol, le climat et les conditions de croissances (Jentzer, 2015).
1.3.3. Composition phytochimique
La composition phytochimique des feuilles de stevia est présentée dans le tableau 1.3 ci-dessous.

Parmi les dérives steroliques, on peut citer le stigmasterol, le B-sitostérol et le campesterol.

11
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Tableau 1.3. Composition phytochimique des feuilles de Stevia (Rengassamy, 2015)

Tanins Trés forte
Alcaloides Elevée
Glycosides Moyenne
Saponines Moyenne

Stérol et Triterpéne Moyenne
Anthraquinones Faible

1.3.4. Composition en huiles essentielles

Selon la norme AFNOR (1986), les huiles essentielles sont des produits obtenus, soit a
partir des matieres premieres naturelles par distillation a 1’eau, soit a partir des fruits de citrus par

des procédés mécaniques, et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques.

Elles sont obtenues par distillation a la vapeur ou par pression a froid. Les huiles
essentielles sont composeées de divers composés chimiques volatils qui leur conférent des arémes

distinctifs et des propriétés thérapeutiques potentielles.

La composition en huiles essentielles des feuilles de stevia a été étudiée pour comprendre
sa diversité chimique. Les recherches ont révélé la présence de différents composeés volatils dans

ces feuilles, bien que leur concentration soit généralement faible.

Huit huiles essentielles sont retrouvées dans les feuilles de Stevia (Rengassamy, 2015) :

e f-caryophylléne e terpinene-4-ol
e trans B-tarnesene e néreélidol

e o-humulene e o-terpineol

e caryophylléneoxyde ¢ linalol

12
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1.3.5. Composition en acides gras et acides aminés
1.3.5.1. Les acides gras

Les acides gras sont le constituant principal des lipides, ils sont composés d’une chaine
d’atomes de carbone liés entre eux par des liaisons simples (s’il est saturé) ou doubles (s’il est

insaturé) et provenant de la dégradation des sucres ou des graisses alimentaires.

Les feuilles de Stevia contiennent des quantités plus ou moins faibles en acides gras (Voir
le tableau 1.4) par rapport a d'autres composants comme les glycosides de stéviol, qui sont

responsables de leur saveur sucrée.

Tableau 1.4. Les Composition en acides gras de I'huile de Stevia (Jentezer, 2015)

Acide palmitique (C16)
Acide stéarique (C18) 1.2
Acide oléique (C18-1) 4.4
Acide linoléique (C18-2) 12,4
Acide linolénique (C18-3) 21.6

1.3.5.2. Les acides aminés

Les acides aminés sont les éléments constitutifs fondamentaux des protéines. Ce sont des
composés organiques contenant un groupe amine (-NH2) et un groupe carboxyle (-COOH), ainsi
qu'un radical spécifique appelé groupe R. Il existe 20 acides aminés standards qui sont utilisés

pour construire les protéines dans les cellules vivantes.

Les feuilles de Stevia renferment une variété d'acides aminés essentiels et non essentiels illustrés

dans le tableau 1.5 ci-apres (Mondaca, 2012).

Tableau 1.5. Les compositions des acides aminés de Stevia (Mondaca, 2012)

Lysine 0.70 Asprtate 0.37
Histidine 1.13 Serine 0.46
Leucine 0.98 Proline 0.17
Méthionine 1.45 Glysine 0.25
Valine 0.64 Alanine 0.56
Isoleucine 0.42 Tyrosine 1.08




Chapitre | Etude bibliographique

1.3.6. Composition en vitamines

Les vitamines sont des substances organiques présentes dans les aliments & doses infimes

et nécessaires au métabolisme (Latham, 2002).

La Stevia est une source des vitamines B (Voir le tableau 1.6) notamment la vitamine B9
(acide folique) qui est présente en concentration importante dans les feuilles de Stevia (52.18
mg/100g), ainsi que la vitamine C (14.98 mg/100g) (Kim et al., 2011).

Tableau 1.6. Teneur en vitamines par mg pour 100 g des feuilles séchées de Stevia

Vitamine B1 0.00 + 0.00
Vitamine B2 0.43 +£0.02
Vitamine B3 0.00 £ 0.00
Vitamine B6 0.00+ 0.00
Vitamine B9 52.18 £0.21
Vitamine C 14.98+ 0.07

1.3.7. Composition en glycosides de stéviol

Les glycosides de stéviol (S.Glys) sont des composés chimiques naturels présents dans les
feuilles de la Stevia. Ces hétérosides sont formés par I'attachement de molécules de glucose a un

squelette de base qui est le stéviol.

Le stéviol (SV), ou I’acide ent-kaurénoique hydroxylé (Figure 1.7), est un diterpéne,
précurseur d'hétérosides principalement présents dans les feuilles de Stevia. Il y en a aussi dans
les tiges et les fleurs, mais en moindre quantité. Ces hétérosides ne sont pas présents dans les

racines de la plante.

Les S.Glys sont des glycosides diterpénes ent-kauréne tétracycliques organisés autour d’un
noyau de stéviol (SV) (Figure 1.8 (B)). lls different les uns des autres essentiellement par le
nombre d'unités de sucre liées au SV, allant généralement de un jusqu’a sept. Les unités de sucre
sont essentiellement du B-glucose (Glc) et, dans une moindre mesure, du a-rhamnose (Rha), du

B-xylose (Xyl) et du B-fructose (Fru).

14
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Figure 1.8. (A) Noyau de stéviol et (B) Structure commune aux glycosides de stéviol.

Les radicaux R1 et R2 de chacun des S.Glys les plus présents dans la Stevia sont décrits dans le Tableau 07

Jusqu’au début des années 2000, neuf S.Glys avaient été identifiés chez S. rebaudiana : Le
stévioside (ST) (Bridel et Lavieille, 1931), le rébaudioside A (RA) et B (RB) (Kohda et al.
1976), C (RC) (Sakamoto et al. 1977a), D (RD) et E (RE) (Sakamoto et al. 1977b), F (RF)
(Starratt et al. 2002), le dulcoside A (DA) (Kobayashi et al. 1977) et le stéviolbioside (Kohda et
al. 1976) (Voir le tableau 1.7). La composition en S.Glys dans les feuilles de S. rebaudiana varie

selon le génotype.

La composition la plus communément retrouvée, dans les populations sauvages, est la
suivante (en pourcentage de masse séche des feuilles) : 5-10% ST, 2-5% RA, 1% RC, 0,5% DA,
0,2% rébaudiosides D, E et F, et 0,1% stéviolbioside (Ceunen et Geuns, 2013).
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Ces derniéres années, de nombreux S.Glys ont été détectées en petite quantité dans les

feuilles de S. rebaudiana, sur des cultivars d’origine différentes. (Ceunen et Geuns, 2013a).

Tableau 1.7. S.Glys présents chez S.rebaudiana (Ceunen et Geuns, 2013)

H H C20H3003 Minne et al.
(2004)
H B-Glc-B-Glc (2-1) C32H50013 Kohda et al.
(1976)
B-Glc B-Glc-B-Glc (2—>1) C3sHe0O1s Bridel et lavieille.
(1931)
B-Glc-B Glc (2—1)
B-Glc CasH70023 Kohda et al. (1976)
|
B-Glc (3—1)
B-Glc-B-Glc (2—1)
H C3sHe00O1s Kohda et al. (1976)
|
B-Glc (3—1)
B-Glc-a-Rha (2—1)
B-Glc Ca4H70022 Sakamoto et al.
| (1977a)
B-Glc (3—1)
B-Glc-B-Glc (2—1)
B-Glc-B-Glc CsoHs0O2s Sakamoto et al.
2-1) | (1977b)
B-Glc (3—1)
B-Glc-B Glc  B-Glc-B-Glc (2—1) Ca4H70023 Sakamoto et al.
2-1) (1977b)
B-Glc-B-Xyl (2—1)
B-Glc Ca3HesO22 Starratt et al. (2002)
|
B-Glc (3—1)
B-Glc B-Glc-a-Rha (2—1) C3sHe0017 Kobayashi et al.

(1977)

16
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1.3.7.1. Biosynthese des glycosides de stéviol

Les glycosides de stéviol sont synthétisés dans les chloroplastes des feuilles, ensuite ils
sont transportés par le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi et s'accumulent dans les
vacuoles (Figure 1.9). Ils peuvent représenter jusqu'a 10 a 20% du poids sec de la feuille (Morine,
2015).

Figure 1.9. Localisation de la biosynthése des S.Glys

Comme tous les terpénoides synthétisés dans les chloroplastes des végétaux, la biosynthése
du stéviol suit la voie de 2-C-Méthyl-D-érythritol-4-Phosphate (MEP). C'est la méme voie de
synthése qu'empruntent les gibbérellines, phytohormones de croissance.

La biosynthese du stéviol et de ces glycosides débute dans les chloroplastes a partir du
pyruvate et du glycéraldéhyde-3-phosphate jusqu'a la formation de Il'isopentenyl diphosphate
(IPP) et du dimethylallyl diphosphate (DMAPP) qui termine la voie du MEP.
A partir de 1a, vont se succéder trois réactions de condensation et deux réactions de cyclisation
permettant I'obtention du kauréne. Celui-ci est envoyé vers le réticulum endoplasmique ou il va

étre oxydé puis hydroxylé pour engendrer une molécule de stéviol.

C'est ensuite dans le cytosol que le stéviol va étre glycosyle. Les réactions de
glycosylations ont lieu par I'intermédiaire de glycosyltransférase en présence d'UDP-glycoside

(uridine diphosphate). Les UDP-glycosyltransférases (UGTSs) vont permettre I'ajout de molécules

_____________________________________________________________________________________________________|
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de glucose, rhamnose ou xylulose au stéviol. Douze UGTs ont été identifiés comme permettant
la synthese des glycosides de stéviol dont trois principales, 'UGT 85C2, I'UGT 74G1 et I'UGT
76G1. Elles appartiennent toutes a la famille GT1 du groupe des glycosyltranférases selon la

classification CAZY (Carbohydrate Active enzymes) qui ne dénombre pas moins de 95 familles.

A force d'ajout de résidus sucres, les glycosides de stéviol deviennent de plus en plus
hydrophiles et  migrent vers la  vacuole ou ils vont  staccumuler.
Les glycosides de stéviol sont présents dans toutes les parties de la plantes a savoir
dans les feuilles, mais également dans les tiges et les fleurs, en moindre quantité.

Ils sont absents des racines de la plante.

Il a été démontré que la plante produit plus de glycosides de stéviol dans des conditions de
jour court (12 heures (h) de lumiere et 12 h d'obscurité) que de jour long (16 h de lumiére et 8h
d'obscurité). Dans les mémes conditions, les feuilles supérieures produisent plus de glycosides de

stéviol que les feuilles inférieures.

De plus, la quantité de rébaudioside A produite est quasiment égale a la quantité de
stévioside produite dans des conditions de jour court au niveau des feuilles supérieures

(Rengassamy ,2015).
1.3.7.2. Le pouvoir sucrant

Le pouvoir sucrant définit le golt sucré d’un produit, c’est le rapport entre la masse
d’édulcorant employée et le gotlit sucré. Le sucre de référence utilisé pour évaluer le pouvoir
sucrant est une solution de saccharose, dont le pouvoir sucrant est égal a 1. La mesure est

relativement subjective puisque le goQt n'est pas quantifiable.

Les glycosides de stéviol possedent un fort pouvoir sucrant, de 30 jusqu’a 300 fois plus
sucrant que le saccharose (Tableau 1.8). Le rébaudioside A présente le pouvoir sucrant le plus
élevé (200-300).

Suite aux études des structures chimiques et aux études organoleptiques, trois relations

structure-activités découlent :

» Le pouvoir sucrant n'est pas lié au nombre d'oses presents sur la molécule, par
exemple, le stévioside qui comporte 3 0ses a un pouvoir sucrant plus élevé que le
rébaudioside E qui posséde 4 oses et un pouvoir sucrant moins élevé que le

rébaudioside M qui détient 6 oses.
I ————
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» Le remplacement d'une unité glucose par un rhamnose diminue le pouvoir sucrant
ainsi, le stévioside est plus sucrant que le dulcoside A.

» Le remplacement d'une unité glucose par une unité de xylose ne modifie pas le pouvoir
sucrant ; par exemple, le rébaudioside A possede le méme pouvoir sucrant que le
rébaudioside F (Lesniarek, 2015).

Tableau 1.8. Pouvoir sucrant des glycosides de stéviol
(Ceunen et Geuns, 2013)

Stévioside 150 - 250
Rébaudioside A 200 - 300
Rébaudioside B 150
Rébaudioside C 30
Rébaudioside D 221
Rébaudioside E 174
Rébaudioside F 200

Dulcoside A 30
Stéviolbioside 90

*Le pouvoir sucrant de référence est le saccharose avec un pouvoir de 1

1.4. Effets pharmacologiques des glycosides de stéviol (S.Glys)

Depuis des millénaires, les plantes ont été une source inépuisable de composés aux
propriétés thérapeutiques variées. Parmi celles-ci, Stevia rebaudiana est distinguée par la
présence de glycosides de stéviol, des molécules au pouvoir sucrant exceptionnel, mais dont les

applications pharmacologiques vont bien au-dela de leur simple utilisation comme édulcorants.

Leur composition chimigue unique confére a ces composés une gamme d'activités
biologiques qui vont de I'effet édulcorant a des propriétés anti hypertensives, antidiabétique, anti

oxydantes...etc.

1.4.1. Effet anti-obésité

L'obésité est une condition medicale caractérisée par un excés anormal de tissu adipeux
dans le corps, entrainant une augmentation significative du poids corporel et de I'indice de masse
corporelle (IMC). Elle résulte généralement d'un déséquilibre entre Il'apport calorique et la
dépense énergétique, souvent influencé par des facteurs génétiques, environnementaux, et

comportementaux. L'obésité est associée a un risque accru de développer plusieurs maladies
I ————
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chroniques, notamment les maladies cardiovasculaires, le diabete de type 2, certains cancers, et
les troubles métaboliques, ce qui en fait un probléme de santé publique majeur a I'échelle
mondiale [3].

Outre I'utilisation des S.Glys comme édulcorants sans calories, des études récentes ont
exploré leurs effets potentiels pour lutter contre 1’obésité en réduisant 1’apport calorique et en

agissant sur la composition corporelle [3].
Réduction de I'apport calorique :

Comme les S.Glys sont des édulcorants sans calories, ils peuvent étre utilisés pour
substituer le sucre dans l'alimentation, ce qui peut aider a réduire I'apport calorique total et

favoriser la perte de poids ou la prévention de la prise de poids excessive (Pan et al., 2011).
Effets indirects sur la composition corporelle :

Bien que les S.Glys ne jouent pas un réle direct dans la combustion des graisses, leur
utilisation dans le cadre d'une alimentation équilibrée et d'un mode de vie sain peut contribuer a
la gestion du poids en réduisant la consommation de calories provenant du sucre (Jeppesen et al.,
2003).

Cependant, les S.Glys ne sont pas une solution miracle pour traiter I'obésité et doivent étre
utilisés dans le cadre d'une approche globale de gestion du poids, comprenant une alimentation

équilibrée et une activité physique réguliere.
1.4.2. Effet antihyperglycémique

De nombreuses recherches suggerent des effets positifs de ’utilisation des glycosides de
stéviol sur la glycémie. En 2011, Mishra et son équipe ont remplacé le saccharose consommeé
dans le cafg, le thé ou le lait avec un extrait de stevia a 16 personnes diagnostiquées diabétiques.
Aprées 15 jours, une diminution de la glycémie postprandiale a été observée. Les S. Glys ont un
impact minimal sur la glycémie, ce qui signifie qu'ils n'entrainent pas de pic de glycémique apres
leur consommation. Cela peut étre bénéfique pour les personnes atteintes de diabéte ou

prédiabétiques, ainsi que pour la gestion du poids (Anton ef al., 2010).

Selon des études cliniques, 1’utilisation traditionnelle de 1’extrait de stevia augmente la

sensibilit¢ a I’insuline et aussi sa sécrétion. Cette augmentation est influencée par les
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composantes de la feuille de stevia et pourraient étre liées a gluconéogenese avec la stimulation

de synthése du glycogeéne hépatique.

Chez la souris, il a été¢ démontré que les cellules ont montré une augmentation de
production d’insuline par I’action du rebaudioside A. Il est également connu que le stévioside
favorise la sécrétion d’insuline activée par le glucose (Gregersen S, 2004). En 2000, Jeppesen et
ses collegues ont publié une étude déclarant que la consommation de stevia a provoqué une
légere suppression du glucose plasmatique. Il a par ailleurs ét¢ démonté que les glycosides de
stéviol pouvaient avoir un effet protecteur effet protecteur sur les cellules béta, ce qui pourrait

aider a prévenir leur dysfonctionnement et leur destruction (Anton et al., 2010).

1.4.3. Effet antioxydant

Les antioxydants sont des composés qui ont gagné en importance ces derniéres années en
raison de leur capacité a neutraliser les radicaux libres. La présence excessive de radicaux libres

engendre un stress oxydatif entrainant des effets néfastes sur I’organisme (Devasagayam et al.,

2004).

Les études ont révélé que les extraits aqueux et éthanoliques de Stevia rebaudiana
présentent un potentiel notable en tant qu'antioxydants naturels (Hajihashemi et Geuns 2013).
Ces extraits ont démontré une capacité inhibitrice envers les radicaux hydroxyles, I'oxyde
nitrique et les anions superoxydes. Des évaluations de la capacité antioxydante des extraits
aqueux de feuilles de Stevia ont mis en évidence leur efficacité, cet effet est attribué aux

composés phénoliques et aux flavonoides contenus dans les feuilles (Tadhani et al., 2006).

Par ailleurs, des recherches antérieures ont souligné le rdle bénéfique des extraits aqueux
de Stevia dans I'atténuation du stress oxydatif cellulaire (Ferrazzano et al., 2015).

Ces découvertes offrent des perspectives prometteuses quant a l'utilisation potentielle des
extraits de Stevia en tant qu'agents antioxydants naturels, ouvrant ainsi la voie a de futures
recherches sur leur utilisation dans la prévention des dommages oxydatifs et des pathologies

associées.
1.4.4. Effet anti-cariogene

La carie dentaire est une maladie chronique qui peut se développer pendant toute la vie.
C’est une maladie infectieuse causée par des micro-organismes oraux qui fabriquent des

métabolites acides issus de glucides présents dans I'alimentation (principalement saccharose et
I ————
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glucose et fructose). Ces métabolites provoquent la démineralisation de I'émail dentaire ce qui
conduit progressivement vers une destruction de la structure de la dent. Streptococcus mutans est
la principale bactérie responsable des caries, suivie de Lactobacillus casei et de Streptococcus

sanguis.

Les S.Glys ont été étudiés en raison de leurs propriétés anti-cariogenes, c'est-a-dire leur capacité

a prévenir la formation de caries dentaires. Cet effet ce traduit par les mécanismes suivants :
Absence de fermentation par les bactéries buccales

Contrairement aux glucides simples tels que le saccharose, les glycosides de stéviol ne sont
pas fermentés par les bactéries présentes dans la bouche. Les bactéries buccales utilisent les
glucides fermentescibles pour produire des acides qui attaquent I'émail des dents, favorisant ainsi
la formation de caries. Etant donné que les glycosides de stéviol ne sont pas fermentés, ils ne
contribuent pas a l'acidification de la bouche, ce qui peut aider a prévenir la formation de caries

dentaires (Ramarao et al., 2017).

Propriétés antibactériennes

Des études ont montré que certains composés presents dans les glycosides de stéviol ont
des propriétés antibactériennes contre les bactéries buccales responsables de la formation de
plaque dentaire et de caries, telles que Streptococcus mutans. En inhibant la croissance de ces
bactéries, les glycosides de stéviol peuvent contribuer a maintenir une bonne santé bucco-

dentaire et a prévenir la formation de caries (Ramarao et al., 2017).
Stimulation de la salivation

La consommation de glycosides de stéviol peut également stimuler la production de salive,
ce qui est bénéfique pour la santé bucco-dentaire. La salive joue un réle important dans la
protection des dents en éliminant les débris alimentaires, en neutralisant les acides et en
fournissant des minéraux essentiels tels que le calcium et le phosphate pour reminéraliser I'émail

dentaire.

En raison de ces mécanismes, les glycosides de stéviol peuvent potentiellement contribuer
a réduire le risque de caries dentaires lorsgu'ils sont utilisés comme édulcorants dans les aliments
et les boissons. Cependant, il est important de noter que d'autres facteurs tels que I'hygiene
bucco-dentaire globale jouent également un role crucial dans la prévention des caries dentaires
(Ferrazzano et al., 2015).

_____________________________________________________________________________________________________|
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1.4.5. Effet antihypertenseur

L'hypertension artérielle (HTA) est une condition médicale caractérisée par une pression
sanguine anormalement élevée dans les arteres. Elle est définie lorsque la pression artérielle
systolique est égale ou supérieure a 130 mmHg et/ou la pression diastolique est égale ou
supérieure a 80 mmHg, sur une base réguliere et sur plusieurs mesures. L'HTA est un facteur de
risque majeur pour de nombreuses maladies graves, notamment les maladies cardiovasculaires,
les accidents vasculaires cérébraux et les maladies rénales. Bien qu'elle puisse étre
asymptomatique pendant de nombreuses années, elle peut endommager progressivement les

organes internes si elle n'est pas traitée [4].

Des études scientifiques ont en effet mis en évidence I'effet hypotenseur des glycosides de
stéviol, suggérant qu'ils pourraient jouer un réle dans la régulation de la pression artérielle. Cette
propriété est particulierement intéressante dans le contexte de la prévention et du traitement de
I'HTA et se traduit par :

L’inhibition de 1'absorption de sodium :

Certains S.Glys ont démontré une capacité a inhiber I'absorption de sodium dans les
tubules rénaux. En réduisant la réabsorption de sodium qui peut favoriser I'excrétion d'eau et de
sodium par les reins, ce qui peut entrainer une réduction de la pression artérielle (Chan et al.,
2000).

Effet vasodilatateur :

Des études précliniques suggéerent que les S.Glys pourraient agir comme des
vasodilatateurs, c'est-a-dire qu'ils favorisent la relaxation des vaisseaux sanguins. En élargissant
les vaisseaux, ces composés permettent a la circulation sanguine de s'écouler plus facilement, ce

qui peut contribuer a abaisser la pression artérielle (Hajihashemi et Geuns, 2013).

Effet sur le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAA) :

Certains S.Glys pourraient influencer le systeme rénine-angiotensine-aldostérone, un
systéeme hormonal impliqué dans la régulation de la pression artérielle. En modulant ce systéme,
les glycosides de stéviol pourraient contribuer a maintenir une pression artérielle normale
(Thines, 2001).

Les S.Glys représentent un domaine de recherche en évolution dans le secteur
pharmacologique et alimentaire, offrant des perspectives prometteuses pour le développement de

_____________________________________________________________________________________________________|
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produits alimentaires et pharmacologiques plus sdre et plus efficace pour la gestion du poids et la

prévention des maladies chroniques.

Des études ont montré que des doses tres élevées de stevia peuvent provoquer des effets
indésirables. De plus, la stevia peut interagir avec certains médicaments (Lesniarek ,2015). Pour
réduire ces risques, il est recommandé d’utiliser la stevia avec modération. L’Autorité
Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) établie une dose quotidienne autorisée de 4 mg par
kilogramme de poids corporel et par jour. En suivant ces recommandations, il est possible
d'obtenir les bienfaits de stevia tout en réduisant les risques potentiels liés a une consommation

excessive (Lesniarek ,2015).

1.5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons exposé un rappel sur la Stevia, les compositions diverses de

ses feuilles ainsi que les glycosides de stéviol et leurs effets pharmacologiques.

Dans le prochain chapitre, nous présentons les techniques que nous avons employées pour

I'évaluation de la valeur nutritionnelle de la Stevia et les méthodes d'extraction de ses glycosides.
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I11.1. Introduction

L’intérét croissant pour la stevia en tant qu’alternative saine au sucre raffiné a mis en
évidence la nécessité d’analyser sa composition nutritionnelle et I'extraction de ses glycosides de

stéviol pour une compréhension approfondie de ses avantages et de son potentiel.

Ce chapitre aborde diverses techniques utilisées pour évaluer la valeur nutritionnelle et

minérale de la stevia, ainsi que les méthodes d'extraction des glycosides de stéviol.
11.2. Echantillonnage

Les feuilles de stevia ont été cultivées sous serres . Apres récolte, les feuilles de Stevia sont
séchées au laboratoire a température ambiante, pendant 15 a 20 jours puis finement broyées et

conservées a 4°C.
11.3. Détermination de la valeur nutritionnelle des feuilles de Stevia

La qualité nutritionnelle des feuilles de stevia est évaluée par la détermination du taux

d’humidité, cendres, fibres, protéines, matiére grasse, carbohydrates et valeur énergétique.
11.3.1. Taux d’humidité

Le taux d’humidité représente la teneur en eau contenue dans une biomasse solide stockée

a l'abri de la lumiére (Reynes et al. 1994).
e Protocole :

Le taux d’humidité est déterminé selon (Reynes et al., 1994) en utilisant 1 g de Stevia déposé
dans un creuset, et placé a I’étuve a 105°C. Apres 24h de déshydratation, les creusets sont placés

dans un dessiccateur puis pesés, et le taux d'humidité est calculé selon I’équation suivante :

% Humidité = [(P1-P2)/P1] x 100

Avec :

e P1: Poids de stevia.

e P2: Poids du creuset aprés 24h — la masse initiale du creuset vide.

_____________________________________________________________________________________________________|
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11.3.2. Taux de cendres

La détermination du taux de cendres renseigne sur le pourcentage de matiére organique

dans la plante par rapport a la substance séchée. Nous I’avons déterminé selon la norme AOAC

N940.26 (1995) citée par Al Farsi (2005).

e Protocole :

Le dosage des cendres est réalisé en utilisant de la masse de Stevia récupérée a partir du
dosage de I’humidité. Ainsi, aprés 24h a 105°C, les creusets sont placés dans le four a moufles a
540°C pendant 10h jusqu’a I’obtention de cendres blanchatres (Voir la figure 11.1). Le taux de

cendres est calculé a partir de 1’équation suivante :

| % Cendres = (P1/P2) x 100 I

Avec :
e P1: poids de cendres (poids du creuset apres 24h — poids initial du creuset vide).

e P2 : poids de Stevia.

Figure 11.1. Four & moufles Themo scientific

26



Chapitre 11 Matériel & Méthodes

11.3.3. Détermination de la Matiere grasse

La matiére grasse contenue dans les feuilles de Stevia est extraite selon la méthode soxtec
FOSS TM 2043. A cet effet, nous avons utilisé 1’appareil de Soxhlet (Figure 11.2), qui permet
d’effectuer automatiquement plusieurs cycles d’extraction avec un seul échantillon. Le solvant
est évaporé, condensé et recueilli dans la chambre en verre. Un foie que le niveau de solvant
atteint la ligne de la cellule photoélectrique le solvant retombe automatique dans le bécher et

s’évapore de nouveau.

’QQ!H

Figure 11.2. Appareil de soxhlet FOSS

e Protocole :

On met 1 g de Stevia dans 25 ml d'éther de pétrole, puis on le met dans I’appareil de soxhlet a
90°C pendant 24 h. On détermine le pourcentage de matiére grasse selon la formule suivante :

| % MG = [(Pc2-Pc1)/P2] x 100 |

e Pc;y: Poids du creuset vide.

Avec :

e Pcy: Poids du creuset apres 24h (creuset contenant la matiére grasse).

e P, : Poids de Stevia.

27



Chapitre 11 Matériel & Méthodes

11.3.4. Détermination de la teneur en fibres brutes

La teneur en fibres brutes est déterminée selon la méthode AACC 32-10-01 en utilisant un

Fibertec VELP SCIENTIFICA (Figure 11.3). Le principe de cette méthode repose sur la digestion

de composés non cellulosiques a l'aide d'acide sulfurique H2SOs4 et d'hydroxyde de sodium

NaOH. La quantité de cellulose brute est déterminée par la différence entre le poids des résidus

séchés restant apres la digestion de I'échantillon et le poids des résidus incinérés.

Figure 11.3. Fibretec VELP SCIENTIFICA

e Protocole :

Peser précisément dans les creusets 1g d’échantillon et 1g de célite.

Apreés avoir placé les creusets dans le fibertec, ajouter 150 ml d’acide sulfurique H2SO4 &
0,46% (2.31ml d’H2SO4 dans 500 ml d’eau distillée).

Ajouter 3 a 5 gouttes d’anti-mousse N-octanol et porter a ébullition pendant 30 min.
Aprées évacuation de 1’acide sulfurique, réaliser trois lavages avec 30 ml d’eau bouillante.
Rajouter 150 ml d’hydroxyde de sodium NaOH a 1.87% (9.375g d’NaOH dans un 500
ml d’eau distillée) et 3 a 5 gouttes d’anti-mousse, et porter a ébullition 30 min.

Réaliser deux lavages avec 30 ml d’eau bouillante et un lavage avec de ’eau a
température ambiante afin de refroidir les creusets. Un dernier lavage est réalisé avec 250
ml d’acétone.

Retirer les creusets et déterminer le poids sec apres un séchage a 1’étuve a 105°C pendant

24h.
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Placer les creusets dans un four a moufles a 525°C pendant 8h, apres refroidissement

dans un dessiccateur, peser le poids des creusets et calculer le taux de fibres selon 1’équation

| % Fibres brutes = [(M1-M.)/P] x100 I

suivante :

Avec :

e Mz : poids de matiére séche de 24 h.
e My : poids de cendres de 48 h.

e P : poids total (poids du creuset +poids d’échantillon +poids de célite).
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11.3.5. Détermination de la teneur en protéines

La détermination du taux de protéines dans les feuilles de Stevia a été réalisée par la
détermination du taux d’azote selon la méthode de référence de Kjeldahl (AOAC, 978,04), cette

derniere se répartie en trois etapes principales :

» La premiére étape : La minéralisation, consiste a transformer I'azote organique présent
dans I'échantillon en un azote minéral en présence d'un acide concentré.

» La deuxieme étape : La distillation, en présence de la soude, I’azote minéral est
entrainé par la vapeur, puis recueilli quantitativement dans une solution de réception
standard.

» La troisieme étape : La titration, est I’étape ou I’ammoniaque, fixé sous forme de

borate d’ammonium est titré avec une solution d’une normalité connue.

e Protocole :

La minéralisation : On introduit dans un matras :

e 200 mg d’échantillon.
e 200 mg de sulfate de cuivre CuSO4 (catalyseur).
e 10 ml de I’acide sulfurique H2SOa.

Les matras sont placés dans le minéralisateur pendant 4 heures (la minéralisation se fait sous une
hotte chimique) (Voir la figure 11.4. A).

La distillation : On laisse refroidir les matras et on introduit avec précaution 25 ml d’eau
distillée. On place le matras dans le distillateur (Figure 11.4. B) ainsi qu’un erlenmeyer contenant
25ml d’acide borique H3BO3 a 4% qui contient trois a quatre gouttes d’indicateur de Tashiro.

L’ammoniac NHs sera capté dans I’HzBOa.

- = ‘
| -

————— e

Figure 11.4. Appareil de kjeldahl (A : dispositif minéralisateur, B : dispositif distillateur.)
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La titration :
L’ammoniac est dosé par une solution de titration d’acide sulfurique H>SO4 (Figure 11.5). La

titration est stoppée des virage de la couleur au rose (Figure 11.6).

<

Figure 11.5. Début de la titration Figure 11.6. Fin de la titration

La teneur en azote totale est exprimée selon 1’équation suivante :

| NT % = [(T-B) x 14, 007 x 100 x N]/p l

Avec :

e T : Volume d’acide sulfurique H2SOg4 lu apres titrage de I’échantillon (ml).
e B : Volume d’acide sulfurique H2SOg4 utilisé pour le titrage blanc (ml).

e N : Normalité de I’acide sulfurique 0.05 N.

e P : Poids d’échantillon (mg).

La teneur en protéines totales est calculée en multipliant la teneur en azote obtenue par le

coefficient 6.25 selon cette équation :

Taux protéines % = NT (%) x 6.25
S —

Avec :

6.25 : facteur protéique (facteur de conversion).
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I1.3.6. Taux de carbohydrates

Le principe des glucides est une notion fondamentale en nutrition qui concerne les effets
des glucides sur l'organisme. Les glucides sont I'un des trois principaux macronutriments, avec
les protéines et les lipides, et ils fournissent une source d'énergie importante pour le corps

humain [5].

Le taux de carbohydrates est calculé selon 1’équation suivante :

% carbohydrates = 100 - (% humidité+% cendres +%o lipides+%o
protéines+% fibres)

I1.3.7. La valeur énergétique

La valeur énergétique d'un aliment représente la quantité d'énergie qu'il fournit a

'organisme lorsqu'il est métabolisé. Elle est généralement exprimée en calories ou en joules.

La valeur énergétique est déterminée par la teneur en macronutriments de I'aliment,
notamment les glucides, les lipides et les protéines, qui sont les principaux fournisseurs d'énergie

dans l'alimentation humaine [6].

La valeur énergétique est calculée a partir de 1’équation suivante :

V.E (Kcal/g) = 2.44 x (% protéines) + 8.37 x (Yblipides) + 3.57 x
(Yocarbohydrates)

11.4. Dosage des minéraux par XRF

Le dosage des minéraux est réalisé a partir des cendres de feuilles de stevia en utilisant la

fluorescence des rayons X (X-ray fluorescence).

Lorsque les rayons X frappent I'échantillon, ils interagissent avec les atomes dans
I'échantillon et émettent des rayons X caractéristiques qui sont uniques a chaque élément.
L'instrument contient un détecteur qui peut identifier et mesurer I'énergie des rayons X
caractéristiques émis par I'échantillon. L’analyse du spectre de ces rayons X émis par

I’échantillon permet d’en déduire sa composition.
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11.5. Extraction des glycosides de stéviol

L’extraction des glycosides de stéviol a été réalisée avec quatre techniques a savoir : la

décoction, I’infusion, les ultra-sons, et les micro-ondes.

11.5.1. La decoction
La décoction est une méthode d’extraction qui consiste a extraire par ébullition les

substances chimiques et principe actifs contenus dans les herbes et autres vegétaux [7].

e Protocole : L’extraction par décoction est réalisée avec 2g d’échantillon et 40 ml d’eau
distillée. Le tout est port¢ a ébullition pendant 30min. Aprés filtration 1’échantillon est

conserveé a 4°C.

11.5.2. L’infusion

L’infusion est une méthode d'extraction qui consiste a verser de 1’eau chaude généralement
bouillante sur les plantes a infuser, le temps d’infusion peut varier en fonction des plantes et des

molécules a extraire [8].

e Protocole : L’extraction par infusion est réalisée avec 2g d’échantillon et 40 ml d’eau
distillée chaude (80°C). L’échantillon est mis sur une plaque chauffante a 80°C pour
maintenir la température stable pendant 30min (Voir la figure 11.7). Apres filtration

I’échantillon est conservé a 4°C.

Figure 11.7. Extraction par infusion sur plaques chauffantes (VELP
SCIENTIFICA)
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11.5.3. Ultra-sons (la sonication)
La sonication utilise des ondes ultrasonores pour créer des bulles de cavitation dans un
liquide. Ces bulles imposent et générent de la chaleur et des ondes de choc localisees, ce qui

permet de décomposer les cellules végeétales et de libérer les composés actifs [9].

e Protocole : Dans un bécher on met 2g d’échantillon, puis on rajoute 40 ml d’eau distillée,
ensuite on place le bécher dans le sonicateur sur une plaque chauffante réglée a 80°C (Figure
[1.8). Les parameétres de 1’appareil sont fixés comme suit :

e Temps : 30min.

e Amplitude : 60%.

e Pulsation ON: 10s/OFF: 5s.
e T°:80°C.

Une fois I’extraction terminée, le mélange est filtré, puis est conservé a 4°C.

Figure 11.8. Sonicateur VIBRA CELL 75186

11.5.4. Micro-ondes
L’extraction par micro-ondes est réalisée avec 2g de stevia et 40 ml d’eau distillée.
L’¢échantillon est mis dans un four a micro-ondes réglé a 300 W pendant 2 min, puis I’échantillon

est filtré et conservé a 4°C.
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11.5.5. Dosage des glycosides de stéviol

Les glycosides de stéviol extraits par les quatre méthodes suscitées ont été soumis a un
dosage des sucres totaux par la méthode de Dubois et al. (1956). Cette méthode permet de
déterminer la teneur en sucres totaux en présence d’un acide sulfurique H2SO4 concentré. Les
oses sont déshydratés en composés de la famille des dérivées fulfuriques (CsHsO2). Ces
composés se condensent avec le phénol pour donner des complexes colorés jaunes-oranges
(Figure 11.9).

L'intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration des oses. La densité

optique est mesurée a 490 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

11.5.5.1. Préparation de la gamme étalon de dosage des glucides totaux

1. Préparer une solution de glucose a 2mg/ml.

2. Préparer une gamme étalon avec un intervalle de 0-2mg/ml selon le tableau I1.1 suivant :

Tableau I1.1. Gamme étalon de dosage des glucides totaux

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 TI10
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 07 08 0.9 1

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 04 03 0.2 0.1

11.5.5.2. Dosage des glucides totaux dans I’échantillon de stevia

On prépare un mélange réactionnel constitué de 1 ml d’extrait de stevia dilué 40 fois dans
I’eau distillée, 1ml de solution de phénol a 5% et 5ml d’acide sulfurique H2SO4 concentré (98%).
Aprés homogénéisation douce du mélange on met le tube dans un bain marie réglé a 30°C
pendant 30 min (voir la Figure 11.9), puis I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 490
nm a I’aide d’un spectromeétre UV de type HELIOS ZETAUV-VIS (Figure 11.10).
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Figure 11.9. Tubes contenant les complexes Figure 11.10. Spectrometre UV de type
colorés résultants de la condensation des HELIOS ZETA UV-VIS
dérivées fulfuriques avec le phénol

11.6. Analyses statistiques

Chaque analyse a été répétée 3 fois. Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type.
La comparaison des différentes techniques d’extraction de glycosides a été faite par le test
ANOVA a un seul facteur. Les différences sont considérées statistiquement significatives au
seuil de 0,05 (P <0,05). L’analyse statistique est réalisée en utilisant le logiciel XLSTAT.

11.7. Conclusion

Ce chapitre expose une étude expérimentale menée en laboratoire visant a évaluer la
composition nutritionnelle et minérale de la stevia, ainsi qu'a étudier les méthodes d’extraction
des glycosides de stéviol.

Tous les résultats de notre étude expérimentale, ainsi que nos discussions, seront exposés

dans le prochain chapitre.
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Chapitre 111 Résultats & Discussion

Notre travail a débuté par I'élaboration des fondements théoriques sur Stevia rebaudiana,
appuyés par une démarche expérimentale. Ce chapitre présente les résultats que nous avons

obtenus qui seront ensuite discutés.
I11.1. Evaluation de la composition nutritionnelle des feuilles de Stevia

Les résultats obtenus de la détermination de la valeur nutritionnelle des feuilles de stevia

sont présentés dans le tableau III.1 ci-dessous :

Tableau I11.1. Valeur nutritionnelle des feuilles de Stevia cultivée en Algérie

Humidité (%) 7,706 £+ 0,0378
Matiére grasse (%0) 3,228 £ 0,0514
Cendres (%) 22,751 + 17,339

Protéines (%) 9,192 + 1,002

Fibres brutes (%) 0,338 + 0,005
Carbohydrate(%0o) 56,783 + 17,202
Valeur énergétique (K cal/g) 252,165+ 61,420

Les feuilles de Stevia que nous avons etudiées, présentent les valeurs suivantes (Tableau
I11.1) : protéines (9,192 % + 1,002), glucides, (56,783 % + 17,202), matiere grasse, (3,228 % *
0,0514), humidité, (7,706% =+ 0,0378), cendres, (22,751% + 17,339), fibres brutes (0,338% =+
0,005) et valeur énergétique (252,165K cal/g + 61,420).

Nous avons comparé notre étude a celle de Savita et al. (2004) menée sur des feuilles de
stevia cultivée en Inde. Mais aussi a I’étude réalisée par Abo-Arab et al. (2010) sur des feuilles de
stevia en Egypte et a une autre étude menée par Gasmalla et al. (2014) sur des feuilles de stevia

cultivée en Chine. Les résultats de ces études sont illustrés dans le tableau 111.2 :
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Tableau I11.2. Valeur nutritionnelle des feuilles de Stevia cultivée en Inde, en Egypte et en Chine

Humidité (%) 7% 5.37% 10.73%
Matiére grasse (%0) 2.5% 3.73% 6.13%
Cendres (%) 10.5% 7.41 12.06%
Protéines (%) 9.8% 11.41% 13.68%

0, 0, 0,
Fibres brutes (%) 18.5% 15.25% 5.03%
Carbohydrate(%o) 52% 61.93% 63.10%

Valeur énergétique
270% ND ND
(K callg)

ND : Non déterminé

A partir de ces résultats, il apparait que la stevia peut étre une source appréciable de

protéines, de cendres et des éléments indispensables pour promouvoir la santé du consommateur.

Il apparait que nos feuilles de stevia sont plus riches en cendres et en eau et que les feuilles
de stevia cultivée en Egypte. Par contre elles sont pauvres en fibre et en matiére grasse par rapport

a la stevia cultivée en Inde et en Chine

Ces changements quantitatifs dans la composition des feuilles de stevia peuvent étre dus aux
conditions agro-climatiques (site de culture, saison de récolte...) ou a des différences variétales

qui se traduisent par une variation de la valeur nutritionnelle de stevia.
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I11.2. La composition minérale

L'analyse des minéraux par XRF (spectrométrie de fluorescence de rayons X), a révéle les résultats

présentés dans le tableau 111.3 :

Tableau I11.3. Résultats d’analyse des minéraux par XRF (spectrométrie de fluorescence de

rayons X)
Calcium (Ca) 38.680
Potassium(K) 36.145
Chlore (CI) 22.210
Fer (Fe) 1.824
Manganése (Mn) 0.566
Strontium (Sr) 0.195
Nickel natif (Ni) 0.174
Zinc (Zn) 0.102
Brome (Br) 0.094
Zirconium (Zr) 0.007

Les résultats d’analyse des minéraux dans les feuilles de stevia par XRF présentés dans le
tableau I11.3 indiquent que notre échantillon présente une teneur élevé en calcium (38.680%) suivi
par le potassium (36.145%) et le chlore (22.210%). En revanche, le niveau le plus bas de minéraux

(Zirconium) a été détecté a une concentration de (0.007%).

Les feuilles contenait une faible quantité de Fe, Mn, Sr, Ni, Zn et Br. de I’ordre de 1,824 ;
0,566% ; 0,195% ; 0,174% ; 0.102% et 0.094% respectivement.

L’étude menée par Abou-Arab et al. (2010) a révélé que les feuilles de stevia analysées été
riches en K (21.15%), Ca (17.70%), Na (14.93 %) et Zn (5.89 %) et pauvre en Mg (3.26%) ; Mn
(2.89%) ; Zn (1.26%) et Cu (0.73%).

Cette différence dans les résultats peut étre due a la différence de la composition de sol utilisé

pour la culture de la stevia.

Il apparait que la stevia contient des quantités substantielles de nutriments importants. Le
potassium, le calcium, et le chlore, qui sont importants sur le plan nutritionnel, ont été trouvés en
quantité raisonnable dans les feuilles de Stevia. La présence de ces minéraux constitue un avantage

(Choudhary et Bandyopadhyay, 1999). Cela permet de considérer la Stevia comme un ingrédient
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riche en minéraux nécessaires pour I’organisme afin de réguler et maintenir ses divers processus

métaboliques.
111.3. Extraction et dosage des glycosides de stéviol

Chaque extrait obtenu par décoction ; infusion ; ultra-son et micro-onde a fait I’objet d’un
dosage des sucres totaux par la méthode (Dubois, 1956). La teneur en sucre de ces extraits a été
calculée a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe étalon (Figure I11.1). Les

résultats sont présentés dans le tableau 111.4 :

[
[=]

9 y=4,0656x + 0,78 |

R2=0,9758_.--"'.
8 e
7 e
6 ...

o
5
e ..
4
..
3
.
2 e
-8
1
0Oe
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Figure I11.1. Courbe étalon du dosage des sucres totaux par la méthode Dubois 1956 (en mg/ml)

Tableaux I11.4. Comparaison des quatre méthodes d’extraction

Décoction 28,24 + 8,82 42,49 + 15,65 0,40 £0,14
infusion 22,91 + 8,28 39,35 + 8,22 0,46 + 0,01
Micro-ondes 31,46 £4,94 39,84 + 1,87 0,25+0,01
Ultra-sons 37,35+ 0,71 30,75+ 1,36 0,29 + 0,02

Afin de comparer les méthodes d’extraction, une analyse statistique (ANOV A) a été réalisée,
cependant, cette derniére n’a révélé aucune différence significative (p<0.05) entre les quatre
techniques que ¢a soit pour le rendement d’extraction ou pour la concentration en sucres totaux.
A partir de ces résultats on peut conclure que la méthode d’extraction n’a pas d’effet sur le

rendement ou sur la concentration en sucre obtenues.
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Une étude réalisée par Jaitak et al. (2009) sur I’extraction des glycosides de stéviol par

micro-ondes et 1’ultra-sons a révélé que 1’extraction par ultra-sons presente le meilleur rendement
(8.64%).

Les conclusions de cette recherche pourraient étre appliquées dans le développement de
procédés d'extraction plus efficaces et respectueux de I’environnement pour la production
industrielle de glycosides de stéviol. L optimisation de ces techniques d’extraction permettrait
d’améliorer le rendement en termes de qualité et de quantité. De plus, cela pourrait contribuer a
une meilleure compréhension de l'impact des différentes méthodes d'extraction sur les propriétés

fonctionnelles des extraits de Stevia rebaudiana Bertoni.
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Conclusion générale

L'utilisation de la Stevia comme substitut au sucre offre une solution prometteuse a la
surconsommation de sucre et a ses effets néfastes sur la santé. La Stevia posséde un fort pouvoir
sucrant sans les calories du sucre traditionnel. En remplacant le sucre par la Stevia dans les
aliments et les boissons, il est possible de réduire I'apport calorique global tout en conservant le
goQt sucre, ce qui favorise la gestion du poids et la prévention de maladies comme l'obésité et les
maladies y liées. De plus, étant naturelle, la Stevia est une alternative plus saine que les
édulcorants artificiels souvent utilisés. Son intégration dans I'alimentation peut ainsi encourager
des choix alimentaires plus sains tout en répondant aux besoins de ceux qui cherchent a limiter

leur consommation de sucre.

Lors de la réalisation de notre étude, nous avons pu évaluer la valeur nutritionnelle des
feuilles de stevia par la détermination du taux de protéines, matiere grasse, fibres brutes, valeur
énergétique, glucides, humidité, cendres et minéraux. Ces résultats nous ont permis de conclure
que la stevia peut étre considérée comme un aliment riche en nutriments essentiels au bon

fonctionnement de 1’organisme.

Etant une plante tres riche en sucre, nous nous sommes intéressés a I’extraction des
glycosides de stéviol par quatre techniques différentes et au dosage du taux de sucres dans ces
extraits. Le résultat du dosage nous a révélé que les quatre techniques d’extraction présentent un

taux de sucre considérable.

Les résultats de notre étude mettent en évidence la richesse de la stevia en sucres et en
éléments nutritifs. Afin de compléter notre étude nous proposons comme perspectives de ce

travail ce qui suit :

e Optimisation du protocole d’extraction des glycosides de stéviol.

e Caractérisation des extraits de stevia par HPLC (Chromatographie Liquide a Haute
Performance).

e Culture de la Stevia a grande échelle en Algérie.

e Formulation de produits alimentaires ou de médicaments a base d’extraits de Stevia.

Le stage que nous avons effectué au sein de Centre de Recherche en Biotechnologie « CRBt»,
a eteé tres bénéfique sur I’aspect technique ot nous avons pu communiquer avec des chercheurs et
ingénieurs experts dans leurs domaines et de bénéficier de leurs précieux conseils ce qui nous a

permis d’enrichir nos connaissances pratiques.

_____________________________________________________________________________________________________|
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Une vraie satisfaction a été ressentie lors de la réalisation de notre mémoire de fin d’études,

du fait de I’effet positif sur nos connaissances théoriques et pratiques.
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Evaluation de la valeur nutritionnelle des feuilles de Stevia rebaudiana cultivée en Algeérie

Mémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Biochimie Appliquée

Stevia rebaudiana, communément appelée stevia, est une plante originaire d’Amérique du Sud, connue
pour sa richesse en glycosides de stéviol intensément sucrés mais aussi en éléments nutritifs essentiels pour
I’organisme. L’utilisation de la stevia comme substitut du sucre, offre une solution sucrante naturelle et sans
calories qui permettrait de réduire les problémes liés a la surconsommation de sucre. Pour ce faire, nous avons
¢tudié la composition nutritionnelle et minérale des feuilles de Stevia cultivée en Algérie. Etant une plante trés
riche en sucre, nous avons réalisé une extraction des glycosides de stéviol par décoction, infusion, ultra-sons
et micro-ondes. Nous avons par ailleurs réalisé un dosage des sucres totaux dans nos extraits par la méthode

Dubois.

Nos résultats révelent que la composition nutritionnelle des feuilles de Stevia était comme suit : lipides
3,228 + 0,0514 %, protéines 9,192 + 1,002 %, carbohydrates 56, 783 + 17,202%, fibres 0,338 + 0,005%,
humidite 7,706 + 0,0378 %, cendres 22, 751 + 17,339 %, et valeur énergétique 252,165+ 61,420 kcal/g. Le
dosage des minéraux a révélé que la Stevia était riche en calcium (38.680%) et potassium (36.145%). Le
dosage des sucres dans les quatre extraits a révélée qu’il n’y a pas de différence significative étre les techniques

utilisées pour I’extraction des glycosides (P > 0.05).

Les résultats de notre étude mettent en évidence la richesse de la Stevia en sucres et en éléments nutritifs

et permettent d’envisager son introduction progressive dans I’alimentation du consommateur algérien.

Mots-clefs : Stevia rebaudiana, sucre hypocalorique, substituts de sucre.

Laboratoires de recherche : Centre de Recherches en Biotechnologie.

Présidente du jury : Dr AYECHE Amina (MA(B) - U Constantine 1 Freres Mentouri).
Encadrante : Dr MEKDADE Loubna  (MRB - Centre de Recherche en Biotechnologie).
Co-Encadrant : Dr SAHRAOUI Hossem  (MRB - Centre de Recherche en Biotechnologie).

Examinatrice : Mme AOUANE Asma (AR- Centre de Recherche en Biotechnologie).




