
HAL Id: dumas-01235395
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01235395

Submitted on 30 Nov 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Stevia rebaudiana B. : réels enjeux de santé publique ou
campagne marketing ?

Jonathan Lesniarek

To cite this version:
Jonathan Lesniarek. Stevia rebaudiana B. : réels enjeux de santé publique ou campagne marketing ?.
Sciences pharmaceutiques. 2015. �dumas-01235395�

https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01235395
https://hal.archives-ouvertes.fr


  
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 
 
Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le 
jury de soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il n’a pas été réévalué depuis la date de soutenance. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement 
lors de l’utilisation de ce document. 
 
D’autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact au SICD1 de Grenoble : thesebum@ujf-grenoble.fr 
 
 
 

LIENS 
LIENS 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
 
http://www.cfcopies.com/juridique/droit-auteur 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 
 



UNIVERSITÉ JOSEPH FOURIER 
FACULTÉ DE PHARMACIE DE GRENOBLE 

 
 
Année : 2015 
 
 
 
 
 

Stevia rebaudiana B. : 
Réels enjeux de santé publique ou campagne marketing ? 

 
 

THÈSE 
PRESENTÉE POUR L’OBTENTION DU TITRE DE DOCTEUR EN PHARMACIE 

 
DIPLÔME D’ÉTAT 

 
 
 

Jonathan LESNIAREK 
 

Né le 01 Janvier 1988 à MONTÉLIMAR 
 
 
 

THÈSE SOUTENUE PUBLIQUEMENT À LA FACULTÉ DE PHARMACIE DE 
GRENOBLE 

 
Le 12 Novembre 2015 
 
 
 
 
DEVANT LE JURY COMPOSÉ DE  
 
Président du jury : 
 
Monsieur le Docteur Serge KRIVOBOK, Docteur en Pharmacie, Maitre de Conférences 
(UFR de Pharmacie de Grenoble) 
 
Membres : 
 
Monsieur le Docteur Basile PERES, Maitre de Conférences (UFR de Pharmacie de Grenoble) 
 
Madame le Docteur Marie JOYEUX-FAURE, Docteur en Pharmacie, Maitre de Conférences 
(UFR de Pharmacie de Grenoble) 
 
 
 
 
La Faculté de Pharmacie de Grenoble n’entend donner aucune approbation ni improbation aux opinions émises 
dans les thèses ; ces opinions sont considérées comme propres à leurs auteurs. 



 2 

 

 

UFR de Pharmacie de Grenoble 
 

 
DOMAINE DE LA MERCI  
38706 LA TRONCHE CEDEX – France  
TEL : +33 (0)4 76 63 71 72 
FAX : +33 (0)4 76 63 71 70 

   Affaire suivie par Lantou FAURE NEUHAUSER  Lanto.Faure@ujf-grenoble.fr 
 
 

Mise à jour le 17 novembre 2014 par Lantou FAURE NEUHAUSER 
 

 

Doyen de la Faculté : M. le Pr. Christophe RIBUOT 

Vice-doyen et Directrice des Etudes : Mme Delphine ALDEBERT 
 

Année 2014-2015 

ENSEIGNANTS A L’UFR DE PHARMACIE  

 

STATUT NOM PRENOM DEPARTEMENT** LABORATOIRE 

MCU ALDEBERT Delphine D4 LAPM_UMR SNRS 5163 

PU-PH ALLENET Benoit D5 ThEMAS TIMC-IMAG (UMR 
CNRS 5525) 

PU BAKRI Aziz D5 TIMC-IMAG 

MCU BATANDIER Cécile D1 LBFA, Inserm U1055 

MCU-PH BEDOUCH Pierrick D5 ThEMAS TIMC-IMAG (UMR 
CNRS 5525) 

MCU BELAIDI-CORSAT Elise D5 HP2-Inserm U1042 

PAST BELLET  Béatrice D5  - 

PU BOUMENDJEL Ahcène D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU BOURGOIN Sandrine D1 CRI Inserm/UJF U823, équipe 5 

MCU BRETON Jean D1 L.C.I.B. - UMR E3 CEA/UJF 

MCU BRIANCON-
MARJOLLET Anne D5 HP2-Inserm U1042 

MCU BUDAYOVA 
SPANO Monika D4 IBS 

PU BURMEISTER Wim D4 UVHCI, UMI 3265 UJF-EMBL-
CNRS 

MCU-PH BUSSER Benoit D1 CRI Inserm/UJF U823, équipe 5 
Professeur 

Emérite CALOP     Jean  D5 -  

MCU CAVAILLES Pierre D1 LAPM 

MCU CHOISNARD Luc D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

PU-PH CORNET Murielle D4 THEREX, TIMC-IMAG 

PU-PH DANEL Vincent D5 SMUR SAMU 

PU DECOUT Jean-Luc D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU DELETRAZ-
DELPORTE Martine D5 Equipe SIS « Santé, Individu, Société 

»-EAM 4128) UCB 



 3 

 

UFR de Pharmacie de Grenoble 
 

 
DOMAINE DE LA MERCI  
38706 LA TRONCHE CEDEX – France  
TEL : +33 (0)4 76 63 71 72 
FAX : +33 (0)4 76 63 71 70 

   Affaire suivie par Lantou FAURE NEUHAUSER  Lanto.Faure@ujf-grenoble.fr 
 
 

Mise à jour le 17 novembre 2014 par Lantou FAURE NEUHAUSER 
 

MCU DEMEILLIERS Christine D1 LBFA, Inserm U1055 

PU DROUET Christian D4 AGIM - CNRS 3405 

PU DROUET Emmanuel D4 UVHCI, UMI 3265 UJF-EMBL-
CNRS 

MCU DURMORT-
MEUNIER Claire D1 I.B.S 

PU-PH FAURE Patrice D1 HP2-Inserm U1042 

PRCE FITE  Andrée D6   - 

PRAG GAUCHARD Pierre-Alexis D3 - 

MCU-PH GERMI Raphaëlle D4 UVHCI, UMI 3265 UJF-EMBL-
CNRS 

MCU GEZE Annabelle D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU GILLY Catherine D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

PU GODIN-RIBUOT Diane D5 HP2-Inserm U1042 

PRCE GOUBIER 
MATHYS  Laurence D6  - 

Professeure 
Emérite GRILLOT Renée  D4 - 

MCU GROSSET Catherine D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU GUIEU Valérie D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU HININGER- 
FAVIER Isabelle D1 LBFA, Inserm U1055 

MCU JOYEUX-FAURE Marie D5 HP2-Inserm U1042 

MCU KHALEF Nawel D5 TIMC-IMAG 

MCU KRIVOBOK Serge D3 IRTSV 

PU LENORMAND Jean Luc D1 THEREX, TIMC-IMAG 

PU MARTIN  Donald D1 TIMC-IMAG, UMR 5525 UJF-
CNRS 

MCU MELO DE LIMA Christelle D4 L.E.C.A 

PU-PH MOSSUZ Pascal D4 THEREX, TIMC-IMAG 

MCU MOUHAMADOU Bello D3 L.E.C.A 

MCU NICOLLE Edwige D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU OUKACINE Farid D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU PERES Basile D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU PEUCHMAUR Marine D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

PU PEYRIN Éric D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU RACHIDI Walid  D1 L.C.I.B - UMR E3 CEA/UJF 



 4 

 
  

UFR de Pharmacie de Grenoble 
 

 
DOMAINE DE LA MERCI  
38706 LA TRONCHE CEDEX – France  
TEL : +33 (0)4 76 63 71 72 
FAX : +33 (0)4 76 63 71 70 

   Affaire suivie par Lantou FAURE NEUHAUSER  Lanto.Faure@ujf-grenoble.fr 
 
 

Mise à jour le 17 novembre 2014 par Lantou FAURE NEUHAUSER 
 

MCU RAVELET Corinne D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

PU RIBUOT Christophe D5 HP2-Inserm U1042 

PAST RIEU Isabelle D5 - 
Professeure 

Emérite ROUSSEL Anne -Marie  D1 - 

PU-PH SEVE Michel D1 CR INSERM / UJF U823 Institut 
Albert Bonniot 

MCU SOUARD Florence D3 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

MCU TARBOURIECH Nicolas D4 UVHCI, UMI 3265 UJF-EMBL-
CNRS 

PAST TROUILLER Patrice D5 - 

MCU VANHAVERBEKE Cécile D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

PU WOUESSIDJEWE Denis D2 DPM, UJF/CNRS UMR 5063  

 
** D1 : Département « Mécanismes Biologiques des Maladies et des Traitements (DMBMT)» 

     D2 : Département «Bases Physicochimiques du Médicament » 

     D3 : Département «Origine, Obtention et Optimisation des Principes Actifs des Médicaments » (O3-PAM) 

     D4 : Département « Bases immunologiques, Hématologiques et Infectieuses des Maladies et 

      Médicaments associés » 

     D5 : Département « Médicaments et Produits de Santé » 

     D6 : Département  « Anglais » 

------------------------------------------------------------------------------------------ 

ATER : Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherches 
CHU : Centre Hospitalier Universitaire 
CIB : Centre d’Innovation en Biologie 
CRI : Centre de Recherche Institut 
CNRS : Centre National de Recherche Scientifique 
DCE : Doctorants Contractuels 
DPM : Département de Pharmacochimie Moléculaire 
et de Cognition et Ontogenèse » 
HP2 : Hypoxie Physiopathologie Respiratoire et Cardiovasculaire 
IAB : Institut Albert Bonniot, Centre de Recherche « Oncogenèse  
IPB :  
IBS : Institut de Biologie Structurale 
JR : Jean Roget 
LAPM : Laboratoire Adaptation et Pathogenèse des Microorganismes 
LBFA : Laboratoire Bioénergétique Fondamentale et Appliquée 

LCBM : Laboratoire Chimie et Biologie des Métaux 
LCIB : Laboratoire de Chimie Inorganique et Biologie 
LECA : Laboratoire d’Ecologie Alpine 
LR : Laboratoire des Radio pharmaceutiques 
LR : Laboratoire des Radio pharmaceutiques 
MCU : Maitres de Conférences des Universités 
MCU-PH : Maîtres de Conférences des Universités et Praticiens Hospitaliers 
PAST : Professeur Associé à Temps Partiel 
PRAG : Professeur Agrégé 
PRCE : Professeur certifié affecté dans l’enseignement 
PU : Professeurs des Universités 
PU-PH : Professeurs des Universités et Praticiens Hospitaliers 
TIMC-IMAG : Laboratoire Technique de l’Imagerie, de la Modélisation  
UMR: Unité Mixte de Recherche 
UVHCI: Unit of Virus Host Cell Interactions 

 



 5 

 
 
 
 
 
 
 

Ma mère m'a dit que le bonheur était la clé de la vie. 
Quand je suis allé à l'école, ils m'ont demandé ce que je voulais être quand je serai grand. 

J'ai répondu "heureux". 
Ils m'ont dis que je n'avais pas compris la question, 

J'ai répondu qu'ils n'avaient pas compris la vie. 
 

John Lennon 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

À  Michel Pizette dit Barnico, qui assistera à la soutenance dans mon coeur. 
  



 6 

REMERCIEMENTS 

 
 À Monsieur Serge KRIVOBOK, 

Pour m'avoir fait le grand honneur d'accepter de présider cette thèse, 

Pour l'aide que vous m'avez apportée pour mener à bien ce travail, 

Pour m'avoir transmis le virus de la botanique, 

Veuillez accepter le témoignage de ma sincère reconnaissance 

 

 À Monsieur Basile PERES, 

Pour m'avoir fait le grand honneur de diriger ce travail, 

Pour la disponibilité et les généreux conseils, 

Pour la confiance que vous avez accordé à ce projet, 

Veuillez accepter l'expression de mon profond respect. 

 

 À Madame Marie JOYEUX-FAURE, 

Pour m'avoir fait l'honneur de siéger à mon jury de thèse, 

D'avoir apporté vos connaissances à la critique de ce travail, 

Soyez assurée de ma profonde gratitude. 

 

 À ma famille et particulièrement à ma maman et mon papa, 

Pour avoir tout fait pour que je puisse arriver où j'en suis. 

Vous avez ma reconnaissance éternelle. 

 

 À Lise-Marie, 

Pour avoir lu, relu et rerelu ma thèse, 

D'être le pilier de mon bonheur, 

Et surtout de me supporter au quotidien. 

 

 À ma belle-famille, 

Pour m'avoir accepté avec la plus grande gentillesse, 

Je vous dois énormément tant sur mon épanouissement personnel que professionnel. 

 

 

 

 



 7 

 À mes amis pharma, 

Pour tous les moments inoubliables passés ensemble, 

Brièvement Lucie, Loïc, Géraldine, Irwin, Charlotte, Romain, Agathe, Octave, Alice, Mike, 

fillots, fillotes... Je ne peux pas vous remercier un à un, alors simplement : j'vous kiff! 

 

 À mes amis Ardéchois et ma famille de coeur, 

Pour avoir toujours gardé contact malgré l'éloignement, 

Pour ces retours aux sources qui me font un bien fou, 

Entre autres Charlé, Anthony, Mathieu, Florian, Claudette, Popo, Murielle, Michou, Camille, 

Alexis, Maxime... 

 

 À mes amis Ensicéens, 

Qui ont fait que mes études à Nancy soient mémorables, 

Benoit et les p'tits frères, les PP, ma marraine et les BÂM... 

 

 À mes coloc Gwendal et Jerem', 

Qui ne m'ont absolument pas aidé pour ce travail, mais avec qui j'ai passé de merveilleux 

moments et qui ont réussi à me supporter. 

 

 À Maud ROUGIER, 

Pour son travail sur lequel j'ai pu m'appuyer.  



 8 

 

 

 

 

 

 

 

AVANT-PROPOS 
 

De nos jours, le monde pharmaceutique, de part les progrès acquis au cours des derniers 

siècles, s'éloigne de son domaine d'origine qui n'est autre que la botanique. Cependant, à 

travers cette thèse, je souhaiterai montrer que le monde végétal reste une source de solutions 

thérapeutiques, notamment pour l'obésité et le diabète qui sont des pathologies largement 

répandues à travers le monde. Il existe déjà des édulcorants acaloriques luttant contre le 

diabète, mais sont-ils vraiment sûrs ? Dans un monde où les avancées sont toujours plus 

rapides, où l'économie prend le pas sur la santé et où l'information circulante n'est pas 

systématiquement vérifiée, quelle est la place de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni? 
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Notre civilisation est une grande consommatrice de sucres simples que ce soit dans 

l'alimentation ou dans les boissons, car ils sont une source de plaisir. Ces sucres, dont 

principalement le saccharose, sont ajoutés dans les denrées alimentaires non seulement pour 

leurs propriétés sensorielles, mais également pour leurs propriétés physiques, microbiennes et 

chimiques. Consommé de manière excessive, le sucre induit des pathologies graves pouvant 

être irréversibles. Malheureusement ces pathologies sont de plus en plus nombreuses et 

surviennent de plus en plus tôt. 

Depuis ces vingt dernières années, pour pallier à ces problèmes sans supprimer le goût des 

denrées alimentaires, des édulcorants ont commencé à se substituer au sucre, tels que la 

saccharine ou l'aspartame. Toutefois, les problèmes sanitaires sont encore présents et ne 

cessent d'augmenter, engendrant des dépenses de santé considérables. 

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, plus communément appelée stévia est une plante de la 

famille des Asteraceae originaire d’Amérique du sud. Elle possède la spécificité d'avoir un 

fort goût sucré lorsque l'on porte une de ses feuilles en bouche ; particularité due à la présence 

de glycosides diterpénoïdes tétracycliques. Ces composés ont l'avantage d'avoir un indice 

glycémique de zéro et n'apportent ni glucides ni calories. Ces caractéristiques ajoutées à son 

origine naturelle font de la stévia une candidate à la diminution du nombre de pathologies 

liées au sucre. Mais le fait-elle vraiment ? De plus, des tribus amérindiennes attribuent des 

propriétés abortives à la stévia ; des questions se posent donc quant à son innocuité. Est-elle 

dangereuse pour la santé ? Possède-t-elle d'autres propriétés en plus de son caractère gustatif ? 

L'autre aspect du monde du sucre est que l'alimentation actuelle regorge tellement de sucres 

ajoutés, qu'il devient difficile de les éviter. Cette forte présence traduit un marché économique 

tout aussi grand, représentant plusieurs milliards d'euros. Le saccharose domine ce marché 

mais la substitution du sucre par les édulcorants et l'intérêt de la population pour les produits 

"sans sucres ajoutés" et "naturels" progressent. La stévia vient donc bouleverser ce marché, de 

part son origine naturelle qui lui confère une attractivité que les autres édulcorants n'ont pas. 

Ainsi, elle représente un enjeu économique majeur... mais seulement économique ou 

également sanitaire ? C'est autant de questions auxquelles nous allons tenter de répondre tout 

au long de cette thèse. 

Ce travail présentera dans un premier temps, les aspects botaniques, agronomiques et 

historiques. Ensuite, nous traiterons de sa composition chimique et plus particulièrement des 

glycosides de stéviol. Par la suite, nous nous focaliserons sur les intérêts thérapeutiques de la 

stévia en étudiant sa pharmacologie et sa toxicologie. Enfin, nous nous intéresserons à la 

réglementation soumise, ainsi qu'aux enjeux économiques de la plante et ses composés dans le 

domaine public et privé. 
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1. Classification botanique 
La taxonomie utilisée pour classer la stévia sera l'APG III ou Angiosperm Phylogeny Group 

III ; datant de 2009, dernière version de la classification APG [1]. Cette classification 

botanique est construite sur la phylogénétique, c'est-à-dire basée principalement1 sur l'étude 

des molécules informatives telles que les acides nucléiques (ADN ou ARN) et les protéines 

[1] [2]. 

1.1. Caractéristiques de la famille des Asteraceae 
La stévia (Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni) est une plante vivace indigène appartenant à 

la famille des Asteraceae, anciennement Compositae, faisant partie de l'embranchement des 

Spermatophytes [3] [4] (Du grec, Sperma : "graine" et Phytón : "végétal") : 
 

 

Figure 1 : Classification de la Stevia rebaudiana selon APG III 

La stévia fait partie d'une famille largement répandue sur le globe (Figure 2), celle des 

Asteraceae provenant de l'ordre des Astérales. Relativement grand, cet ordre ne contient pas 

moins de onze familles [4] : Alseuosmiaceae, Argophyllaceae, Asteraceae, Calyceraceae, 

Campanulaceae, Goodeniaceae, Menyanthaceae, Pentaphragmataceae, Phellinaceae, 

Rousseaceae et Stylidiaceae. 
 

                                                             
1 Cette classification peut être complétée par l'étude de caractères morphologiques 
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Classe 
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Asteraceae 

Stevia 
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Figure 2 : Répartition mondiale des Asteraceae [4] . 

Les Asteraceae représentent numériquement, la famille la plus vaste des Angiospermes 

comprenant plus de 1.600 genres et 22.800 espèces [5]. Elle comprend majoritairement des 

plantes herbacées, mais contient aussi des arbres (Olearia traversii (F. Muell.) Hook. f.), 

arbustes (Ageratina ligustrina (DC.) R.M. King & H. Rob.) et lianes (Humbertacalia 

tomentosa (Lam.) C. Jeffrey). 

Leurs feuilles sont alternes, rarement opposées ou verticillées et exstipulées. Concernant les 

fleurs, elles sont de petite taille, réunies en capitules et situées à l'extrémité d'une tige ou d'un 

rameau. Les fruits sont des akènes, souvent couronnés d'une aigrette de poils permettant une 

dispersion éolienne. 

Étant une grande famille, les Asteraceae possèdent de nombreuses particularités2 : 

! Allergène : l'ambroisie (Ambrosia artemisiifolia (L.) Farw.), 

! Emblématique : le chardon-Marie (Silybum marianum (L.) Gaertn), l'édelweiss 

(Leontopodium nivale subsp. alpinum (Cass.) Greuter), 

! Ornementale : le dahlia (Dahlia pinnata Cav.), 

! Médicinale : le calendula (Calendula officinalis L.), l'arnica (Arnica Montana L.), 

! Alimentaire : le tournesol (Helianthus annuus L.), la laitue (Lactuca scariola subsp. 

sativa (L.) Bonnier & Layens). 

                                                             
2 Il est à noter que certaines espèces peuvent entrer dans plusieurs catégories. 
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Figure 3 : Plantes de la famille des Asteraceae (de gauche à droite et de haut en bas : Ambrosia 

artemisiifolia, Silybum marianum, Leontopodium alpinum, Dahlia pinnata, Calendula officinalis, Arnica 

montana, Helianthus annuus, Lactuca sativa) [6]  à [13] . 

1.2. Description de la plante 
La description se fera du bas de la plante vers son extrémité haute. 

1.2.1. Description botanique 

Il n'existe pas moins de 261 espèces de Stevia dans le monde [14] et leurs caractéristiques 

sont relativement similaires. 

 

Figure 4 : À gauche : partie aérienne d'un plant de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni [15]  ; à droite : Un 

plant de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni dans son habitat naturel (Argentine) [16] . 

La S. rebaudiana (Figure 4) 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'à 1,80 m dans des milieux de culture en terre fertile [17] [18]. 

1. Introduction

Stevia rebaudiana Bertoni is a branched bushy shrub of the
Asteraceae family, native to the Amambay region in the north east
of Paraguay. It also occurs in the neighbouring parts of Brazil and
Argentina (Soejarto, 2002). Today its cultivation has spread to
other regions of the world, including Canada and some parts of
Asia and Europe (Amzad-Hossain, Siddique, Mizanur-Rahman, &
Amzad-Hossain, 2010; Gardana, Simonetti, Canzi, Zanchi, & Pietta,
2003). Presently, Stevia is well-known for its high content of sweet
diterpene (about 4–20%) in dry-leaf matter (Ghanta, Banerjee, Pod-
dar, & Chattopadhyay, 2007). It is the source of a number of sweet
ent-kaurene diterpenoid glycosides (Prakash, Dubois, Clos, Wil-
kens, & Fosdick, 2008), and the stevia glycosides are the com-
pounds responsible for the sweet taste. Among the 230 species in
the genus Stevia, only the species rebaudiana and phlebophylla pro-
duce steviol glycosides (Brandle & Telmer, 2007).

S. rebaudiana Bertoni (Fig. 1) was botanically classified in 1899
by Moisés Santiago Bertoni, who described it in more detail. Ini-
tially called Eupatorium rebaudianum, its name changed to S. rebau-
diana (Bertoni) Bertoni in 1905. The sweet principle was first
isolated in 1909 and only in 1931 was the extract purified to pro-
duce stevioside, the chemical structure of which was established in
1952 as a diterpene glycoside. Stevioside is described as a glyco-
side comprising three glucose molecules attached to an aglycone,
the steviol moiety. During the 1970s, other compounds were iso-
lated, including rebaudioside A, with a sweetening potency even
higher than stevioside (Barriocanal et al., 2008).

Steviol is the common aglycone backbone of the sweet stevia
glycosides that have been analyzed by liquid chromatography cou-
pled with UV, MS and ELS detection (Cacciola et al., 2011). Stevio-
side, one of the stevia glycosides, is about 300 times sweeter than
saccharose and can be particularly beneficial to those suffering
from obesity, diabetes mellitus, heart disease and dental caries
(Ghanta et al., 2007).

Although Stevia continues to be a rare plant in its native habitat,
agricultural production in South America and Asia, and ornamental
use in Europe and North America have made its occurrence in the
world perhaps more common than it ever was in the past (Brandle
& Telmer, 2007). Studies revealed that Stevia has been used since
ancient times for various purposes throughout the world (Goyal,
Samsher, & Goyal, 2010). For centuries, the Guarani tribes of Para-

guay and Brazil used Stevia species, primarily S. rebaudiana, which
they called ka’a he’ê (‘‘sweet herb’’), as a sweetener in yerba mate
and medicinal teas for treating heartburn and other ailments
(Brandle & Telmer, 2007). S. rebaudiana Bertoni has attracted eco-
nomic and scientific interests due to the sweetness and the sup-
posed therapeutic properties of its leaf. Japan was the first
country in Asia to market stevioside as a sweetener in the food
and drug industry. Since then, cultivation of this plant has ex-
panded to other countries in Asia, including China, Malaysia,
Singapore, South Korea, Taiwan, and Thailand (Chatsudthipong &
Muanprasat, 2009). Stevia and stevioside have been applied as
substitutes for saccharose, for treatment of diabetes mellitus,
obesity, hypertension and caries prevention (Pól, Hohnová, &
Hyötyläinen, 2007), and a number of studies have suggested that,
besides sweetness, stevioside, along with related compounds
which include rebaudioside A, steviol and isosteviol, may also
offer therapeutic benefits, as they have anti-hyperglycemic, anti-
hypertensive, anti-inflammatory, anti-tumour, anti-diarrhoeal,
diuretic, and immunomodulatory effects (Chatsudthipong &
Muanprasat, 2009). The leaves of Stevia has functional and sensory
properties superior to those of many other high-potency
sweeteners, and is likely to become a major source of high-potency
sweetener for the growing natural food market in the future (Goyal
et al., 2010).

Toxicological studies have shown that stevioside does not have
mutagenic, teratogenic or carcinogenic effects. Likewise, allergic
reactions have not been observed when it is used as a sweetener
(Pól, Hohnová, et al., 2007). Recently completed studies on the gen-
eral and reproductive toxicity of rebaudioside A corroborate stud-
ies carried out with purified steviol glycosides, demonstrated its
safety at high dietary intake levels. Comparative metabolism stud-
ies provide further affirmation of the common metabolic pathway
for all steviol glycosides and the common metabolism between
rats and humans (Carakostas, Curry, Boileau, & Brusick, 2008).

The purpose of this review is to bring together a selection of
essential basic data coming from numerous scientific researches
on stevia, a naturally occurring sweetener. Emphasis was placed
on the remarkable potential of stevia as an intense high-potency
sweetener together with its functional and health-promoting prop-
erties, making thereby a contribution in enhancing the importance
of S. rebaudiana as a promising new agricultural crop. This may
contribute to satisfy today’s need for food ingredients of low-
calorie with nutritional, therapeutic and functional properties.
Consumers’ demand for herbal foods may encourage Stevia cultiva-
tion and production and may help those who have to restrict car-
bohydrate intake or reduce the glycemic index in the diet, to enjoy
the sweet taste with minimal calories. This review also aims for a
better understanding and acceptance of stevia as a natural raw
material for the health food industry.

2. Botanical description

Stevia is a genus of about 200 species of herbs and shrubs in the
sunflower family (Asteraceae). It grows up to 1 m tall (Mishra,
Singh, Kumar, & Prakash, 2010). The plant is a perennial herb with
an extensive root system and brittle stems producing small, elliptic
leaves (Shock, 1982). The leaves are sessile, 3–4 cm long, elongate-
lanceolate or spatulate shaped with blunt-tipped lamina, serrate
margin from the middle to the tip and entire below. The upper sur-
face of the leaf is slightly granular pubescent. The stem is woody
and weak-pubescent at the bottom. The rhizome has slightly
branching roots. The flowers are pentamerous, small and white
with a pale purple throat. They are composite surrounded by an
involucre of epicalyx. The capitula are in loose, irregular, sympodial
cymes. The tiny white florets are borne in small corymbs of 2–6Fig. 1. Stevia rebaudiana Bertoni leaves.
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Introduction
Stevia Rebaudiana Bertoni (more commonly 

known as Stevia) is a wild herb, from the 
Asteraceae Family, a perennial indigenous native 
plant from the tropical region of South America, 
still in wild state in Paraguay, especially in the 
Department of Amambay, and Argentina's 
Misiones province. The name in Guarani language 
is ka'a he'e, which means sweet herb, and in 
Spanish is transcribed as "caaje'é".

The Guarani Indians had known for centuries 
about the unique advantages of ka'a he'e long 
before the arrival of the invaders from the Old 
World. These native people knew the leaves of the 
wild stevia shrub to have a sweetening power 
unlike anything else, they commonly used the 
leaves to enhance the taste of the typical beverage: 
“mate” a bitter infusion (a tea-like beverage), and 
medicinal potions, or simply chewed them for their 
sweet taste. The widespread native use of stevia 
was chronicled by the Spaniards in historical 
documents preserved in the Paraguayan National 
Archives in Asuncion. Historians noted that 
indigenous peoples had been sweetening herbal teas 
with stevia leaves since ancient times. In due 
course, it was introduced to settlers. By the 1800s, 

daily stevia consumption had become well 
entrenched throughout the region - not just in 
Paraguay, but also in neighboring Brazil and 
Argentina (Stevia net, 2012). 

Stevia Rebaudiana Bertoni is one of the 154
genuses of Stevia, with elongate, lanceolate, or 
spatulate leaves shape, serrate margins from the 
middle to the tip and entire below (Figure 1). 
Maximum active principle for sweetening is found 
just prior to flowering. In wild conditions grows in 
sandy soils, acid infertile sand or muck soils 
(Madan et al., 2010).

Figure 1. Stevia in natural habitats of Argentina.
(Original photography from the author).

Stevia is named after the Spanish botanist
Pedro Jaime Esteve (1500-1556) who found it in 
northeastern territory of modern Paraguay, later the
Swiss naturalist Moises Bertoni described the 
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Les racines sont filiformes (Figure 5) et très ramifiées ce qui donne un système racinaire 

fibreux et dense. Ce système est également superficiel offrant une sensibilité aux 

changements climatiques ; cependant, la stévia s'adapte à tout type de climat puisqu'elle est 

cultivée dans le monde entier [19] [20]. Les racines renferment des réserves importantes en 

nutriments, mais ne contiennent pas ou très peu de stéviosides [21]. 

La tige est mince (Figure 5a), semi-ligneuse, de couleur verte et possède des rameaux opposés 

décussés espacés de 2 à 4 cm. Elle comporte aussi des poils courts, fins et de couleur 

blanchâtre. La tige est annuelle et renferme des stéviosides mais bien moindre par rapport aux 

feuilles et fleurs [22]. 

 

Figure 5 : Dessin analytique de Stevia rebaudiana [22] , (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) Anthère avec poils surmonté d'un fleuron 
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Figure 6 : Planche botanique de Stevia rebaudiana [76] 
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Les feuilles sont simples, de forme oblongue, crénelées et lancéolées avec une longueur de 2 à 

5 cm et une largeur de 0,6 à 2 cm. Tout comme la tige, elles sont vertes et pubescentes, 

simples, opposés décussées, rarement alternes et pourvues, le plus souvent, d'un pétiole court 

de 3 à 4 mm. Les feuilles sont rugueuses sur les deux faces et montrent des nervures réticulées 

ou pennées. La face intérieure possède trois nervures primaires bien marquées (Figure 5c), 

d'où partent les nervures secondaires moins marquées. En prenant la nervure centrale comme 

axe de symétrie de la feuille, le limbe est un peu plié vers le haut (Figure 4). La feuille est la 

partie végétale contenant la plus grande quantité de stéviosides [22]. 

Concernant les pièces florales, les pédoncules mesurent de 1 à 4 cm et les pédicelles de 1 à 4 

mm (Figure 5b). Les bractées sont de formes lancéolées de 1 à 2 mm de long. Le type 

d'inflorescence varie selon les sources : 

! elle est décrite comme simple monopodiale (ou indéfinie ou racémeuse) en cas de 

bourgeon non florifère à l'extrémité de l'axe central [22], 

! ou décrite en cyme sympodiale [23]. 

L'inflorescence est formée de capitules en corymbe irrégulière au niveau de la partie terminale 

de la tige ou des rameaux. Les capitules sont enveloppés dans des involucres de forme 

cylindrique et composés de 2 à 6 fleurons à corolle actinomorphe (Figure 5d). 

La floraison se déroule d'août à décembre dans l'hémisphère nord et de janvier à mars dans 

l'hémisphère sud et dure plus d'un mois afin d'atteindre sa maturité. La floraison est initiée par 

la plante seulement quand celle-ci possède un minimum de quatre vraies feuilles formées. La 

formule florale est la suivante : 5S + 5P + 5E + 2C3. 

Les fleurs sont petites (15 à 17 mm), blanches avec une gorge de couleur violette claire, 

hermaphrodites et auto-incompatibles, c'est-à-dire nécessitant l'aide d'insectes pour effectuer 

une pollinisation croisée et obtenir des graines viables. La fleur ne possède pas d'odeur 

caractéristique [17] [20] [22] [23]. 

Les fruits sont des akènes minces cylindriques, prismatiques ou encore fusiformes et sont 

pentagonaux avec des faces concaves. Les akènes font 3 mm de long et sont surmontés d'une 

aigrette sans stipe possédant environ 20 poils persistants (Figure 5e). Les graines contenues 

dans l'akène sont relativement petites et légères car elles mesurent de 2,5 à 3 mm (1000 

graines pèsent entre 0,3 et 1 g) [23]. Il est possible de reconnaitre la viabilité d'une graine 

grâce à sa couleur : les graines fertiles sont généralement de couleur foncée ou sombre, tandis 

que les graines stériles sont de couleur claire ou pâle [24]. 

                                                             
3 S : Sépales, P : Pétales, E : Etamines, C : Carpelles 



 28 

 

 

Figure 6 : A gauche : Schéma d'une fleur avec ses organes reproductifs : involucre (1), corolle (2), pistil 

(3), akène avec ses aigrettes (4) ; A droite : Plant de Stevia rebaudiana B. en fleur [25]  [26] . 

1.2.2. Autres appellations 
La stévia étant connue depuis fort longtemps, elle a possédé chronologiquement les noms 

suivants : 

! Ka'a he'e (ou ka'a he'ê ou encore kaa he-he) : premier nom donné à la stévia par les 

Guarani (Amérindiens), signifiant "herbe douce" ou "herbe comme miel" [16] [20] 

[27] ; 

! Caaje'é (ou azuca-ca'a) : qui n'est autre que la transcription espagnole du nom donné 

par les indiens d'Amérique, à l'époque de la découverte du Nouveau Monde [16] ; 

! Eupatorium rebaudianum Bert. : nom donné à la stévia pour la classer selon des 

critères botaniques [15] ; 

! mais aussi des noms usuels tel que chanvre d'eau, Yerba dulce (Espagne), sweet herb 

et honey leaf (pays anglo-saxons)... 

1.2.3. Répartition géographique 
S. rebaudiana est originaire des régions montagneuses du nord du Paraguay (sur la frontière 

brésilienne), entre les latitudes 23°S et 24°S (Figure 7). Elle est également présente de 

manière sauvage à une altitude de 200 à 500 m, dans la région montagneuse de l'Amambay et 

plus précisément, dans la vallée du Rio Monday. Dans cette région, le climat est semi-humide 

subtropical avec des températures variant de - 6°C à 43°C et une moyenne de 23°C. Quant 

aux précipitations, elles sont de 1500 à 1800 mm par an [23] [28]. 

74 S. Ceunen, J.M.C. Geuns / Plant Science 198 (2013) 72– 82

Fig. 1. (A) Condensed overview of the ontogeny of S. rebaudiana branches under LDs and SDs. Under SDs, only 8 nodes formed during vegetative growth, compared to 22
nodes under LDs. The early and late vegetative growth (EV and LV), flower budding (FB) and flowering (F) phases are shown. (B) Overview of the sampling scheme in both
photoperiods. Vegetative growth was arbitrarily divided in different phases according to nodal number (5, 10, 15 or 20 nodes under LDs; 5 or 8 nodes under SDs). Likewise,
flower  budding was  divided into an initial and mature phase, whereas samples were also taken at different flowering percentages. In total, there were 9 sampling moments
under  LDs and 11 under SDs. Nodes were always counted starting from the bottom in order to measure ontogenetic accumulation patterns within leaves of the same absolute
age.  At each stage, leaves, internodes and laterals were collected per two nodes. This was  done in triplicate. However, for simplification purposes, most of these phases were
pooled  and weighted to obtain the main 4 ontogenetic phases also shown in the figure. (C) Different parts of the reproductive organs (flower buds and flowers) were collected
and  extracted for SVgly content: involucres (1), corollas (2), pistils (3) and achenes with pappi (4). From top to bottom, a juvenile and mature flower bud and a juvenile and
senescent flower are shown.

matter, SVgly levels and the Reb A to ST ratio within plants
under either LD or SD. In case of heterogeneity of variances,
Welch corrections were applied. Differences were considered as
statistically significant at P ≤ 0.05. Basic regression analysis was
used to find linear correlations between the measured param-
eters. Exponential correlations were linearised by plotting their
logarithmic values. Pearson’s correlation coefficients were given.
Slopes of the different curves for LD and SD data and vegeta-
tive, flower budding and flowering phases were compared using
a one-way analysis of covariance (ANCOVA) for independent
samples.

3.  Results

3.1. Plant growth

Plants grown under LDs clearly showed a prolonged vegetative
growth, which lasted around 130 d during which, on average, 22
nodes formed. Flower bud development took around 30 d to com-
plete, after which flowering commenced. Another 50 d later, seeds
were dispersing. On the other hand, under SDs, vegetative growth
was relatively short (35 d), with only 8 nodes formed. Nevertheless,
the rate of leaf production (RLP) was greater in SD conditions, with

Agric. conspec. sci. Vol. 78 (2013) No. 1
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Commercial use of stevia in Croatia and in the 
world
Popularization of stevia in food industry, and in general for 

commercial purposes, signi cantly started with its application in 
the production of world-popular nonalcoholic drink DCoca-Cola”. 
With approval of FDA committee for consumption of stevia as 
a food supplement for sweetening, began its intensive cultiva-
tion and use of its products around the world and today it is 
commercially cultivated in Brazil, Uruguay, Central America, 
Israel, Th ailand, Australia, Japan, Korea and China. Stevia larg-
est producer is China with about 13 400 ha of planted area and 
about 40 000 tons of Stevia leaves every day. Also, China is the 
world’s largest exporter of stevioside. As regards stevia cultiva-
tion in the countries of the European continent, there is still no 
accurate data of the planted area i.e. cultivation is still based on 
personal needs (Table 2).

Harvest and processing of the stevia leaves 
Stevia leaves harvest can be single or multiple (leaves are har-

vested in speci c intervals). Th e harvest usually starts in August 
and ends before the  rst frost. Sweetness i.e. stevioside content in 
stevia leaves is the highest just before  owering of plant, which is 
induced by short day length (Brandle et al., 1992). Beginning of 
 owering ranges from mid-summer to late fall (Fig. 2). 

According to Novak yield of fresh and dry leaves per year 
ranged from 12 to 14 t ha-1 and 2 to 3 t ha-1 respectively. Only 
green and healthy stevia leaves are good raw material for further 
processing into various products.

After harvest, leaves should be air dried (natural drying) at 
lower temperature (40-50°C) during 24 to 48 hours (Mishra et al., 
2010). The effect of dehydration process on stevioside level and nu-
tritional quality of leaves is still not explored enough. Dehydration 
process of stevia leaves for longer than a day signi cantly reduces 
the stevioside content in the  nal product. Rajab et al. (2009) noted 
that drying at a temperature of 70-80°C for 8 hours signi cantly 
contributes to the preservation of the stevia leaves quality. Given 
that, the main requirement to be achieved in dehydration of stevia 
leaves is short and conducted period of drying at non-invasive  

Country/ 
Location 

Commercial 
production 

Agricultural 
research 

Non-agricultural 
research 

Approved 
for use 

Italy 
United 
Kingdom 
Ukraine/ 
Moldova 
Spain 
Germany 
Sweden 

– 
– 
 
+ 
 
– 
– 
– 

+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
+ 
– 

+ 
+ 
 
+ 
 
+ 
+ 
+ 

–
– 
 
– 
 
– 
– 
– 

Table 2. List of European countries where stevia is grown 
and researched (Sharma, 2007)

Figure 2. Stevia flowering (photographed, 2012)

“Th e International Stevia Council on November 14 (Brussels) 
has applauded the fi nal approval of the European Commission’s 
Regulation to authorize the use of steviol glycosides as a non-
caloric sweetener in the European market. As a result, consum-
ers across Europe will be able to enjoy products sweetened by 
steviol glycosides as early as December 2, 2011 (ingredient has 
been given the E number E960)” (www.preparedfoods.com). 

In recent years, stevia products  nd widespread use in the food 
industry (Savita et al., 2004; Midmore and Rank, 2006). Steviol 
glycosides are used as a sweetener in many industrial foods, such 
as soft drinks or fruit juices (Goyal et al., 2010), desserts, sauces, 
delicacies, sweet corn, bread, biscuits and a table sweetener. Stevia 
diterpene replace sucrose in: cereals (muesli) (Wallin, 2007), pick-
les (Koyama et al., 2003), yoghurt (Amzad-Hossain et al., 2010), 
candy (Goyal et al., 2010), soybeans and soy sauce (Amzad-Hossain 
et al., 2010) and seafood (Goyal et al., 2010). Th e stevia leaves, as 
a food additive and a sweetener, on the market are present as a 
powder (green and white) and as a solution. 

The preliminary research on the possibilities of stevia culti-
vation in Croatia started at the Department of Vegetable Crops, 
Faculty of Agriculture, University of Zagreb in 2009. According 
to valid legal regulations in Republic of Croatia, stevia is on the 
list of plants that can be used as a Ddietary supplement” but not as 
an independent plant. In general, the possibility of legitimate use 
and sale of stevia products in Croatia is very limited i.e. sales and 
use of stevia leaves on the Croatian market is not allowed except 
in products with other plants.

Figure 3. Stevia leaves before (a) and after dehydration 
process (b) in chamber drier (photographed, 2012)

(a) (b)
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Figure 7 : Découpage géographique du Paraguay dans les années 1860 [22] . 

Aujourd'hui, de part son intérêt comme édulcorant, elle est cultivée de manière industrielle. 

La stévia a donc fait l'objet d'une mondialisation, a été exportée du Paraguay vers de 

nombreux pays tels que le Brésil, la Corée, le Mexique, les États-Unis d'Amérique, 

l'Indonésie, la Tanzanie, le Canada, l'Inde, le Maroc... [17] [20], des environnements aussi 

divers que variés, comportant des climats pouvant être très différents du climat du pays 

originaire de la stévia. 

1.2.4. Falsification 
Aucune confusion avec une plante toxique n'est décrite dans la littérature. La seule 

falsification constatée vient d'une confusion entre la plante et les molécules qui en sont 

extraites. Ces deux produits sont bien différents et relèvent de réglementations spécifiques 

[29]. 

1.2.5. Intérêts et utilisation 
Il est important de faire la différence entre l'usage de la plante entière et l'usage de ses 

glycosides. Traitant dans ce chapitre de la botanique, seul la plante est étudiée, les glycosides 

de stéviol seront traités le chapitre II (Composition chimique de Stevia rebaudiana B.). 
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La stévia présente un intérêt agronomique certain du fait que c'est une espèce pérenne à bonne 

capacité de régénération, s'adaptant à une large gamme d'environnements et pouvant être 

récoltée 3 à 4 fois par an [17]. Toutes les parties de la plante, excepté les racines peuvent être 

utilisées, sous forme fraîche ou sèche, entière ou en poudre pour [15] [16] [17] [30] : 

! un usage alimentaire : infusion, agent sucrant pour des aliments (yaourt, chewing-gum, 

biscuits...) ou des boissons (thé, café...) et colorant... 

! un usage médicinal : régime diététique, alimentation pour diabétique, inhibition de la 

formation des cavités et des plaques dentaires, utilisation dermatologique (eczéma, 

acné...), activité antibactérienne et antiviral, activité digestive... 

! un usage autre : production de régulateurs de croissance des plantes. 

 

2. Culture 
Dans cette partie, la culture de la stévia est discutée afin d'obtenir une plante contenant une 

grande quantité de glycosides de stéviol. 

2.1. Méthodes et techniques 
La propagation naturelle de Stevia rebaudiana se fait par dissémination des graines. Comme il 

a été décrit précédemment, la fertilité des graines est basse et généralement le rendement de la 

germination est inférieur à 50%4 [20]. Pour pallier à ce problème, l'Homme a mis en place de 

nouvelles techniques de culture. 

2.1.1.  Voie classique : le semis 
La première méthode n'est autre que celle de la nature, c'est à dire la semence des graines dans 

un sol fertile. C'est la voie la plus facile et la plus économique pour obtenir des plants adultes, 

mais ce n'est pas celle qui offre une homogénéité des cultures. 

La semence est une technique plus efficace dans les pays tropicaux que dans les pays à climat 

tempéré. En effet, le climat tropical possède une saison propice à la croissance de la stévia 

plus longue et plus stable (température). Les pays n'ayant pas cette chance doivent semer les 

graines sous serre afin de les protéger des variations climatiques [20]. 

 

                                                             
4 Non viabilité des semences (auto-incompatibilité pollinique). 
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2.1.2. Voie végétative 
Cette voie a été développée en raison des problèmes de germination des graines de stévia. 

Contrairement à la voie classique, les deux méthodes suivantes doteront les nouvelles plantes 

des mêmes caractéristiques que la plante mère. Toutefois, elles demandent une main d'œuvre 

qualifiée. 

2.1.2.1. Bouturage 
C'est avant tout la méthode de propagation la plus utilisée car le rendement de propagation est 

élevé [31] et les plantes obtenues sont identiques aux plantes mères. Cependant, le coût de 

production est élevé. 

Pour réaliser un bouturage il faut couper une tige ou un rameau vigoureux à la base avec une 

lame tranchante, en prenant soin de garder deux à trois nœuds au-dessus du sol. Avant de 

placer la partie découpée dans le sol, il faut préalablement la plonger dans de l'huile de 

margousier ou tout autre fongicide afin de diminuer les risques d'infection [32]. 

L'enracinage est généralement facile tandis que la croissance l'est moins. Le développement 

de la bouture est modulé par plusieurs paramètres et de façon non exhaustive par [17] [20] : 

! le nombre de feuilles au moment de la coupe, qui peut être de 2 à 4 paires de feuilles 

selon la période de la plantation, 

! le lieu de prélèvement des boutures, par exemple le nombre d'internœuds présents, 

! la longueur de la bouture (plus le prélèvement pour faire une bouture est long, plus la 

reprise de la croissance sera facile), 

! la durée du jour, qui est un des critères majeurs pour la croissance des formes 

végétatives. 

2.1.2.2. Micropropagation 
La micropropagation est la méthode qui demande le plus de compétences car c'est une culture 

de cellules in vitro. Elle consiste à broyer un échantillon de la plante de départ puis de réaliser 

sa croissance dans un tube à essai avec un milieu de culture adéquat (Figure 8). De part les 

nombreuses recherches en laboratoire dans cette voie, de nombreuses techniques de mise en 

culture sont décrites (partie de plante utilisée, type de broyage...) et également de nombreux 

milieux de culture5 (le milieu le plus utilisé est le MS (Murashige et Skoog), milieu 

supplémenté en hormones de croissance type AIA, AIB, ANA). 

                                                             
5 Citation de quelques exemples : [20] [23] [30] [33] à [37]. 
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La micropropagation possède l'avantage de pouvoir utiliser différentes parties de la plante 

mère : feuilles, pousses auxiliaires, pousses de racines de base de la plante et les tissus nodaux 

et internodaux... 

 

 

Figure 8 : Régénération par micropropagation d'un plant de Stevia rebaudiana à partir d'un broyat de 

feuille (de gauche à droite et de haut en bas : broyat de feuille, initiation d'un cal, développement de la 

pousse, multiplication des tiges, élongation de la tige, induction des racines, transplantation en terre, 

réussite de la croissance et du développement) [37] . 

2.2. Conditions et exigences environnementales 

2.2.1. Climat et température 
Le climat d'origine de Stévia est semi-humide subtropical ; donc un climat chaud, humide et 

ensoleillé lui est préférable. Les températures doivent être comprises entre 6 et 43°C avec une 

température optimale située entre 15 et 30°C. Les plants ne survivent pas à des températures 

inférieures à -3°C. La variation de la température diurne et nocturne ne doit respectivement 

pas excéder 40°C et diminuer en-dessous de 10°C. 

2.2.2. Photopériode 
La durée d'ensoleillement doit être de 11 à 16 heures par jour. Une longue durée donnera une 

croissance plus rapide (Figure 9), des internœuds plus longs, une tige principale unique et 

large et une teneur plus élevée en glycosides. La photopériode a également un impact sur la 

floraison puisqu'elle est initiée lorsque les jours sont courts (11 heures). L'intensité lumineuse 

a une action positive sur la croissance et la teneur des feuilles en stéviosides [38]. 

After fresh weight the roots were completely dried in an oven
at 60 !C for 2 h. Maximum of 0.70 g of dry weight was
observed for roots taken from IBA (1000 ppm) treated cuttings
as compared to control (0.52 g). However, Ingle and Venug-
opal (2009) reported a maximum of 0.29 g of dry weight after
treatment with IBA 500 ppm.

3.3. Micropropagation

3.3.1. Effect of different PGRs on callus induction

Efficient regeneration system via callogenesis was established
from leaf explants of S. rebaudiana (Fig. 4). Callus was induced
on medium supplemented with various concentrations of BA

alone (1.0, 2.0 and 3.0 mg l!1) or 2,4-D alone in various con-
centrations (0.5–4.0 mg l!1) or combination of BA and 2,4-D
(0.5–3.0 mg l!1; Table 2). In the present study S. rebaudiana
leaf explants responded to all plant growth regulators used.
Best callus production (<84%) was observed on medium
augmented with a combination of 2,4-D and BA (2.0 mg l!1;
Table 2). Recently, Aman et al. (2013) reported that 2,4-D
and BA along with different agar concentrations significantly
enhanced callus formation in S. rebaudiana. These results are
in agreement with those reported by Ahmad et al. (2011a) that
the combination of BA and 2,4-D can induce callus in
S. rebaudiana. Callus induction of >83% was recorded on a
medium containing 1.0 mg l!1 of 2,4-D along with 1.0 mg l!1

4 (a) 4 (b) 4 (c) 4 (d) 

4 (e) 4 (f) 4 (g) 4 (h) 

Figure 4 Simple and feasible indirect regeneration system from leaf explants in Stevia rebaudiana (Bert.), (4a) Callus induction (4bc)
Shoot initiation from callus culture (4d) Shoot multiplication (4e) Shoot elongation (4f) Roots induction (4g and h) Successful
acclimatization of in vitro regenerated plantlets.

Table 2 Effect of different concentrations of auxin or cytokinin alone or in combination on percent callus formation, callus color,
callus texture and callus growth in Stevia rebaudiana (Bert.).

Plant growth regulators (mg l!1) Callus formation (%) Callus color Callus texture Callus growth

2,4-D (0.5) 66.48 ± 0.90cd* Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (1.0) 66.54 ± 1.62cd Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (1.5) 66.94 ± 1.75c Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (2.0) 83.23 ± 2.67a Yellowish green Granular +++
2,4-D (3.0) 50.37 ± 3.01e Yellowish green Granular +++
2,4-D (4.0) 83.25 ± 2.10a Yellowish green Granular ++++
BA (1.0) 29.33±4.35g Green Compact +
BA (2.0) 70.06 ± 2.73b Green Compact +++
BA (3.0) 40.38 ± 2.89f Green Compact ++
2,4-D+ BA (0.5) 66.28 ± 1.25cd Yellowish green Granular +++++
2,4-D+BA (1.0) 83.22 ± 2.02a Yellowish green Granular +++++
2,4-D+ BA (2.0) 84.60±1.27a Yellowish green Granular +++++
2,4-D+BA (3.0) 64.23 ± 3.21d Yellowish green Granular +++++
Control 0 NA NA NA

+++++ Excellent, ++++ Very good, +++Good, ++Poor, + Very poor.
* Indirect regeneration of S. rebaudiana via callus cultures from leaf explants. Data was taken from replicated experiments. Mean data in each
column with common letters and standard deviation are not significantly different at P < 0.05.

Selection of best method for consistent plantlets production in Stevia rebaudiana 5
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After fresh weight the roots were completely dried in an oven
at 60 !C for 2 h. Maximum of 0.70 g of dry weight was
observed for roots taken from IBA (1000 ppm) treated cuttings
as compared to control (0.52 g). However, Ingle and Venug-
opal (2009) reported a maximum of 0.29 g of dry weight after
treatment with IBA 500 ppm.

3.3. Micropropagation

3.3.1. Effect of different PGRs on callus induction

Efficient regeneration system via callogenesis was established
from leaf explants of S. rebaudiana (Fig. 4). Callus was induced
on medium supplemented with various concentrations of BA

alone (1.0, 2.0 and 3.0 mg l!1) or 2,4-D alone in various con-
centrations (0.5–4.0 mg l!1) or combination of BA and 2,4-D
(0.5–3.0 mg l!1; Table 2). In the present study S. rebaudiana
leaf explants responded to all plant growth regulators used.
Best callus production (<84%) was observed on medium
augmented with a combination of 2,4-D and BA (2.0 mg l!1;
Table 2). Recently, Aman et al. (2013) reported that 2,4-D
and BA along with different agar concentrations significantly
enhanced callus formation in S. rebaudiana. These results are
in agreement with those reported by Ahmad et al. (2011a) that
the combination of BA and 2,4-D can induce callus in
S. rebaudiana. Callus induction of >83% was recorded on a
medium containing 1.0 mg l!1 of 2,4-D along with 1.0 mg l!1

4 (a) 4 (b) 4 (c) 4 (d) 

4 (e) 4 (f) 4 (g) 4 (h) 

Figure 4 Simple and feasible indirect regeneration system from leaf explants in Stevia rebaudiana (Bert.), (4a) Callus induction (4bc)
Shoot initiation from callus culture (4d) Shoot multiplication (4e) Shoot elongation (4f) Roots induction (4g and h) Successful
acclimatization of in vitro regenerated plantlets.

Table 2 Effect of different concentrations of auxin or cytokinin alone or in combination on percent callus formation, callus color,
callus texture and callus growth in Stevia rebaudiana (Bert.).

Plant growth regulators (mg l!1) Callus formation (%) Callus color Callus texture Callus growth

2,4-D (0.5) 66.48 ± 0.90cd* Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (1.0) 66.54 ± 1.62cd Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (1.5) 66.94 ± 1.75c Yellowish green Granular and spongy +++
2,4-D (2.0) 83.23 ± 2.67a Yellowish green Granular +++
2,4-D (3.0) 50.37 ± 3.01e Yellowish green Granular +++
2,4-D (4.0) 83.25 ± 2.10a Yellowish green Granular ++++
BA (1.0) 29.33±4.35g Green Compact +
BA (2.0) 70.06 ± 2.73b Green Compact +++
BA (3.0) 40.38 ± 2.89f Green Compact ++
2,4-D+ BA (0.5) 66.28 ± 1.25cd Yellowish green Granular +++++
2,4-D+BA (1.0) 83.22 ± 2.02a Yellowish green Granular +++++
2,4-D+ BA (2.0) 84.60±1.27a Yellowish green Granular +++++
2,4-D+BA (3.0) 64.23 ± 3.21d Yellowish green Granular +++++
Control 0 NA NA NA

+++++ Excellent, ++++ Very good, +++Good, ++Poor, + Very poor.
* Indirect regeneration of S. rebaudiana via callus cultures from leaf explants. Data was taken from replicated experiments. Mean data in each
column with common letters and standard deviation are not significantly different at P < 0.05.

Selection of best method for consistent plantlets production in Stevia rebaudiana 5

Please cite this article in press as: Khalil, S.A. et al., Selection of suitable propagation method for consistent plantlets production in Stevia rebau-
diana (Bertoni). Saudi Journal of Biological Sciences (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.sjbs.2014.02.005
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Figure 9 : Ontogénèse de Stevia rebaudiana en fonction de la durée d'exposition à la lumière ; avec EV : 

Early Vegetative growth (début de la croissance végétative), LV : Late Vegetative growth (fin de la 

croissance végétative), FB : Flower Bud formation (formation des bourgeon) et F : Flowering (floraison) 

[26] . 

2.2.3. Sol 
Le sol doit être acide (pH entre 4 et 5) et sablonneux. La stévia tolère un sol peu fertile avec 

un taux de matière organique faible. En revanche, il faut éviter les sols salins et alcalins qui ne 

seront pas supportés. 

2.2.4. Eau 
Venant d'une région où le climat d'origine est semi-humide subtropical, la stévia nécessite un 

milieu humide mais qui ne doit pas être soumis à des inondations répétées et prolongées. Elle 

n'aime pas la restriction d'eau et résiste peu au stress hydrique. 

74 S. Ceunen, J.M.C. Geuns / Plant Science 198 (2013) 72– 82

Fig. 1. (A) Condensed overview of the ontogeny of S. rebaudiana branches under LDs and SDs. Under SDs, only 8 nodes formed during vegetative growth, compared to 22
nodes under LDs. The early and late vegetative growth (EV and LV), flower budding (FB) and flowering (F) phases are shown. (B) Overview of the sampling scheme in both
photoperiods. Vegetative growth was arbitrarily divided in different phases according to nodal number (5, 10, 15 or 20 nodes under LDs; 5 or 8 nodes under SDs). Likewise,
flower  budding was  divided into an initial and mature phase, whereas samples were also taken at different flowering percentages. In total, there were 9 sampling moments
under  LDs and 11 under SDs. Nodes were always counted starting from the bottom in order to measure ontogenetic accumulation patterns within leaves of the same absolute
age.  At each stage, leaves, internodes and laterals were collected per two nodes. This was  done in triplicate. However, for simplification purposes, most of these phases were
pooled  and weighted to obtain the main 4 ontogenetic phases also shown in the figure. (C) Different parts of the reproductive organs (flower buds and flowers) were collected
and  extracted for SVgly content: involucres (1), corollas (2), pistils (3) and achenes with pappi (4). From top to bottom, a juvenile and mature flower bud and a juvenile and
senescent flower are shown.

matter, SVgly levels and the Reb A to ST ratio within plants
under either LD or SD. In case of heterogeneity of variances,
Welch corrections were applied. Differences were considered as
statistically significant at P ≤ 0.05. Basic regression analysis was
used to find linear correlations between the measured param-
eters. Exponential correlations were linearised by plotting their
logarithmic values. Pearson’s correlation coefficients were given.
Slopes of the different curves for LD and SD data and vegeta-
tive, flower budding and flowering phases were compared using
a one-way analysis of covariance (ANCOVA) for independent
samples.

3. Results

3.1. Plant growth

Plants grown under LDs clearly showed a prolonged vegetative
growth, which lasted around 130 d during which, on average, 22
nodes formed. Flower bud development took around 30 d to com-
plete, after which flowering commenced. Another 50 d later, seeds
were dispersing. On the other hand, under SDs, vegetative growth
was relatively short (35 d), with only 8 nodes formed. Nevertheless,
the rate of leaf production (RLP) was greater in SD conditions, with
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2.2.5. Densité de la population 
La densité de peuplement recommandée se situe entre 80.000 et 100.000 plantes par hectare. 

Cette densité diminue à 50.000 plantes par hectare en cas de cultures pérennes à récoltes 

multiples. L'écartement entre les lignes doit être de 45 à 65 cm [17]. 

2.2.6. Pollinisation 
Les fleurs de stévia doivent être fécondées par le pollen des autres plantes de stévia pour 

obtenir des graines viables. Une forte densité d'abeilles (3 à 4 ruches par hectare) est 

recommandée pour une bonne reproduction des semences [39]. 

2.3. Récolte 
Le délai de croissance avant la récolte se situe entre 54 et 104 jours. 

La récolte se déroule différemment en fonction du type de culture ; en effet, une culture 

pérenne sera récoltée manuellement (prélèvement des feuilles ou coupe des tiges) tandis 

qu'une culture annuelle sera récoltée mécaniquement (plants coupés au ras du sol). Dans les 

deux cas, la récolte doit être effectuée juste avant la floraison (initiation du bouton floral) car 

c'est à cette période que la quantité de stéviosides présente dans les feuilles est la plus élevée. 

Le nombre de récoltes est influencé par les conditions climatiques et varie de 1 à 3 par an. Il 

est important d'ajouter qu'une récolte réalisée trop tôt dans le développement de la plante rend 

des graines immatures et donc à faible taux de germination [40]. 

2.4. Post-récolte 
Le séchage est un paramètre important quant à la conservation des glycosides. 

Immédiatement après la récolte [41], les plants doivent être séchés jusqu'à ce que leur 

humidité soit inférieure à 10%. Le séchage est soit effectué de manière naturelle au soleil dans 

les pays qui peuvent le pratiquer, soit dans des séchoirs entre 40 et 50°C. Une fois l'objectif 

atteint, les feuilles sont séparées des tiges. 

Les feuilles séchées sont entreposées à basse température, basse luminosité et faible humidité 

relative, dans des boites scellées aux parois. L'entreposage peut durer jusqu'à deux ans, 

jusqu'au moment de l'extraction des stéviosides [42]. 

2.5. Organismes nuisibles 
Hormis les espèces de Lepidoptera (vers-gris ou larves de noctuelles), les attaques par les 

insectes de Stevia rebaudiana sont négligeables. La stévia serait épargnée de ces ravageurs 

grâce à son goût sucré qui agirait comme un répulsif [20] [42]. 
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En revanche, les attaques fongiques sont plus nombreuses. Un recensement des champignons 

responsables des maladies a été établi et sont retrouvés: Septoria steviae, Alternaria alternate, 

Sclerotium dephinii Welch., Sclerotium rolfsii, Erysiphe cichoracearum DC, Rhizoctonia 

solani Kuehn. et Sclerotinia sclerotoirum. Parmi ces champignons, Yadav. et al. [20] décrit 

les symptômes de quatre de ces maladies (Tableau 1). 

Tableau 1 : Description de quatre maladies retrouvées chez Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni [20] . 

Maladie Organisme 
responsable Symptômes 

Tâches sur 
les feuilles 

Septoria steviae Formation de lésions foliaires déprimées, angulaires, de couleurs 
gris olive brillant et avec halo chlorotique autour. Les lésions ont 
tendances à fusionner. Par la suite, les feuilles se nécrosent et 
tombent. 

Tâches sur 
les feuilles 

Alternaria alternate Apparition de petites tâches circulaires de couleur marron clair. 
Ensuite, la plupart des tâches deviennent grises et irrégulières ; 
tandis que d'autres restent circulaires avec des anneaux ou zones 
concentriques. 

Pourriture 
des racines 

Sclerotiu rolfsii Jaunissement des feuilles qui fanent et qui tombent. Formation 
d'un mycélium cotonneux sur les zones de flétrissement. Ensuite, 
le mycélium se propage à la tige et aux racines qui fini par les 
faire pourrir. Enfin, des sclérotes brunes apparaissent sur les zones 
malades. 

Pourriture 
de la tige 

Sclerotini sclerotoirum Apparition de lésions marrons sur la tige (près du sol), suivi par 
son flétrissement. Ces dernières ramollissent la tige conduisant à 
son effondrement. 

 

3. Histoire de cette plante sucrée 

3.1. Origine du nom 
Avant de raconter l'histoire de la Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, rappelons pourquoi elle 

porte ce nom. En isolant les parties de l'appellation, nous retrouvons : 

! Stevia venant du nom du premier homme ayant découvert cette plante, Pedro Jaime 

Esteve, botaniste espagnol du XVIe siècle. 

! rebaudiana qui provient du nom du premier homme ayant travaillé sur la stévia et 

réussi à isoler les molécules d'intérêt, Ovidio Rebaudi, chimiste paraguayen du XIXe 

siècle. 

! "Bertoni" venant du nom du premier homme ayant répertorié et classé la Stevia, 

Moisés Santiago Bertoni, botaniste suisse-italien qui donna le nom final de Stevia 

rebaudiana (Bert.) Bertoni au XXe siècle. 
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3.2.  Histoire de la Stevia 
L'histoire de la Stévia commence chez les indiens Guarani, peuple habitant une région du 

Paraguay, qui connaissaient l'existence de cette plante bien avant l'arrivée des conquistadors 

de l'ancien monde. La stévia était connue des Guarani pour son goût différent de toutes autres 

herbes ou arbustes. Ce goût si particulier, si bon lui a valu son premier nom de ka'a he'e 

signifiant "herbe douce" ou "herbe comme miel", car ne connaissant pas le sucre, le miel était 

la substance se rapprochant du goût de la stévia. Ces indiens utilisaient couramment les 

feuilles de la stévia pour [23] : 

! améliorer le goût de leur infusion de "maté" (Ilex paraguariensis A.St.-Hil., 1822), 

! un usage médical (hypotenseur, cardiotonique, diurétique), 

! simplement être mâchées pour son goût sucré. 

Ces utilisations ont été remarquées par les Espagnols dans des documents historiques datant 

du XVIe siècle, conservés aux archives nationales du Paraguay à Asunción. 

Dans les années 1800, la consommation de stévia est bien ancrée dans tout le pays et se 

répand même dans les pays voisins tels que le Brésil et l'Argentine [16]. 

Ce n'est qu'en 1899 que la stévia fût classée dans un répertoire botanique par Moisés Santiago 

Bertoni qui la décrivit plus en détails. Initialement, n'ayant pas la plante entière mais 

seulement des parties de la plante, il l'appela Eupatorium rebaudianum Bertoni6. Un jour de 

l'année 1904, un habitant de San Pedro offrit à M. S. Bertoni un plant entier de stévia, et le 

botaniste l'étudiant à nouveau, en 1905, il la change de classe officiellement7 et la renomme 

Stevia rebaudiana Bertoni. 

À ce même moment8, un chimiste paraguayen nommé O. Rebaudi travaille sur les feuilles de 

la stévia afin d'isoler le ou les glycosides responsables du goût sucré. Puis en 1908, un 

glycoside est isolé pour la première fois sous forme cristalline, grâce au travail du chimiste 

allemand P. Rasenack [43]. Les recherches sur l'extraction et l'isolation des substances 

d'intérêt continuent à travers le Monde ; ainsi en 1931, deux chimistes français, M. Bridel et 

R. Lavieille, isolent les principaux glycosides qu'ils appellent stéviosides et rébaudiosides. 

D'autres avancées historiques majeures dans la découverte des glycosides de stéviol sont 

apparues par la suite (Tableau 2). 

                                                             
6 Suite à la publication de nouvelles espèces, le consul britannique à Asunción, H.B.M. Cecil Gosling, informa 
en 1901 le Royal Botanic Garden en Angleterre et envoya une lettre contenant une description en latin de la 
Stévia, ainsi que quelques parties de la plante [22]. 
7 Publication datant de 1905 [22]. 
8 Publication datant de 1900 [16]. 
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Tableau 2 : Avancées historiques dans la découverte et l'utilisation des stéviosides [44] . 

 

 

En 1943, les premières graines de stévia sont exportées vers le Royaume-Uni, mais leur 

culture est un échec [20]. 

En 1964, un premier rapport est rédigé sur une culture commerciale au Paraguay. 

En 1968 la stévia est exportée au Japon où elle obtient un grand succès, sa consommation ne 

s'est jamais interrompue depuis. À partir de 1980, la culture s'étend à d'autres pays comme le 

Brésil, la Corée, les États-Unis d'Amérique... 

En 1999, suite à une étude, un comité d'experts comportant des membres du JECFA ou Joint 

Expert Comittee on Food Additive (experts du FAO et de l'OMS) et du CSAH acronyme du 

Comité Scientifique de l'Alimentation Humaine (experts Européens), refuse l'utilisation des 

stéviosides comme édulcorant car il n'y a pas suffisamment de données scientifiques [44]. 

Depuis les années 2000, une succession d'études et de réunions de comités ont permis 

d'accorder l'utilisation alimentaire des glycosides de stéviol (nourriture et boisson), en fixant 

une DJA à 4 mg/kg mc/j et un niveau de pureté de 95% selon le JECFA (2008) et de 97% 

 INTRODUCTION TO STEVIOSIDE 5

Korea, Brazil, Paraguay and several other countries worldwide, steviol glycosides 
are considered natural food constituents and, as such, are implicitly accepted for 
food use.

In Europe, steviol glycosides have recently been approved for use as a 
 sweetener. The European Food Safety Authority (EFSA) has conducted a general 
safety assessment for the approval of steviol glycosides as a sweetener in food-
stuffs and for use as a flavour enhancer. A positive scientific opinion from the 
EFSA is a prerequisite to the European Commission proposing legislation for the 

Table 1.1 Major historical developments in the discovery and use of stevioside as a sweetener 
and dietary supplement

Chronological sequence of events Reference

Report of sweetness of S. Rebaudiana leaves from Paraguay 
published in a major scientific paper

Gosling 1901

First chemical report on the sweet constituents of Stevia Bertoni 1905
Realisation that stevioside is a form of glycoside Dieterich 1908
Production of steviolbioside from stevioside Wood et al. 1955
Evidence that stevioside is a sophoroside Vis and Fletcher 1956
Final structures of steviol and isosteviol confirmed Mosetigg et al. 1963
Steviol chemically synthesised Cook and Knox, 1970; Mori and 

Matsui 1970
S. rebaudiana from Brazil cultivated experimentally in Japan Sumida 1973
Isolation and characterisation of rebaudioside A Kohda et al. 1976
Minor S. rebaudiana leaf diterpene glycosides obtained Yamasaki et al. 1976; Kobayashi  

et al. 1977
Advent of extensive use of S. rebaudiana extracts for 

sweetening and flavouring of foods and beverages in Japan
Abe and Sonobe 1977; Akashi 

1977
From 1982 onwards, large-scale cultivation of S. rebaudiana 

in mainland China and nearby islands
Kinghorn and Soejarto 1991

Demonstration of mutagenic activity of metabolically 
activated steviol in a forward mutation test

Pezzuto et al. 1985

First approval of S. rebaudiana products in Brazil Schwontkowski 1995
During the 1980s, S. rebaudiana leaves become a popular 

herbal tea in the USA
Blumenthal 1995

First approval of stevioside in South Korea Korea National Institute of 
Health 1996

Import ban on S. rebaudiana into USA by FDA (1991) Blumenthal 1995
FDA import ban on S. rebaudiana leaves rescinded in 1995 Blumenthal 1995
Long-term toxicity test, showing lack of any carcinogenic 

effects by stevioside, conducted in rats of both sexes in 
Japan

Toyoda et al. 1997

In USA, rebaudioside A and stevioside are considered as 
generally recognised as safe (GRAS) products

Curry 2010

Steviol glycosides are permitted as food additive by 
European Union in December 2011

Stones 2011

0002006259.INDD   5 7/27/2013   12:15:27 PM
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selon l'AFSSA (2009) [45]. Ces autorisations ont fait l'objet de réévaluations car les avis 

favorables ont des durées limitées à deux années. 

En décembre 2011, les glycosides de stéviol sont autorisés dans l'Union Européenne en tant 

qu'édulcorant alimentaire et porte le numéro E960 [16] [46]. 

 

D'après cet historique, le parcours légal de la plante n'a pas été simple ; cependant ce n'est pas 

sa culture qui a posé problème aux Autorités mais son utilisation. C'est pourquoi, nous allons 

maintenant nous intéresser à la composition de la stévia. 
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SECONDE PARTIE : 

COMPOSITION CHIMIQUE DE Stevia rebaudiana 
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Ce chapitre est présent pour définir et décrire les composés chimiques fabriqués par la stévia. 

La composition biochimique et phytochimique sera détaillée avec une prépondérance pour les 

glycosides de stéviol. Les aspects pharmacologiques et toxicologiques, ainsi que les aspects 

réglementaires ne seront pas traités dans ce chapitre, mais respectivement dans les chapitres 

III (Stevia rebaudiana et la santé) et IV (Stevia rebaudiana et l'économie). 

 

1. Phytochimie 
Avant de débuter cette partie, il est nécessaire de préciser que la composition quantitative de 

S. rebaudiana peut varier d'une culture à une autre, alors que la composition qualitative n'est 

pas modifiée. Il est souvent reporté que les variations relatives aux différentes méthodes de 

cultures (composition du sol, ensoleillement, irrigation, récolte...), entraînent une variation sur 

la teneur en molécules d'intérêt, la composition chimique restant invariée. 

1.1. Composition chimique 
Depuis les origines de l'Homme, les plantes sont utilisées à 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 

alcaloïdes, des tanins et des polyphénols [47], mais dans la stévia, il y a aussi beaucoup de 

terpènes et de flavonoïdes. Les espèces phytochimiques présentes sont entre autres, 

l'austroinuline, le β-carotène, le dulcoside, la niacine, la riboflavine, le stéviol, le stévioside, la 

thiamine... [48]. Un tableau non exhaustif, mais rassemblant les principaux constituants 

chimiques de la stévia est présenté en annexe 1. 

Les données de criblage phytochimique ont montré que les tanins sont présents en 

concentration élevée, suivis par les alcaloïdes, les glycosides, les saponines, les stérols et 

triterpènes, les anthraquinones et d'autres composés réducteurs [49]. 

Dans ce travail de thèse, les molécules qui suscitent notre intérêt sont les glycosides de 

stéviol, car ce sont les responsables du goût sucré de la stévia et donc les responsables de la 

particularité de cette plante. Concernant ces substances, leur concentration peut aller jusqu'à 

30% dans les feuilles sèches [50]. Les quatre composés les plus abondants sont le stévioside, 

le rébaudioside A, le rébaudioside B et le rébaudioside C (Annexe 1). Toutefois, des études 

plus récentes indiquent que le rébaudioside B n'est pas un constituant direct de la stévia, mais 

un composé formé par l'hydrolyse partielle du rébaudioside A pendant l'extraction (1.2.1. 

Glycosides de stéviol) [22] [51]. Le dulcoside A est alors le quatrième hétéroside le plus 
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répandu dans les feuilles de stévia (Tableau 3). Concernant plus précisément les glucides, les 

protéines, les minéraux, les lipides et les vitamines ils seront traités dans la partie 2. (Aspects 

nutritionnels). 

Tableau 3 : Constituants chimiques majeurs de Stevia rebaudiana [49] . 

Constituants Valeur (g/100g de masse sèche) 
Glucides 35,2 
Protéines 12,0 - 20,42 
Lipides 2,7 - 4,34 
Stévioside 4 - 14 
Rébaudioside A 2 - 4 
Rébaudioside C 1 - 2 
Dulcoside A 0,4 - 0,7 
Rébaudioside D,E,F; stéviolbioside; rubusoside > 0,4 
 

1.2. Structure chimique 

1.2.1. Glycosides de stéviol 
La particularité de S. rebaudiana provient de son goût sucré. Les édulcorants naturels extraits 

des feuilles de stévia, appelés glycosides de stéviol sont tous issus d'une même molécule. Ce 

précurseur est l'acide ent-kaurénoïque hydroxylé, plus communément appelé stéviol (Figure 

10). Le stéviol est un aglycone de la famille des diterpènes tétracycliques. 

 

Figure 10 : Structure du stéviol [52] . 

Les glycosides de stéviol quant à eux, possèdent une partie glucidique supplémentaire leur 

offrant un gout sucré. Ces oses sont fixés au squelette de stéviol en deux endroits : 

! Carbone n°13 : liaison de type osidique (O-hétéroside), 

! Carbone n°19 : liaison de type ester sur le COOH. 
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Milagre, H.M.S. et al.

Saccharomyces cerevisiae was isolated from commercial yeast
(Fleischmann Royal Nabisco, Brazil). Solvents and reagents
were of analytical grade (Merck, Grupo Química, AcuMedia).
Enzymes used were Pancreatin (Biobrás, Brazil) and lipases
Pancreatic lipase (PL250) and Validase Fungal Lipase, VFL 8000
(Valley Research Inc., South Bend, Indiana, USA)

Reactions conditions
Hydrolitic properties of the biological systems were evaluated

at room temperature (25ºC) for seven days in two pH systems:
4.0 and 7.0. Toluene or ethanol was added to the reaction system
aiming to modify the active sites with consequent yield
improvement (21, 25).

Enzymatic hydrolysis
200.0 mg of stevioside (1) were dissolved in 30.0 mL of

aqueous buffer (citrate or phosphate) and added to 20.0 mg of
the enzyme on a round bottom flask. Toluene (1.0 mL) or ethanol
(10.0 mL) was also added (see Table 1). Reaction was followed
by TLC each 24 hours. After 7 days, the aqueous mixture was
extracted with ethyl acetate and then with butanol. Both
ethylacetate and butanol extracts were dried, combined and

Figure 1. Structure of stevioside (1), showing aglycon in the
center surrounded by the glucose groups G1, G2 and G3.

Figure 2. Structure of aglycons steviol (2) and isosteviol (3).Isosteviol derivatives have been synthesized for evaluation as
anti-tuberculosis agents (16).

Many other diterpenes closed related to steviol and
isosteviol are reported to be biologically active, for example as
a tripanocidal agent (30) or as protective agents to be used
against cerebral injuries in ischemia processes (28). Other
activities like allelopatic have also been described (20),
making steviol-like compounds very interesting targets for
bioprospecting of novel biological activities. A difficulty finding
on using diterpenes and other natural products in biological
screenings is their low availability from natural sources. Steviol
and isosteviol consist of a natural cheap source of these.

The objective of this work was to carry out a comparative
study on some biological alternative agents that can be used
for stevioside (1) hydrolysis in order to obtain steviol (2) and
isosteviol (3) in high yields.

MATERIALS AND METHODS

Stevioside (1) was isolated from Stevita Cristal® (gift of
Steviafarma Industrial S.A., Brazil) by silicagel column
chromatography followed by recrystallization. Strains of
Aspergillus niger CCT4026 and Rhizopus stolonifer CCT2002
were donated by Coleção de Culturas Tropical (São Paulo, Brazil)
and the strain of Rhizopus arrhizus NRRL1526 was donated by
the Northern Regional Research Laboratories (USA).
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La figure 11 représente la molécule de stévioside, c'est un exemple illustrant les deux types de 

liaisons, osidique et ester respectivement en C13 (bas de la figure) et C19 (haut de la figure), 

rencontrées chez tous les glycosides de stéviol. 

 

Figure 11 : Structure du stévioside montrant la partie aglycone au centre, entourée par des groupements 

glucose G1, G2 et G3 [52] . 

Selon la JECFA, en 2007, les glycosides de stéviol isolés et identifiés étaient au nombre de 

dix : stéviolbioside, stévioside, rébaudioside A à F, rubusoside et dulcoside [50] [53]. Les 

structures chimiques de ces hétérosides sont rassemblées dans le tableau suivant (Tableau 4). 

Bien qu'ils soient classés, le rébaudioside B et le stéviolbioside ne seraient pas des 

constituants directs de la stévia, mais des artéfacts liés au procédé d'extraction. En effet, il y 

aurait une hydrolyse partielle de la fonction ester (facilement hydrolysable en milieu alcalin) 

entraînant la perte du groupement glucose porté par le C19, ce qui transformerait le 

rébaudioside A en rébaudioside B et le stévioside en stéviolbioside9 [22] [51]. 

 

                                                             
9 Bien que le stéviolbioside serait le précurseur du stévioside au niveau de la biosynthèse végétale [54]. 
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Saccharomyces cerevisiae was isolated from commercial yeast
(Fleischmann Royal Nabisco, Brazil). Solvents and reagents
were of analytical grade (Merck, Grupo Química, AcuMedia).
Enzymes used were Pancreatin (Biobrás, Brazil) and lipases
Pancreatic lipase (PL250) and Validase Fungal Lipase, VFL 8000
(Valley Research Inc., South Bend, Indiana, USA)

Reactions conditions
Hydrolitic properties of the biological systems were evaluated

at room temperature (25ºC) for seven days in two pH systems:
4.0 and 7.0. Toluene or ethanol was added to the reaction system
aiming to modify the active sites with consequent yield
improvement (21, 25).

Enzymatic hydrolysis
200.0 mg of stevioside (1) were dissolved in 30.0 mL of

aqueous buffer (citrate or phosphate) and added to 20.0 mg of
the enzyme on a round bottom flask. Toluene (1.0 mL) or ethanol
(10.0 mL) was also added (see Table 1). Reaction was followed
by TLC each 24 hours. After 7 days, the aqueous mixture was
extracted with ethyl acetate and then with butanol. Both
ethylacetate and butanol extracts were dried, combined and

Figure 1. Structure of stevioside (1), showing aglycon in the
center surrounded by the glucose groups G1, G2 and G3.

Figure 2. Structure of aglycons steviol (2) and isosteviol (3).Isosteviol derivatives have been synthesized for evaluation as
anti-tuberculosis agents (16).

Many other diterpenes closed related to steviol and
isosteviol are reported to be biologically active, for example as
a tripanocidal agent (30) or as protective agents to be used
against cerebral injuries in ischemia processes (28). Other
activities like allelopatic have also been described (20),
making steviol-like compounds very interesting targets for
bioprospecting of novel biological activities. A difficulty finding
on using diterpenes and other natural products in biological
screenings is their low availability from natural sources. Steviol
and isosteviol consist of a natural cheap source of these.

The objective of this work was to carry out a comparative
study on some biological alternative agents that can be used
for stevioside (1) hydrolysis in order to obtain steviol (2) and
isosteviol (3) in high yields.

MATERIALS AND METHODS

Stevioside (1) was isolated from Stevita Cristal® (gift of
Steviafarma Industrial S.A., Brazil) by silicagel column
chromatography followed by recrystallization. Strains of
Aspergillus niger CCT4026 and Rhizopus stolonifer CCT2002
were donated by Coleção de Culturas Tropical (São Paulo, Brazil)
and the strain of Rhizopus arrhizus NRRL1526 was donated by
the Northern Regional Research Laboratories (USA).
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Tableau 4 : Structures chimiques et pouvoirs sucrant des principaux glycosides de stéviol [44]  [53]  [55] . 

 
 
 
                         Glc = β-D-Glucopyranosyl 

Rha = α-L-Rhamnopyranosyl                         
Xyl = α-D-Xylopyranosyl                         

 

Nom du composé R1 R2 Formule 
Poids 

moléculaire 
(g.mol-1) 

Pouvoir 
sucrant 

Stéviolbioside H Glc-Glc(2→1) C32H50O13 642,73 90 
Stévioside Glc Glc-Glc(2→1) C38H60O18 804,88 210 
Rébaudioside A 
(Rébiana) 

Glc Glc-Glc(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

C44H70O23 967,01 200 

Rébaudioside B H Glc-Glc(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

C38H60O18 804,88 150 

Rébaudioside C 
(Dulcoside B) 

Glc Glc-Rha(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

C44H70O22 951,01 30 

Rébaudioside D Glc-Glc(2→1) Glc-Glc(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

C50H80O28 1129,15 221 

Rébaudioside E Glc-Glc(2→1) Glc-Glc(2→1) C44H70O23 967,01 174 
Rébaudioside F Glc Glc-Xyl(2→1) 

  | 
  Glc(3→1) 

C43H68O22 936,99 200 

Rubusoside Glc Glc C32H50O13 642,73 114 
Dulcoside A Glc Glc-Rha(2→1) C38H60O17 788,87 30 
Le pouvoir sucrant de référence est le saccharose avec un pouvoir de 1. 

Les recherches ont été poursuivies et cinq glycosides mineurs ont été trouvés [56] [57], ce qui 

porte le nombre total de glycosides de stéviol à quinze (Annexe 2). Parmi ces nouveaux 

hétérosides, deux font l'objet de remarques : 

! Le premier ne possède pas le même squelette de base que les autres glycosides de 

stéviol, la différence vient d'un déplacement de la double liaison C16-C17 à C15-C16 

(Figure 12). 

! Le second, appelé rébaudioside M ou rébaudioside X a un pouvoir sucrant d'environ 

200 à 350 fois supérieur au saccharose [55], ce qui le place devant le stévioside et le 

rébaudioside A (Tableau 5). 
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Figure 1. Structures of steviol and related glycosides. Glc, Xyl, and Rha represent, 
respectively, glucose, xylose, and rhamnose sugar moieties. 

4. Description 
 
Steviol glycoside preparations are white to light yellow powders that are freely soluble in water 
and ethanol. The powders can be odourless or have a slight characteristic odour. Water solutions 
are 200 to 300 times sweeter than sucrose.  
 

5. Manufacture of steviol glycosides 
 
The basic raw materials for manufacturing steviol glycoside preparations are the crushed leaves 
of the perennial shrub Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni of the family steraceae (Compositae).  

 Compound name 
 

C.A.S. No. R1 R2 

1 Steviol 471-80-7 H H 
2 Steviolbioside 41093-60-1 H β-Glc-β-Glc(2→1) 
3 Stevioside 57817-89-7 β-Glc β-Glc-β-Glc(2→1) 
4 Rebaudioside A 58543-16-1 β-Glc β-Glc-β-Glc(2→1) 

   ⏐ 
   β-Glc(3→1)  

5 Rebaudioside B 58543-17-2 H β-Glc-β-Glc(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

6 Rebaudioside C 
(dulcoside B) 

63550-99-2 β-Glc β-Glc-α-Rha(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

7 Rebaudioside D 63279-13-0 β-Glc-β-Glc(2→1) β-Glc-β-Glc(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

8 Rebaudioside E 63279-14-1 β-Glc-β-Glc(2→1) β-Glc-β-Glc(2→1) 
9 Rebaudioside F 438045-89-7 β-Glc β-Glc-β-Xyl(2→1) 

   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

10 Rubusoside 63849-39-4 β-Glc β-Glc 
11 dulcoside A 64432-06-0 β-Glc β-Glc-α-Rha(2→1) 

CH2CH3

COO-R1CH3

O-R2
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Figure 12 : Structure d'un glycoside de stéviol mineur présent dans la stévia ; avec 

Glcβ = β-D-Glucopyranosyl ; R1 = CH3 ; R2 = Glcβ -Glcβ(2→1) [58] . 

Tableau 5 : Structure chimique et pouvoir sucrant d'un nouveau glycoside de stéviol [55] . 

 
 
 
 
                         Glc = β-D-Glucopyranosyl 
 

Nom du composé R1 R2 Formule 
Poids 

moléculaire 
(g.mol-1) 

Pouvoir 
sucrant 

Rébaudioside M 
(Rébaudioside X) 

Glc-Glc(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

Glc-Glc(2→1) 
  | 
  Glc(3→1) 

C56H90O33 1291,30 250 

 

1.2.2. Labdanes 
D'autres diterpènes ont été isolés de S. rebaudiana. Ces diterpènes de type labdane sont 

faiblement présents dans les feuilles de stévia. Les deux principaux sont le 6-O-austroinuline 

et l'austroinuline (Figure 13) retrouvés respectivement à un pourcentage massique de 0,15 et 

0,06%m. Ensuite, vient le jhanol  et la série des stérébines (Figure 14). 

 
Figure 13 : Structures des principaux labdanes retrouvés chez Stevia rebaudiana [44] . 
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characterization  was  achieved  on  the  basis  of      extensive 
spectroscopic data (1H & 13C NMR, COSY, HSQC, HMBC, MS, MS/MS) 
and in comparison with the data reported in the literature 5‐10, 15. The 

compound  numbers,  empirical  formulae  and  molecular  weights 
(adjusted  to  two  decimal  places)  of  the  reference  standards  are 
provided in Table 1. 
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which were isolated using methanol extraction (Sholichin et al. 1980), eight novel 
labdane type diterpenoids, sterebins A–H, have been identified using spectro-
scopic and nuclear magnetic resonance (NMR) techniques (Oshima et al. 1986, 
1988).

The triterpenoids and sterols primarily constitute β-sitosterol (39.4%) and sig-
masterol (45.8%) of the total sterol fraction (D’Agostino et al. 1984). A lupeol ester, 
lupeol 3-palmitate and β-amyrin acetate were obtained from methanolic extraction 
by gas chromatography-mas spectrometry (GC-MS) (Sholichin et  al. 1980; 
Yasukawa et al. 1993), as shown in Figure 1.5.
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4 Rebaudioside A 58543-16-1 β-Glc β-Glc-β-Glc(2→1) 
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   β-Glc(3→1)  

5 Rebaudioside B 58543-17-2 H β-Glc-β-Glc(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

6 Rebaudioside C 
(dulcoside B) 

63550-99-2 β-Glc β-Glc-α-Rha(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

7 Rebaudioside D 63279-13-0 β-Glc-β-Glc(2→1) β-Glc-β-Glc(2→1) 
   ⏐ 
   β-Glc(3→1) 

8 Rebaudioside E 63279-14-1 β-Glc-β-Glc(2→1) β-Glc-β-Glc(2→1) 
9 Rebaudioside F 438045-89-7 β-Glc β-Glc-β-Xyl(2→1) 
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Figure 14 : Structures du jhanol et stérébine E - F extraits de Stevia rebaudiana [22] . 

 

1.2.3. Triterpènes et stérols 
Ces molécules sont retrouvées à l'état de traces dans la stévia. Les stérols majoritairement 

présents sont le stigmastérol et le β-sistostérol (Figure 15). Leur concentration respective est 

de 45,8 et 39,4%m de la fraction totale de stérols. 
 

 

Figure 15 : Structures de triterpénoïdes et stérols extraits de Stevia rebaudiana [44] . 
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which were isolated using methanol extraction (Sholichin et al. 1980), eight novel 
labdane type diterpenoids, sterebins A–H, have been identified using spectro-
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 INTRODUCTION TO STEVIOSIDE 9

In the estimation of flavonoid constituents, six standard flavonoids were extracted 
in ethyl acetate fraction and two from chloroform as shown in Figure 1.6 (Rajbhandari 
and Roberts 1983). These compounds were determined using a combination of 
ultraviolet (UV) and proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) spectroscopy, 
and mass spectroscopy.

The essential oil components include a number of alkanols, aldehydes, aromatic 
alcohols, monoterpenes and sesquiterpenes (Fujita et al. 1977; Martelli et al. 1985). 
Apart from this, other phytochemicals such as chlorophylls, β-carotene, organic 
acids, etc. are also present (Cheng and Chang 1983). Among the minerals, potas-
sium is the major proportion, while other metals such as zinc, calcium, iron, etc. are 
also present in trace amounts.

The protein content represented by amino acids in Stevia leaves (Abou-Arab 
et al. 2010; Mohammad et al. 2007), water-soluble vitamins (Kim et al. 2011) and 
fatty acids (Tadhani and Subhash 2006) are reported in Table 1.3.
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Figure 1.5 Structures of different triterpenoids and sterols from S. rebaudiana.
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1.2.4. Flavonoïdes 
Les flavonoïdes ou bioflavonoïdes sont des substances retrouvées chez les plantes. Ces 

métabolites secondaires possèdent tous un même squelette de base (Tableau 6). Ils sont en 

partie responsables de la coloration des fleurs et peuvent avoir des propriétés médicinales 

(non démontré chez S. rebaudiana). 

Tableau 6 : Structures de flavonoïdes isolés à partir de Stevia rebaudiana [44] . 

  
 
 

Glc = O-β-D-Glucopyranosyl 
Rha = O-α-L-Rhamnopyranosyl 
Ara = O-α-L-Arabinopyranosyl 
Rut = 6-O-α-L-Rhamnopyranosyl-D-Glucopyranosyl 

 
Nom du 
composé 

R1 R2 R3 R4 R5 

Apigénine 4'-O-
glucoside 

H H OH H Glc 

Kaempferol 3-O-
rhamnoside 

Rha H OH H OH 

Lutéoline 4-O-
glucoside 

H H Glc OH OH 

Quercétine 3-O-
arabinoside 

Ara H OH OH OH 

Quercétine 3-O-
glucoside 

Glc H OH OH OH 

Quercétine 3-O-
rhamnoside 

Rha H OH OH OH 

Centaureidine OMe OMe OH OH OMe 
Apigénine 7-O-
glucoside 

H H Glc H OH 

Quercétine 3-O-
rutinoside 

Rut H OH OH OH 

 

1.3. Biosynthèse des glycosides de stéviol 
La biosynthèse des glycosides de stéviol a été beaucoup étudiée au cours des dernières années 

[54] [59] à [63] ; cette voie de fabrication complexe nécessite douze étapes pour obtenir du 

stéviol. Elle se réalise à partir des molécules primaires comme le pyruvate et le glycéraldéyde-

3-phosphate (G3P) pour aboutir à la formation du géranylgéranyl-diphosphate impliqué dans 

les voies biosynthétiques des diterpènes et tétraterpènes [64]. À partir du géranylgéranyl-

diphosphate, quatre étapes supplémentaires sont nécessaires pour aboutir à la formation du 

rébaudioside A (Figure 16). Bien que la plupart de la biosynthèse ait été élucidée (Figure 16 

et 17), il reste quelques zones d'ombres (enzyme non identifié, rôle de l'appareil de Golgi, 

transport dans la vacuole...). 

10 CHAPTER 1

1.3 Source of stevioside

The sweet-tasting glycosides have been reported to be present in the leaves,  flowers 
and stems but not in the roots of S. rebaudiana (Tanaka 1982).The primary source 
of stevioside and rebaudioside A is the leaves (5–20% w/w). They are also found in 
the flowers at lower concentrations, around 0.9–1% (w/w) (Darise et  al. 1983). 
Because of the economic importance of steviol glycosides, synthetic methods of 
synthesis have also been attempted (Mori and Matsui 1965, 1966, 1970; Mori 
et  al.  1970a,b; Nakahara 1982; Nakahara et  al. 1971; Ziegler and Kloek 1971, 
1977). Conversion of steviol glycosides to stevioside and rebaudioside A was also 
reported (Kaneda et al. 1977; Ogawa et al. 1978, 1980). However, extraction of 
glycosides using solvent (refer to Chapter 4) and membrane separation (Chapter 
6–9) is feasible for large-scale production of stevioside as a dietary supplement and 
sweetener.
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Figure 16 : Biosynthèse des glycosides de stéviol (Enzymes situées dans le chloroplaste : orange, rouge et jaune ; enzymes situées dans le réticulum endoplasmique : bleue ; 

enzymes situées dans le cytosol : verte) [54] . 
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La biosynthèse se déroule dans plusieurs organites de la cellule (chloroplaste et réticulum 

endoplasmique10), ainsi que dans le cytosol et le stockage dans les vacuoles (figure 18). 

Comme il y a principalement quatre lieux impliqués [20] [54], la description se fera en quatre 

parties et s'appuiera sur la figure 16. 

1.3.1. Chloroplaste 

Dans cet organite se déroule les trois premières grandes étapes de la biosynthèse des 

glycosides de stéviol (figure 16) : 

! La voie du MEP/DOXP11 (enzymes oranges) : cette voie dite non mévalonique, 

permet d'obtenir de l'IPP (10) et du DMAPP (9) (respectivement IsoPentényl-

Pyrophosphate et DiMéthylAllyl-PyroPhosphate12) à partir du pyruvate (1) de G3P 

(2). Il y a une cascade de sept réactions enzymatiques comportant quatre types 

d'enzymes, les synthases (DXS, CMS, MCS et HDS), les réductoisomérases (DXR) 

les kinases (CMK) et les réductases (HDR). 

! La voie de la gibbérelline : 

o Action de l'enzyme GGDPS (enzyme rouge) : l'IPP (10) et le DMAPP (9) sont 

assemblées sous l'action d'une synthase (GGDPS), ce qui forme le GGPP (11) 

(GéranylGéranyl-PyroPhosphate13). 

o Cyclisation (enzymes jaunes) : Le GGPP (11) subit deux étapes de cyclisation 

grâce à la CDPS et la KS qui sont deux enzymes synthases. Cette cyclisation du 

GGPP aboutit sur la formation d'une molécule d'ent-kaurène (13). Ensuite, la 

molécule sort du chloroplaste pour rejoindre les cytochromes P450 du réticulum 

endoplasmique [20]. 

1.3.2. Réticulum endoplasmique 

Arrivée dans le réticulum endoplasmique (enzymes bleues), l'ent-kaurène (13) suit encore la 

voie des gibbérellines. Sur son carbone C19, elle est oxydée en trois étapes en acide ent-

kaurénoïque (14), à l'aide de l'enzyme KO qui est une mono-oxygénase de type P450 (famille 

du CYP701A5) [54]. 

 

                                                             
10 Il y aurait également l'appareil de Golgi, mais son rôle n'est pas clairement défini [20]. 
11 MEP : 2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate et DOXP : 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate. 
12 Egalement appelées isopentényl-diphosphate et diméthylallyl-diphosphate. 
13 Egalement appelée géranylgéranyl-diphosphate. 
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À partir de l'acide ent-kaurénoïque (14), la voie de la gibbérelline est abandonnée au profit de 

la voie du stéviol. La première enzyme de cette nouvelle voie est une hydroxylase (KAH) et 

agit en C13 pour former un alcool tertiaire. La molécule obtenue est un stéviol (15) et quitte le 

réticulum endoplasmique pour se diriger dans le cytosol. 

Ces deux étapes sont importantes, car elles induisent des groupements ou sites accepteurs, 

permettant la fixation des sucres sur la molécule. 

1.3.3. Cytosol 

Une fois arrivée dans le cytosol, le stéviol (15) suit la voie des glycosides de stéviol. Cette 

voie a pour but de passer d'une molécule aglycone (15) à un hétéroside (16, 17, 18, 19) et 

permet de stabiliser les molécules, de détoxifier et de solubiliser les métabolites. 

Le stéviol est pris en charge par des glycosyltransférases (enzymes vertes), de la famille des 

UGT ; avec comme ordre d'apparition UGT85C2, UGT, UGT74G1 et UGT76G1. Elles ont 

toutes le rôle de fixer un ose, mais de manière différente : fixation d'un sucre en C13 ou C19 

et fixation d'un sucre sur un sucre déjà présent en C13 [54]. 

La première lettre de ces enzymes est un "U" qui signifie "Uridine diphosphate" (UDP), en 

raison de la dépendance des glycosyltransférases à l'UDP-glucose [60] [65a]. Un criblage a 

été réalisé pour déterminer leur structure et parmi les quatre enzymes entrant en action, 

seulement trois ont été élucidées [60], c'est pourquoi une des enzymes ne comporte pas de 

suffixe. 

D'autres voies de formation des glycosides de stéviol existent mais sont minoritaires (Figure 

17). Ces voies nécessitent seulement deux des quatre enzymes utilisées dans la voie 

majoritaire. 

Le rébaudioside A (19) est la molécule finale de cette biosynthèse. Avec le stévioside (18) qui 

est son précurseur, il est donc normal que ces deux hétérosides soient retrouvés en majorité 

dans la stévia. Les glycosides mineurs tels que le rébaudioside C, le rébaudioside F ou encore 

le dulcoside A sont obtenus par action d'autres enzymes ajoutant soit des unités de glucose, 

soit des unités de sucres différents (rhamnose, xylose). 
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Figure 17 : Voie majeure (flèches pleines noires) et voies mineures (flèches en pointillés violets) de la 

biosynthèse des glycosides de stéviol [59] . 

1.3.4. Vacuole 

Les glycosides ainsi formés ne restent pas dans le cytosol, mais sont stockés dans les 

vacuoles. Ce passage au sein de la vacuole n'est pas entièrement connu, toutefois des 

hypothèses sont émises quant aux transporteurs entrant en jeu : des transporteurs de la famille 

des Major Facilitor (MFS) et des Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE) utilisant 

l'énergie de gradient ionique ou de gradient de proton ; des transporteurs de la famille des 

ATP-Binding Cassette (ABC) utilisant l'énergie produite par l'hydrolyse d'ATP [54]. 

La biosynthèse est résumée sous forme schématique (Figure 18) en indiquant la localisation 

des étapes. 

 

Pour faire face aux variations de concentration des hétérosides d'intérêt, des techniques de 

synthèse chimique ont été mises en place par la main de l'homme [66] [67]. Elles sont de 

différentes natures et peuvent utiliser des micro-organismes comme des bactéries 

(Escherichia coli, bacilles gram positifs), des levures (Saccharomyces, Pichia, Yarrowia), et 

des cellules végétales (algue, plante) [67]. 
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Figure 18 : Schéma artistique de la biosynthèse de glycoside de stéviol avec la localisation des étapes [54] . 

1.4. Génétique 

Au sein de S. rebaudiana, quinze gènes impliqués dans la biosynthèse des glycosides de 

stéviol ont été identifiés. Ces gènes sont SrDXS, SrDXR, SrMCT, SrCMK, SrMDS, SrHDS, 

SrHDR, SrIDI, SrGGDPS, SrCPPS1, SrKS1-1, SrKO1, SrUGT85C2, SrUGT74G1 et 

SrUGT76G1 [68]. Ils sont retrouvés dans toutes les parties de la plante, mais ne sont pas 

exprimés de la même façon. Par exemple, les gènes SrDXR et SrKO sont beaucoup exprimés 

dans les feuilles du premier noeud et le sont moins dans les feuilles du cinquième noeud. 

L'expression de ces deux gènes montre qu'il y a une corrélation positive avec le contenu en 

glycosides de stéviol. De manière similaire, il y a une expression plus élevée de ces quinze 

gènes dans les feuilles que dans les tiges et racines, ce qui indique une nouvelle fois le lien 

entre l'expression de ces gènes et la quantité de glycosides de stéviol [69]. Les séquences des 

amorces pour l'analyse de la transcription sont retrouvées en annexe 3. 

genes coding for MFS, MATE and ABC transport-like
proteins, one or more of which may be involved in glyco-
side transport. Candidate genes are currently being
expressed in a heterologous system to assess transport
activity and specificity.

8. Summary

It has been over 40 years since the first insights into the
biosynthesis of steviol glycosides were published. No genes
were isolated and only a limited understanding of the
enzymes involved existed until 1999, when the two terpene
cyclases in the pathway were characterized. As plant bio-
chemistry and genomics converged over the next seven
years all of the genes in the pathway, save one, were cloned
and sequenced and many of those functionally character-
ized. The speed with which this has been accomplished
by a relatively small number of labs is a clear testament
to the power of genomics and is evidence of the synergy
created by its convergence with the study of plant second-
ary products. We now know that steviol glycoside synthesis
is restricted to green tissues, with all of the steps up to kau-
rene occurring in plastids, one of the two oxidation steps is
located on the surface of the ER and glycosylation takes
place in the cytoplasm (Fig. 2). New work should lead to
an understanding of the vacuolar transport mechanisms
and the identification of the only enzyme missing from
the biosynthetic pathway.
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1.5. Pouvoir sucrant 

Le pouvoir sucrant est estimé selon la différence de goût par rapport à une référence : le 

saccharose, qui a un pouvoir sucrant égal à 1. La mesure est relativement subjective puisque 

le goût n'est pas quantifiable. 

La stévia possède des molécules dégageant un fort pouvoir sucrant (Tableaux 4 et 5) tels que 

les rébaudiosides A, D et M qui sont respectivement environ 200, 221 et 250 fois plus 

sucrants que le saccharose, ainsi que le stévioside qui a un pouvoir sucrant de 210 [55]. 

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 présents sur la molécule ; par 

exemple, le stévioside qui comporte 3 oses a un pouvoir sucrant plus élevé que le 

rébaudioside E qui possède 4 oses et un pouvoir sucrant moins élevé que le 

rébaudioside M qui détient 6 oses. 

! Le remplacement d'une unité glucose par un rhamnose diminue le pouvoir sucrant ; 

pour illustrer, le stévioside est plus sucrant que le dulcoside A. 

! Le remplacement d'une unité glucose par un xylose ne modifie pas le pouvoir sucrant ; 

par exemple, le rébaudioside A montre le même pouvoir sucrant que le rébaudioside 

F. 

 

2. Aspects nutritionnels 

2.1. Glucides 

Un glucide est un sucre pouvant être : 

! Simple : monosaccharide ou disaccharide qui est la principale source d'énergie dans le 

métabolisme humain. 

! Complexe ou ramifié : polysaccharide servant au stockage de l'énergie. 

La stévia est une bonne source nutritionnelle de glucides puisqu'elle en contient 35 à 62 g/100 

g de matière sèche [25], dont des stéviosides et rébaudiosides, ainsi que des fructo-

oligosaccharides de type inuline. D'après Braz de Oliveira [70], ces derniers possèderaient des 

propriétés fonctionnelles importantes notamment sur le contrôle du diabète. 
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2.2. Protéines 

Une protéine est une molécule composée de plusieurs acides aminés (Annexe 4), pouvant 

porter le nom d'oligopeptide quand elle comporte quelques acides aminés ou le nom de 

polypeptide lorsqu'elle en possède plus. Les protéines possèdent de nombreux rôles, par 

exemple dans la croissance, dans la réparation cellulaire... ce qui en font des éléments 

indispensables au maintien de l'homéostasie. Cependant, leur durée de vie est plus ou moins 

longue, elles doivent donc être renouvelées sans cesse par l'intermédiaire des voies de 

synthèse et de dégradation protéiques (Annexe 5), ce qui explique le besoin d'un apport 

continu [71]. 

La qualité d'apports protéiques de la stévia peut être déterminée en mesurant la teneur totale 

en protéines et en analysant les différents types d'acides aminés présents, en particulier les 

acides aminés essentiels ou indispensables14. 

La teneur totale en protéines dans les feuilles de stévia se situe autour de 10 à 20 g/100 g de 

matière sèche [25], ce qui en fait une bonne source protéique. Les acides aminés rencontrés 

chez S. rebaudiana sont au nombre de 17, dont 10 sont des acides aminés essentiels (Tableau 

7). La stévia comporte 10 acides aminés indispensables sur 11, ce qui fait d'elle une bonne 

source nutritive. 

Tableau 7 : Comparaison de la composition en acides aminés des feuilles de Stevia rebaudiana avec les 

besoins journaliers en acides aminés essentiels. 

Composition des feuilles de Stevia rebaudiana B. (matière 
sèche) [72]  

Besoins journalier en acides aminés 
essentiels chez l'adulte selon l'AFSSA [71]  

Acides aminés 
essentiels 

g/100 g Acides aminés 
non essentiels 

g/100 g Acides aminés essentiels g/100 g 

Argininea 0,45 Aspartate 0,37 Tryptophane 0,04 
Lysine 0,70 Serine 0,46 Lysine 0,30 
Histidine 1,13 Acide Glutamique 0,43 Histidine 0,11 
Phénylalanine 0,77 Proline 0,17 Acides aminés aromatiques 

(Phénylalanine + Tyrosine) 
0,27 

Leucine 0,98 Glycine 0,25 Leucine 0,39 
Méthionine 1,45 Alanine 0,56 Acides aminés soufrés 

(Méthionine + Cystéine) 
0,15 

Valine 0,64 Cystéineb 0,40 Valine 0,18 
Thréonine 1,13 Tyrosineb 1,08 Thréonine 0,16 
Isoleucine 0,42   Isoleucine 0,18 
Total 7,67 Total 3,72 Total 1,78 

a : Considéré comme non essentiel selon l'AFSSA [71]. 
b : Considéré comme essentiel dans certaines situations [72]. 
 

                                                             
14 Acides aminés non synthétisés par le corps humain, au nombre de 11 (Tableau 7). 
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2.3. Minéraux 

Les minéraux sont des éléments chimiques essentiels dans le métabolisme animal. Ils sont 

classés en deux catégories en fonction des besoins de l'organisme [73] : 

! Macro-élément ou élément majeur : besoin important tel que le sodium, le magnésium, 

le phosphore, le soufre, le chlore, le potassium et le calcium. 

! Oligo-élément ou élément mineur : besoin moindre tel que le chrome, le manganèse, le 

fer, le cobalt, le cuivre, le zinc, le sélénium, le molybdène et l'iode. 

Les minéraux contenus dans les feuilles de stévia sont présentés dans le tableau 8, qui est un 

résumé de plusieurs études afin d'obtenir une fourchette de valeur. 

Tableau 8 : Minéraux contenus dans les feuilles de Stevia rebaudiana (mg/100 g) [15] . 

Minéraux Références 
Mishra et al. 
(2010) 

Goya et al. 
(2010) 

Serio (2010) Tadhani et 
Subhash 
(2006) 

Kaushik et 
al. (2010) 

Abou-arab et 
al. (2010) 

Calcium 464,4 544 600 1550 722 17,7 
Phosphore 11,4 318 318 350 NDa NDa 
Sodium 190 89,2 NDa 160 32,7 14,93 
Potassium 1800 1780 1800 2510 839 21,15 
Fer 55,3 3,9 3,9 36,3 31,1 5,89 
Magnésium 349 349 500 NDa NDa 3,26 
Zinc 1,5 1,5 NDa 6,39 NDa 1,26 

a : Non déterminé 

2.4. Lipides 

Les lipides sont des molécules constituées d'acides gras, formant un grand groupe diversifié 

(stérols, phospholipides, triglycérides...). Le monde animal et végétal sont capables de les 

synthétiser, cependant 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 à ce besoin, car dans l'huile de ses feuilles six acides gras ont été 

identifiés (Tableau 9). Parmi ces acides gras, il y a une forte concentration en acide 

linolénique ; cette valeur élevée peut contribuer à maintenir un rapport d'acide gras idéal dans 

le régime alimentaire humain. 
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Tableau 9 : Composition en acide gras de l'huile de feuille de Stevia rebaudiana [15] . 

Acides gras g/100 g 

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 

 

2.5. Vitamines 

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

nécessaires au métabolisme. On les regroupe, non pas parce qu'elles sont chimiquement 

proches ou ont des rôles physiologiques similaires, mais parce que ce sont des substances 

essentielles de l'alimentation et qu'elles ont été découvertes lors des recherches sur les 

maladies résultant de leur carence [73]. Il y a treize vitamines classées en deux catégories, les 

vitamines liposolubles au nombre de quatre (Vitamines A, D, E et K) et les vitamines 

hydrosolubles au nombre de neuf (huit vitamines du groupe B et la vitamine C). 

Une étude menée en 2010 [74] détermine les concentrations des vitamines hydrosolubles 

extraites des feuilles et des cals de stévia (Tableau 10). 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, tandis que dans les cals c'est la vitamine C. 

Tableau 10 : Vitamines hydrosolubles extraits des feuilles et cals de Stevia rebaudiana B (matière sèche) 

[74] . 

Vitamines Feuilles (mg/100 g) Cals (mg/100 g) 
Vitamine B1 (Thiamine) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Vitamine B2 (Riboflavine) 0,43 ± 0,02 0,23 ± 0,02 
Vitamine B3 (Niacine) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Vitamine B6 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Vitamine B9 (Acide folique)  52,18 ± 0,21 0,09 ± 0,01 
Vitamine C (Acide L-ascorbique) 14,98 ± 0,07 1,64 ± 0,02 
Valeurs moyennes déterminées trois fois (n = 6) ± les déviations standards. 
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3. Intérêts alimentaire et médicinal 

Les constituants de la stévia suscitent de multiples intérêts, du fait qu'ils possèdent des 

propriétés médicinales ainsi que des propriétés gustatives particulières sans apporter de 

calories [15] [17] : 

! Usage alimentaire : édulcorant (gâteaux, boissons...). 

! Usage médicinal : 

o Tanins, flavonoïdes, glycosides de stéviol : activité antimicrobienne notamment 

sur Salmonella typhi, Aeromonas hydrophila, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis, 

Staphilococcus aureus. 

o Flavonoïdes : activité antioxydante. 

o Glycosides de stéviol : régime diététique (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...)... 

Parmi toutes ces propriétés, l'usage dans un but diététique est le plus reconnu. Toutefois, le 

patient devra prendre quelques précautions quant à l'utilisation des glycosides de stéviol au 

quotidien, que ce soit au niveau quantitatif (recommandations officielles) ou au niveau 

qualitatif (respect du pH et de la température pour éviter la dégradation...). Ces informations 

seront retrouvées dans le chapitre III (Stevia rebaudiana B. et la santé) et IV (Stevia 

rebaudiana B. et l'Économie). 

 

4. Sources et variations quantitatives des glycosides de stéviol 

Les organes végétaux ne sont pas égaux en terme de concentration en glycosides de stéviol. 

Un classement des parties de la plante, des plus concentrées aux moins concentrées, est établi 

: feuilles, fleurs, tiges, graines et quasi-absence dans les racines [20] [21]. Par exemple, la 

première source de stévioside et de rébaudioside A se trouve dans les feuilles avec une 

quantité allant de 5 à 20%m ; la seconde source située dans les fleurs, de concentration plus 

faible autour de 0,9 à 1%m [75]. Ces résultats sont confirmés dans un test sensoriel puisque le 

gout sucré des feuilles est deux fois plus élevé que celui des inflorescences [76]. Néanmoins, 

ce classement est différent en fonction de la maturité de la plante ainsi la fleur peut passer de 

la deuxième à la quatrième position [23]. 
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La distribution de ces hétérosides dans chaque organe est différente, toutefois elle peut varier 

au sein d'un même organe de la même plante [77], ou d'un même organe d'un plant à un autre 

(facteurs environnementaux) [20] [78]. 

L'environnement est l'acteur prépondérant dans les variations de quantité de glycosides de 

stéviol (Figure 19), mais de nombreux autres critères interviennent [17] [38] [39] [41] [68] 

[79]: 

! La photopériode : plus elle est longue, plus la quantité de glycosides sera importante, 

! L’âge : une plante jeune contient moins de glycosides qu'une plante plus âgée, 

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

floraison, 

! Le climat, le sol, l'irrigation, variété... 
 

  

Figure 19 : A gauche : Effets des conditions environnementales sur la concentration en stévioside et 

rébaudioside A dans les feuilles de stévia [25]  ; A droite : Evolution de la concentration en stévioside et 

rébaudioside A en fonction de la position de la feuille sur la tige [69] . 

En raison des différences de concentrations en glycosides d'un champ de stévia à un autre, 

complété par une importance économique de ces composés, des méthodes de synthèse ont été 

développées [66] [80] à [82]. Cette nouvelle source qu'est la synthèse chimique offre un 

rendement fixe en stévioside. Cependant à l'échelle industrielle, elle est plus difficile à mettre 

en oeuvre qu'une extraction à partir de la plante par solvant ou par séparation membranaire 

[44]. 

 

Agric. conspec. sci. Vol. 78 (2013) No. 1

28 Jana ŠIC ŽLABUR, Sandra VOĆA, Nadica DOBRIČEVIĆ, Damir JEŽEK, Tomislav BOSILJKOV, Mladen BRNČIĆ

temperatures. Preliminary research about stevia leaves dehy-
dration was conducted in a laboratory drier using a temperature 
of 55°C with constant air  ow for a period of 2 hours (Fig. 3) at 
Department of Agricultural Technology, Storage and Transport 
(Faculty of Agriculture, Zagreb). 

Biochemical and nutritional aspects of stevia
Besides exceptional sweetness, stevia is popular due to nu-

tritional and chemical composition that is characterized by con-
tent of amino acids, minerals and phytochemicals, especially 
polyphenols (Chu et al., 2000; Edeoga et al., 2005; Singh and 
Rao, 2012) that ultimately contributes to signifi cant increase of 
antioxidant activity of plant (Chatsudthipong and Muanprasat, 
2009; Ahmad et al., 2010). Opposite of the most commonly used 
sweeteners in the food processing (sucrose and artifi cial sweeten-
ers), stevia stands out with health and nutritional values (Anton 
et al., 2010). According to the literature citations by other authors, 
it can be concluded that the dried stevia leaves are a good source 
of carbohydrates (35-62 g/100 g dry matter), proteins (10-20 g/100 
g dry matter) and dietary  bers (15 to 18.5 g/100 g dry matter), 
which are very important in maintaining of human health (Abou-
Arab et al., 2010; Mishra et al., 2010; Goyal et. al, 2012; Lemus-
Mondaca et al., 2012). High ash content (6-13 g/100 g dry matter) 
indicates that stevia is a good source of minerals (potassium, cal-
cium, sodium, magnesium, iron, etc). According to Abou-Arab 
et al. (2010) after extraction of stevioside, dried stevia leaves can 
be used as a valuable source of essential amino acids. 

Diterpene glycosides of stevia 
Stevia is a good source of phytochemicals, such as: austroi-

nulin, �-carotene, dulcoside, nilacin, rebaudi oxide, ribofl avin, 
steviol, stevioside and thiamine (Jayaraman et al., 2008). Natural 
sweetener isolated from the Stevia rebaudiana leaves are steviol 
glycosides, and according to chemical composition are diterpe-
nes, isolated and identi ed as stevioside, steviolbioside, rebaudi-
oside A, B, C, D, E, F and dulcoside (Geuns, 2003). In the stevia 
leaves, stevioside is the most common (4-13% w/w), and followed 
by rebaudioside (2-4% w/w), rebaudioside C (1-2% w/w) and dul-
coside (0.4-0.7% w/w) (Makapugay et al., 1984; Gardana et al., 
2010; Jackson et al., 2010; Cacciola et al., 2011). Diterpene gly-
cosides were found in the highest percentage in the leaf of plant 
and make up 15% of the leaf chemical content which primarily 
depends on the cultivar (Giraldo et al., 2005). Diterpene content 
in stevia leaves depends on growing conditions (Pól et al., 2007) 
and the application of agricultural techniques (Genus, 2003) (Fig. 
4). The content and distribution of sweet glycosides, primarily ste-
vioside and rebaudioside, considerably varies depending on the 
part of the plant (root, stem or leaf). Chloroplasts are important 
precursors for the synthesis of stevioside and steviol glycosides. 
Plant tissues without chlorophyll (roots and lower part of stems) 
do not contain or contain only minor amounts of these glycosides. 
After  owering of plant, the level of glycoside starts to decrease 
(Pól et al., 2007). 

There are three molecules of glucose and one molecule of ste-
viol aglycone (diterpene carboxyl alcohol) in the stevioside chemi-
cal composition (Brandle and Telmer, 2007). Stevioside is even 
300 times sweeter than sucrose with no caloric value and for that 
reason the stevia products are widely used as a sweetening agent 

primarily intended for people with diabetes (Puri et al., 2011; 
Nikolai et al., 2001). The fl avors of the most abundant glycosides, 
stevioside and rebaudioside A, vary considerably (Kaushik et al., 
2010). In general, stevioside gives the impression of slightly bitter 
taste, while rebaudioside A contributes to the typical sweet taste 
(similar to sucrose) (Singh and Rao, 2005; Table 3). Diff erences 
in taste are caused by more polar groups in rebaudioside A that 
enable the rebaudioside A better solubility and ultimately more 
similarity to taste of sucrose, unlike the molecule of stevioside. 
(Mitchell, 2006; Carakostas et al., 2008). 

Both, stevioside and rebaudioside A are very stable molecules 
in aqueous solution in the wide range of pH and temperatures 
(Abou-Arab et al., 2010). Th us, during the thermal treatment 
(2 hours at 60°C) and pH in range 1 to 10, stevioside molecule 
indicates only a slight degradation, while signifi cant loss (5%) 
was measured at a temperature of 80°C and pH values from 2 
to 10 (Abou-Arab et al., 2010). Stevioside and rebaudioside A 
are thermally stable at higher temperatures, and have wide ap-
plication in the food and in the baking industry (Tanaka, 1988). 
Abou-Arab et al. (2010) quoted termostability of stevioside even 
at temperature of 200°C, which allows a wide range of stevia 
commercial use (Fig. 5).

Figure 4. Effects of environmental conditions on the 
content of stevioside and rebaudioside A in stevia leaves during 
vegetation (Singh and Rao, 2005)

 
Compound Taste quality 

(sweet/bitter/other)* 
Stevioside 
Rebaudioside A 

62/30/8 
85/12/3 

* Percentage of the total taste sensation 

Table 3. Taste profi les of stevioside and rebaudioside A 
(Mitchell, 2006)

and used for analyses. The samples were harvested at different time
intervals starting from 10:00 am onwards and stored at −80 °C
until used. The cuttings showed wilting symptoms at 8 h of the treat-
ment and hence all the experiments were performed till 6 h of the
treatment. The sampling was performed at 2 h, 4 h and 6 h of transfer
of the cutting to the treatment medium. The experiment was repeat-
ed three times. The period of 6 h was too small to monitor any change
in the SGs content (data not shown) and hence the effect was studied
on the expression of genes only.

3. Results and discussion

3.1. Isolation of seven cDNA sequences encoding the enzymes of SGs
biosynthesis pathway

SGs are derived from MEP pathway involving series of enzymes
encoded by the corresponding genes. A holistic picture on various
genes of the pathway is crucial to identify the critical regulatory gene
(s), which has not been studied yet in stevia. Previous studies indicated
the importance of SrCPPS, SrKS and SrKO in determining SGs content
(Richman et al., 1999, 2005; Humphrey et al., 2006). The conclusion
was based on relative expression of these genes and SGs content in dif-
ferent organs. Also, three GTs (SrUGT85C2, SrUGT74G1 and SrUGT76G1)
are known to modulate the synthesis of stevioside and rebaudioside A
and hence assumes importance (Richman et al., 2005).

In the presentwork, seven full-length cDNAs involved in SGs biosyn-
thesis pathway were cloned for the first time from stevia using degen-
erate primers followed by RACE. Degenerate primers yielded
amplicons of 401 bp, 426 bp, 332 bp, 1127 bp, 290 bp, 398 bp and
446 bp for SrMCT, SrCMK, SrMDS, SrHDS, SrHDR, SrIDI and SrGGDPS, re-
spectively. RACE yielded full-length cDNAs of SrMCT, SrCMK, SrMDS,
SrHDS, SrHDR, SrIDI and SrGGDPS of 1241 bp, 1500 bp, 870 bp, 2599 bp,
1629 bp, 1048 bp, and 1245 bp, respectively and BLASTX analysis
showed 63 to 92% homology with the corresponding sequence reported
from Arabidopsis thaliana (Supplementary file 1). SrMCT, SrCMK, SrMDS,
SrHDS, SrHDR, SrIDI and SrGGDPS had an open reading frame of 954 bp,
1215 bp, 696 bp, 2223 bp, 1377 bp, 699 bp, and 1086 bp, respectively
(Supplementary file 2). Full-length cDNAs of SrMCT, SrCMK, SrMDS,
SrHDS, SrHDR, SrIDI, and SrGGDPSwere submitted toNCBI gene databank
under the accession numbers DQ269452, DQ269453, DQ631427,
DQ768749, DQ269451, DQ989585 and DQ432013, respectively.

Alignment of deduced amino acid sequences with the correspond-
ing sequences available at gene databank at NCBI revealed the pres-
ence of conserved amino acid residues (Supplementary file 3). Arg

102, Lys 109, Arg 258 and Lys 295 are conserved in SrMCT and contrib-
ute to the enzyme activity through their role in binding and processing
of substrates (Richard et al., 2001; Kemp et al., 2003). In SrCMK, resi-
dues 183 through 202 are the conserved ATP-binding site for the func-
tional activity (Rohdich et al., 2000b). Highly conserved residues
present in SrIspF at positions Asp 82, His 84 and His 116 contribute
to the enzymatic reaction (Calisto et al., 2007). SrHDS had three con-
served Cys residues at positions 644, 647 and 678, which constitute
the ligands of the [4Fe–4S]2+ cluster (Seemann et al., 2005). SrHDR
had conserved Cys residues at positions 114, 205 and 259 known to
be essential for the functional activity (Gräwert et al., 2004). Charac-
teristic Cys in NxxCxHP consensus sequence and a Glu in ExE consen-
sus sequence are conserved in the active site of SrIDI (Hahn et al.,
1996). SrGGDPS displays two strongly conserved aspartate-rich do-
mains characterized as the first aspartate-rich motif (FARM) and the
second aspartate-rich motif (SARM). FARM contain highly conserved
DD (Asp) and RR (Arg) dipeptides, DD(X)9RR, while DDXXD motif is
present in SARM. Both DD(X)9RR and DDXXD motifs are important
for the catalytic activity of GGPPS (Ashby and Edwards, 1990). Pfam
analysis also showed the presence of characteristic conserved do-
mains in the deduced amino acid sequences of SrMCT, SrCMK, SrMDS,
SrHDS, SrHDR, SrIDI and SrGGDPS (Supplementary file 4).

3.2. Spatial, developmental and hormonal regulation of SGs biosynthesis
pathway genes and SGs content

The current study examined the relationship between expression
of SGs biosynthesis pathway genes and SGs content of stevia in differ-
ent leaf positions and different vegetative parts of the plant. Gene ex-
pression was also studied in response to applied phyto-hormones.

3.2.1. Older leaves exhibit lower SGs content and a decrease in expression
of SGs biosynthesis pathway genes

Stevioside and rebaudioside A contents were studied from 1st leaf
(youngest/immature; leaf number refers to the node position) to 5th
leaf (relatively mature leaf) in six month old stevia plants. Stevioside
and Rebaudioside A were minimum in 1st leaf (23% and 37%, respec-
tively of the 3rd leaf) and maximum in 3rd leaf. Thereafter, the con-
tents showed slight decline in 4th and 5th leaf (Fig. 2A). Expression
of SrDXS, SrMCT, SrCMK, SrHDR, SrIDI, SrGGDPS, SrCPPS and three GTs
exhibited evident down-regulation in mature as compared to youn-
ger leaves (Fig. 2B). Of all the genes, SrDXR and SrKO showed 50%
and 29% increase, respectively in leaf at 3rd node position. Correlation
coefficient of all the fifteen genes with stevioside and rebaudioside A

BA

SrDXS
SrDXR
SrMCT
SrCMK
SrMDS
SrHDS
SrHDR
SrIDI
SrGGDPS

1st 2nd 3rd 4th 5th
26S rRNA

SrCPPS1
SrKS1-1
SrKO1
SrUGT85C2
SrUGT74G1
SrUGT76G1

Leaf position
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Fig. 2. SGs content (A), and expression of genes of SGs biosynthetic pathway (B) in leaves at different node positions (leaf position is defined with reference to the apical leaf as the
1st leaf). 26S rRNA was used as an internal control as shown previously (Singh et al., 2004). Name of genes is shown on right side of the panel in abbreviated form with their ex-
panded form in Fig. 1. All the experiments were repeated three times. Each value represents the mean±standard error of three separate biological replicates.
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5. Extraction des glycosides de stéviol 

Pour extraire des composés bioactifs à partir de plantes, de nombreuses techniques existent ; 

les méthodes dites conventionnelles telles que le chauffage à reflux ou l'appareil de Soxhlet et 

les méthodes modernes telles que l'extraction à l'eau chaude pressurisée, l'extraction avec des 

fluides supercritiques, extractions assistées par ultrasons ou micro-ondes [83] à [87]. 

5.1. Généralités 

Les spécifications sont issues du règlement UE n°231/2012 [88]. Elles sont en accord avec 

celles établies par la JECFA [89]. 

5.1.1. Description 

L'extrait ou produit fini doit avoir l'aspect d'une poudre de couleur blanche à jaune claire, 

avec un pouvoir sucrant situé aux alentours de 200 à 300 fois supérieur à celui du 

saccharose15. Sa composition doit être au minimum égale à 95% en stévioside, rébaudioside 

A, B, C, D, E et F, stéviolbioside, rubusoside et dulcoside A sur la base de la matière sèche 

[88]. La composition est qualitativement variable car d'une culture à une autre, les proportions 

de glycosides sont différentes. 

Avec la méthode d'extraction préconisée par la réglementation européenne, d'autres 

glycosides de stéviol apparentés pouvant être obtenus au terme du processus de production, 

mais non présents naturellement dans le végétal S. rebaudiana ont été identifiés en faibles 

quantités (0,10 à 0,37% m/m).  

5.1.2. Identification 

L'identification des glycosides de stéviol est obtenue à partir de trois critères [88] : 

! La solubilité : légèrement à facilement soluble dans l'eau. Sans spécification pour 

d'autres liquides, 

! La chromatographie : le pic principal du chromatogramme doit correspondre soit au 

stévioside, soit au rébaudioside A, 

! Le pH : il doit être situé entre 4,5 et 7,0 (solution 1:100). 
 

                                                             
15 Le saccharose sert d'indice pour quantifier le pouvoir sucrant, ayant la valeur de 1. 
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5.1.3. Pureté 

La pureté quant à elle est évaluée selon les paramètres résumés dans le tableau 11. 

Selon la JECFA [53], des impuretés présentent dans les extraits seraient issues du processus 

d'extraction, telles que des pigments et des glucides. Selon le procédé d'extraction utilisé, 

certaines substances glucidiques autres que les glycosides autorisés, seraient des associations 

de glycosides de stéviol avec des résidus de solvant d'extraction/recristallisation ou des 

résidus de résine de la chromatographie par échange d'ions. 

Tableau 11 : Évaluation de la pureté des glycosides de stéviol [88] . 

Paramètres Taux acceptables 
Cendres totales Pas plus de 1% 
Perte à la dessiccation Pas plus de 6% (105°C, 2 heures) 

Solvants résiduels Pas plus de 200 mg/kg de méthanol 
Pas plus de 5.000 mg/kg d'éthanol 

Arsenic Pas plus de 1 mg/kg 
Plomb Pas plus de 1 mg/kg 

 

5.1.4. Stabilité 

Les glycosides de stéviol sont sensibles à la température et au pH, en revanche ils sont 

photostables. Les conditions pour obtenir la meilleure stabilité des glycosides de stéviol, 

notamment le rébaudioside A, sont de le stocker à une température située entre 5 et 25°C et à 

pH entre 4 et 6 [53]. 

Kroyer [90] qui étudie la stabilité du stévioside, démontre que dans son état solide le 

stévioside est stable pendant 1 heure à 120°C. Quand la température excède les 140°C, le 

stévioside commence à se dégrader et au-delà de 200°C sa décomposition s'accélère. Ce qui 

est en accord avec les recommandations de L'AFFSA qui préconise de ne pas chauffer les 

glycosides de stéviol au-dessus de 100 à 120°C [53]. L'utilisation dans des denrées 

alimentaires qui nécessitent d'être cuites ou réchauffées doit faire l'objet d'une attention 

particulière.  

Le même auteur s'intéresse aussi à la stabilité du stévioside dans des solutions aqueuses. Il 

rapporte qu'après quatre mois de stockage à température ambiante, il n'y a pas de dégradation 

du stévioside dans des solutions à 1 g/L d'acide acétique (pH = 3,1), d'acide citrique (pH = 

2,6) et d'acide tartrique (pH = 2,6). Toutefois une dégradation à hauteur de 30% est observée 

dans une solution d'acide phosphorique (pH = 2,2).  
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5.2. Méthode d'extraction 

5.2.1. Méthode selon la réglementation européenne 

Il existe plusieurs processus d'extraction des glycosides de stéviol à partir du végétal S. 

rebaudiana, cependant une seule méthode est préconisée dans le règlement UE n°231/2012 

[88] : l'extraction à l'eau. Le Comité Européen s'est dirigé vers ce type d'extraction plutôt 

qu'une autre, pour des raisons liées à la sécurité. En effet, une extraction à l'eau est plus 

sécuritaire d'un point de vue sanitaire car elle n'implique pas l'utilisation d'agents chimiques. 

Tout en respectant les bonnes pratiques de fabrication (BPF), l'extraction des glycosides de 

stéviol est réalisée, selon le règlement UE n°231/2012, en plusieurs phases : en premier lieu, 

les feuilles de la plante stévia sont soumises à une extraction à l'eau. Les feuilles macèrent 

dans l'eau et libèrent des composés chimiques. Comme de nombreux composés chimiques 

sont solubilisés, il faut purifier l'extrait. L'extrait brut est alors soumis à une purification 

préliminaire au moyen d'une chromatographie par échange d'ions afin d'obtenir un extrait 

primaire de glycosides de stéviol. A ce stade, les glycosides de stéviols sont solubilisés, il faut 

les mettre sous forme solide pour obtenir un produit fini. La recristallisation est réalisée à 

l'aide de méthanol ou d'éthanol aqueux permettant d'obtenir une poudre constituée 

principalement, à raison de 75% tout au moins, de stévioside et/ou de rébaudioside A [88]. Un 

exemple de procédé d'extraction respectant la réglementation Européenne est décrit en figure 

20. 
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Figure 20 : Exemple de procédé de fabrication respectant la réglementation Européenne [91] . 

 

Feuilles séchées de stévia   

Extraction à l'eau chaude 

Séparation par centrifugation 

Adsorption sur résine puis élution à l'éthanol 

Évaporation de l'éthanol 

Décoloration et déminéralisation à l'aide d'une 
chromatographie à échange d'ion 

Concentration sous pression réduite 

Atomisation 

Recristallisation dans l'éthanol 

Séparation des cristaux par centrifugation 

Dissolution des cristaux dans l'eau et concentration sous 
pression réduite 

Micro-filtration 

Atomisation 
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5.2.2. Optimisation de l'extraction à l'eau 
Le règlement européen définit l'utilisation d'une extraction solide-liquide à l'eau, mais il ne 

précise pas les paramètres à fixer tels que la température, la pression, le temps de macération 

... L'industriel peut alors jouer sur ces paramètres pour obtenir la meilleure extraction 

possible. 

5.2.2.1. Procédé discontinu 
Un procédé discontinu peut être défini comme un ensemble d'étapes conduisant à un produit 

fini obtenu en quantité déterminée appelé "lot". 

Abou-arab et al. [72] testent différentes proportions feuilles de stévia - eau, afin d'obtenir un 

rendement optimal en stévioside. Après avoir broyé les feuilles sèches de stévia, ils mettent en 

contact les feuilles au solvant. Ils fixent la température à 65°C et le temps de contact à 3 h, 

tandis que le ratio feuilles - eau varie de 1:15 à 1:75 m/v (Tableau 12). 

Tableau 12 : Effet du ratio feuilles de stévia - eau sur la concentration en stévioside et en solides solubilisés 

lors d'une extraction à l'eau [72] . 

Ratio feuille/eau (m/v) Stévioside (%) Total des solides solubilisés (%) 
1:15 6,75 ± 0,99 9,0 ± 1,0 
1:25 7,13 ± 0,99 7,5 ± 0,2 
1:35 7,53 ± 0,99 6,6 ± 0,2 
1:45 7,59 ± 0,99 5,5 ± 0,1 
1:55 7,60 ± 0,99 5,0 ± 1,0 
1:65 7,61 ± 0,99 4,4 ± 0,2 
1:75 7,60 ± 0,17 3,6 ± 0,2 

 

Leurs résultats (Tableau 12) montrent que plus la proportion en eau augmente, plus il y a de 

stévioside extrait des feuilles. Cependant, plus la concentration en eau augmente, plus le total 

des solides solubilisés diminue ; ce qui signifie que la solution est de plus en plus diluée. En 

d'autres termes, la concentration en stévioside diminue. Le meilleur ratio pour obtenir le plus 

de stévioside durant l'extraction n'est donc pas 1:65 mais 1:35. 

Rai et al. [92] étudient également un procédé d'extraction discontinu. En plus de faire varier le 

ratio feuilles - eau (1:5 à 1:20), ils jouent également sur la température (30 à 90°C) et le temps 

de contact (10 à 120 min). Ils obtiennent des conditions optimales d'extraction correspondant 

à une température de 78°C pendant un temps de 56 min avec un ratio feuilles - eau de 1:14 

m/v. À ces conditions, la quantité de stévioside extraite est de 10,45 g/100 g de feuilles 

sèches. 
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5.2.2.2. Procédé continu 

Un procédé continu peut être décrit comme un procédé où le produit fini est obtenu de 

manière ininterrompue. 

Yildiz-osturk et al. [83] évaluent quant à eux un procédé continue sous pression. Ils fixent la 

proportion feuilles - eau à 1:10 et étudient l'impact de trois paramètres qui sont la température 

de l'eau (100 à 150°C), le temps de contact (30 à 60 min) et le débit (2 à 6 ml.min-1). Leur 

étude révèle que les meilleures conditions d'extraction du stévioside et du rébaudioside A 

(Annexes 6 et 7) sont : une température à 125°C avec un temps de contact de 45 min et un 

débit de 4 ml.min-1. L'augmentation de la température permet de diminuer la viscosité et la 

tension surfacique, ce qui améliore la diffusivité de l'eau et donc le transfert de matière. 

Toujours d'après ces résultats (Annexes 6 et 7) la quantité maximale de stévioside et de 

rébaudioside A extraite est respectivement de 38,67 et 35,68 mg/g. De plus, la température 

joue un rôle prépondérant. Bien que les glycosides de stéviol soient des composés 

thermostables et relativement polaires [93] [94], quand la température augmente à 150°C, les 

rendements diminuent considérablement. Cela serait le fait qu'à température modérée l'eau 

solubiliserait plus les composés polaires et à haute température elle solubiliserai plus les 

composés non polaires [83]. 

Teo et al. [93] évaluent également un système d'extraction sous pression. Leurs paramètres 

sont une température de 100°C pendant 50 min avec un débit de 1,5 ml/min et une pression de 

11 à 13 bar. Ils obtiennent un rendement d'extraction de 14,36 mg/g en stévioside et 14,33 

mg/g en rébaudioside A. 

Les concentrations de stévioside obtenues par les procédés continus sont plus importantes que 

celles des procédés discontinus. Il est donc intéressant de se diriger vers un procédé continu 

pour augmenter les rendements d'extraction. 

Les paramètres influençant de manière significative les propriétés de transfert et donc la 

qualité d'extraction sont principalement la température, la pression et le temps de contact car 

ils jouent un rôle important sur des paramètres physico-chimiques tels que la viscosité, la 

tension superficielle ou encore la diffusivité [83] [84].  

Lorsqu'une industrie cherche à optimiser son procédé d'extraction, elle ne modifie pas tous les 

paramètres en même temps. Par exemple, l'équipement est déjà en place et il faut trouver les 

meilleurs critères pour l'équipement en question. Il faut ajouter à cela que des paramètres 

optimums peuvent être différents en fonction de la variété de Stevia rebaudiana utilisée. Il n'y 
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a donc pas réellement de méthode universelle pour obtenir le meilleur rendement en 

glycosides de stéviol lors d'une extraction à l'eau, mais une méthode optimale par type de 

procédé et par variété de S. rebaudiana. 

5.3. Autres méthodes d'extraction 

Seuls les procédés retrouvés dans la littérature pour l'extraction des glycosides de stéviol 

seront analysés. 

5.3.1. Extraction solide - liquide avec d'autres solvants que l'eau 

Les procédés d'extraction solide - liquide utilisant d'autres solvants que l'eau sont similaires à 

ceux retrouvés dans les extractions à l'eau (procédés discontinus et continus) [72] [95] à [97]. 

Ce sont les mêmes infrastructures qui sont utilisées, la différence vient au niveau de la 

purification (utilisation de l'ultrafiltration et l'osmose inverse) [98]. 

Dans la littérature, plusieurs solvants sont retrouvés polaires ou non [95]. 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. [72] 

comparent les rendements d'extraction entre l'eau, le méthanol et le mélange eau - éthanol. 

L'étude révèle que le méthanol extrait mieux les stéviosides qu'une extraction à l'eau. 

Cependant, la pureté en stévioside est plus faible pour l'extraction au méthanol qu'à l'eau. Ces 

résultats sont en accord avec ceux rapportés par Jaroslav et al. [97]. Les conclusions pour le 

mélange eau - méthanol sont les mêmes. Ainsi, les meilleurs rendements en stévioside sont 

obtenus avec l'extraction au méthanol, suivi de l'extraction au mélange eau - méthanol puis 

l'extraction à l'eau. En revanche, cet ordre est inversé quand il s'agit de pureté de l'extrait en 

stévioside (Tableau 13). 

Tableau 13 : Rendement d'extraction et pureté de l'extrait en stévioside en fonction du solvant utilisé. 

Solvant Rendement d'extraction Pureté de l'extrait en stévioside 
Eau + +++ 
Eau - méthanol ++ ++ 
Méthanol +++ + 
Plus il y a de "+", plus le critère est élevé. 
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Afandi et al. [95] s'intéressent également à l'eau, au méthanol et au mélange de ces deux en 

tant que solvant, mais contrairement aux études précédentes, c'est dans l'extraction du 

rébaudioside A. Leurs résultats (Annexe 8) 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 être prétraitées avec des solvants apolaires comme le chloroforme ou l'hexane pour 

enlever les huiles essentielles, les lipides, la chlorophylle et d'autres substances apolaires [95]. 

5.3.2. Extraction par sonification 

Ce procédé correspond à une extraction solide - liquide avec en plus, une agitation provoquée 

par ultrasons : c'est une sonification. Gasmalla et al. [85] l'utilisent notamment lors d'une 

extraction de la manière suivante : ils mettent en contact des feuilles de stévia séchées et 

broyées avec un solvant qui peut être de l'eau, des alcools. Du phosphate de sodium est ajouté 

pour contrôler le pH. Ensuite la sonification a lieu à l'aide d'une sonde ultrasons placée dans le 

mélange et générant une puissance de 360 W. Comme cette étape modifie la température, elle 

est contrôlée à l'aide d'un bain-marie. Après l'extraction, l'extrait brut est centrifugé, filtré et 

analysé par chromatographie liquide haute performance (CLHP ou plus couramment appelée 

HPLC). À titre indicatif, lors d'un tel procédé, le rendement d'extraction du rébaudioside A se 

situe entre 32 et 37 mg/g. 

Il existe également une méthode d'extraction similaire, qui utilise des micro-ondes [99] à la 

place des ultrasons. 

5.3.3. Extraction au dioxyde de carbone supercritique 

L'extraction de composés bioactifs des végétaux à l'aide du dioxyde de carbone (CO2) dans 

son état supercritique est une technique moderne qui nécessite une plus grande technicité que 

celles décrites précédemment. Il faut du matériel de précision qui soit également robuste. En 

effet, le dioxyde de carbone doit être pressurisé à minima de 73,8 bars pour atteindre son état 

supercritique. Ainsi, la cellule d'extraction doit supporter des pressions allant jusqu'à plusieurs 

centaines de bars. Cette technique est compatible avec une chimie éco-responsable car 

associée à l'utilisation de l'eau comme solvant, elle permet de réaliser une extraction sans 

l'usage de solvants toxiques ou néfastes pour l'environnement. Le procédé est décrit en annexe 

9 [100]. 
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L'inconvénient de cette méthode, c'est quelle est réalisable seulement à l'échelle d'un 

laboratoire de recherche et difficilement transposable au niveau industriel. 

5.3.4. Extraction enzymatique 

Ce type d'extraction a été récemment utilisé pour la première fois dans l'extraction des 

glycosides de stéviol [86]. Le procédé de mise en oeuvre est le suivant : il faut préparer une 

solution d'enzymes selon la concentration souhaitée puis la mettre en contact avec la poudre 

de feuilles séchées de stévia. Ajuster le pH pour obtenir un pH optimal pour les enzymes puis 

mettre l'ensemble sous agitation. Après l'agitation, la solution est filtrée, concentrée, 

centrifugée puis de nouveau filtrée. 

Puri et al. [86] sont les premiers à avoir pratiqué cette méthode. Ils ont étudié plusieurs 

paramètres tels que le type d'enzyme, la concentration enzymatique, la température 

d'extraction, le temps d'extraction. Ils ont utilisé des enzymes hydrosolubles (pectinase, 

cellulase et hémi-cellulase) permettant d'obtenir une solution enzymatique aqueuse. Dans 

cette solution aqueuse, il peut être ajouté d'autres solvants comme du méthanol pour améliorer 

l'extraction (2.3.3.1. Extraction solide - liquide avec d'autres solvants que l'eau). Ils obtiennent 

les meilleurs résultats avec l'utilisation pendant 1 heure à 60°C de l'hémi-cellulase à environ 

2% (m/v). 

Ce procédé offre une alternative aux autres types d'extraction car les résultats sont 

encourageants. 

 

6. Conclusion 

S. rebaudiana contient de nombreux composés d'intérêts, parmi eux un groupe de molécules 

qui attire particulièrement l'attention, ce sont les glycosides de stéviol. Ils offrent une 

singularité à la plante en apportant un goût sucré. Tous constitués à partir d'un squelette de 

stéviol, ils diffèrent en fonction du nombre d'unité(s) osidique(s) et de leur(s) position(s).  À 

ce jour, les voies de biosynthèse végétale des glycosides de stéviol sont en grande partie 

élucidées que ce soit les lieux de synthèse (chloroplaste, réticulum endoplasmique, cytosol), 

le lieu de stockage (vacuole) et les enzymes impliquées. 

En ce qui concerne les procédés d'obtention des glycosides de stéviol à partir des feuilles de 

stévia ; l'extraction, la purification et la concentration sont maitrisées. Il existe plusieurs 
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méthodes permettant d'extraire les glycosides de stéviol, mais pour en obtenir à usage 

alimentaire, l'Union Européenne autorise une seule méthode : l'extraction à l'eau. Cette 

extraction peut être réalisée avec des procédés continus ou discontinus, toutefois les procédés 

continus donnent de meilleurs rendements. 

Il faut à présent définir si les glycosides de stéviol peuvent avoir un intérêt thérapeutique dans 

la prise en charge de pathologies liées ou non au sucre. Cela passe par des études 

pharmacologiques et toxicologiques, comme il sera étudié dans le chapitre suivant. 
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Dans ce chapitre nous allons aborder deux aspects des glycosides de stéviol qui sont la 

pharmacologie et la toxicologie. 
 

1. Pharmacocinétique 

Au cours de ces dernières années, les études du stéviol et ses glycosides (principalement le 

rébaudioside A et le stévioside) chez l'Homme et l'Animal, permettent de révéler l'ensemble 

du processus de pharmacocinétique. Ces études sont nécessaires pour évaluer la sécurité des 

glycosides de stéviol et s’affranchir d’une toxicité éventuelle liée au métabolites de stéviol. 

1.1. Absorption 

L'absorption également appelée résorption, est généralement la première phase se produisant 

après l'ingestion d'un aliment ou d'un médicament. Pour la quantifier, il suffit d'alimenter un 

individu (humain ou animal), puis de mesurer la concentration de ladite molécule, dans la 

circulation sanguine après passage hépatique. 

La plupart des études in vivo et in vitro ont été réalisées à partir d'une alimentation en 

rébaudioside A, stévioside et stéviol. Une étude seulement, réalisée en condition in vitro en 

2014, traite des caractéristiques pharmacocinétiques d'autres glycosides de stéviol tels que les 

rébaudiosides B, D et M [101]. 

Les premières études d'absorption ont été menées chez l'Animal et révèlent des résultats 

différents en fonction de l'espèce animale. Des équipes de chercheurs [102] à [104] montrent 

qu'après une alimentation en rébaudioside A, stévioside et stéviol, le porc ne présente aucun 

de ces composés dans son sang ; le rat et l'hamster ont seulement du stéviol dans leur 

compartiment sanguin ; le poulet quant à lui élimine rapidement le stévioside. Il n'y a donc 

pas la présence de glycosides de stéviol dans la circulation sanguine. 

Chez l'Homme, le résultat est le même que chez le rat et le hamster, seul le stéviol est 

retrouvé dans le sang. Sur l'ensemble des animaux étudiés, les rongeurs semblent constituer le 

modèle Animal le plus proche de celui de l'Homme. 

Comme les glycosides de stéviol ne sont pas retrouvés dans la circulation sanguine après 

ingestion, les questions qui se posent naturellement sont : que deviennent le rébaudioside A et 

le stévioside dans l'organisme ? Sont-ils directement éliminés dans les fèces ou sont-ils 

métabolisés avant/après leur absorption ? Des chercheurs ont alors étudié quatre paramètres : 
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! Les caractéristiques des glycosides de stéviol, 

! La composition en stéviol et glycosides de stéviol des selles et des urines, 

! La flore et les enzymes du tractus intestinal, 

! Les métabolites du stéviol et des glycosides de stéviol. 

Le rébaudioside A et le stévioside sont des glycosides diterpénoïdes hydrophiles, possédant 

un poids moléculaire relativement haut (Mrébaudioside A = 967,01 g.mol-1 et Mstévioside = 804,9 

g.mol-1), ce qui signifie qu'ils ne sont probablement pas absorbés par le tractus digestif [105] 

[106]. De plus, après une alimentation en rébaudioside A, stévioside et stéviol, les selles du 

porc, du rat (Spargue-Dawley [107] et Wistar [108]), du hamster et de l'Homme contiennent 

toutes du stéviol, mais pas de glycosides de stéviol [99]. L'ensemble de ces données 

permettent d'affirmer que le rébaudioside A et le stévioside doivent être métabolisés au niveau 

intestinal. En effet, plusieurs équipes de chercheurs, notamment celle de Gardana [109], 

démontrent qu'il y a une métabolisation des glycosides de stéviol au niveau du tractus digestif 

permettant leur absorption. Les glycosides sont donc bien absorbés, mais sous une autre 

forme chimique. Leur métabolisation ainsi que leurs métabolites seront détaillés dans la partie 

dédiée à la Métabolisation (1.3. Métabolisation). 

Des recherches menées sur du tissu gastro-intestinal [110] et sur des monocouches de cellules 

intestinales humaines Caco-216 [103] ont permis de déterminer un modèle de transport du 

stéviol et de ses glycosides. Le coefficient de perméabilité Papp est [103] : 

! Papp rébaudioside A = 0,11.10-6 cm.s-1, 

! Papp stévioside = 0,16.10-6 cm.s-1, 

! Papp stéviol = 44,5.10-6 cm.s-1 dans le sens de l'absorption, 

! Papp stéviol = 7,93.10-6 cm.s-1 dans le sens de la sécrétion. 

Les deux informations ressortant sont que l'absorption du stéviol est beaucoup plus rapide que 

celle de ses glycosides ; et que le stéviol est plus rapidement absorbé que sécrété. De plus, 

l'absorption des glycosides de stéviol est d'environ 80%, tandis que celle du stéviol est totale 

[107]. Chatsudthipong et Muanprasat [105], ajoutent que l'absorption du stéviol implique un 

mécanisme de diffusion passif à l'aide d'un transporteur monocarboxylique. 

Récemment, Purkayastha et son équipe [101] ont montré que, chez l'Homme, le mécanisme 

d'absorption des rébaudiosides B, D et M, est similaire à celui du rébaudioside A. 

                                                             
16 Ensemble de cellule formant un épithélium ayant les caractéristiques de la barrière intestinale. 
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1.2. Distribution 

Dans la partie précédente, il a été vu que les glycosides de stéviol sont métabolisés avant 

d'être absorbé par le système digestif. Alors pour étudier la distribution, il ne faut pas 

s'intéresser à eux mais à leurs métabolites qui sont le stéviol et le glucuronide de stéviol 

(détaillés dans la partie 1.3. Métabolisation). 

1.2.1.  Chez l'Homme 

Une étude conduite par Wheeler et son équipe [111] sur des hommes sains, a permis de 

révéler des paramètres pharmacocinétiques (Tableau 14). 

Tableau 14 : Résumé des principaux paramètres pharmacocinétiques obtenu chez l'Homme, suivant une 

administration orale en prise unique de rébaudioside A et stévioside [111] . 

Paramètre Rébaudioside A Stévioside 
Nb Métabolites  Nb Métabolites  

Cmax (ng.mL-1) 8 Glucuronide de stéviol 1588 8 Glucuronide de stéviol 2222 
1 Stéviol 227 1 Stéviol 121 

tmax (h) 8 Glucuronide de stéviol 12,0 8 Glucuronide de stéviol 8,00 
1 Stéviol 72,0 1 Stéviol 6,00 

ASC0-t 
(ng.h.mL-1) 

8 Glucuronide de stéviol 33904 8 Glucuronide de stéviol 39928 
0 Stéviol NAa 0 Stéviol NAa 

t1/2 (h) 4 Glucuronide de stéviol 14,8 4 Glucuronide de stéviol 14,0 
0 Stéviol NAa 0 Stéviol NAa 

λz (1.h-1) 4 Glucuronide de stéviol 0,0483 4 Glucuronide de stéviol 0,0551 
0 Stéviol NAa 0 Stéviol NAa 

Aeu (0-72) (mg) 8 Glucuronide de stéviol 106 8 Glucuronide de stéviol 112 
8 Stéviol 0,0510 8 Stéviol 0,0238 

CLR (L.h-1) 8 Glucuronide de stéviol 3,73 8 Glucuronide de stéviol 3,36 
0 Stéviol NAa 0 Stéviol NAa 

Aef (0-72) (mg) 6 Glucuronide de stéviol 0 7 Glucuronide de stéviol 0 
6 Stéviol 5,88 7 Stéviol 6,50 

a Non Applicable 
b Nombre de personnes possédant un niveau mesurable au-dessus de la limite de quantification. 
 

Dans cette étude, les doses administrées oralement en prise unique, comportaient 5 mg.kg-1 de 

rébaudioside A et 4,2 mg.kg-1 de stévioside17. Après une administration de rébaudioside A, la 

concentration plasmatique maximale Cmax de stéviol était de 227 ng.mL-1, atteinte au bout de 

72 heures. Le stévioside quant à lui présentait une Cmax de 121 ng.mL-1, atteinte en 6 heures 

(Tableau 14). Nous pourrions être tentés de dire que le rébaudioside A est plus absorbé sous 

forme de stéviol comparé au stévioside, mais cette interprétation n'est pas réalisable car il n'y 

a qu'un seul type d'individu pour chaque cas présentant un niveau de stéviol quantifiable. 

                                                             
17 Doses en quantité équivalentes sur la base molaire d'unité stéviol. 
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La concentration plasmatique du glucuronide de stéviol obtenue à partir du stévioside est 

supérieure à celle du rébaudioside A (Tableau 14). Selon la concentration de glucuronide de 

stéviol, le stévioside est plus absorbé que le rébaudioside A. Concernant la vitesse 

d'absorption, le stévioside est supérieur au rébaudioside A, mais leur temps de demi-vie t1/2 

sous forme de glucuronide de stéviol est relativement similaire. 

D'après cette étude, le stéviol a été détecté dans le compartiment sanguin seulement chez 2 

individus sur 16. Les valeurs sont au-dessus de la limite de détection, qui est de 100 ng.ml-1. 

Inversement, l'ensemble des individus a un taux de glucuronide de stéviol largement 

détectable (> 1000 ng.mL-1). Le glucuronide de stéviol est donc retrouvé majoritairement dans 

le plasma par rapport au stéviol. 

L'aire sous la courbe ASC0-t du stévioside et rébaudioside A, respectivement 39.928 ng.h.mL-

1 et 33.904 ng.h.mL-1 montre que la biodisponibilité du stévioside est supérieure à celle du 

rébaudioside A (Tableau 14). Ce résultat est aussi observable dans le graphique ci-dessous 

(Figure 21). 

 

 

Figure 21 : Evolution temporelle de la concentration plasmatique du glucuronide de stéviol chez l'Homme 

[111] . 

 

resulted in significantly lower Cmax (approximately 22%) and long-
er tmax values than stevioside for steviol glucuronide (geometric
mean of 1472 ng/mL for rebaudioside A compared with 1886 ng/
mL for stevioside). Rebaudioside A has one additional glucose moi-

ety that must be removed prior to absorption as steviol in the co-
lon, and therefore, it is not unexpected that the formation of steviol
from stevioside would be more rapid than that of rebaudioside A.
These observations support the earlier in vitro and in vivo findings
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Fig. 3. (a) Plasma concentration-time curve for steviol glucuronide (normal scale). (b) Plasma concentration-time curve for steviol glucuronide (log linear scale).

Table 3
Summary of the statistical analysis of pharmacokinetic data for steviol and steviol glucuronide: rebaudioside A relative to stevioside

Parameter (units) N Test/N reference Test meana (rebaudioside A) Reference meana (stevioside) Test/referenceb 90% Confidence intervalc

Steviol
Aef(0–72) (mg) 6/7 6.23 5.42 114.96 (44.22, 298.82)

Steviol glucuronide
Cmax (ng/mL) 8/8 1472 1886 78.05 (50.64, 120.30)
AUC0–t (ng h/mL) 8/8 30,788 34,090 90.31 (57.25, 142.48)
CLR (L/h) 8/8 3.73 3.36 0.37 (!1.52, 2.26)
Aeu(0–72) (mg) 8/8 103 108 95.81 (77.26, 118.82)

a Least squares mean from ANOVA. Natural log (ln) parameter means calculated by transforming the natural log means back to linear scale (i.e., geometric means).
b Ratio of parameter means for ln-parameter (expressed as a percent). Natural log transformed ratios transformed back to linear scale. For CLR, difference of means.
c 90% Confidence interval for ratio of parameter means of ln-transformed parameter (expressed as a percent). Natural log transformed confidence limits transformed back

to linear scale. For CLR, 90% confidence limits for difference of means.

A. Wheeler et al. / Food and Chemical Toxicology 46 (2008) S54–S60 S59
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1.2.2.  Chez l'Animal 

1.2.2.1. Paramètres pharmacocinétiques 

Roberts et Renwick [107] étudient le devenir in vivo du stéviol et de ses glycosides chez des 

rats Sprague-Dawley des deux sexes. Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le 

tableau ci-dessous. 

Tableau 15 : Paramètres pharmacocinétiques provenant de la concentration radioactive dans le plasma de 

rat Sprague-Dawley, suivant une administration orale en prise unique de 14C-rébaudioside, 14C-stévioside 

et 14C-stéviol [107] . 

Paramètre 
Substance administré 

Rébaudioside A Stévioside Stéviol 
Male Femelle Male Femelle Male Femelle 

Cmax (ng.g-1) 90 177 101 279 114 264 
tmax (h) 2 8 4 8 0,25 0,25 
ASC0-72 (ng.h.g-1) 645 3329 1617 4287 1251 1604 
t1/2 (h) 5 10 9 15 16 16 
 

Les doses administrées oralement en prise unique, comportaient 5 mg.kg-1 de rébaudioside A, 

4,2 mg.kg-1 de stévioside et 1,6 mg.kg-1 de stéviol18. Ces doses sont sensiblement les mêmes 

que celles observées chez l'Homme dans l'étude précédente. Les résultats montrent que la 

concentration plasmatique maximale et la biodisponibilité sont plus élevées chez la femelle 

que chez le male (Tableau 15 et Figure 22). Roberts et Renwick émettent trois hypothèses au 

regard de ces résultats : 

! Soit les métabolites de stéviol atteignent plus facilement la circulation sanguine chez 

la femelle lors d'une administration orale de glycosides de stéviol, 

! soit le premier passage hépatique est plus élevé chez le mâle, 

! soit la clairance systémique de la radioactivité due à l'oxydation, la conjugaison et 

l'excrétion biliaire pourraient être plus prononcées chez le male. 

Cette étude montre également que la concentration plasmatique maximale et la 

biodisponibilité sont plus importantes lors d'une prise orale de stévioside que de rébaudioside 

A (Tableau 15 et Figure 22). Ce résultat est en accord avec l'étude chez l'Homme [111] et 

l'ensemble des résultats de cette étude sont en accord avec celle dirigée sur des rats Wistar, 

par Nakayama et al. [108]. 

                                                             
18 Doses en quantité équivalentes sur la base molaire d'unité stéviol. 
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Figure 22 : Concentration de la radioactivité dans le plasma de rat Sprague-Dawley male (haut) et femelle 

(bas), suivant une administration orale en prise unique de 14C-rébaudioside A, 14C-stévioside et 14C-stéviol 

[107] . 

1.2.2.2. Profil de distribution 

Le profil de distribution au niveau des organes a pu être établi sur des rats males Wistar. Les 

examinations révèlent qu'après une administration orale unique en glycoside de stéviol 

radiomarqué, la radioactivité s'est accumulée dans les intestins (intestin grêle et côlon) [108]. 

Tandis que lors d'une injection en intraveineuse la radioactivité s'est principalement 

accumulée dans le foie, les intestins et les reins et une faible quantité, moins de 1,8% de la 

dose initiale, a été retrouvée dans le coeur, l'estomac, les testicules et les muscles [112]. Ces 

résultats sont intéressants, car ils permettent de montrer qu'il n'y a pas d'accumulation de 

métabolites de glycosides de stéviol ailleurs que dans des organes de détoxification ou dans 

des organes d'élimination. De plus, la forte concentration dans les intestins et les reins permet 

de donner une première idée sur les voies d'élimination. 

8 h after administration to both males and females (11.5 and
21.6 ng/mL, respectively), based on data for 2/3 and 3/3 animals,
respectively. Steviol and/or steviol glucuronide(s) was detected in
13 of the 54 plasma samples from males and females combined,
with concentrations representing between 69.0% and 108% (aver-
age 86.2%) of the total plasma radioactivity.

When 14C-steviol was administered, measurable concentrations
of steviol and steviol glucuronide(s) generally followed the concen-
trations of total radioactivity in plasma, with initial declines ob-
served from 15 min and smaller secondary peaks at 1 or 2 h.
Concentrations of steviol were above the limit of detection in at
least 2/3 animals at each time point between 15 min and 24 h,
but undetectable thereafter. The data were generally similar be-
tween the sexes, with the only appreciable difference, at 15 min,
corresponding to a similar difference in total radioactivity concen-
tration at this time. Steviol glucuronide concentrations were above
the limit of detection in at least 2/3 animals at each time point be-
tween 15 min and 4 h (except for females at 1 and 2 h where it was
detected in 1/3 animals), but undetectable thereafter. The concen-
trations were generally similar between the sexes. Of analyzable
radioactivity (% chromatographed radioactivity), at 0.5 h post-dos-
ing steviol and steviol glucuronide(s) accounted for 85.6% and
95.0% in males and females, respectively. At the 8 h post-dosing
interval, steviol and its glucuronide conjugate(s) accounted for
89.3% and 92.4% of the analyzable radioactivity, respectively.

The pharmacokinetic parameters for total radioactivity mea-
sured in Experiment 3 are reported in Table 5. The observed peak

plasma concentrations of total radioactivity in both males and fe-
males given stevioside or rebaudioside A occurred between 2 and
8 h after dosage and were slightly higher for stevioside than rebau-
dioside A. The peak plasma concentrations of steviol were detected
in the first sample taken and therefore the data may underestimate
the true Cmax value; the Cmax values were similar to those of the
glycosides. For both sexes, the calculated AUC1 and observed Cmax

values for rebaudioside A were lower than for stevioside. The AUC
values for females given rebaudioside A or stevioside were higher
than the corresponding values for males. The AUC values for steviol
were similar for males and females. The AUC values for females,
but not males, were lower for steviol than for stevioside and rebau-
dioside A, possibly because a significant contribution to the AUC
for steviol was not measured prior to the first sample. The half-
lives for total radioactivity were between 5 and 16 h for all three
compounds in both sexes.

The pharmacokinetic parameters for steviol and steviol glucuro-
nide(s) per se are not reported due to limited detection of these
metabolites in the plasma of animals administered rebaudioside
A or stevioside.

3.2. Metabolism and excretion

3.2.1. Excretion of radioactivity
The mean recoveries of radioactivity in the urine, feces, gastro-

intestinal tract, and carcass following a single oral dose of 14C-
rebaudioside A, 14C-stevioside, and 14C-steviol in male and female
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Fig. 2. Mean concentrations of radioactivity in the plasma of female rats following a single 5 mg/kg oral dose of 14C-rebaudioside A, 4.2 mg/kg oral dose of 14C-stevioside, and
1.6 mg/kg oral dose of 14C-steviol (Experiment 3).

A. Roberts, A.G. Renwick / Food and Chemical Toxicology 46 (2008) S31–S39 S35

8 h after administration to both males and females (11.5 and
21.6 ng/mL, respectively), based on data for 2/3 and 3/3 animals,
respectively. Steviol and/or steviol glucuronide(s) was detected in
13 of the 54 plasma samples from males and females combined,
with concentrations representing between 69.0% and 108% (aver-
age 86.2%) of the total plasma radioactivity.

When 14C-steviol was administered, measurable concentrations
of steviol and steviol glucuronide(s) generally followed the concen-
trations of total radioactivity in plasma, with initial declines ob-
served from 15 min and smaller secondary peaks at 1 or 2 h.
Concentrations of steviol were above the limit of detection in at
least 2/3 animals at each time point between 15 min and 24 h,
but undetectable thereafter. The data were generally similar be-
tween the sexes, with the only appreciable difference, at 15 min,
corresponding to a similar difference in total radioactivity concen-
tration at this time. Steviol glucuronide concentrations were above
the limit of detection in at least 2/3 animals at each time point be-
tween 15 min and 4 h (except for females at 1 and 2 h where it was
detected in 1/3 animals), but undetectable thereafter. The concen-
trations were generally similar between the sexes. Of analyzable
radioactivity (% chromatographed radioactivity), at 0.5 h post-dos-
ing steviol and steviol glucuronide(s) accounted for 85.6% and
95.0% in males and females, respectively. At the 8 h post-dosing
interval, steviol and its glucuronide conjugate(s) accounted for
89.3% and 92.4% of the analyzable radioactivity, respectively.

The pharmacokinetic parameters for total radioactivity mea-
sured in Experiment 3 are reported in Table 5. The observed peak

plasma concentrations of total radioactivity in both males and fe-
males given stevioside or rebaudioside A occurred between 2 and
8 h after dosage and were slightly higher for stevioside than rebau-
dioside A. The peak plasma concentrations of steviol were detected
in the first sample taken and therefore the data may underestimate
the true Cmax value; the Cmax values were similar to those of the
glycosides. For both sexes, the calculated AUC1 and observed Cmax

values for rebaudioside A were lower than for stevioside. The AUC
values for females given rebaudioside A or stevioside were higher
than the corresponding values for males. The AUC values for steviol
were similar for males and females. The AUC values for females,
but not males, were lower for steviol than for stevioside and rebau-
dioside A, possibly because a significant contribution to the AUC
for steviol was not measured prior to the first sample. The half-
lives for total radioactivity were between 5 and 16 h for all three
compounds in both sexes.

The pharmacokinetic parameters for steviol and steviol glucuro-
nide(s) per se are not reported due to limited detection of these
metabolites in the plasma of animals administered rebaudioside
A or stevioside.

3.2. Metabolism and excretion

3.2.1. Excretion of radioactivity
The mean recoveries of radioactivity in the urine, feces, gastro-

intestinal tract, and carcass following a single oral dose of 14C-
rebaudioside A, 14C-stevioside, and 14C-steviol in male and female
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Fig. 1. Mean concentrations of radioactivity in the plasma of male rats following a single 5 mg/kg oral dose of 14C-rebaudioside A, 4.2 mg/kg oral dose of 14C-stevioside, and
1.6 mg/kg oral dose of 14C-steviol (Group 3).
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1.3. Métabolisation 

Il existe deux types de métabolisation suivant l'alimentation en glycosides de stéviol [113]. 

Une permettant l'absorption et l'autre permettant leur élimination. La première métabolisation 

se situe au niveau intestinal, la seconde se situe au niveau hépatique. Ces métabolisations sont 

similaires chez l'Homme et chez le Rat [114]. Il est à noter que les études sur la 

métabolisation sont facilitées, car le modèle de métabolisme in vitro est approprié au 

métabolisme in vivo [101]. 

1.3.1. Métabolisation intestinale 

Comme il a été dit dans la partie 1.1. (Absorption), les glycosides de stéviol subissent une 

métabolisation avant d'être absorbés par les intestins, que ce soit chez l'Homme ou l'Animal. 

Les enzymes du tractus gastro-intestinal ne sont pas capables de dégrader les glycosides de 

stéviol [99]. Il y a donc un autre acteur pouvant réaliser cette métabolisation ; c'est la flore 

intestinale et plus exactement les Bacteroides sp. [109]. Elles possèdent des β-glucosidases 

qui hydrolysent les liaisons glycosidiques, permettant la dégradation des glycosides de stéviol 

en stéviol ou en ses conjugués19 [115] [116]. L'orientation moléculaire des glycosides est 

importante, car elle est susceptible d'être affectée par le résidu osidique attaché et par la 

structure des liaisons covalentes (α vs. β ; 1-2 vs. 1-3 ou 1-6) [99]. Cette flore n'est pas 

présente dans les parties hautes du système digestif (estomac), mais seulement dans les parties 

basses [114]. 

Les chercheurs pensaient que les glycosides étaient métabolisés directement en stéviol, mais 

un intermédiaire a été découvert en 2014, le stéviolbioside [101]. Toutefois cet intermédiaire 

est rapidement transformé en stéviol qui lui est stable [109]. 

Chez l'Homme, la métabolisation est identique chez les deux sexes. Le rébaudioside A et le 

stévioside sont entièrement hydrolysés en stéviol au bout de 10 à 24 heures [109]. Les 

rébaudiosides B, D et M sont hydrolysés en stéviol en 24 heures avec une majorité dès 8 

heures d'incubation [101]. À forte concentration (2 mg.mL-1 vs. 0,2 mg.mL-1), la 

métabolisation du rébaudioside A est plus rapide que celle du rébaudioside D et M ; ces 

derniers contenant plus d'unités osidiques pourraient nécessiter plus de temps pour être 

dégradés [109]. Dans la même logique, le rébaudioside B devrait être plus rapidement 

hydrolysé que le rébaudioside A, cependant aucune étude ne traite de cela. 
                                                             
19 Des études in vitro déclarent la présence de conjugués de stéviol tel que l'époxyde de stéviol, mais ces derniers 
seraient formés à partir de bactéries aérobies [101], ou par la technique de dosage [102]. 
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Comme chaque glycoside est métabolisé en stéviol, un facteur de conversion peut être mis en 

place pour obtenir l'équivalence de n'importe quel glycoside de stéviol en stéviol (Tableau 

16). Ce facteur de conversion est important afin de pouvoir comparer les doses administrées 

lors d'études toxicologiques ou thérapeutiques. Ce facteur est également utilisé pour les 

denrées alimentaires. 

Tableau 16 : Facteurs de conversion et masse molaire du stéviol et de ses principaux glycosides [117] . 

Nom trivial Masse molaire (g.mol-1) Facteur de conversion 
Stéviol 318,45 1,00 
Stévioside 804,87 0,40 
Rébaudioside A 967,01 0,33 
Rébaudioside C 951,01 0,34 
Dulcoside A 788,87 0,40 
Rubusoside 642,73 0,50 
Stéviolbioside 642,73 0,50 
Rébaudioside B 804,87 0,40 
Rébaudioside D 1129,15 0,29 
Rébaudioside E 967,01 0,33 
Rébaudioside F 936,99 0,34 

 

1.3.2. Métabolisation hépatique 

Le stéviol ainsi formé est absorbé par les intestins, puis passe dans la circulation sanguine. 

Logiquement, le stéviol est détecté dans le compartiment sanguin par dosage, mais pas 

seulement. Deux principaux métabolites sont retrouvés : le stéviol (minoritaire) créé lors de la 

métabolisation intestinale et le glucuronide de stéviol (majoritaire) qui est un métabolite du 

stéviol produit à partir d'un mécanisme de détoxification au niveau hépatique. C'est un 

mécanisme de conjugaison de la phase II appelé glucuroconjugaison [105]. 

Quelques20 métabolites retrouvés très minoritairement dans le plasma restent non identifiés, 

ils sont supposés être des métabolites oxydés de stéviol induits par les cytochromes P450 

(métabolisme hépatique de la phase I) [105] [107] [110]. 

1.4. Elimination 

Pour déterminer la ou les voies d'excrétion des glycosides de stéviol, il faut une nouvelle fois 

s'intéresser à ses métabolites. Une première approximation peut être réalisée grâce au profil 

de distribution évoqué dans la partie 1.2. (Distribution) ; qui révélait une présence de 

radioéléments au niveau du foie, des intestins et des reins chez le rat. Ce profil oriente vers 

une élimination dans les fèces et les urines. 
                                                             
20 Deux à trois. [105] [107] [110] 
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Contrairement à la métabolisation qui est similaire chez l'Homme et le rat, l'élimination est 

différente. Chez le rat21, beaucoup de glucuronides de stéviol sont retrouvés dans les fèces et 

relativement peu dans les urines ; chez l'Homme c'est l'inverse [105] [111]. Cette différence 

entre les humains et les rats est probablement due au seuil de poids moléculaire d'élimination 

des anions organiques, par exemple les glucuronides, par les glomérules du rein. En effet, les 

anions organiques avec une masse moléculaire supérieure à 600 Da chez l'Homme et 325 Da 

chez le rat, sont excrétés dans la bile au lieu de passer par un processus de filtration 

glomérulaire dans les reins [105]. Le glucuronide de stéviol avec un poids moléculaire de 

512,9 Da, est donc éliminé par les sécrétions biliaires dans les fèces chez le rat. 

En ce qui concerne le stéviol chez l'Homme, il est retrouvé très faiblement dans les urines 

comparé à son glucuronide. En revanche, il est plus concentré que le glucuronide de stéviol 

dans les fèces [107]. Ceci signifie qu'avant d'être excrété, le glucuronide de stéviol est 

retransformé en stéviol. 

La voie urinaire semble donc jouer un rôle prédominant dans l'excrétion des glucuronides de 

stéviol chez l'Homme, tandis que la voie biliaire semble l'être dans l'élimination du stéviol. 

Encore d'après Roberts et Renwick [107], la réabsorption de stéviol par le cycle entéro-

hépatique est limitée. Ce phénomène est démontré par la diminution des concentrations 

plasmatiques d'éléments radiomarqués (Figure 22) et surtout par la diminution du taux 

d'excrétion biliaire qui est très importante durant les douze premières heures suivant 

l'administration de glycosides de stéviol. 

L'ensemble du processus absorption, distribution, métabolisation et excrétion est résumé dans 

la figure 23. 

 

Les précédentes recherches qu'elles soient in vitro ou in vivo, ont permis de résoudre la 

pharmacocinétique des glycosides de stéviol. Elles permettent d'observer que quelque soit le 

glycoside absorbé, il sera métabolisé de la même façon, c'est à dire en stéviol puis en 

glucuronide de stéviol. Il reste cependant quelques points à éclaircir comme la numération de 

tous les métabolites créés ou encore le profil de distribution dans les organes. Ceci permettrait 

une meilleure prédiction des effets thérapeutiques et toxicologiques lors de la consommation 

de glycosides de stéviol. 

 
                                                             
21 Etude de Roberts et Renwick [107] sur des rats Sprague-Dawley en accord avec celle de Nakayama et son 
équipe [108] sur des rats Wistar. 
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2. Toxicologie 

L'évaluation toxicologique précède l'évaluation pharmacologique (clinique et expérimentale), 

car qu'il y ait ou non un effet thérapeutique, il faut s'assurer au préalable que le composé 

n'engendre pas un ou plusieurs effets néfastes. 

L'évaluation toxicologique comportera les résultats des études sur les composés propres à la 

stévia, c'est-à-dire les glycosides de stéviol et le stéviol, mais traitera également des risques 

liés aux produits utilisés pendant les procédés d'extraction22 des glycosides de la plante. 

2.1. Toxicologie des glycosides de stéviols (extraits bruts) 

Le métabolisme des glucosides de stéviol des rongeurs et particulièrement celui du rat, est 

similaire23 à celui de l'Homme ; l'évaluation des risques chez l'Homme peut donc s'appuyer 

sur les études disponibles chez les rongeurs. Nous venons de voir également que tous les 

glycosides de stéviol suivent les mêmes voies métaboliques, ce qui signifie que ce qui est 

valable pour un est valable pour l'ensemble des glycosides. 

Face aux nombreuses études toxicologiques, nous traiterons principalement celles respectant 

les spécifications JECFA [118]. 

 

  

                                                             
22 Les procédés d'extraction seront détaillés au chapitre IV : La Stevia rebaudiana B. et l'économie. 
23 Hormis pour la voie d'élimination [105] [111]. 
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Figure 23 : Schéma représentant l'ensemble du processus de pharmacocinétique suivant une alimentation en Stevia rebaudiana Bertoni, chez l'Homme et le rat. 

Avec R1 et R2 des groupements mono ou polyosidiques.
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1.1.1. Toxicité orale aiguë 

Sur sept études de toxicité orale aiguë du stéviol et du stévioside (Annexe 10), une seule 

respecte les spécifications de la JECFA [117] ; c'est celle de Toskulkao et al. [119]. 

Cette étude [119] porte sur des hamsters, des souris et des rats et consiste à définir la dose 

létale pour 50% de la population (DL50) à partir de stévioside (pur à 96%) et de stéviol (pur à 

90%). Cette expérience a duré 15 jours et il en sort une DL50 pour le stévioside supérieure24 à 

15 g.kg-1 de masse corporelle, valable pour les trois modèles animaux. En ce qui concerne le 

stéviol, le résultat est différent. En effet, chez les hamsters, des décès ont été observés et une 

DL50 a été fixée entre 5,2 g.kg-1 (mâles) et 6,1 g.kg-1 (femelles). La mort semble être due à 

une insuffisance rénale, car l'examen histopathologique révèle une dégénérescence des 

cellules rénales du tube proximal. 

1.1.2.  Toxicité subchronique 

Les études subchroniques respectant les spécifications de la JECFA sont au nombre de quatre 

et sont rassemblées dans le tableau 17 (les autres sont en Annexe 11). Une étude traite du 

stévioside, les autres tests du rébaudioside A. 

L'étude 1 (Tableau 17) correspond à l'administration quotidienne de stévioside pur à 95,6%, 

chez 6 groupes de rats Fisher 344 (10 individus/sexe/groupe). Le stévioside ingéré, selon le 

groupe, correspond entre 0 et 5% du régime alimentaire journalier. Après 13 semaines 

d'étude, aucun individu n'est décédé et aucune modification de l'alimentation n'est apparue 

entre les groupes traités et les groupes témoins. Toutefois, en comparaison au groupe témoin, 

une perte de poids a été observée chez les mâles à la plus haute dose et chez les femelles aux 

deux plus hautes doses. 

Chez les mâles, les investigations biochimiques ont révélé la présence d'urée et de lactate 

déshydrogénase dans le compartiment sanguin et les examens histopathologiques ont montré 

une nécrose des hépatocytes. Cependant, ces derniers résultats sont jugés non recevables par 

l'absence d'une relation dose-effet, par une faible sévérité et par des effets apparaissant 

seulement chez les rats mâles [117]. Pour cette étude, les experts de l'Autorité Européenne de 

la Sécurité des Aliments (AESA) considèrent que la plus haute dose correspond à la NOAEL, 

soit 2500 mg/kg mc/j (ou un équivalent de 942 mg de stéviol/kg mc/j).

                                                             
24 Aucun décès observé à la dose maximale de l'étude qui est de 15 g.kg-1 de masse corporelle. 
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Tableau 17 : Résumé chronologique des études sur la toxicité subchronique du stévioside et du rébaudioside A respectant les spécification JECFA [117] . 

Etude Evaluation Dose NOAEL2 Effets rapportés Références 

1 

Etude de 13 semaines 
sur des rats Fisher 
344 alimentés en 
stévioside (pureté = 
95,6%) 

De 0 à 2500 mg/kg mc/j 2500 mg/kg mc/j 
 
La plus grosse dose 
correspond à la NOAEL2 

- Diminution du poids (aux deux plus 
hautes doses) 
- Augmentation du taux d'urée et de 
lactate déshydrogénase chez les mâles 

Aze et al. (1991) 

2 

Etude de 4 semaines 
sur des rats Wistar 
alimentés en 
rébaudioside A 
(pureté = 97%) 

De 0 à 100 g/kg d'aliment (soit de 0 à 
9938 mg/kg mc/j pour les mâles et de 
0 à 11728 mg/kg mc/j pour les 
femelles) 

Mâles : 9938 mg/kg mc/j 
Femelles : 11728 mg/kg mc/j 
 
La plus grosse dose 
correspond à la NOAEL2 

- Gain de poids (seulement au début de 
l'étude) 
- Augmentation de la consommation 
alimentaire (seulement au début de 
l'étude) 

Curry and 
Roberts (2008) 
[120] 

3 

Etude de 13 semaines 
sur des rats Wistar 
alimentés en 
rébaudioside A 
(pureté = 97%) 

De 0 à 50 g/kg d'aliment (soit de 0 à 
5828 mg/kg mc/j (semaine 1) et de 0 
à 3147 mg/kg mc/j (semaine 13) pour 
les mâles et de 0 à 5512 mg/kg mc/j 
(semaine 1) et de 0 à 3704 mg/kg 
mc/j (semaine 13) pour les femelles) 

Mâles : 4161 mg/kg mc/j 
Femelles : 4645 mg/kg mc/j 
 
La plus grosse dose 
correspond à la NOAEL2 

- Gain de poids (seulement au début de 
l'étude) 
- Augmentation de la consommation 
alimentaire (seulement au début de 
l'étude) 
- Aversion alimentaire (à la plus haute 
dose chez les mâles) 

Curry and 
Roberts (2008) 
[120] 

4 

Etude de 13 semaines 
sur des rats Sprague-
Dawley alimentés en 
rébaudioside A 
(pureté = 97%) 

De 0 à 2000 mg/kg mc/j 2000 mg/kg mc/j 
 
La plus grosse dose 
correspond à la NOAEL2 

RAS2 Nikiforov et 
Eapen (2008) 
[121] 

1 NOAEL (No Observable Adverse Effect Level) : Dose maximale sans effet néfaste observable 
2 RAS : Rien A Signaler. 
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Les études 2 et 3 (Tableau 17) correspondent à l'administration de rébaudioside A pur à 97%, 

chez 4 groupes de rats Wistar (10 individus/sexe/groupe pour l'étude 2 et 20 

individus/sexe/groupe pour l'étude 3). Dans ces deux études, aucun animal n'est décédé et 

aucun changement biologique n'est apparu (paramètres hématologiques et biochimiques). Les 

premiers jours sont marqués par un gain de poids et de la prise alimentaire, puis une 

diminution non pathologique du poids et de la consommation ont été observés, surtout aux 

plus hautes concentrations. Cela s'explique par deux phénomènes : l'aversion alimentaire et la 

sensation de satiété qui sont dues au fort gout sucré sans l'apport calorique [113]. Ces 

phénomènes sont également retrouvés dans l'étude 1 et montrent une similarité entre le 

rébaudioside A et le stévioside. Pour ces études, l'AESA [117] considère que les plus hautes 

doses correspondent aux NOAEL (Tableau 17). 

L'étude 4 (Tableau 17) qui s'est focalisée sur des rats Sprague-Dawley, est en accord avec les 

études de Curry et Roberts [120] en rapportant l'absence de toxicité subchronique du 

rébaudioside A [113]. 

1.1.1.  Génotoxicité 

Le potentiel génotoxique du stéviol et de ses glycosides est un domaine où beaucoup de 

recherches sont effectuées, car les édulcorants intenses sont souvent controversés25. 

En 2008, Brusick [122] rassemble l'ensemble des études sur la génotoxicité du stéviol et de 

ses composés (principalement le stévioside). La majorité des études in vitro et in vivo 

conduisent à des résultats négatifs (Annexes 12 à 14), soit 26 sur 34 études26. Lors de ces 

études un arsenal de tests est utilisé tel que le test d'Ames, l'Umu-test, le Rec-test, le test du 

micronoyau, le test des comètes. Egalement, un large panel de cellules, de bactéries et 

d'animaux sont utilisés. Grâce à ces diverses études, Brusick conclut que : 

! Le rébaudioside A et le stévioside ne sont pas génotoxiques d'après les études in vitro, 

! Le stéviol, le rébaudioside A et le stévioside ne sont pas génotoxiques d'après les 

études in vivo bien menées27 (Tableau 18), 

! Le stévioside n'est pas cancérigène dans les études bien menées chez les rongeurs. 

! La consommation des glycosides de stéviol dans des proportions transposables à 

l'échelle humaine, c'est-à-dire pour une consommation réalisable n'induit aucun risque 

génotoxique. 
                                                             
25 Polémique autour de l'aspartam et d'autres édulcorants intenses sur internet. 
26 Hors études sur Salmonella typhimurium de souche TM677. Ajout de deux études de Williams et Burdock qui 

se trouvent dans le tableau 18. 
27 Brusick entend par "bien menée", la robustesse et la fiabilité d'une étude."
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Tableau 18 : Évaluation de la génotoxicité in vivo du stéviol, du stévioside et du rébaudioside A [123] . 

Evaluation Animal Plus haute dose 
testée Tissue(s) examiné(s) Résultat Référence 

Stéviol 
Test du 
micronoyau 

Souris 
MS/Ae 

500 mg/kg mc1 Erythrocytes de la 
moelle osseuse 

Négatif Matsui et al. [124] 

Test du 
micronoyau 

Souris 200 mg/kg mc1 Hépatocytes Négatif Oh et al. (1999) 

Test du 
micronoyau 

Rat 8000 mg/kg mc1 Erythrocyte de la 
moelle osseuse 

Négatif Temcharoen et al. 
(2000) 

Test du 
micronoyau 

Hamster 4000 mg/kg mc1 Erythrocyte de la 
moelle osseuse 

Négatif Temcharoen et al. 
(2000) 

Test du 
micronoyau 

Souris 8000 mg/kg mc1 Erythrocyte de la 
moelle osseuse 

Négatif Temcharoen et al. 
(2000) 

Test des 
comètes 

Souris BDF1 2000 mg/kg mc1 Foie, estomac, colon, 
rein et testicule 

Négatif Sekihashi et al. 
(2002) 
 

Stévioside 
Test du 
micronoyau 

Souris 250 mg/kg mc1 Hépatocytes et 
érythrocytes de la 
moelle osseuse 

Négatif Oh et al. (1999) 

Test des 
comètes 

Souris ddY 2000 mg/kg mc1 Estomac, colon, foie, 
rein, vessie, poumon, 
cerveau et moelle 
osseuse 

Négatif Sasaki et al. 
(2002) 

Test des 
comètes 

Souris BDF1 2000 mg/kg mc1 Foie, estomac et colon Négatif Sekihashi et al. 
(2002) 

Rébaudioside A 
Test du 
micronoyau 

Souris 
NMRI 

750 mg/kg mc1 Erythrocytes de la 
moelle osseuse 

Négatif Williams and 
Burdock (2009) 

UDS Rat Wistar 2000 mg/kg mc1 Hépatocytes Négatif Williams and 
Burdock (2009) 

1 mc : masse corporelle 

Il y a tout de même des études rapportant le caractère génotoxique du stéviol et de ses 

glycosides ; nous allons montrer les raisons pour lesquelles ces études ne sont pas recevables 

ou transposables à l'Homme. 

2.1.3.1. Etudes positives in vitro 

Malgré la majorité de résultats négatifs des tests de génotoxicité (Annexes 12 à 14), quelques 

études in vitro montrent que le stéviol induit des résultats positifs au niveau de la 

mutagénicité et des aberrations chromosomiques (Tableau 19). 

Urban et al. [123] remettent en cause ces résultats et fournissent des explications : 

! Dans trois études, les résultats peuvent être expliqués par l'utilisation de la bactérie 

Salmonella typhimurium de souche TM677 [124] à [126]. Elle n'est pas appropriée à 

l'évaluation du potentiel toxique chez l'Homme, car elle est déficiente en protéine de 

réparation de l'ADN. 
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Tableau 19 : Études in vitro positives sur le potentiel génotoxique du stéviol et du stévioside [123] . 

Evaluation Modèle1 Commentaire Référence 
Stéviol    

Umu-test S. typhimurium 
TA1535/pSK1002 

Souche bactérienne et conditions du 
test non pertinente pour l'Homme 

Matsui et al. [124] 

Aberrations 
chromosomiques 

Cellules pulmonaires 
d'hamster chinois 

Effet cytotoxique (50% des cellules 
sont mortes à la dose la plus élevée) ; 
résultats contradictoire avec tous les 
autres tests clastogéniques 

Matsui et al. [124] 

Mutation génétique Cellules pulmonaires 
d'hamster chinois 

Effet cytotoxique (97% décès) Matsui et al. [124] 

Mutation 
plasmidique 

Plasmide pSV2-gpt Conditions du test non pertinente pour 
l'Homme 

Matsui et al. [129] 

Mutation directe S. typhimurium 
TM677 

Souche bactérienne et conditions du 
test non pertinente pour l'Homme 

Matsui et al. [124] 

Mutation directe S. typhimurium 
TM677 

(Voir au-dessus) Pezzuto [125] 

Mutation directe S. typhimurium 
TM677 

(Voir au-dessus) Terai et al. [126] 

Stévioside    
Mutation inverse S. typhimurium TA98 

(S91) 
Problème de contaminant : résultats 
positif en contradiction avec tous les 
autres tests d'Ames. Présence de 500 
µg/plat d'impureté dans l'échantillon de 
stévioside à plus haute concentration 
(50 mg/plat). Résultat négatif pour la 
souche TA100 

Suttajit et al. [127] 

1 Un mélange S9 (extrait de foie de rat) a été utilisé soit pendant l'étape de pré-incubation soit pendant l'étude 
(incubation) et parfois pendant les deux. 

 

! Ensuite, Matsui et al. [124] rapportent un effet mutagène du stéviol sur des cellules de 

mammifère in vitro (cellules pulmonaires d'hamster chinois). Cependant, les doses de 

stéviol requises pour provoquer un résultat positif sont excessivement cytotoxiques, 

presque 100% dans l'évaluation de la mutagenèse et plus de 50% dans l'évaluation de 

l'aberration chromosomique. Ces niveaux de cytotoxicité permettent quasiment 

d'écarter la validité des résultats. En effet, ces résultats plaident en faveur d'une 

cytotoxicité plutôt qu'une action génotoxique [122]. De plus, la concentration donnant 

un résultat positif est cinq fois supérieure à la concentration pratiquée lors d'une étude 

in vitro sur des lymphocytes humains [127]. Cette dernière rapporte que le stéviol n'est 

pas clastogénique. 

! Matsui et son équipe [124] [128] ont rapporté une positivité de l'umu-test et une 

positivité dans l'apparition de mutations dans un plasmide. Ces résultats sont dus à la 

spécificité des modèles qui manquent de protéines capables de réparer l'ADN [122]. 

La prédiction du risque génotoxique chez l'Homme n'est donc pas réalisable. 

! La seule étude in vitro qui rapporte le caractère mutagène du stévioside est celle de 

Suttajjit et al. [127]. L'étude porte sur deux souches de S. typhimurium dont seule 

TA98 révèle un résultat positif de génotoxicité. Ce résultat apparait à la concentration 
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de stévioside de 50 mg/boite, ce qui correspond à une concentration dix fois plus 

élevée que le maximum recommandé pour un test de ce type selon l'USFDA [129]. 

Même si le stévioside est pur à 99%, la quantité d'impureté est de 500 µg/boite, ce qui 

pourrait entrainer un caractère mutagène. 

2.1.3.2. Etude positive in vivo 

Une seule étude in vivo, parmi un total de douze (Tableau 19) rapporte la génotoxicité du 

stévioside. Cette étude menée par Nunes et son équipe [130] consiste à évaluer le potentiel 

mutagène en réalisant un test des comètes. Ils étudient pendant 45 jours, deux groupes de rats 

mâles Wistar dont l'un d'eux reçoit une administration per os en stévioside à l'aide d'eau 

potable (dilution du stévioside dans l'eau de consommation). Quand on entre dans le détail des 

paramètres, l'étude se fragilise et les résultats deviennent discutables (remise en cause des 

résultats par Brusick [122] ainsi que Urban et al. [123]). Tout d'abord, les groupes sont 

constitués de 5 individus, ce qui est relativement faible et pose un problème en terme 

d'extrapolation des résultats à l'ensemble d'une population. Ensuite vient la pureté du 

stévioside utilisé, qui est seulement de 88,6%. Il y a donc une quantité non négligeable 

d'impuretés qui peuvent être à l'origine de la génotoxicité. En plus, entre les différents 

individus, l'alimentation en eau et donc en stévioside est variable ; il n'y a pas de mesure 

précise quant à la quantité d'eau absorbée, mais une approximation. Comme un seul groupe a 

reçu l'alimentation en stévioside, il n'est pas possible de comparer les résultats avec un autre 

groupe ayant reçu une alimentation plus ou moins concentrée en stévioside. Cette étude n'est 

donc pas suffisamment robuste pour conclure au caractère génotoxique du stévioside. 

Au regard de la prépondérance d'études montrant des résultats de génotoxicité négatifs, 

plusieurs comités d'experts ainsi que des autorités de la sureté alimentaire ont conclu que les 

glycosides de stéviol ne sont pas génotoxiques en utilisation alimentaire à des doses 

inférieures à 8000 mg/kg masse corporelle (ANZFSA [131] ; AFSSA28 [132] ; JECFA [89] ; 

AESA (ou EFSA) [117] et USFDA [91]). Vu le pouvoir sucrant des stéviosides une telle dose 

n’est jamais atteinte dans l’alimentation destinée à l’homme. 

 

2.1.4.  Toxicité chronique 

Dès 1999, le stévioside est considéré comme non toxique au long cours par la JECFA [105] et 

aujourd'hui encore. Plusieurs études de toxicité chronique [133] à [135], respectant ou non les 

                                                             
28 Ne concerne que le rébaudioside A. 
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spécifications de la JECFA, démontrent l'absence d'activité cancérigène des glycosides de 

stéviol [117]. Même au contraire, chez la souris, le stévioside a eu une action inhibitrice sur 

une tumeur de la peau induite par du 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) [136]. 

2.1.5.  Tératogénicité et reproduction 

Les études sur la tératogénicité et la reproduction sont résumées en annexes 15 et 16.  

Plusieurs sortes de modèles animaux ont pu être étudiés comme le rat, l'hamster, le poulet le 

lapin, le poisson... Cette richesse de modèles permet, à priori29, d'avoir une plus grande vision 

des potentiels effets tératogènes. 

Une des premières études sur ce sujet, a testé une décoction de stévia chez le rat [137]. Elle 

rapporte une diminution du taux de naissances. Cependant, ces résultats ne sont pas retrouvés 

dans les études suivantes, notamment celle de Shiotsu [138] qui teste également une décoction 

de stévia sur des rats. Il ne rapporte aucun effet sur la condition générale, le poids, la 

consommation d'eau, le taux de naissances et le nombre d'individus par portée. Curry et 

roberts [120] complètent cette conclusion en rapportant aucun effet sur la morphologie des 

testicules ; après avoir étudié deux générations de rats alimentés en rébaudioside A (pureté > 

97%) Le stévioside n'induit pas non plus d'effets sur la fertilité et la reproduction chez la 

souris et le hamster [105]. Le poulet a aussi été étudié et les conclusions rapportent que le 

stéviol et le stévioside n'induisent aucun effet sur la mortalité embryonnaire, le poids lors de 

l'éclosion, la déformation (malformation du squelette, de la tête et du bec) et le 

développement des gonades [105]. 

Yamada [133] teste du stévioside pur à 95,2% chez le rat et ne rapporte aucun effet sur la 

spermatogénèse. Inversement, Melis [139] affirme qu'il y a une diminution de la fertilité chez 

les rats mâles à haute dose d'extraits de stévia ; cependant cette haute dose n'est pas 

transposable à l'échelle humaine. En effet, pour une personne de 65 kg, l'alimentation en 

stévia correspondrait à 3,47 kg de feuilles sèches par jour, soit environ 34,7 kg de feuilles 

fraiches par jour [105]. 

Tout comme pour les études de toxicologie subchronique, à haute concentration, une 

diminution de l'apport alimentaire ainsi qu'une diminution du poids non pathologique ont été 

observées [120]. 

                                                             
29 Car non connaissance de la pharmacocinétique des glycosides de stéviol chez tous les modèles étudiés. 
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2.1.6.  Potentiel allergène 

S. rebaudiana fait partie de la famille des Asteraceae et cette famille est connue pour induire 

des réactions d'hypersensibilité telles que des allergies respiratoires (ambroisie, Ambrosia 

artemisiifolia), des allergies de contact (marguerite, Leucanthemum vulgare) ou encore des 

allergies alimentaires (Echinacea) [140]. Il y a donc une possibilité d'existence d'un pouvoir 

allergène chez la stévia. 

Aujourd'hui, les lactones sesquiterpéniques sont incriminées dans la responsabilité des 

allergies de contact liées aux Asteraceae, mais il n'y a pas de preuves que les extraits de 

feuille de S. rebaudiana en contiennent [140]. De plus, les mécanismes allergiques ainsi que 

les molécules responsables ne sont pas entièrement connus ; il a donc une différence de 

pouvoir allergène entre la poudre de feuille de stévia et les glycosides de stéviol (rébaudioside 

A pur à 97% sur le marché français), car les feuilles contiennent une multitude de composés 

chimiques. 

Deux études chez l'Homme ont rapporté des réactions allergiques chez des individus ayant 

consommés des produits contenant de la stévia : 

! En 2007, Kimata [141] rapporte que deux patients pédiatriques, de 7 mois et 2 ans ont 

déclenché une réaction anaphylactique (eczéma atopique) après avoir mâché des 

feuilles de stévia ou bu de l'eau contenant de la poudre de stévia. Cette réaction a été 

confirmée par un prick test positif, puis deux mois après, un nouveau prick test a été 

réalisé et le résultat était négatif. Cependant, ce test n'est pas suffisant pour dire si 

l'allergie est due directement à la stévia ou si elle provient d'une sensibilisation à une 

autre plante de la famille des Asteraceae ou a une réaction croisée avec une allergie 

déjà existante (un des deux enfants est allergique à l'oeuf et l'autre au lait de vache). 

Ces épisodes ont mené à conduire une étude sur 200 enfants avec ou sans terrain 

atopique et tout comme les enfants précédents, il y a eu un premier prick test puis un 

second après deux mois d'éviction de stévia. Les résultats montrent que le groupe 

d'enfants sans antécédent allergique n'a pas développé d'allergie, tandis que les trois 

autres groupes présentant des terrains allergiques30 ont répondu positivement au test 

entre 16 et 64% lors du premier contact puis de 6 à 14% après deux mois d'éviction. Il 

y a donc une diminution de la sensibilité à la stévia au cours du temps et une 

augmentation du risque allergique à la stévia si un individu possède un terrain 

atopique [140]. Il est à noter que la poudre de stévia utilisée pour les prick test était 

d'une pureté située entre 80 et 90%, ce qui signifie qu'une part des réponses positives 

peut être la conséquence des impuretés. De plus, les prick test n'étaient pas 
                                                             
30 rhinite allergique, asthme et eczéma atopique. 
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standardisés (variation des doses d'un patient à un autre) pouvant induire des réponses 

faussement positives [142]. 

! En 2012, Esmail et Kabadi [143] ont rapporté des symptômes allergiques chez une 

femme de 32 ans qui consommait régulièrement de la poudre de stévia. Elle buvait 

trois fois par jour du café auquel elle ajoutait entre 6 à 8 g de poudre de stévia et 

ajoutait également de la poudre dans ses desserts. L'allergie s'est manifestée par 

l'apparition d'un oedème couplé à une hypertension et une hypokaliémie. Après arrêt 

de la consommation de cette poudre de stévia, l'oedème et les autres symptômes ont 

disparu, confirmant l'implication de la poudre comme agent allergène. Le problème de 

ce cas est que ni la provenance, ni la pureté de la poudre de stévia ne sont connues 

[140]. Nous pourrons tout de même noter que 6 à 8 g de poudre de stévia représente 

une forte dose d’agent « sucrant » en une seule prise et si cette prise est répétée dans la 

journée la surconsommation est largement atteinte.     

Une étude a eu lieue chez la souris, avec une administration orale de stévioside de 6,25 à 25 

mg/kg mc/j sur une durée de 7 jours. Les chercheurs ont relevé une augmentation de la 

réponse d'hypersensibilité retardée. Ils concluent que le stévioside est un immunomodulateur 

de l'hypersensibilité retardée. Cependant, cette étude ne fournit pas de preuves directes du 

potentiel allergène du stévioside. Les auteurs suggèrent que le stévioside pourrait augmenter 

les réactions d'hypersensibilité retardées des autres allergènes [144]. Il est à noter que la 

pureté du stévioside n'est pas donnée. 

Peu d'études existent sur le caractère allergène des glycosides de stéviol. Toutefois, il semble 

que les extraits bruts de S. rebaudiana possèdent un potentiel allergène supérieur à celui des 

glycosides purs [140], probablement parce que ces extraits bruts contiennent des substances 

communes à la famille des Asteraceae. Malgré la faible probabilité du caractère allergène des 

glycosides de stéviol ; en l'absence d'études plus robustes, il ne peut pas être déterminé si un 

glycoside de stéviol avec une pureté réglementaire présente un risque allergique. 

2.1.7.  Etude à large échelle 
Un programme de surveillance des effets indésirables des consommateurs de Truvia®31 a été 

mis en place entre 2008 et 2012, soit environ 10 millions de consommateurs. Ce produit 

contient un mélange d'érythritol (connu pour posséder un potentiel allergène faible [140]), des 

arômes naturels et des glycosides de stéviol (pur à minimum 97%) extraits des feuilles de 

stévia. En 2013, Kingston et al. [145] rapportent les résultats des effets indésirables survenus 

                                                             
31 Produit issue de l'entreprise The Truvia Company, LLC. 
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lors de cette étude. Les données indiquent que les incidents sont faibles (Tableau 20). De plus, 

les effets indésirables ne sont pas forcément imputables au Truvia®, puisque les 

consommateurs n'avaient pas de directives particulières à suivre. 

Tableau 20 : Résultats d'une étude de 4 ans sur la surveillance de la santé de consommateurs de produits à 

base de stévia [145] . 

Système Prévalence des effets indésirables pour 10 millions d'individus 
Gastro-intestinal 0,5 
Hématologique 0,01 
Cardiovasculaire 0,04 
Génito-urinaire 0,04 
Respiratoire 0,09 
Dermatologique 0,3 
Oculaire 0,0 
Système nerveux central 0,3 
Divers 0,0 

 

2.1.8.  Conclusion sur la toxicité 

D'après l'ensemble des publications, le stéviol et ses glycosides ne sont pas génotoxiques, ni 

cancérigènes, ni toxiques pour la reproduction et le développement. La JECFA (2008) a établi 

une DJA de 4 mg/kg mc/j en équivalent stéviol [118]. Cette même DJA a été annoncée par 

l'ANZFSA [131], l'AESA [117], et Santé Canada [146]. Ils reconnaissent que la pureté des 

extraits à utiliser est très importante. En 200832, les glycosides de stéviol sont reconnus sûrs 

par l'USFDA et prennent le statut de "Generally Recognized As Safe" (GRAS) [140]. 

Toutefois, il semble que le potentiel allergène a été minimisé par les autorités de sécurité 

alimentaire nationales et internationales. 

2.2. Risques liés aux procédés d'extraction 

Il existe de nombreuses méthodes pour extraire les glycosides de stéviol, toutefois une seule 

est autorisée selon le règlement UE n°231/2012 [88]. Ce procédé possède l'énorme avantage 

d'utiliser des solvants connus, qui sont l'eau, le méthanol et/ou l'éthanol. L'eau ne posant pas 

de problèmes de toxicité, les risques viennent donc des alcools. Étant utilisés depuis 

longtemps dans le domaine de la chimie, la toxicité de ces deux alcools est connue. 

Les fiches toxicologiques établies par l'Institut national de recherche et de sécurité (INRS) du 

méthanol et de l'éthanol sont en annexes 17 et 18 [147] [148]. 

Les concentrations d'alcools retrouvées dans les extraits de stévia doivent être en respect avec 

les normes de l'attribut du produit fini (utilisation en cosmétique, en agro-alimentaire). 

                                                             
32 Seulement à partir de 2013 pour le rébaudioside M.  
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3. Pharmacologie clinique et expérimentale 

Actuellement, le rébaudioside A est commercialisé en France, seulement en tant qu'additif 

alimentaire. Ce statut suppose qu'il ne possède pas d'activité pharmacologique. Cependant, il 

possèderait quelques propriétés intéressantes. 

Tout comme les parties 1. (Pharmacocinétique) et 2. (Toxicologie), face au nombre important 

d'études disponibles, seules les plus pertinentes seront traitées. 

3.1. Glycosides de stéviol et diabète 

Le diabète est une maladie complexe qui touche de plus en plus de personnes dans le monde ; 

particulièrement le diabète de type 2 ou insulino-résistant qui survient chez les personnes 

présentant une surcharge pondérale [149], c'est à dire un indice de masse corporel33 (IMC) 

supérieur à 24,9 kg.m-2. De plus, ces surpoids peuvent engendrer des dérèglements lipidiques 

ainsi que des dysfonctionnements hépatiques tels que des effets de lipotoxicité hépatique ou 

stéatose hépatique. Il existe donc un lien entre diabète, obésité et maladies hépatiques [150]. 

Les glycosides de stéviol auraient une action hypothétique sur la sécrétion et la sensibilité à 

l'insuline, c'est pourquoi des études ont été menées principalement sur des sujets présentant un 

diabète de type 2. 

En 2008, une première revue des investigations sur l'homéostasie du glucose montre qu'il n'y 

a pas de modification des indicateurs du contrôle glycémique (HbA1C, taux de glucose 

plasmatique, dosage de l'insuline et du peptide C) et donc, aucun effet pharmacologique des 

glycosides de stéviol chez des sujets atteints de diabète de type 2. Ces résultats sont valides 

pour des doses maximales de rébaudioside A de 1500 mg.j-1 pendant 3 mois ou 1000 mg.j-1 

pendant 16 semaines [113]. La même année, Barriocanal et son équipe [151] élargissent cette 

conclusion aux individus atteints de diabète de type 1. 

En 2009, la revue de Chatsudthipong et Muanprasat [105] révèle l'absence d'effet des 

glycosides de stéviol sur l'absorption et la synthèse du glucose. Cependant, ils indiquent que 

dans les cas de fortes concentrations plasmatiques en glucose, il existe une possible élévation 

de la sécrétion et de la sensibilité à l'insuline. L'AESA [117] quant à elle est partagée car les 

conclusions sont différentes entre les études in vitro et in vivo. Concernant les études in vitro, 

les glycosides de stéviol auraient une action sur les cellules pancréatiques en stimulant la 
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sécrétion d'insuline ou les gènes clés intervenant dans la régulation de l'insuline. En ce qui 

concerne les études in vivo, les effets ne sont pas certains car les paramètres de l'homéostasie 

du glucose ne sont pas en accord ; parfois ils augmentent, diminuent ou ne changent pas. Les 

résultats ne sont pas assez pertinents pour convenir ou disconvenir de l'impact des glycosides 

de stéviol sur la glycémie. 

Depuis ce rapport de l'AESA, des études ont été menées et révèlent un effet pharmacologique 

de la stévia non seulement sur la glycémie, mais sur un ensemble de paramètres importants en 

faveur de la lutte contre le diabète et ses pathologies associées. En 2013, deux études [152] 

[153] sur des rats diabétiques34 montrent que les feuilles de stévia ont un rôle dans la 

diminution des dommages hépatiques et rénaux ainsi qu'un rôle hypoglycémiant (Figure 24). 

Les études montrent également que le rébaudioside A possède des propriétés anti-

hyperglycémiques, anti-hyperlipidémiques, anti-peroxydation lipidiques. Le rébaudioside A 

est également comparé au glibenclamide35 ; à des concentrations de 200 mg/kg mc pour le 

rébaudioside A et de 600 g/kg mc pour le glibenclamide, les résultats sur la glycémie et le 

taux d'insuline sont similaires (Figure 25). 

 

Figure 24 : Evolution de la glycémie pendant les tests de tolérance au glucose chez 8 groupes de rat Wistar 

après une semaine de traitement [152] . STZ: Streptozotocine. 

 

                                                             
34 Diabète induit par streptozotocine. 
35 Antidiabétique oral de la famille des sulfamides hypoglycémiants. 

Kawai, Oura, & Kawashima, 1984) or a better insulin secretion (Dao &
Le, 1995; Waki, Kyo, Yasuda, & Kimura, 1982).

In the STZ group, the serum insulin level was lower than that of the
normal group (Pb0.05). The serum insulin level in the stevia leaves
powder and its polyphenol extract fed groups was higher than that of
the STZ group (Pb0.05). There was no change observed by feeding
extracted stevia fiber (Fig. 2). Impaired glucose tolerance was seen in
the STZ group. The blood glucose increased in the STZ group (455±
21) peaking at 45 min after glucose injection and was higher during
90 min after glucose was administered, compared to the control
(144±8) (Pb0.05). Significantly, lower blood glucose level was
observed in the stevia leaves powder and its polyphenol extract
groups during 90 min after glucose injection when compared to the
diabetic rats (Pb0.05) (Fig. 2). The fasting serum insulin level was
significantly lower in the STZ group compared to the control
(Pb0.05). However, the serum insulin level was significantly higher
in stevia leaves powder and its polyphenol extract groups (Pb0.05)
than that of the STZ group (Fig. 2). The blood glucose started to
diminish after insulin was administered. The results of IPITT showed
increased insulin sensitivity in the treated diabetic groups after four
weeks of treatment (Fig. 3). The blood glucose level slowly decreased
within 90 min after insulin injection in the STZ group compared to the
normal control (Pb0.05). However, the glucose concentrations
rapidly diminished after insulin injection in the stevia leaves powder
and its polyphenol extract groups compared to the untreated STZ
group (Pb0.05) and were close to the normal control.

Glycogen is the primary intracellular storable form of glucose
and its levels in various tissues especially liver are a direct
reflection of insulin activity as insulin promotes intracellular

glycogen deposition by stimulating activities of glycogen synthase
and inhibiting glycogen phosphorylase. Since STZ causes selective
destruction of β-cells of islets of Langerhans resulting in marked
decrease in insulin levels, it is rational that glycogen levels in tissue
decrease as they depend on insulin for influx of glucose (Bishop,
1970; Cameron & Cotter, 1999; Golden et al., 1979; Weber, Lea, &
Fisher, 1966). Streptozotocin is a generally employed compound for
the induction of type-I diabetes in rats (Tomlinson et al., 1992).
Streptozotocin causes diabetes by the rapid depletion of β-cells,
which leads to a reduction in the insulin release. An insufficient
release of insulin causes high blood glucose (hyperglycemia),
which results in oxidative damage by the generation of reactive
oxygen species (Kangralkar, Shivraj, Patil, & Bandivadekar, 2010)
and the development of diabetic complications (Donnini, Zambito,
Perella, Ambesi-Impiombat, & Curcio, 1996). The results of this
study showed increased serum insulin level in the stevia leaves
powder and its polyphenol extract groups. This means, stevia would
enhance the number of β-cells of pancreatic islets in diabetic treated
rats. The increase in insulin levels suggested that stevia would
enhance the secretion of insulin from β-cells of islets of Langerhans.

Cell resistant to insulin is one of the most important factors in the
initiation and development of type II diabetes (Zhang, Lv, Li, Xu, &
Chen, 2008). The diabetic rats showed significant hyperglycemia in
IPGTT and IPITT compared to the control (Figs. 2 and 3). However, it
was evident that the stevia leaves powder and its polyphenol extract
treatment restored the plasma glucose clearance rate, in contrast to
that of the normal animal (Figs. 2 and 3). This clearly shows that
stevia has the ability to improve glucose tolerance and increase
cellular insulin sensitivity.

Table 8
Effect of stevia on Anti-diabetic and kidney functions in STZ treated rats (n=8).

Control Stevia STZ STZ+Stevia
leaves powder

Stevia
polyphenol

STZ+Stevia
polyphenol

Stevia fiber STZ+Stevia fiber

Weight gain
(g/week)

25.8±9.70 25.7±14.3 6.8±1.8⁎,⁎⁎ 11.7±1.60⁎,⁎⁎ 21.5±11.4 10.3±0.95⁎,⁎⁎ 22.5±9.12 6.0±2.1⁎,⁎⁎

Food intake (g/day) 9.4±3.7 10.2±3.00 13±1.9 11±3.3 9.8±2.50 10.1±2.3 9.1±2.6 11±1.1
Water intake
(ml/day)

27.9±16.1 20.8±13.3 59.5±28.4⁎,⁎⁎ 42.6±23.3⁎,⁎⁎ 22.1±16.1 52.6±25.2⁎,⁎⁎ 25.1±14.3 55.2±22.1⁎,⁎⁎

Urine volume
(ml/24 h)

39.0±17.7 31.1±14.7 98.4±27.9⁎,⁎⁎ 57.2±16.8⁎,⁎⁎ 28.3±11.6 53.1±11.5⁎,⁎⁎ 42.2±15.1 89.9±17.8⁎,⁎⁎

Blood glucose
(mg/dl)

109.2±29.60 99.8±22.0 356.3±65.40⁎,⁎⁎ 228.2±22.10⁎,⁎⁎ 101.4±17.2 129.2±12.50⁎,⁎⁎ 99.3±10.46 342.0±42.50⁎,⁎⁎

Plasma Creatine 0.47±0.11 0.40±0.14 0.57±0.02 0.53±0.12 0.50±0.22 0.45±0.09 0.48±0.08 0.60±0.10
Urinary Creatine 0.071±0.003 0.082±0.014 0.058±0.002⁎,⁎⁎ 0.062±0.002⁎,⁎⁎ 0.080±0.01 0.059±0.008⁎,⁎⁎ 0.069±0.01 0.059±0.004⁎,⁎⁎

GFR (ml/min/kg
body wt)

5.55±0.24a 6.42±0.32⁎ 4.56±0.17a 4.89±0.18a 6.01±0.12⁎ 4.95±0.06a 5.49±0.11a 4.44±0.20a

Fig. 2. Blood glucose level changed during GTT after one week treatment. Error bar=±SD (n=10).

109N. Shivanna et al. / Journal of Diabetes and Its Complications 27 (2013) 103–113
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Figure 25 : Evolution de la glycémie et du taux d'insuline chez 5 groupes de rat Wistar [153] . NR/N: Rat 

normal, D: rat diabétique, reb A: rébaudioside A, b.w: masse corporelle 

En 2015, Holvoet et al. [150] ont étudié les effets des glycosides de stéviol sur le métabolisme 

et le transcriptome de souris obèses. Ils montrent que le stévioside, le rébaudioside A et le 

stéviol diminuent de manière significative le taux de stéatoses hépatiques (Figure 26) chez les 

souris obèses insulino-résistantes, sans modification de leur poids. 

Ils révèlent également que le stéviol et les glycosides étudiés améliorent le métabolisme 

hépatique du glucose, le catabolisme des graisses et le stockage et le transport des lipides. 

476  e n v i r o n m e n t a l t o x i c o l o g y a n d p h a r m a c o l o g y 3 6 ( 2 0 1 3 ) 472–483

Fig. 2 – Changes in the levels of plasma glucose and insulin in of normal and experimental rats. NR: normal rats; D: diabetic
rats. Values are means ± S.D. of 6 rats from each group. Values not sharing a common marking (a, b, c) differ significantly at
p < 0.05 (DMRT).

Table 1 – Effect of Reb A on TBARS and hydroperoxides in the plasma, liver and kidney of normal and experimental rats.

Groups Plasma (mmoles/dL) Liver (mmoles/100 g wet tissue) Kidney (mmoles/100 g
wet tissue)

TBARS Hydroperoxides TBARS Hydroperoxides TBARS Hydroperoxides

Normal rats 0.14 ± 0.01a 10.16 ± 0.76a 0.57 ± 0.02a 80.77 ± 6.49ac 1.64 ± 0.05a 62.04 ± 4.78a

Normal + Reb A
(200 mg/kg b.w)

0.13 ± 0.01a 10.60 ± 0.65a 0.54 ± 0.02a 79.51 ± 5.24a 1.48 ± 0.09a 60.07 ± 4.27a

Diabetic rats 0.37 ± 0.02b 24.94 ± 1.30b 3.36 ± 0.26b 108.61 ± 8.59b 3.70 ± 0.26b 158.18 ± 10.42b

Diabetic + Reb A
(200 mg/kg b.w)

0.18 ± 0.01c 12.94 ± 0.90c 1.16 ± 0.13c 88.64 ± 6.29c 2.10 ± 0.16c 92.17 ± 7.46c

Diabetic + glibenclamide
(600 !g/kg b.w)

0.16  ± 0.01d 13.00 ± 0.84c 1.07 ± 0.15c 84.78 ± 5.28ac 1.93 ± 0.14c 87.25 ± 6.21c

Values are means ± S.D. of 6 rats from each group.
Values not sharing a common marking (a,  b,  c,  d) differ significantly at p < 0.05 (DMRT).
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Figure 26 : Amélioration de la stéatose hépatique chez la souris après administration de stévioside, 

rébaudioside A et stéviol [150] . Le groupe "control" est un groupe témoin correspondant à des souris 

déficientes en leptine et récepteur LDL. Haut : Pourcentage de graisse dans le tissu hépatique. Bas : 

Coupes histologiques colorées à l'hématoxyline-éosine. LD: goutte lipidique. 

Bien que les études les plus récentes révèlent une activité antidiabétique des glycosides de 

stéviol, l'ensemble des études offre des conclusions hétéroclites ne permettant pas d'affirmer 

ou d'infirmer la présence de cette activité. 

Fig. 1. Treatment with stevioside, rebaudioside A or steviol ameliorates liver steatosis in ob/ob and LDLR-double deficient mice. (A) Percentage of fat in liver tissue in control
mice (placebo ob/ob and LDLR-double deficient mice), and in animals treated with stevioside, rebaudioside A or steviol, and expressed as the ratio between the area covered
by lipid droplets and the total area. (B) Representative micrographs of the hematoxylin and eosin-stained sections in control mice, and in animals treated with stevioside,
rebaudioside A or steviol. LD: Lipid droplets. The arrows show the nuclei of hepatocytes. ap < 0.001, with respect to the control group; bp < 0.05, with respect to the control
group; cp < 0.01, with respect to rebaudioside A.

25P. Holvoet et al./Food and Chemical Toxicology 77 (2015) 22–33

Fig. 1. Treatment with stevioside, rebaudioside A or steviol ameliorates liver steatosis in ob/ob and LDLR-double deficient mice. (A) Percentage of fat in liver tissue in control
mice (placebo ob/ob and LDLR-double deficient mice), and in animals treated with stevioside, rebaudioside A or steviol, and expressed as the ratio between the area covered
by lipid droplets and the total area. (B) Representative micrographs of the hematoxylin and eosin-stained sections in control mice, and in animals treated with stevioside,
rebaudioside A or steviol. LD: Lipid droplets. The arrows show the nuclei of hepatocytes. ap < 0.001, with respect to the control group; bp < 0.05, with respect to the control
group; cp < 0.01, with respect to rebaudioside A.

25P. Holvoet et al./Food and Chemical Toxicology 77 (2015) 22–33
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3.2. Glycosides de stéviol et système cardiovasculaire 

Des études chez l'Homme et l'Animal malades ont démontré que le stévioside et les extraits de 

stévia diminuent la pression artérielle par vasodilatation (diminution de la résistance totale 

périphérique) et par diurèse (diminution du volume plasmatique) (Figure 27). Ces effets ne 

sont pas immédiats ; ils sont observables chez l'Homme à partir de 6 semaines lors de la prise 

orale de stévioside de 25 mg/kg mc/j [154]. En revanche, les études sur des individus sains 

n'indiquent pas d'impact significatif du stévioside sur la pression artérielle. Il y a donc un 

risque faible de développer une hypotension chez l'Homme sain avec les quantités rencontrées 

dans un régime alimentaire normal [105]. 

 

Figure 27 : Actions anti-hypertensives du stévioside [91] . 

En ce qui concerne les études in vitro rassemblées par l'AESA, elles ne sont pas pertinentes 

[117]. Dans ces études les glycosides de stéviol sont administrés directement aux modèles 

cellulaires, alors qu'en réalité ce n'est pas le cas. Ils sont métabolisés avant d'être absorbés (se 

référer à la partie 1. Pharmacocinétique) et circulent dans le compartiment sanguin sous forme 

de glucuronide de stéviol majoritairement. 

3.3. Glycosides de stéviol et activité anticariogène 

La carie dentaire est une maladie chronique qui peut apparaitre tout au long de la vie. C'est 

une maladie infectieuse induite par des micro-organismes oraux qui sécrètent des métabolites 

acides à partir de glucides retrouvés dans l'alimentation (principalement saccharose, glucose 

et fructose). Ces métabolites conduisent à une déminéralisation de l'émail dentaire, puis 

progressivement vers une destruction protéolytique de la structure de la dent. Streptococcus 

mutans est la principale bactérie responsable des caries, suivie de Lactobacillus casein et de 

Streptococcus sanguis. Les extraits de feuilles de stévia apportent un gout sucré sans contenir 

de glucides cariogènes, ils limitent ainsi la formation des caries dentaires [155]. 
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3.4. Glycosides de stéviol et activité antioxydante 

Il est connu que les radicaux libres sont naturellement présents dans l'organisme, mais ils 

peuvent être responsables de nombreuses maladies lorsqu'ils sont présents en grande quantité 

[156]. Il existe des enzymes à activité antioxydante telle que la superoxyde dismutase (SOD) 

permettant d'éliminer les radicaux libres. 

En 2011, Kim et al. [157] montrent dans une étude in vitro, que les extraits aqueux de feuilles 

de stévia ont une activité antioxydante en inhibant les radicaux libres de type DPPH (1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyle), hydroxyle ou anion superoxyde (Figure 28). Cette activité peut 

être expliquée par les taux élevés en acide folique ou vitamine B9 (52,18 mg/100 g masse 

sèche) et en dérivés de pyrogallol (951,27 mg/100 g masse sèche), qui ont tous deux une 

activité réductrice. Les extraits contiennent aussi de forts taux de phénols et flavonoïdes, qui 

s'ajoutent pour augmenter l'activité antioxydante. Muanda et al. [158] et Shivanna et al. (étude 

in vivo en 2013) [152] sont en accord avec l'effet protecteur des extraits de stévia contre les 

dommages oxydatifs, que ce soit à partir d'extractions à l'eau ou eau-méthanol. L'huile 

essentielle de stévia ainsi que le rébaudioside A possèdent également une activité 

antioxydante [153] [158]. 

En plus de son activité antioxydante, la stévia permet d'améliorer l'absorption intestinale de 

molécules reconnues antioxydantes, telles que l'acide ascorbique (vitamine C) ou les 

caroténoïdes [159]. 

3.1. Glycosides de stéviol, activité anti-inflammatoire et 

anticancérigène 

L'inflammation est une réaction immunitaire innée due à une stimulation nocive telle que la 

présence d'un agent pathogène ou d'une cellule blessée. De plus, des dérèglements de la voie 

de l'inflammation sont responsables du développement de certains cancers [160], comme le 

cancer de l'estomac ou le cancer du col de l'utérus. 

Yasukawa et al. [136] montrent que le stévioside inhibe une inflammation de la peau induite 

par du 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA). Le TPA est aussi connu pour induire la 

formation de cancer chez les cellules mammifères, donc le stévioside aurait un effet anti-

tumoral [105]. En 2005, Mizushina et al. [161] montrent que l'isostéviol inhibe les DNA  
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Figure 28 : Evaluation de l'activité antioxydante des extraits de Stevia rebaudiana [144] . A: Radical 

DPPH, B: Radical hydroxile, C: Radical anion superoxyde,     : Extrait aqueux de feuilles de Stevia 

rebaudiana,       : Extrait aqueux de callus de Stevia rebaudiana,      : Acide ascorbique. 

polymérases et la DNA topoisomérase II 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 l'Homme [105]. 

L'activité anti-inflammatoire est également retrouvée à partir de l'huile essentielle et des 

extraits de feuilles de S. rebaudiana [158]. 

3.2. Glycosides de stéviol et activité antimicrobienne 

En 2008, Sehar et al. [144] ont mené une étude in vivo chez la souris. Ils ont révélé que le 

stévioside a une activité d'immunomodulation, c'est à dire qu'il intervient dans la régulation 

du système de défense (stimulation de la phagocytose et stimulation de l'immunité humorale). 

Les recherches de Muanda et al. [158] sur l'huile essentielle et les extraits de stévia sont 

prometteuses. En effet, leur évaluation sur plusieurs bactéries et champignons montre qu'ils 

possèdent une activité antimicrobienne (Tableaux 21 et 22). 

superoxide anion scavenging activities of the SR leaf extracts
accounted for an inhibition of 5.62%, 15.26%, 25.36% and 38.26%,
respectively, and the activities of the SR callus extracts accounted for
an inhibition of 3.35%, 8.71%, 16.85% and 25.73%, respectively.

Total phenolic and flavonoid contents have been reported to be
responsible for the antioxidant activities of botanical extracts.
DPPH, hydroxyl radical scavenging activity, and superoxide anion
radical scavenging activity have been used to measure antioxidant
activity and these results should correlate with those of total
phenolic and flavonoid content. Do, Kang, Kim, Jo, and Lee (2004),
Zheng and Wang (2001) demonstrated that some bioactive
compounds present in medicinal plant possessed high total anti-
oxidant activity, which was due to the presence of phenolic,
carotenoids and flavonoids. A regression analysis was used to
correlate the results of the five assays (Table 4). High correlation
coefficients were found between the total phenolic content and
DPPH and hydroxyl radical scavenging activity (R¼ 0.96, p< 0.005;
R ¼ 0.88, p < 0.01, respectively). And the contents of flavonoid and
DPPH and hydroxyl radical scavenging activity exhibited high
correlation coefficient (R ¼ 0.99, p < 0.001; R ¼ 0.91, p < 0.01,
respectively). As the aluminium chloride method is specific only for
flavones and flavonols, the content of total flavonoids could be
underestimated by the method (Meda et al., 2005), which probably

account for a lower correlation observed between antioxidant
activity and flavonoid count. Liu, Qiu, Ding, and Yoa (2008) reported
a negative correlation between flavonoid content and antioxidant
activity. However, a non significant correlation coefficient was
found between hydroxyl and superoxide anion radical scavenging
activity and vitamin contents (p > 0.05).
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Fig. 1. DPPH radical (A), hydroxyl radical (B), and superoxide anion radical (C) scavenging activities of Stevia rebaudian leaves water extract (7), callus water extract (-), and
ascorbic acid (C) at different concentrations (0, 10, 100, 200, and 1000 mg/mL). Values are mean of triplicate determinations (n ¼ 6) " standard deviation. Values in the same line
not sharing a common letter are significantly different (p < 0.05). Values are different significantly in the same concentration (*p < 0.05, **p < 0.01).

Table 4
Correlations (Ra) between different antioxidant capacity parameters (by DPPH,
hydroxyl, and superoxide radical scavenging activity) and total phenolic and flavo-
noid contents or vitamin contents of Stevia rebaudian extracts.

TPCb FLAc VITd DPPHe HRSAf SRSAg

TPC 0.92** 1.00**** 0.96*** 0.88** 0.72
FLA 1.00**** 0.99**** 0.91** 0.63
VIT 0.95* 0.89 0.85
DPPH 0.89*** 0.73*
HRSA 0.84***

Significance level at *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ****p < 0.001.
a R, correlation coefficient.
b TPC, total phenolic content.
c FLA, flavonoid content.
d VIT, vitamin content.
e DPPH, free radical scavenging activity.
f HRSA, hydroxyl radical scavenging activity.
g SRSA, superoxide anion radical scavenging activity.

I.-S. Kim et al. / LWT - Food Science and Technology 44 (2011) 1328e1332 1331
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Tableau 21 : Activité antimicrobienne in vitro de l'huile essentielle et des extraits de Stevia rebaudiana 

[158] . A.n.: Aspergillus niger ; B.s.: Bacillus subtillis ; C.a.: Candida albicans ; E.c.: Escherichia coli ; P.a.: 

Pseudomonas aeruginosa ; S.a.: Staphylococcus aureus. 

Echantillon Zone d'inhibition (mm) 
E.c. C.a. A.n. P.a. B.s. S.a. 

Huile essentielle 10 ± 1 15 ± 1 19 ± 3 N.A.3 12 ± 2 12 ± 3 
Extrait1 (eau) 13 ± 1 11 ± 2 N.A. 13 ± 1 12 ± 3 10 ± 1 
Extrait2 (eau-méthanol) 21 ± 2 17 ± 1 16 ± 2 15 ± 2 10 ± 2 19 ± 2 
Eau distillée 0 0 0 0 0 0 
Eau-méthanol 0 0 0 0 0 0 
Ampicilline 58 ± 3 N.A.3 N.A.3 45 ± 3 55 ± 3 56 ± 3 
Gentamicine 55 ± 2 N.A.3 N.A.3 45 ± 2 45 ± 2 44 ± 2 
Nystatine N.A.3 53 ± 1 47 ± 1 48 ± 1 47 ± 1 47 ± 1 

1 Extraction aqueuse. 
2 Extraction à partir d'un mélange eau-méthanol (50-50 volumique). 
3 N.A. : Non Actif. 
 

D'après le tableau 22, l'huile essentielle possède la concentration minimale inhibitrice la plus 

élevée, ce qui signifie qu'elle a la plus faible activité antimicrobienne par rapport aux extraits. 

Tableau 22 : Concentration minimale inhibitrice de l'huile essentielle et des extraits de Stevia rebaudiana 

[158] . A.n.: Aspergillus niger ; B.s.: Bacillus subtillis ; C.a.: Candida albicans ; E.c.: Escherichia coli ; P.a.: 

Pseudomonas aeruginosa ; S.a.: Staphylococcus aureus. 

Echantillon Concentration minimale inhibitrice (µg/mL) 
E.c. C.a. A.n. P.a. B.s. S.a. 

Huile essentielle > 1000 > 1000 > 1000 - > 1000 > 1000 
Extrait1 (eau) > 700 > 700 - > 700 > 700 > 700 
Extrait2 (eau-méthanol) > 500 > 500 > 700 > 500 > 500 > 500 

1 Extraction aqueuse. 
2 Extraction à partir d'un mélange eau-méthanol (50-50 volumique). 
 

En 2014, Belda-Galbis et al. [162] testent les effets de l'infusion de feuilles de stévia, des 

extraits bruts de feuille de stévia et des extraits de glycosides purifiés (pureté entre 80 et 90%) 

sur la Listeria innocua. Dans les trois cas, plus la concentration de l'infusion ou des extraits 

augmente, plus la croissance de la bactérie diminue. Cette même année, Alfajaro et son 

équipe [163] démontrent l'impact d'une thérapie combinée formée de stéviosides et d'extraits 

de Sophora flavescens36 sur un rotavirus de souche G5[P7] chez le porc. Cette association 

apporte un effet synergique. L'activité anti-rotavirus de S. flavescens se retrouve augmentée. 

Ces résultats permettent de supposer que le stévioside pourrait être utilisé pour promouvoir 

l'immunité contre de nombreuses infections par des micro-organismes tels que des bactéries, 

champignons, virus. Il pourrait également être utilisé en tant qu'agent conservateur. 

                                                             
36 Dans la médecine traditionnelle chinoise, les racines séchées de S. flavescens sont très utilisées et récemment 
une étude [164] montre qu'un flavone extrait de ces racines (norkurarinol) inhibe la réplication de rotavirus. 
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La stévia possède donc des effets pharmacologiques plus ou moins avérés, mais néanmoins 

très intéressants. Les découvertes récentes sont encourageantes et de nombreux domaines sont 

touchés (Figure 29). La stévia pourrait donc avoir un second rôle en plus de sa propriété 

édulcorante. 
 

 

Figure 29 : Potentielles activités des glycosides de stéviol, des extraits de Stevia et de l'huile essentielle de 

Stevia. 

 

3.3. Conclusion 

Après ingestion, les glycosides de stéviol ne sont pas retrouvés dans la circulation sanguine 

sous leur forme initiale. Ils subissent une première métabolisation au niveau intestinal 

permettant leur absorption par le tractus digestif, puis une seconde au niveau hépatique qui est 

une action de détoxification. Ainsi les glycosides de stéviol sont transformés en stéviol, puis 

en glucuronide de stéviol. 

Ce processus est similaire chez le Rongeur et chez l'Homme, seule la voie d'élimination 

diffère. Le Rongeur peut donc être un modèle animal représentatif de ce qu'il pourrait se 

produire chez l'Homme. Au vu des études toxicologiques, les glycosides de stéviol ne 

présentent pas de toxicité orale aiguë, subchronique et chronique, de génotoxicité et de 

tératogénicité. Certaines études révèlent un caractère toxique, mais ces études sont réfutées à 

cause d'une robustesse insuffisante ou un non respect des spécifications établies par la 

JECFA. Les glycosides de stéviol ont même obtenu le statut GRAS attribué par l'USFDA. 
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Les glycosides de stéviol ne présentent pas de pouvoir allergène. La plante entière quant à elle 

possèderait un caractère allergène. Faisant partie de la famille des Asteraceae, famille connue 

pour son pouvoir allergène, la stévia serait susceptible d'augmenter les prédispositions à être 

allergique ou serait elle même allergène. 

En plus de sa propriété sucrante, les glycosides de stéviol, les extraits de stévia ou encore les 

huiles essentielles de stévia possèderaient des vertus thérapeutiques. Pour confirmer ce 

potentiel, il faudrait découvrir les voies métaboliques impliquées et démontrer les propriétés 

pharmacologiques en menant de nouvelles études cliniques et expérimentales. 

Étant officiellement dépourvus d'activité pharmacologique, de quelle manière la Stevia et ses 

glycosides de stéviol sont autorisés sur le territoire Européen? Et pourquoi est-elle sous la 

lumière des projecteurs ces dernières années? Ces questions trouveront des réponses dans le 

chapitre suivant. 
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QUATRIÈME CHAPITRE : 

Stevia rebaudiana ET L'ÉCONOMIE 
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La première commercialisation des glycosides de stéviol comme édulcorant remonte à 1971 

par l'entreprise Japonaise Morita Kagaku Kyogo. À cette époque, peu de personnes 

s'intéressaient à la stévia. Aujourd'hui, l'engouement pour cette plante étant grandissant, de 

nombreuses entreprises se sont mises à la cultiver et à en extraire ses glycosides. Nous allons 

voir pourquoi la stévia intéresse de plus en plus les populations ainsi que les industriels. Dans 

ce chapitre, nous aborderons les thèmes de droit et d'économie. 

1. Droit 

La France est un pays d'échanges et ses échanges s'accroissent depuis la création de l'Union 

Européenne (UE). Face à la mondialisation, des produits du monde entier circulent dans l'UE, 

notamment en France, avec des qualités plus ou moins appréciables en fonction de la 

réglementation du pays exportateur. Il est donc important de légiférer rigoureusement la 

qualité des produits afin d'en assurer leur sécurité sur notre territoire. 

1.1. Qu'est ce qu'un édulcorant ? 

Les glycosides de stéviol sont autorisés en France et classés comme édulcorant. Pour 

comprendre ce qu'est un édulcorant, il faut au préalable savoir ce qu'est un additif alimentaire. 

Selon le règlement n°1333/2008 [165] qui remplace la directive 89/107/CEE [166], un additif 

alimentaire est défini comme "toute substance habituellement non consommée comme aliment 

en soi et non utilisée comme ingrédient caractéristique dans l’alimentation, possédant ou non 

une valeur nutritive, et dont l’adjonction intentionnelle aux denrées alimentaires, dans un but 

technologique, au stade de leur fabrication, transformation, préparation, traitement, 

conditionnement, transport ou entreposage a pour effet, ou peut raisonnablement être estimée 

avoir pour effet, qu’elle devient elle-même ou que ses dérivés deviennent, directement ou 

indirectement, un composant de ces denrées alimentaires". Cela signifie qu'un additif 

alimentaire n'est pas considéré comme un aliment, mais comme une substance ajoutée à un 

aliment afin d'en modifier ses propriétés : le goût, la couleur, l'aspect... 

Selon la dernière réglementation en vigueur sur les additifs alimentaires, leur classification 

comprend vingt-six catégories [165], dont les édulcorants font partis (Tableau 23). Pour entrer 

dans cette classification, chaque substance doit répondre à des évaluations scientifiques 

approfondies en terme de sécurité [167].  
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Tableau 23 : Exemples d'additifs alimentaires et de leurs fonctions [168] . 

Additif alimentaire Fonction technologique Exemples 
Colorant Colorant, pigment décoratif, colorant de 

surface 
Noir brillant (noir PN), Bleu patente V, 
jaune de gardénia... 

Exaltateur d'arôme Exaltateur d’arôme, activateur d’arôme Succinates (mono- et disodique), 
Chlorure de potassium, Glutamates 
(monosodique L-, monopotassium L-...) 

Agent moussant Agent moussant, agent fouettant, agent 
d’aération 

Gomme xanthane, anhydride 
carbonique, cellulose microcristalline... 

Conservateur Agent de conservation, agent de 
conservation antimicrobien, agent 
antimycoses, agent de contrôle 
bactériologique, fongiostatique, agent 
antimoisissure et antifilant, 
antimicrobien synergique 

Sorbates (sodium, potassium, calcium), 
acide acétique, diphényle, nisine... 
 

Édulcorant Édulcorant, édulcorant intense, 
édulcorant de charge 

Saccharine - Aspartam - Glycosides de 
stéviol 

Épaississant Épaississant, agent affermissant, liant, 
agent de texture, synergiste épaississant 

Acide tanique, phosphate trisodique, 
alginates (sodium, potassium, 
ammonium...)... 

 

Un édulcorant est donc un additif alimentaire non glucidique37 dit "sucrant", c'est-à-dire une 

substance que l'on ajoute à des denrées alimentaires pour apporter un caractère sucré (lors de 

la fabrication de la denrée ou en édulcorant de table38) [165]. Il peut également être défini au 

travers du considérant 5 de la directive 94/35/CE [169] : "considérant que l'utilisation 

d'édulcorants en remplacement du sucre se justifie pour la fabrication de denrées 

alimentaires à valeur énergétique réduite, de denrées non cariogènes et d'aliments sans 

sucres ajoutés pour prolonger la durée de vie en étalage par le remplacement du sucre, ainsi 

que pour la production de produits diététiques". En d'autres termes, un édulcorant peut être 

utilisé pour apporter un goût sucré ou pour augmenter la durée de conservation des denrées 

alimentaires. 

Il y a plusieurs façons de classer les édulcorants, en fonction de leur nature (origine 

synthétique ou naturelle), de leur apport énergétique (calorique ou non calorique), ou la plus 

courante, selon leur pouvoir sucrant. Cette dernière comprend deux catégories : 

! Les édulcorants de masse : également appelés édulcorants de charge ou polyols, ce 

sont des sucres-alcool obtenus par hydrogénation du saccharose ou du fructose. Ils 

sont caractérisés par un pouvoir sucrant faible, proche de celui du saccharose et un 

apport calorique inférieur ou égale au saccharose. Étant non cariogènes, ils sont 

utilisés dans les confiseries. Il n'y a pas de recommandation particulière concernant la 

                                                             
37 Les monosaccharides, disaccharides ou oligosaccharides et les denrées alimentaires contenant ces substances 
qui sont utilisées pour leurs propriétés édulcorantes ne sont pas considérées comme des additifs alimentaires 
[165]. 
38 On entend par "édulcorant de table" toute préparation à partir d'édulcorants autorisés susceptible de contenir 
d'autres additifs et/ou ingrédients alimentaires et destinée à être vendue au consommateur final en tant que 
substitut de sucre [165]. 
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consommation des polyols mais une limite à ne pas dépasser (entre 20 et 50 g/j) au 

risque d'apparition d'inconforts digestifs tels que des flatulences ou des diarrhées. À 

titre d'exemple, nous retrouvons dans ce groupe le sorbitol (E420), le mannitol (E421), 

l’isomalt (E953) et le xylitol (E967) [167]. 

! Les édulcorants intenses : Ce sont des substances très diverses au niveau de leurs 

structures ou de leurs origines (Aspartame origine synthétique, dérivé de deux acides 

aminés ; rébaudioside A origine naturelle, dérivé du stéviol). Leur point commun 

provient de leur pouvoir sucrant qui est très élevé, de plusieurs dizaines à plusieurs 

milliers de fois supérieur à celui du sucre traditionnel (saccharose). De plus, ils 

possèdent très peu ou pas de calories [170]. Chaque édulcorant intense possède une 

DJA permettant d'assurer la sécurité et l'absence d'effet toxicologique du produit lors 

de sa consommation temporaire ou régulière. De manière non exhaustive, nous 

retrouvons dans cette catégorie l'acésulfame K (E950), l'aspartame (E951), la 

saccharine (E954) et les glycosides de stéviol (E960) [167]. 

1.2. Réglementation 

Dans cette partie, tout ce qui est décrit concerne le droit européen. 

1.2.1.  Réglementation des édulcorants 

Comme tous les additifs alimentaires, les édulcorants sont soumis aux procédures 

d'autorisations harmonisées à l'échelle européenne. Dans un premier temps, ils sont soumis à 

une évaluation par l'AESA et dans un second temps, la Commission Européenne leur donne 

ou non une autorisation de circulation sur le marché européen [170]. 

Lors de l'autorisation, la Commission indique les aliments dans lesquels l'édulcorant peut être 

ajouté et les doses maximales autorisées. Les critères concernant les glycosides de stéviol sont 

présentés dans un tableau en annexe 19. Ainsi, l'édulcorant entre dans la liste officielle des 

édulcorants autorisés et seuls ceux présents sur cette liste peuvent être ajoutés dans les 

denrées alimentaires39 [88] (directives techniques spécifiques 94/35/EU pour les édulcorants). 

Cependant, l'autorisation de circulation n'est pas illimitée dans le temps. Une réévaluation 

systématique des édulcorants et de tous les additifs alimentaires est effectuée par l'AESA. La 

dernière réévaluation a débuté avec les colorants, conformément à la demande faite par la 

Commission Européenne et continuera avec les autres additifs alimentaires. Les édulcorants 

quant à eux seront réévalués au 31 décembre 2020. Toutefois, il peut exister de fortes 

suspicions sur l'innocuité de certains additifs alimentaires. Si plusieurs études scientifiques 
                                                             
39 Système d'autorisation et de contrôle similaire pour tous les additifs alimentaires. 
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remettent en cause la sécurité du produit et à la demande de plusieurs états membres ou 

agences sanitaires nationales, alors l'AESA peut avancer la date de réévaluation. C'est le cas 

notamment avec un édulcorant très controversé et connu de tous, l'aspartame40 [170]. 

1.2.2.  Réglementation de la commercialisation 

1.2.2.1.  Les glycosides de stéviol 

Les glycosides de stéviol sont autorisés comme édulcorant en France et en Europe depuis 

décembre 2011, ils relèvent donc de la réglementation relative aux additifs alimentaires. Tout 

d'abord, la France a autorisé seulement l'utilisation du rébaudioside A, d'une pureté minimum 

de 97% en 2009 [171]. Puis la disposition de cet arrêté ministériel du 26 août 2009 a été 

remplacée deux ans après par le règlement (UE) n°1131/2011, autorisant l'utilisation d'autres 

glycosides de stéviol dans la composition de l'édulcorant E960 [46]. La composition de ces 

extraits purifiés doit être [88] : 

! À minima 75% de stévioside et/ou rébaudioside A, 

! À minima 95% de stévioside, rébaudioside A, B, C, D, E et F, stéviolbioside, 

rubusoside et dulcoside A sur la base de la matière sèche. 

Il est stipulé que les industriels doivent indiquer la quantité de glycosides présents en 

équivalent stéviol afin que le consommateur puisse s'y retrouver (quantification de la DJA). 

Les extraits de stévia conformes aux recommandations JECFA peuvent être utilisés comme 

excipients (masquage de goût, édulcorant) dans les produits pharmaceutiques [88] [172]. 

Toutefois, les glycosides de stéviol ne sont pas répertoriés dans la pharmacopée européenne. 

Les glycosides de stéviol peuvent également entrer dans des formulations cosmétiques [173]. 

La France s'est montrée pionnière en Europe dans l'usage du rébaudioside A en tant 

qu'édulcorant, puisque c'est seulement en 2011 que l'Union Européenne autorise l'usage le 

rébaudioside A et d'autres glycosides de stéviol [46] [171]. 

 

1.2.2.2. La plante 

Contrairement aux glycosides, la commercialisation de la plante entière S. rebaudiana à des 

fins alimentaires n'est pas autorisée en France et en Europe. Pourtant, il a été vu dans le 

                                                             
40 Dans son avis publié le 10 décembre 2013, l'EFSA conclut que la DJA actuelle de 40 mg/kg de poids corporel 
par jour est protectrice pour la population générale (à l'exception des personnes souffrant de phénylcétonurie) 
[170]. 
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chapitre I (Botanique, agronomie et historique), S. rebaudiana est un aliment consommé 

depuis des siècles en Amérique du Sud. Cependant, elle n'était pas consommée de manière 

significative en Europe avant 1997 ; elle relève donc des dispositions du règlement (CE) 

n°258/97 [174] relatif aux nouveaux aliments et aux nouveaux ingrédients alimentaires. 

Stevia rebaudiana peut seulement être vendue comme [29] : 

! Plante d'ornement au consommateur final, 

! Matière première aux professionnels pour extraire les glycosides de stéviol. 

Toutefois, suite à une demande d'autorisation préalable, la plante peut être utilisée dans les 

compliments alimentaires. 

 

2. Épidémiologie et économie 

2.1. Définition et données épidémiologiques 

2.1.1. Surpoids et obésité 

Le surpoids et l'obésité sont le résultat d'une accumulation anormale ou excessive de graisse 

corporelle liée à une absorption énergétique (calories) qui n'est pas suffisamment dépensée. 

Cet état physique représente un risque pour la santé en termes de morbi-mortalité tels que des 

troubles cardio-vasculaires, diabète et cancer. 

Il fût un temps où ce problème concernait seulement les pays développés, mais à présent les 

taux de surpoids et d'obésité augmentent énormément dans les pays à faible ou moyen revenu, 

surtout en milieu urbain [175 à 177]. Nous retrouvons un fort pourcentage de personnes 

obèses (Figure 30) dans les pays développés comme l'Allemagne, l'Australie, le Canada, 

l'Espagne, les États-Unis d'Amérique et le Royaume Uni ; ainsi que les pays en voie de 

développement tels que l'Argentine, l'Égypte, le Kazakhstan, la Lybie et le Venezuela. 

L'obésité est donc une pathologie mondiale. Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), 

en 2014, plus de 1,9 milliards d'adultes (18 ans et plus) étaient en surpoids, et sur ce total 600 

millions étaient obèses. Ce qui signifie qu'en 2014, 39% de la population mondiale était en 

surpoids et 13% était obèse [175]. 
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Figure 30 : Surcharge pondérale dans le monde. (haut) pourcentage d'adultes obèses [177]  ; (bas) 

pourcentage d'enfants obèses [176] . Les pays en gris n'ont pas de données disponibles. 

Un autre fait alarmant est que le taux d'enfants en surcharge pondérale ne cesse d'augmenter à 

travers le monde (Figure 31). Les cartes (Figure 30) montrent le pourcentage de personnes 

adultes et enfants atteints d'obésité dans le monde. Plus le pays est de couleur rouge vif, plus 

le pourcentage de personnes obèses est élevé. Il est observé, pour la majorité des pays entrant 

dans l'étude, que le pourcentage d'enfants obèses est au moins égal au pourcentage d'adultes 

obèses, voire plus élevé. Par exemple, en Europe, l'Espagne compte 24,4% d'hommes et 

21,4% de femmes obèses contre 32,3% de garçons et 29,5% de filles obèses. Ce constat est le 

même pour l'Angleterre, l'Argentine, le Brésil, l'Inde, l'Italie et le Pérou. Face à cette 

"pandémie" d'obésité, il est nécessaire que les organismes publics et privés réagissent. 
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Figure 31 : Nombre d'enfants souffrant d'un excès pondéral ou obèses et prévalence du surpoids et de 

l'obésité chez l'enfant à l'échelle mondiale, 1990-2012 [178] . 

 
Afin de contrôler son poids, il existe des moyens simples de mesurer l'obésité tels que l'indice 

de masse corporelle41 (IMC), la mesure du tour de taille ou encore l'indice d'adiposité 

corporelle42 (IAC). 

2.1.2. Diabète 

Le diabète se définit comme une pathologie apparaissant lorsque le pancréas, plus 

particulièrement les cellules bêta des îlots de Langerhans, ne produisent pas, ou pas 

suffisamment, d'insuline (diabète insulino-dépendant ou non) ou que l'insuline n'est pas 

correctement utilisée par l'organisme (diabète non insulino-dépendant). 

L'insuline est une hormone précieuse permettant de réguler la concentration de sucre dans le 

sang, appelée glycémie. Elle diminue la glycémie en facilitant le stockage et l'utilisation du 

sucre, à l'inverse du glucagon. Une action amoindrie de cette hormone entraîne des 

hyperglycémies qui surviennent plus fréquemment et durent plus longtemps dans le temps. 

Ces hyperglycémies provoquent des atteintes graves de nombreux systèmes organiques, 

notamment les nerfs et les vaisseaux sanguins [179]. Malheureusement, un diabète mal 

contrôlé conduit inévitablement vers ces troubles. 

Selon les estimations de l'OMS [179], en 2012, le diabète a été la cause directe de 1,5 millions 

de décès et en 2014, 9% de la population adulte était diabétique, soit environ 387 millions de 

personnes. Ce nombre pourrait s'élever à 592 millions en 2035, selon la fédération 

                                                             
41 Indice (sans unité) correspondant au poids de la personne (kg) divisé par le carré de sa taille (m). Le résultat 
doit être compris entre 18,5 et 24,9 pour être classé en tant que personne à corpulence normale. Un résultat 
supérieur à 24,9 est signe de surpoids et un résultat supérieur à 29,9 celui d'une obésité. 
42 Indice (pourcentage) mesuré à l'aide du tour de hanche (cm) et de la taille (m). Le résultat n'est pas le même en 
fonction de l'âge et du sexe. 
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internationale du diabète (FID) [180]. La FID a publié d'autres statistiques sur le diabète qui 

sont présentées en annexe 20. 

Le diabète peut être surveillé, contrôlé et traité pour limiter les effets néfastes qu'il occasionne 

mais cela représente un coût élevé et demande une éducation du patient. En France, l'accès 

aux soins est pris en charge en partie par la sécurité sociale, mais ce n'est pas le cas dans de 

nombreux autres pays. C'est pourquoi 80% des décès suite au diabète se produisent dans des 

pays à revenu faible ou intermédiaire. 

2.2. Données économiques 

2.2.1. Coûts directs 

Ce sont des coûts (matériel ou service) engendrés directement par la pathologie. Ils 

comprennent pour les patients les soins médicaux, les médicaments et les autres fournitures. 

Toutefois, ils englobent aussi les dépenses personnelles comme un relèvement des cotisations 

ou primes d'assurance maladie et d'assurance vie. 

Pour le secteur de la santé, les coûts directs représentent ceux des services hospitaliers et des 

prestations médicales, les examens de laboratoire et la prise en charge quotidienne des 

patients. Ces coûts peuvent être relativement faibles ou au contraire élevés (consultation dans 

un service de soins de santé primaire contre hospitalisation de longue durée suite à des 

complications engendrées par la pathologie initiale) [181]. 

2.2.2. Coûts indirects 

Les coûts indirects sont le résultat d'une diminution de la productivité du patient. Ayant une 

pathologie type obésité ou diabète, les patients peuvent être moins efficaces au travail ou dans 

le pire des cas, ne peuvent plus être en mesure de travailler. Les congés maladies, les 

incapacités, les mises à la retraite anticipée et les décès prématurés sont autant de causes de 

perte de productivité. 

Contrairement aux coûts directs, les coûts indirects sont plus difficiles à estimer. Selon l'OMS 

[181], pour le diabète, la perte de productivité pourrait être aussi élevée voire plus, que celui 

des coûts directs. 
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2.2.3. Coûts immatériels 

À la différence des coûts directs et indirects, le coût immatériel n'est pas "chiffrable". C'est un 

coût subjectif qui se mesure en désagréments diminuants la qualité de vie (douleur, anxiété, 

inconfort, estime...).  

2.2.4. Coût de l'obésité 

Le coût du surpoids et de l’obésité provient de deux sources. Tout d'abord, pour éviter 

l'apparition de pathologies associées (diabète, pathologies cardio-vasculaires, affections 

respiratoires...), il existe des interventions directes visant à réduire la charge pondérale 

(anorexigènes, interventions chirurgicales et consultations). Ces interventions représentent le 

premier coût. Deuxièmement, la chronicité d'un poids corporel supérieur à la normale entraine 

l'apparition de pathologies associées. Ces pathologies génèrent également de grosses 

dépenses.  

En France, d'après un rapport d'office parlementaire [182], le coût de l'obésité correspondrait 

à 2% de la dépense de santé. Cependant, cette étude date de 1992 et à cette époque l'obésité 

était encore peu développée. Sachant que l'obésité a doublé depuis, les dépenses doivent être 

probablement à plus de 4% de la dépense de la santé. Ce chiffre de 4% semble faible, 

toutefois, sur la base du dernier résultat de dépenses connu de l'assurance maladie, elle 

aboutirait à chiffrer ce coût à 5,6 milliards d'euros43. D'après la haute autorité de santé (HAS), 

l'impact économique minimal du surpoids et de l'obésité serait de 2 à 7% des dépenses de 

santé [183]. 

Une étude menée par Emery et al. [184] cherche à estimer le coût de l'obésité en France 

(étude sur 4 651 individus). Elle révèle que la consommation moyenne de soins et de biens 

médicaux d'un patient obèse en 2002 s'élève à près de 2.500 €, ce qui représente un montant 

deux fois plus élevé que pour celui d'un individu de corpulence normale (1.263 €). L'étude 

révèle également que du point de vue de l'Assurance maladie, c'est-à-dire en tenant compte 

des montants remboursés, le surcoût d'un patient obèse est estimé à 407 € en moyenne. En 

considérant en plus le coût des indemnités journalières, le chiffre atteint en moyenne 631 €. 

En extrapolant ce résultat au niveau national, Emery et al. estiment que : 

! les dépenses de santé liées à l’obésité atteignent 2,6 milliards d’euros, 

! les montants remboursés (Assurance maladie) liés à l’obésité sont de 2,1 milliards 

d’euros et atteignent 3,3 milliards d’euros si l’on intègre les indemnités journalières.  

                                                             
43 Sans prendre en compte les financements complémentaires de l'État et des mutuelles. 
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Une étude menée en Suisse par Schneider et Venetz [185] estime les coûts totaux directs et 

indirects des maladies en lien avec le surpoids et l’obésité, à quelques 8 milliards de francs 

suisse en 2012. Depuis 2002, ces coûts se sont donc quasiment multipliés par trois. Toutefois, 

il convient de noter que davantage de pathologies liées au surpoids et à l’obésité ont été prises 

en compte dans l’étude actuelle par rapport aux études précédentes. 

En 2001, aux États-Unis d'Amérique, les coûts du surpoids et de l'obésité étaient estimés à 

117 milliards de dollars, soit environ 10% des dépenses de santé. L'Allemagne quant à elle, 

évalue le coût à 8% de la dépense de santé [182]. Pour aller plus loin, une estimation du 

cabinet de conseil McKinsey Global Institute [186], indique que l'impact économique de 

l'obésité à travers le globe coûterait, en 2012, environ 2.000 milliards de dollars, soit 2,8% du 

PIB mondial. Cela place l'obésité au troisième rang (Figure 32) des "fardeaux sociaux 

mondiaux" générés par l'Homme. 
 

 

1 Basé sur le DALY 2010 et sur les indicateurs économiques de la banque mondiale en 2012 ; 2 Basé sur le 

développement de 1990 à 2010 du DALY ; 3 Budget militaire inclus ; 4 Illettrisme fonctionnel inclus ; 5 Crime et 

emprisonnement inclut ; 6 Comprenant les maladies sexuellement transmissibles et excluant les grossesses non 

désirées ; 7 Temps pour accéder à une source d'eau potable exclu. 

Figure 32 : Estimation du coût annuel mondial et des investissements pour la lutte des fardeaux sociaux 

au niveau mondial en 20121 [186] . 

 

2 Executive summary 

Exhibit E1
Obesity is one of the top three global social burdens generated by 
human beings

SOURCE: Literature review; World Health Organization Global Burden of Disease database; McKinsey Global Institute 
analysis

1 Based on 2010 disability-adjusted life years (DALY) data from the Global Burden of Disease database and 2012 
economic indicators from the World Bank; excluding associated revenue or taxes; including lost productivity due to 
disability and death, direct cost, e.g., for health care, and direct investment to mitigate; GDP data on purchasing power 
parity basis.

2 Based on historical development between 1990 and 2010 of total global DALYs lost (Global Burden of Disease).
3 Includes military budget. 
4 Includes functional illiteracy.
5 Includes associated crime and imprisonment.
6 Includes sexually transmitted diseases. Excludes unwanted pregnancies.
7 Excludes lost time to access clean water source.

Estimated annual global direct economic impact and investment to mitigate 
selected global burdens, 20121
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The McKinsey Global Institute (MGI) has studied 74 interventions to address 
obesity in 18 areas that are being discussed or piloted somewhere around 
the world (see Table E1 at the end of this executive summary). We conducted 
a meta-analysis of research available. Of the 74 interventions, we were able 
to gather sufficient evidence to estimate what might be the potential cost and 
impact of 44 interventions. On the basis of this analysis, we have developed a 
perspective on what it might take to start to reverse rising obesity prevalence in a 
developed market. 
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2.2.5. Coût du diabète 

2.2.5.1. En France 

2.2.5.1.1. Données de l'étude ENTRED 

Une grande étude nommée ENTRED a été menée entre 2007 et 2010 en France (métropole et 

départements d'outre-mer) sur 10 705 patients traités par des médicaments antidiabétiques 

[187]. Les objectifs de cette étude sont multiples, dont l'estimation du coût des soins liés au 

diabète. Les coûts portaient sur le remboursement des soins ambulatoires (honoraires 

médicaux, kinésithérapie, soins infirmiers, biologie, pharmacie, dispositifs médicaux, 

transport et autres dépenses de médecine de ville) et des soins hospitaliers (hospitalisation en 

établissements publics ou privés anciennement sous dotation globale et établissements privés, 

y compris les honoraires). 

En 2007, tous diabétiques confondus, le remboursement moyen annuel était estimé à 5 300 

euros par personne (4 890 euros pour les diabétiques de type 2) ; 10% des patients 

concentraient 50% des remboursements et un tiers concentraient 80% des remboursements, ce 

qui correspondait à un remboursement moyen inférieur à 600 euros pour le 1er décile et 

respectivement de 9 300 et 25 000 euros pour les 9e et 10e déciles. De plus, le montant des 

remboursements augmentait avec l’âge, atteignant 8 700 euros chez les personnes de 85 ans et 

plus.  

Le montant total des remboursements aux personnes diabétiques traitées 

pharmacologiquement, extrapolé à tous les régimes de l’Assurance maladie et à la France 

entière était estimé à 12,5 milliards d’euros en 2007. L’hôpital représentait le plus gros poste 

de dépenses, soit 37% des dépenses totales (4,7 milliards d’euros en 2007). Les médicaments 

représentaient 27% des dépenses totales (3,4 milliards d’euros), suivis des soins infirmiers 

(8,4%), des honoraires médicaux (7,8%), des dispositifs médicaux (7,7%), des transports 

(2,9%), de la biologie (2,8%) et des dentistes (1,0%).  

2.2.5.1.2. Données de l'Assurance maladie 

L'assurance maladie a publié un état des lieux sur les médicaments remboursables en 2009 

[188]. Ce document est fondé sur les données du régime général en France métropolitaine 

hors sections locales mutualistes, soit environ 80% des médicaments remboursés. Il indique 

que le montant remboursé des antidiabétiques a augmenté de 5,9% en 2009 par rapport à 

2008, pour atteindre 716,9 millions d’euros. La croissance du nombre de prescriptions 
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(+4,9%) correspondrait d’une part à l’évolution de la maladie et d’autre part à un effet de 

structure44 très élevé (+7,7%), partiellement compensé par des baisses de prix (-4,5%), le 

développement des génériques (-1,6%) et les conditionnements trimestriels (-1,%).  

L’effet de structure est principalement lié au développement des analogues du GLP-1, des 

inhibiteurs de la DPP-4 et des associations fixes à base de ces classes thérapeutiques. Parmi 

les insulines, le développement des analogues lents de l’insuline explique également la 

croissance des dépenses [187].  

2.2.5.1.3. Données de l'Inspection générale des affaires 

sociales 

Dans un rapport publié en 2012 [189], l’Inspection générale des affaires sociales estime que 

les nouveaux médicaments antidiabétiques (glitazones, inhibiteurs de la DPP-4 et analogues 

du GLP-1) représentent 15% des traitements prescrits et environ 50% des dépenses 

d’assurance maladie de médicaments antidiabétiques hors insuline. Il est aussi décrit dans ce 

rapport que les prescripteurs français se dirigent plus que les autres prescripteurs européens, 

vers des nouvelles molécules au détriment des anciennes molécules génériquées. 

Un autre rapport publié en 2010 [190] sur la maîtrise des dépenses des dispositifs médicaux, 

indique les montants remboursés en 2009. Pour les consommables et les matériels 

d’autocontrôle du diabète, leurs coûts étaient respectivement de 334,2 millions d’euros (+ 

23,1% par rapport à 2006) et de 27,9 millions d’euros (+22,0%). Le coût des consommables 

pèse plus de dix fois celui des matériels d'autocontrôle, cela s'explique par leur utilisation qui 

peut être de plusieurs fois par jour et non réutilisable. Par exemple, les bandelettes (coût 

estimé entre 0,32 à 0,80 € l’unité) sont utilisées au moins quatre fois par jour [191] ; sachant 

qu'en 2009, 1 003 821 patients diabétiques ont été remboursés d’un dispositif d’auto-mesure 

de la glycémie, cela représente une forte dépense. De plus, le traitement complet d'un patient 

diabétique ne se limite pas seulement à des bandelettes, mais à un ensemble de médicaments 

et dispositifs médicaux. 

Toutes les données précédentes ne sont pas actualisées de 2015, les coûts du diabète sont donc 

encore plus élevés car depuis les dix dernières années, le nombre de personnes traitées pour 

un diabète a augmenté en moyenne de 5%/an [192]. D'ailleurs pour financer et subvenir aux 

besoins des coûts des traitements des maladies encourues, une loi, vulgairement appelée "taxe 

                                                             
44 L’effet structure correspond au déplacement de la prescription vers des traitements plus coûteux.  
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sucre" a été mise en place en 2012 [193]. Concernant les boissons contenant du sucre ajouté, 

cette loi instaure une contribution aux coûts de la prise en charge du diabète45. 

2.2.5.2. Dans le monde 

De nombreux pays sont touchés par la "pandémie" de diabète et cela représente un coût 

s'élevant à des milliards de dollars. Aux États-Unis d'Amérique, le coût direct du diabète et de 

ses complications a été de 44 milliards de dollars en 1997 [181] et de 245 milliards de dollars 

en 2012 [194]. L'OMS a également estimé les coûts pour d'autres pays comme l'Argentine, le 

Brésil et le Mexique dont les dépenses s'élèvent respectivement à 0,8, 3,9 et 2,0 milliards de 

dollars. Ces derniers chiffres sont beaucoup plus faibles que ceux observés aux États-Unis 

d'Amérique, mais ils s'élèvent à mesure que la prévalence du diabète augmente, notamment au 

Brésil [176] [177]. 

D'après des études en Inde, une famille indienne à faible revenu dont un membre adulte 

souffre de diabète consacre 25% de ses ressources à la prise en charge du malade. Aux Etats-

Unis d'Amérique, ce chiffre est de 10% pour les familles ayant un enfant diabétique. De 

manière générale, les coûts directs du diabète représentent entre 2,5 et 15% des budgets 

annuels de santé, selon la prévalence locale et la sophistication des traitements disponibles 

[181]. 

Les coûts indirects du diabète, plus difficilement estimables, seraient beaucoup plus élevés 

(en %) que les coûts directs dans les pays en développement selon l'OMS [181]. Par exemple, 

sur 25 pays d'Amérique latine, le coût de la perte de productivité serait cinq fois supérieur à 

celui des soins. En effet, leur accès au soin est moindre par rapport à des pays plus riches, 

donc il y a moins de dépenses directes ; mais en contrepartie il y a plus de complications car 

la pathologie n'est pas traitée, ce qui entraine une diminution d'activité (perte de revenus) et 

donc un coût indirect important. 

2.2.6. Le marché de la stévia 

2.2.6.1. La solution apportée par les édulcorants 

Face à ces deux pathologies d'envergure mondiale que sont l'obésité et le diabète, il semble 

urgent de trouver des solutions pour limiter leur propagation. Plusieurs facteurs sont 

responsables de ces deux pathologies, tel que la sédentarité, la diminution de l'activité 

physique, le niveau socio-économique ou encore, et particulièrement, l'alimentation. En effet, 

                                                             
45 Des lois similaires ont été mis en place dans d'autres pays comme la Finlande et la Bulgarie. 
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ce dernier joue un rôle principal puisque c'est la source de l'apport énergétique (glucides, 

lipides et protéines).  

En s'intéressant aux glucides et plus précisément aux sucres rapides  (responsables communs 

entrants dans les deux pathologies), une des solutions pouvant être apportée est de diminuer 

son apport. Toutefois, en plus d'apporter des calories, les sucres rapides offrent à l'organisme 

un certain plaisir, qui peut se transformer en une addiction chez l'individu. Les industriels de 

l'agro-alimentaire l'ont compris et n'utilisent pas seulement ces sucres pour la texture, la 

conservation ou le goût de leurs produits, mais également pour le rôle addictif qu'ils 

procurent. C'est pour toutes ces fonctions qu'ils sont retrouvés dans de nombreux produits 

alimentaires. 

Depuis plusieurs années et encore plus aujourd'hui, une partie de la population mondiale a 

pris connaissance des problèmes d'obésité et de diabète et souhaite modifier son alimentation. 

Pour répondre à cette nouvelle demande, les industriels ont le choix de : 

! diminuer ou supprimer la part de sucre ajouté dans leur produit, au 

détriment du goût, 

! substituer le sucre ajouté par des édulcorants moins ou non caloriques, sans 

modification du goût du produit. 

Face à la demande de la population et à l'enjeu sanitaire, les édulcorants se présentent comme 

une solution contre l'obésité et le diabète. Ces problèmes étant retrouvés à travers le monde, la 

commercialisation d'un édulcorant répondant aux critères attendus représente un enjeu 

économique de taille. C'est pourquoi il existe de nombreux édulcorants ayant chacun des 

caractéristiques particulières [167] [170] [195]. 

2.2.6.2. Les différents édulcorants 

Il a été décrit dans la partie 1.1 (Qu'est ce qu'un édulcorant ?), les types d'édulcorants 

disponibles tels que les édulcorants de masse et les édulcorants intenses. Aujourd'hui, il est 

autorisé dans l'Union Européenne, pas moins de 20 édulcorants différents [88] [196] (Tableau 

24). Les derniers entrés en vigueur sont les glycosides de stéviol (2011) ou encore 

l'advantame (2014). 

Ces édulcorants peuvent être utilisés dans les denrées alimentaires seuls ou mélangés à 

d'autres édulcorants. Il n'est pas rare d'observer des associations d'édulcorants dans 

l'alimentation. 
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Tableau 24 : Référence et nom des édulcorants autorisés en France [88]  [168]  [196] . 

Référence Nom 
E420 (i) et (ii) Sorbitol et sirop de sorbitol 
E421 Mannitol 
E950 Acésulfame de potassium 
E951 Aspartame 
E952 (i), (ii) et (iii) Acide cyclamique et ses sels de Na et de Ca 
E953 Isomalt 
E954 (i), (ii), (iii) et (iv) Saccharine et ses sels de Na, K et Ca 
E955 Sucralose 
E957 Thaumatine 
E958 Glycyrrhizine 
E959 Dihydrochalcone de néohespéridine 
E960 Glycosides de stéviol 
E961 Néotame 
E962 Sel d'aspartame-acésulfame 
E963 Tagatose 
E965 (i) et (ii) Maltitol et sirop de maltitol 
E966 Lactitol 
E967 Xylitol 
E968 Érythritol 
E969 Advantame 

Note: l'alitame (E956) et le sirop de polyglycitol (E964) ont été interdit à la commercialisation sur le sol européen. 

À côté des édulcorants cités ci-dessus, il existe des produits sucrants pouvant être utilisés afin 

d'apporter un goût sucré. Ils ne sont pas considérés comme des additifs alimentaires, mais 

comme des ingrédients à part entière. Nous retrouvons dans cette catégorie, le glucose, le 

fructose, le miel, le sirop d'érable, l'inuline et bien d'autres. 

2.2.6.3. Le marché de la stévia et des édulcorants 

2.2.6.3.1. Aspect portefeuille 

Un édulcorant a une seule propriété : apporter une saveur sucrée à un aliment. Malgré cette 

unique propriété, il en existe beaucoup. S'il y en a autant en circulation, c'est que le marché 

est demandeur. En effet, face au contexte sanitaire mondial (2. Données épidémiologiques et 

économique sur l'obésité et le diabète), il est urgent de trouver un édulcorant capable de 

répondre aux besoins de chacun. Idéalement, ce serait un édulcorant peu coûteux, non 

calorique, facilement et rapidement produit, stable dans le temps et à la chaleur, sûr et sans 

arrière goût (similaire à celui du saccharose). Un tel édulcorant existe dans le commerce, par 

exemple l'acésulfame de potassium [88] [197] ; cependant un dernier critère entre en jeu, c'est 

le caractère naturel. Depuis quelques années, un nouveau besoin s'est formé dans la 

population, celui de se tourner vers une alimentation plus "verte", c'est-à-dire plus naturelle, 

subissant moins de transformation et sans ajout de composants issus de la chimie de synthèse. 

La stévia, plus précisément les glycosides de stéviol, s'ancrent dans cette catégorie. Les 
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glycosides sont considérés comme des "édulcorants d'origine naturelle" car ils ne sont pas 

obtenus par synthèse chimique, mais par extraction des feuilles de stévia. 

Malgré les nombreux critères d'attente que remplie la stévia, elle ne répond pas entièrement à 

la demande ; elle possède un arrière goût amer et de réglisse qui ne convient pas à tous et 

dirige de nombreuses personnes vers d'autres édulcorants. C'est la raison pour laquelle les 

industriels de la stévia tentent de masquer ce goût. 

Il existe plusieurs voies exploitables de masquage de l'amertume, comme fabriquer des 

extraits plus purs ou se tourner vers des glycosides de stéviol mineurs. Actuellement, la voie 

la plus répandue est d'établir un mélange saccharose-stévia. Par exemple, en 2010, l'entreprise 

PureCircle s'est associée à une entreprise du sucre nommée NordZucker (sous le nom de NP 

Sweet), pour créer un mélange saccharose-stévia [198]. Ce mélange est intéressant pour 

dissimuler l'arrière goût de la stévia, de plus cela propose une alternative aux denrées "tout 

sucre" ou "zéro calorie". Mais d'un point de vue de santé publique, le produit final contient 

une part de saccharose non négligeable, qui constitue un apport calorique et entretient des 

pathologies type obésité et diabète. 

Une solution de masquage pourrait venir d'un nouveau glycoside de stéviol ayant obtenu le 

statut GRAS récemment : le rébaudioside M ou encore appelé rébaudioside X [199]. D'après 

Prakash et al. [55], il serait plus intéressant d'un point de vue gustatif. Comparé au 

rébaudioside A, il apporterait un goût légèrement plus sucré et beaucoup moins amer (Figure 

33). De plus, le rébaudioside M associé au rébaudioside A, B, ou D (à concentration de 3:1 à 

6:1) ou à l'érythritol (100:1 à 50:1), offre un profil gustatif encore plus intéressant (Figure 34). 

 

Figure 33 : Comparaison des attributs sensoriels du rébaudioside A et du rébaudioside M dans l'eau 

(gauche) et dans de l'eau acidifiée (droite) [55] . 
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Table 2. Iso-sweet solutions of rebaudioside A (1) and rebaudioside M (7) in water. 

Solutions (%) (%) 
Water 99.95 99.95 

Rebaudioside A 97 (dry basis) 0.0510 g  
Rebaudioside M (dry basis)  0.0423 g 

Figure 5. Comparison of sensory attributes of rebaudioside M (Reb M) (7) and 
rebaudioside A (Reb A) (1) in water (A). Comparison of sensory attributes of rebaudioside 
M and rebaudioside A in acidified water (B). 

 

To expand the descriptive taste profile of rebaudioside M (7) a set of trained panelist (Section 2.4) 
examined 10% sucrose, aspartame at 531 mg/L, and rebaudioside M at 563 mg/L in water at 4 °C. 
Unlike other steviol glycosides including rebaudioside A (1), trained descriptive panel did not detect 
any significant bitter or licorice off taste when evaluated rebaudioside M in water at approximately 
10% SE levels (Figure 6). Rebaudioside M had a slightly more intense sweet aftertaste then aspartame. 
Based on our study rebaudioside M and aspartame have similar high potency sweetener profiles. 

Sweetness temporal profiles demonstrate changes in perception of sweetness over time. This 
property is a key to a sweetener’s utility in foods and beverages, and is complementary to its flavor 
profile. Every sweetener exhibits a characteristic Appearance Time (AT) and Extinction Time (ET). 
Most high-potency sweeteners, in contrast to carbohydrate sweeteners, display prolonged ET. This can 
be beneficial in some products such as chewing gum, where prolonged sweetness is desirable.  

With these samples in hand panelist examined the AT and ET of the three sweeteners described in 
Figure 6. The sweetness temporal profiles of aspartame at 531 mg/L, rebaudioside M at 563 mg/L, and 
sucrose at 10% in water at room temperature were compared over a period of 3 min (samples were 
swallowed at 5 s). The AT maximum was the shortest for sucrose, slightly longer for aspartame  
and longest for rebaudioside M. The ET was longest for rebaudioside M, followed by aspartame and 
then sucrose. 
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Figure 34 : Comparaison des attributs sensoriels de différents mélanges composés de rébaudioside M, 

(gauche) comparaison rébaudioside M au M+A et M+D ; (droite) comparaison rébaudioside M à 

différentes concentrations de mélange rébaudiosides M+B ; (bas) comparaison rébaudioside M à 

différentes concentrations du mélange rébaudiosides M+érytritol [55] . 

2.2.6.3.2. Estimations économiques 

D'un point de vue économique le marché du "goût sucré" représenterait environ 80 milliards 

de dollars. Ce marché est réparti en trois catégories : le sucre (82%), le sirop de fructose (9%) 

et les édulcorants intenses (9%) [200]. Ce marché est en expansion, sauf pour le sucre 

(largement majoritaire sur le marché) qui tend à diminuer sa part de vente au profit des 

édulcorants. 

Suite à une controverse sur certains édulcorants46 et une attirance pour des produits naturels 

non caloriques, les parts cédées par le sucre se répercuteraient sur la stévia. Selon l'OMS, la 

stévia pourrait remplacer d'ici quelques années, 20% du sucre, soit un potentiel de plusieurs 

milliards de dollars [198] [200]. 

                                                             
46 Principalement l'aspartame. 
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Figure 7. Sensory profile of di-blends of rebaudioside M (7) and rebaudioside A (1) or 
rebaudioside D (4) in acidified water. 

 

Figure 8. Sensory profile of di-blends of rebaudioside M (7) and rebaudioside B in 
acidified water. 

 

The taste description of rebaudioside M and erythritol is displayed in Figure 9 based on the average 
response from sensory panelists that tasted the acidified solution di-blend. The blend with erythritol 
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helps in reducing acidity, bitterness, astringency and bitter lingering. At a higher level (above 1%,  
100 ppm) erythritol contributes additional sweetness, rounded sweet profile and earlier onset. 

Figure 9. Sensory profile of di-blends of rebaudioside M (7) and erythritol in acidified water. 

 

Rebaudioside M (7) can be used as a single sweetener system in sparkling beverages and commonly 
employed in blends with a number of sweeteners. A wide range of both non-caloric and caloric 
sweeteners are suitable partners for rebaudioside M. This work illustrates a few of the possibilities for 
di-blend non-caloric sweeteners and how they alter sensory attributes. In addition, a blend where 
rebaudioside M contributes 20%–80% of the sweetness, and sucrose provides the rest, exhibits flavor 
and temporal profiles very close to that of sugar (short AT). Such blends of natural sweeteners offer  
(i.e., rebaudioside M and sucrose) substantial energy reduction over sucrose alone. Sweet tasting 
amino acids such as glycine, alanine, glutamine, proline and serine as well as salts such as sodium 
chloride and potassium chloride also improve the taste of rebaudioside M [21]. These blends also 
permit the formulations of good-tasting, natural, blended sweetener systems with lower energy content 
than carbohydrate sweeteners alone. 

3.3. Food Application 

The functionality and stability of rebaudioside M (7) were demonstrated with a three-dimensional 
food matrix model representing the intended conditions of use in foods [34]. Based on experience with 
rebaudioside A (1), the key factors likely to affect rebaudioside M stability in product were considered 
to be product moisture, process temperature, and product pH. 

Products comprised of carbonated beverages, still non-alcoholic beverages, table-top sweetener 
formulations, chewing gum and yogurt. All products were packed, stored (mostly at 25 °C and  
60% relative humidity) and evaluated at intervals using both chemical (HPLC) and sensory analyses.  
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Le cabinet Zenith International, a évalué les ventes mondiales de stévia47 à 4 670 tonnes en 

2014 (Figure 35), soit une augmentation de +14% par rapport à 2013 et de +33,5% par 

rapport à 2010 [201] [202]. Cette augmentation des ventes est expliquée par l'obtention du 

statut GRAS des glycosides de stéviol en 2008 et leur autorisation aux États-Unis d'Amérique 

(2008) [91], dans l'Union Européenne (2011) [46] et au Canada (2012) [203]. Les ventes 

devraient encore progresser avec l'entrée récente de la stévia sur le marché de l'Inde et de 

l'Indonésie [204]. 

Zenith International estime qu'en 2016, les ventes de stévia s'élèveront à 6 250 tonnes, et à 7 

150 tonnes en 2017 ; ce qui représenterait des valeurs de 490 et 578 millions de dollars 

respectivement [201] [202]. 

 

Figure 35 : Évolution des ventes mondiales de stévia, 2008-2013 [44]  [201]  [202] . (En vert) données réelles 

; (En rouge) estimations. 

De 2009 à 2013 dans le monde, le nombre de produit contenant de la stévia a augmenté 

chaque année. Selon l'analyste BASCH [205] cette augmentation serait presque de 57% 

annuellement (Figure 36). Toutefois, de nombreuses estimations sont retrouvées concernant la 

quantité en circulation. En 2013, ces estimations varient de 1 100 à 1 600 produits retrouvés 

[205] [206]. Certains parlent même de plus de 6 000 produits, comprenant médicaments, 

nourriture et boissons [200]. Ce dernier chiffre semble être relativement élevé contrairement 

aux estimations précédentes. 

Il est retrouvé parmi ces produits : céréales, barres énergétiques, jus de fruit et 

majoritairement des boissons de type soda [206]. 

                                                             
47 Comprenant des extraits bruts et des produits purs [201]. 
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Figure 36 : Évolution du nombre de produits contenant des glycosides de stéviol dans le monde [205] . 

2.2.6.3.3. Acteurs économiques 

Le marché du "goût sucré" étant évalué à 80 milliards de dollars [200], il est compréhensible 

que de nombreuses entreprises s'y intéressent. En ajoutant que la stévia a gagné en attractivité, 

beaucoup d'entreprises se sont lancées dans sa production ou son utilisation. Le tableau 26 

présente les entreprises productrices de glycosides de stéviol dans le monde. Parmi ces 

entreprises, une grande partie se situe en Asie et notamment en Chine (plus de 400 

entreprises). Cette forte proportion d'entreprises asiatiques vient du fait que des pays comme 

la Chine et le Japon interdisent l'usage de produits à base d'édulcorants de synthèse, ce qui fait 

que la stévia s'impose comme une alternative [207]. D'ailleurs, au Japon, la stévia est utilisée 

dans l'alimentation depuis plus de 40 ans [200]. 

La Chine est leader dans la production et l'extraction des glycosides de stéviol avec 80% de la 

production mondiale. Les États-Unis d'Amérique et le Japon quant à eux, sont les leaders de 

la consommation, avec environ 60% d'absorption de la production mondiale [208]. Ce dernier 

chiffre est également retrouvé dans une estimation de Zenith International (Tableau 25). 

Tableau 25 : Évolution du marché mondial de la stévia en fonction de la localisation géographique [201]  

[209] . 

Découpage géographique Marché en 2010 (%) Marché en 2013 (%) 
Asie (Pacifique) 36 33 
Amérique du Nord 30 30 
Amérique du Sud 24 25 
Europe 9 11 
Autres 1 1 
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Tableau 26 : Classement géographique, non exhaustif, des entreprises productrices de glycosides de stéviol 

dans le monde en 2013 [44] . 

Continent Pays Nom des entreprises 

Afrique Afrique du Sud Globaltrade 
Cameroun Che and Sons 

Amérique du Nord 

Canada Ferlow Brothers 

États-Unis d'Amérique 
NuSci Institute 
Daimoku Power 
PharmBrand USA LLC 

Amérique du Sud 

Argentine QuFu Natural Green Project Co. 
Brésil Stevia Comercial Exportadora 

Paraguay SteviaLand International 
Agrolife 

Asie 

Chine 

Shandong Shengwang Group Pharmaceutical 
Ganzhou Julong High-tech Industrial Co. 
GLG Life Tech Corp. 
Ministry of Ningbo Dekang Biochem Co. 
et plus de 400 autres entreprises 

Corée du Sud 

KOTRA 
Daepyung 
Ginseng Korea 
Macrocare Tech  

Inde 
Golden Trees Bio Tech Pvt. Ltd. 
Biosweet Ventures 
GoGreen Pvt. Ltd.  

Japon 
Morita Kagaku Kogyo Co. 
Tokiwa Phytochemical Co. 
Tama Biochemical Co.  

Singapour Allspices (SG) pte Jal Innovation (s)  
Taiwan Kasmac Industries Co. 

Europe 
Allemagne 

B&S Naturwelten UG 
Mangostan-Gold 
Eco-Nature 

Belgique Plant and Warmth 
Pologne PHZ Libra Trade Lukasz Kirzynski Agrol  

Océanie Australie Lancer Biomed Pvt. Ltd. 
 

D'après les résultats présentés dans le tableau 25, le marché de l'Amérique du Nord reste 

stable, tandis que l'Europe a gagné 2%. La raison de cette progression vient de la nouvelle 

autorisation de circulation des glycosides sur le sol européen en 2011. En 2009, l'Europe avait 

émis une autorisation (avec réévaluation en 2011) des glycosides de stéviol en tant 

qu'édulcorant [171], mais à cette période la stévia suscitait quelques réticences ; depuis la 

réévaluation, les suspicions se sont dissipées et le marché a grimpé. La diminution de 3% de 

l'Asie ne provient pas d'une diminution de l'attirance pour la stévia, mais du fait que d'autres 

régions se sont mises rapidement à demander de la stévia. Malgré cette perte, le marché 

asiatique se porte bien car les quantités de stévia sont en expansion chaque année (Figure 35). 

L'Amérique du Sud pèse lourd dans le marché en se situant à la troisième place. Cette forte 
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consommation de stévia provient en partie du Brésil car l'utilisation d'édulcorants de synthèse 

est interdite [207]. 

2.2.6.3.4. Investissements et associations 

Les entreprises de la stévia peuvent être divisées en trois catégories, de manière successive : 

! les producteurs de stévia, 

! les producteurs de glycosides de stéviol, 

! les distributeurs de produits finis. 

Une collaboration existe entre les différents acteurs car les distributeurs ont besoin des 

producteurs de glycosides de stéviol, qui eux ont besoin des producteurs de stévia. À ce jour, 

la demande en glycosides de stéviol est tellement forte que certains distributeurs s'associent 

avec des producteurs (client exclusif) ou que des distributeurs créent leur propre branche de 

production. Par exemple, le géant Coca-Cola company s'est associé avec BU afin de 

développer de nouvelles boissons, moins caloriques à base de stévia. C'est également le cas 

d'une autre firme de boisson, PepsiCo qui s'est associée à Senomyx [205]. 

Il arrive également que les groupes agro-alimentaires financent la recherche pour obtenir de 

meilleures variétés ou de meilleurs procédés d'obtention de glycosides de stéviol ; c'est le cas 

en 2013 du groupe Cargill Inc. qui a investi 5,3 millions de dollars dans les techniques de 

fermentation de stévia, en partenariat avec Evolva Holding [208]. 

En 2011, l'International Stevia Council a lancé un programme de standardisation de 

fabrication d'extrait de stévia nommé Proficiency Testing Program, dans le but de faciliter au 

plus grand nombre la production de glycosides de stéviol. Ce programme se concentre sur la 

qualité et les méthodes analytiques [198]. 

2.2.6.3.5. La stévia en France 

La France, grand pays culinaire, est attirée par ce nouvel édulcorant d'origine naturelle qu'est 

la stévia. Entre 2009 et 2012, ses ventes ont représenté plus d'un tiers du marché des 

édulcorants de table [210]. Toutefois, en matière de plantation, la France ne connait pas 

encore de réelles cultures de stévia. Nous en retrouvons dans les départements de l'Hérault, du 

Lot-et-Garonne et du Tarn. Ces cultures, lancées en 2011, sont encore au stade 

d'expérimentation afin de maitriser la croissance de la plante dans des conditions climatiques 

françaises, plus précisément les climats océaniques et continentaux. Dans le but de développer 

et sélectionner une variété de stévia compétitive, une collaboration entre la filière Aquitaine 
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Stevia Innovation et l'institut national de recherche agronomique (INRA) a été réalisée [207] 

[211]. 

 

Le retard dans la culture de la stévia fait qu'aujourd'hui, 100% de la stévia commercialisée en 

France provient d'importation. En revanche, côté production d'extraits de stévia, il n'y a pas de 

retard. Des entreprises françaises se sont formées dans l'extraction des glycosides de stéviol, 

telles que Stevia Natura ou Proviasud. Ces entreprises ont l'avantage d'offrir ces glycosides 

avec une traçabilité aux normes Européennes ; plus claire que certains pays n'ayant pas la 

même législation en terme de qualité. 

Les capacités industrielles françaises n'étant pas capable de concurrencer, à grande échelle, les 

groupes internationaux, des fusions ont été réalisées. Par exemple, l'entreprise française Stevia 

Natura a décidé de fusionner avec l'entreprise Stevia International Europe. Cette fusion a 

pour objectif de devenir n°1 du secteur en Europe, tant au niveau de la production de 

glycosides de stéviol, qu'au niveau de sa commercialisation [212]. 

Des industriels du sucre, observant les nouvelles exigences du marché en matière 

d'édulcorants, s'associent avec des groupes produisant et commercialisant la stévia. C'est le 

cas de l'entreprise sucrière française Tereos qui s'est associée en 2010 à PureCircle, leader 

mondial de la stévia (production et commercialisation) [198]. 

2.2.6.3.6. Abus et confusion 

La Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes 

(DGCCRF) a constaté que des promoteurs de S. rebaudiana confondaient la plante et les 

molécules qui en sont extraites, en utilisant les éléments concernant les extraits pour défendre 

la plante, et vice versa. Or, les conclusions applicables à l’une ne sont pas automatiquement 

applicables à l’autre car ces deux produits sont bien différents. Le public n’étant pas toujours 

averti qu’il existe deux types de produits, et il en découle beaucoup de confusion [29]. 

Il ne faut également pas confondre les stéviosides et les glycosides de stéviol. Les glycosides 

de stéviol comprennent un ensemble de molécules dont le stévioside fait partie. Tout comme 

la confusion précédente, il ne faut pas automatiquement associer les conclusions de l'un à 

l'autre. 
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En Conclusion 

Les pathologies comme l'obésité et le diabète sont de plus en plus nombreuses en France et 

dans le monde, engendrant des coûts de traitement de plus en plus élevés. Consommé en trop 

grande quantité, le saccharose apparait en ligne de mire de ces fléaux et la population 

commence à en prendre conscience. 

Les autorités ont également observé cette tendance ; elles agissent dans le bon sens en 

autorisant la circulation d'édulcorants non caloriques et en mettant en place des limitations à 

l'usage du sucre (publicité, taxes). 

Les industriels du sucre et des édulcorants s'adaptent en fonction de la demande de la 

population, des données de santé et de la législation en vigueur. Ils suivent de près ces 

paramètres car ils influent directement le marché du "goût sucré". Étant un marché à fort 

enjeu financier de nombreuses entreprises se sont lancées dans la course à l'édulcorant idéal. 

Il y a donc beaucoup d'investissements et de recherches dans ce domaine. Des associations, 

fusions et autres collaborations sont nombreuses dans le but de répondre à la demande. 

Sans discréditer les autres édulcorants, les glycosides de stéviol extraits de la stévia semblent 

être un bon candidat pour répondre à la plus large demande (industriels de l'agro-alimentaire, 

consommateurs). Leur gain d'attractivité provient principalement de leur origine qui n'est pas 

synthétique, mais naturelle. Bien qu'ils offrent un intense goût sucré, ils diffèrent de celui du 

saccharose par un arrière goût amer, de réglisse. Les glycosides de stéviol ne peuvent donc 

pas se substituer intégralement au saccharose sans apporter un goût supplémentaire. Les 

industriels tentent de masquer cet arrière goût (mélange saccharose - glycosides de stéviol) ou 

de le supprimer (sélection de glycoside(s) de stéviol dépourvu(s) d'arrière goût), mais à ce 

jour la seule méthode efficace est le masquage. 
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THÈSE SOUTENUE PAR : Jonathan LESNIAREK 

 

TITRE : Stevia rebaudiana B. : Réels enjeux de santé publique ou campagne marketing ? 

 

CONCLUSION 

 

La stévia (Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni) possède un pouvoir sucrant, non par un seul 

composé, mais grâce à un ensemble de molécules : les glycosides de stéviol. Ils possèdent une 

structure commune constituée d'un noyau stéviol et diffèrent au niveau des unités osidiques. 

Ils possèdent de nombreux avantages tels qu'un indice glycémique de zéro, soit un apport nul 

en glucides et en calories et un fort pouvoir sucrant. Ils représentent une solution aux 

pathologies liées au sucre. 

D'abord autorisés en France en 2009, puis dans toute la zone Euro en 2011, ils sont référencés 

en tant qu'édulcorant sous le numéro E960 et sont soumis aux réglementations européennes 

n°1131/2011 et 231/2012 qui encadrent son usage dans les denrées alimentaires et sa 

composition. Pour obtenir ce statut, les glycosides de stéviol ont du faire l'objet d'études 

poussées, notamment au niveau toxicologique. Ces études sont nombreuses et la majorité 

d'entre elles concluent à une innocuité des glycosides de stéviol. Ils ont également obtenu le 

statut de GRAS (Generally Recognized As Safe) par l'USFDA. Toutefois, ces études ont été 

soumises à controverse dans certains cas précis. 

Les études pharmacologiques sur les extraits de stévia révèlent la présence d'activités 

anticariogène, antioxydante et antimicrobienne. Une activité antihypertenseur serait 

également présente mais seulement chez les individus hypertendus. Une activité 

antidiabétique ne peut pas être affirmée car les études sont contradictoires, bien que les plus 

récentes sont en faveur de ce potentiel. Enfin, les activités anti-inflammatoire et 

anticancérigène sont existantes, non lors d'une alimentation mais sous une forme 

d'administration particulière. À ce jour, en Europe, les glycosides de stéviol sont seulement 

utilisés en tant qu'additif alimentaire ; de nouvelles études sont nécessaires pour affirmer que 

la stévia a un avenir dans le domaine médical, en plus du domaine de l'agroalimentaire. 

Concernant l'impact sur l'obésité et le diabète, il n'y a pas de diminution de ces pathologies 

depuis la commercialisation des glycosides de stéviol. Seulement en circulation depuis 2011 

sur le sol européen, cette durée est supposée trop courte pour pouvoir observer des effets sur 

la population.  
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Au niveau financier, le marché de la stévia représente des milliards d'Euro, que ce soit à 

économiser pour le domaine public ou à bénéficier pour le domaine privé. Les coûts directs et 

indirects des pathologies liées à l'excès de sucre font que l'incitation dans la production et 

l'utilisation des glycosides de stéviol ne serait pas perdue. En effet, le traitement des 

pathologies liées à une surconsommation de sucre s'est élevé à 12,5 milliards d'Euro en 2007 

rien que pour le diabète en France, auxquels s'ajoutent tous les coûts indirects. 

L'attractivité des glycosides de stéviol provient principalement de son origine non 

synthétique. Toutefois, ce critère est commercial et non sanitaire car une substance d'origine 

naturelle n'est pas toujours meilleure pour la santé. En effet, le saccharose a une origine 

naturelle (cane à sucre, betterave), mais consommé en quantité excessive il devient néfaste. 

La stévia peut devenir encore plus intéressante si ses propriétés antidiabétiques ou autres sont 

avérées et représentera toujours une bonne alternative à une surconsommation de saccharose ; 

elle est donc attendue tant au niveau sanitaire qu'au niveau économique. 

Les édulcorants entretiennent l'attirance pour le goût sucré et donc la tentation d'un individu à 

continuer de se diriger vers des produits sucrés. La substitution du sucre par la stévia 

représente une des solutions, mais elle doit être complétée par une éducation de la population, 

une modification de l'alimentation, une activité physique et une responsabilisation 

personnelle. L'éducation et la baisse d'une consommation de sucre représentant une meilleure 

alternative que la substitution. 
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faciliter les fonctions d’élimination urinaire et digestive et selon la Commission E allemande 

pour soulager les spasmes gastro-intestinaux légers et la dyspepsie.  

La drogue est retrouvée sous forme de poudre, feuille pour tisane, extraits aqueux et hydro-

alcooliques. L’utilisation d’extrait éthanolique n’est pas recommandé car il contient une 

concentration potentiellement plus importante en ascaridole. 

Avant toute utilisation du boldo, il faudra s’assurer qu’aucune contre-indication n’est 

présente : obstruction des voies biliaires, maladies hépatiques sévères. L’utilisation chez les 

enfants, adolescents et chez  la femme enceinte et allaitante n’est pas recommandée. 
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Annexe 1 : Liste non exhaustive des composants chimiques présents dans les feuilles de 

Stevia rebaudiana [44]. 
 

Famille Composé Rendementa (%m) 
Diterpènes ent-kaurène Dulcoside A 0,03 

Rébaudioside A (Rébiana) 1,43 
Rébaudioside B 0,44 
Rébaudioside C (Dulcoside B) 0,4 
Rébaudioside D 0,03 
Rébaudioside E 0,03 
Rébaudioside F NDb 
Rébaudioside M (Rébaudioside X) NDb 
Stéviolbioside 0,04 
Stévioside 2,18 

Labdanes Austroinuline 0,06 
6-O-Austroinuline 0,15 
Jhanol 0,006 
Stérébine A 0,001 
Stérébine B 0,0009 
Stérébine C 0,0003 
Stérébine D 0,0004 
Stérébine E 0,002 
Stérébine F 0,003 
Stérébine G 0,0002 
Stérébine H 0,0002 

Flavonoïdes Apigénine 4'-O-glucoside 0,01 
Kaempferol 3-O-rhamnoside 0,008 
Luteoline 7-O-glucoside 0,009 
5,7,3'-Trihydroxy 3,6,4'-trimétoxyflavone 0,01 

Stérols Stigmastérol Trace 
Stigmastérol β-D-glucoside Trace 

Triterpènes Acétate de β-amyrine Trace 
Lupéol Trace 
Esters de lupéol Trace 

Autres composants 
organiques 

Chlorophylle A 0,00041 
Caroténoïdes 0,00007 
Pigments totaux 0,00075 
Tanins 7,8 

a : Le rendement est à titre indicatif, car il varie selon la culture, le type d'extraction... 
b : Non déterminé 
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Annexe 2 : Structure des 15 glycosides de stéviol - Figure 1 : Hétérosides possédant la partie 

aglycone stéviol - Figure 2 : Hétéroside ne possédant pas la partie aglycone identique au 

stéviol [58]. 
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characterization  was  achieved  on  the  basis  of      extensive 
spectroscopic data (1H & 13C NMR, COSY, HSQC, HMBC, MS, MS/MS) 
and in comparison with the data reported in the literature 5‐10, 15. The 

compound  numbers,  empirical  formulae  and  molecular  weights 
(adjusted  to  two  decimal  places)  of  the  reference  standards  are 
provided in Table 1. 
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Annexe 3 : Séquence des amorces pour l'analyse de la transcription et conditions PCR 

utilisées [69]. 

 

ADN complémentaire Amorces 
(F : sens normal, R : sens inverse) (5'-3') Conditions de la PCR 

SrDXS F : GATCTACAAAAGTTACCGGTTC  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (29 cycles) R: TCCTCTACGGTAAGTAAGACTTC  

SrDXR F : TTGAGCTATCTATCTCCAACAC  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (35 cycles) R: TATCTGTTCAGCAAGAAGAGTC  

SrMCT F : AGACAAGATTCTGTTTTTAGTG  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (30 cycles) R: GAGTTGTAACCTTGATGTTAGT  

SrCMK F : AATCTATATCGCAAGAAGACTG  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (31 cycles) R: CTTCCAGACATAAAAACAGAAT  

SrMDS F : GAGCCTGGATACCCTCTCATC  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (29 cycles) R: CCTCTTTATGCGGGCTTAACT  

SrHDS F : AAAAGGTTGATTGATGTAAGTAT  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (30 cycles) R: TAATAAGATACCATCTCCAAGTC  

SrHDR F : AAACAATTTGATGTCATTGATAA  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (30 cycles) R: GGTTCTTTCTACTAGTTTTCCAA  

SrIDI F : TATGAGTTACTCCTTCAGCAAC  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (31 cycles) R: AGGTAGTCAAGTTCATGTTCTC  

SrGGDPS F : AGTTCATGACGACCTTCCATGCA  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (40 cycles) R: ATATGAATATACTCCAAGTGGTC  

SrCPPS1 F : CGACTCGAGACAAGATATTACT  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (32 cycles) R: CTATAAAGGCTGTTATGTCCTC  

SrKS1-1 F : GAGAGAAGCTATATGGACAAGAG  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (33 cycles) R: GATGTCCTTCACAGTATCAAGA  

SrKO1 F : GTTGAAGGAGAAGAAACCTTAC  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (32 cycles) R: CAACATATAAGCTCTCCACATC  

SrUGT85C2 F : GAGAATCACTCTTGAGATCCAT  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (31 cycles) R: TAATACTAGGCTCCAACTCATC  

SrUGT74G1 F : CATGAACTGGTTAGACGATAAG  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (31 cycles) R: TTATTACTCCTCTTTCCTCCTC  

SrUGT76G1 F : AACGTCAGTCAAACCCAATG  94°C, 30 s, 55°C, 1 min; 72°C, 1 
min (30 cycles) R: CATAACAGCGAGCGGACCAT  
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Annexe 4 : Formule des acides aminés d'après [71]. 
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Introduction 

La production de protéines pour l’alimentation humaine, la définition du besoin en 
protéines, l’évaluation de leur qualité pour satisfaire les besoins de l’homme, et les 
conséquences des variations de l’apport protéique dans les régimes alimentaires sont des 
questions majeures de santé publique. 

Les protéines sont des macromolécules constituées d’un enchaînement d’acides aminés 
dont la séquence est dictée par le code génétique pour chacune d’elles. Les acides aminés 
utilisés pour la synthèse des protéines des organismes vivants sont au nombre 
de 20 (tableau 1). D’autres acides aminés sont présents dans les tissus mais ne sont pas 
utilisés pour la synthèse protéique. Les protéines peuvent subir des modifications post-
traductionnelles conduisant à la fixation d’autres composés sur la chaîne polypeptidique 
(glucides, lipides, métaux, phosphore, ...). Les protéines de l’organisme sont en 
renouvellement constant, l’équilibre dynamique entre la protéosynthèse et la protéolyse étant 
chez l’homme adulte de l’ordre de 250-300 g.j-1, soit 2,5 % environ de la masse protéique 
totale. Ces protéines sont impliquées dans toutes les grandes fonctions physiologiques 
(structure des tissus, activités enzymatiques, hormones, anticorps, ...). 
 

Tableau 1 : Formules des acides aminés  
d’après (FNB/IOM, 2002) 

Nom Symbole Structure 
 
Glycine 

 
Gly (G) 

Alanine Ala (A) 
 

Valine 
 

Val (V) 

Leucine 
 

Leu (L) 

Isoleucine 
 

Ile (I) 

Phénylalanine 
 

Phe (F) 

Tyrosine 
 

Tyr (Y) 

Tryptophane 
 

Trp (W) 

Sérine 
 

Ser (S) 

Thréonine 
 

Thr (T) 

Cystéine Cys (C) 
Méthionine 
 

Met (M) 

Proline 
 

Pro (P) 

Acide glutamique 
 

Glu (E) 

Glutamine 
 

Gln (Q) 

Acide aspartique Asp (D) 
Asparagine 
 

Asn (N) 

Lysine 
 

Lys (K) 

Arginine Arg (R) 
 

Histidine His (H) 
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Annexe 5 : Modèle général de l'homéostasie des acides aminés [71]. 
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III – Métabolisme protéinogène des acides aminés et 
métabolisme des protéines 

 
Le métabolisme des protéines intègre l’ensemble des processus régulant le métabolisme 

des acides aminés et le renouvellement des protéines corporelles. Les composants de ce 
métabolisme sont la synthèse protéique, la dégradation des protéines, l’utilisation des acides 
aminés dans les voies oxydatives ou comme précurseurs de composés azotés, la synthèse 
de novo des acides aminés non indispensables et l'apport alimentaire d'acides aminés 
indispensables et non indispensables. En outre, les protéines corporelles contenant 96 % de 
l’azote total corporel, le métabolisme de l’azote reflète principalement le métabolisme des 
protéines. Chez l’adulte en conditions d’apports alimentaires satisfaisants, ces flux sont 
équivalents et le bilan azoté est équilibré. Chez l’enfant en croissance, le bilan est positif du 
fait d’un dépôt progressif assurant le développement corporel. Dans certaines situations de 
stress ou d’infection, le bilan est négatif du fait d’une mobilisation amplifiée des réserves 
corporelles. Le contrôle du métabolisme protéinogène par les nutriments est aussi un 
déterminant du bilan ; il dépend des états physiologique et pathologique. Sa description chez 
des adultes jeunes ou en croissance sera complétée par le rappel des particularités 
observées chez les personnes âgées. 
 
1. Assimilation et utilisation métabolique des protéines et des acides aminés 
 

Chez l’homme adulte de 70 kg ingérant 80-100 g.j-1 de protéines, les protéines corporelles 
sont en renouvellement constant par l’intermédiaire des voies de synthèse et de dégradation 
protéique (Waterlow, 1995, Waterlow, 1996), à raison de 250 g.j-1 au moins (figure 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 22 :  Modèle général de l’homéostasie des acides aminés 
 

Les pertes d’acides aminés et d’azote se distribuent entre les pertes intestinales  
(25-30 %), les pertes par désamination oxydative des acides aminés entraînant 
majoritairement le transfert de l’azote sur l’urée et son élimination par voie urinaire  
(70-75 %), et les pertes diverses (desquamation, sueur, pertes gazeuses) (1-5 %). Les 
pertes intestinales indiquées sont plutôt des « destructions » d’acides aminés qui ne 
correspondent pas nécessairement à des pertes d’azote. L’azote fécal ne correspond qu’en 
partie à ces pertes (qui sont en général plus élevées), une fraction de l’azote des acides 
aminés se retrouvant dans l’urine. La part la plus grande des pertes d’azote se fait par voie 
urinaire (11-15 g.j-1 de pertes d’azote soit de l’ordre de 70-90 g.j-1 en équivalent de 
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Annexe 6 : Graphique 3D et surface de réponse montrant les effets de la température, du 

temps de contact et du débit sur la quantité de rébaudioside A extrait des feuilles de 

Stévia [83]. (a) Évolution du temps et de la température à débit optimal constant ; (b) 

Évolution du débit et de la température au temps optimal constant ; (c) Évolution du 

débit et du temps à température optimale constante. 
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Fig. 2. 3D and contour response surface plots of Stevioside showing the effects of temperature and time at constant optimum flow rate (4 ml/min) (a), effect of temperature
and  flow rate at constant time (45 min) (b), effect of time and flow rate at constant temperature (125 ◦C) (c).

penetration through the matrix as a result of more favorable mass
transfer properties. With the modification of the physicochemical
properties of water at elevated temperatures, the capacity of the
water to solubilize steviol glycosides was increased.

The effect of different combinations of temperature and flow
rate on the amount of rebaudioside A and stevioside yield while
keeping time constant at optimum value was investigated as well

(Figs. 1b and 2b). The maximum rebaudioside A and stevioside
contents were obtained by setting the time to 45 min  and tem-
perature to 125 ◦C. Figs. 1c and 2c depicts the effect of different
combinations of time and flow rate on the amount of rebaudioside
A and stevioside yields while temperature was constant at opti-
mum  value. The extraction time strongly depends on the extraction
temperature and the nature of the matrix and analytes [19]. Using
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Annexe 7 : Graphique 3D et surface de réponse montrant les effets de la température, du 

temps de contact et du débit sur la quantité de rébaudioside A extrait des feuilles de 

Stévia [83]. (a) Évolution du temps et de la température à débit optimal constant ; (b) 

Évolution du débit et de la température au temps optimal constant ; (c) Évolution du 

débit et du temps à température optimale constante. 
 

 
 

  

426 E. Yildiz-Ozturk et al. / J. of Supercritical Fluids 95 (2014) 422–430

Fig. 1. 3D and contour response surface plots of rebaudioside A showing the effects of temperature and time at constant optimum flow rate (4 ml/min) (a), effect of temperature
and  flow rate at constant time (45 min) (b), effect of time and flow rate at constant temperature (125 ◦C) (c).

0.202 × 10−6 m2/s at 125 and 150 ◦C, respectively. A typical self-
diffusion coefficient for a solute in water at 100 ◦C is of the order
of 8.492 × 10−9 m2/s, and this increases to 11.824 × 10−9 m2/s and
15.377 × 10−9 m2/s at 125 and 150 ◦C, respectively.

Increasing temperature from 100 ◦C to 125 ◦C also increased
stevioside and rebaudioside A yields (from 29.94 to 38.67 mg  ste-
vioside/g and from 24.65 to 35.68 mg  rebaudioside A/g) due to
improved diffusivity. Although steviol glycosides are termostable
and moderately polar compounds [10,15], when temperature was

increased to 150 ◦C, both stevioside and rebaudioside A yields
were considerably decreased to 5.83 mg/g stevioside and 5.76 mg/g
rebaudioside A which might be attributed to the extraction of
non-polar compounds at this temperature. Indeed, water under
subcritical conditions is reported to solubilize organic compounds
from polar at lower temperatures to nonpolar at higher tempera-
tures [11,20].

Consequently, the reduced viscosity and surface tension along
with improved diffusivity of water at 125 ◦C allowed better
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Annexe 8 : Influence de la polarité du solvant sur l'extraction du rébaudioside A à partir des 

feuilles sèches de Stevia rebaudiana variété ms007 et ms012 [95]. 

 

 

Solvant Indice de polarité 
Rendement en rébaudioside A 
(g/100 g feuilles sèches) 
ms007 ms012 

n-Hexane 0,1 0,007 -1 
éther 0,1 0,003 -1 
Acétone 100% 5,4 1,22 1,20 
Acétone 70% 6,5 1,40 1,35 
Éthanol absolu 5,2 1,81 1,72 
Éthanol 75% 6,2 1,53 1,46 
Éthanol 50% 7,1 1,20 1,11 
Méthanol absolu 6,6 1,84 1,72 
Méthanol 75% 7,2 1,70 1,59 
Méthanol 50% 7,8 1,42 1,35 
Eau 9,0 1,16 1,10 

1 Absence de formation de cristaux. 
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Annexe 9 : Description d'un procédé d'extraction des glycosides de stéviol au dioxyde de 

carbone supercritique et diagramme d'un montage [86] [100]. 
 

Pasquel et al. réalisent une extraction de ce type avec le montage ci-dessous : Tout d'abord, des feuilles de stévia 

séchées, broyées et pré-traitées sont placées dans la cellule d'extraction. Ensuite, augmentation de la température 

du système à 30°C, puis ouverture des vannes 2a, 2b, 2c. Quand la pression du système atteint 200 bars côté 

solvant et cosolvant, ouverture des valves 2f, 2g et 2i pour que l'ensemble se mélange puis ouverture des valves 

2j, 2m et 15. A ce moment, le CO2 est dans son état supercritique et rentre en contact avec les feuilles de stévia. 

L'extraction à lieu dans la cellule d'extraction et l'extrait est collecté dans un flacon de récupération. 

 
(1) Réservoir du solvant ; (2) Valves ; (3) Valves de rétention ; (4) Filtre ; (5) Manomètre ; (6) Réservoir ; (7) 

Pompe (solvant) ; (8) Pompe (co-solvant) ; (9) Réservoir du co-solvant ; (10) Mélangeur ; (11) Valve de secours 
; (12) Thermocouple ; (13) Affichage de la température ; (14) Cellule d'extraction ; (15) Valve micrométrique ; 

(16) Flacon de récupération ; (17) débit sortant. 
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Annexe 10 : Résumé des études sur la toxicité orale aiguë du stéviol, des glycosides de stéviol 

et des extraits de stévia ne respectant pas les spécifications de la JECFA [117]. 

 

 
  

Safety of steviol glycosides as a food additive 
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APPENDICES 

APPENDIX I: ACUTE ORAL TOXICITY STUDIES WITH STEVIOL, STEVIOL GLYCOSIDES OR STEVIA 
EXTRACT(S) NOT COMPLYING WITH THE JECFA SPECIFICATIONS.  

 

Study Dose Reference 
Stevioside in mice and rats. LD

50 = 
15g/kg bw in mice; 8.2 g/kg 

in rats 

Mitsuhashi, 1981 

Stevioside, RebA, Reb B
and steviolbioside in mice. 

2 g/kg bw  

 

LD
50

 ≥ 2 g/kg bw  

 

 

Medon et al., 1982 

Stevia extract (20%

stevioside) in mice. 
LD

50
 = 17 g/kg bw  Mitsuhashi, 1981 

 

Stevia extracts (20.4%

stevioside - 41.4% stevioside)

in mice and rats. 
 

LD
50

 = 17g/kg bw to > 42 g/kg bw 

in mice; LD
50

 = 17 g/kg bw in rats  

Akashi and Yokoyama, 

1975; Lee et al., 1979 

Steviol (90% ) LD
50

 values of >15 g/kg bw in mice 

and rats; 5-6 g/kg bw in hamsters 

Toskulkao et al., 1997 

 

Isosteviol to mice, rats or

dogs.  
LD

50 
≥  500 mg/kg bw  Bazotte et al., 1986 
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Annexe 11 : Résumé des études sur la toxicité subchronique du stévioside et des extraits de stévia ne respectant pas les spécifications de la 

JECFA [117]. 

 

 

Safety of steviol glycosides as a food additive  
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APPENDIX III: TOXICOLOGICAL STUDIES IN LABORATORY ANIMALS WITH STEVIOL GLYCOSIDES OR STEVIA EXTRACT(S) NOT COMPLYING WITH THE 

JECFA SPECIFICATIONS, AND STEVIOL ADMINISTRATED EITHER ORALLY OR BY NON-ORAL ROUTE  

 

Study 

 

Dose NOAEL Reported Effects  Reference 

Short-term and subchronic 

90-day study in rats with

stevioside (85% ) 
0, 1500, or 2500 mg/kg bw/day (0, 

3, or 5%)  
2500 mg/kg bw/day (5%)  ► NSD 

 

Highest dose NOAEL 

 

Xili et al., 1992 

1-month study in rats (by gavage)

with stevioside (purity not stated) 
Up to 2500 mg/kg bw/day 2500 mg/kg bw/day ► NSD 

 

Highest dose NOAEL 

 

Mitsuashi, 1981 

13-week study in rats with Stevia
extract (53.1% stevioside) 

0, 112, 590, and 2988 mg/kg 

bw/day in male, or 0, 115, 629, and 

3026 mg/kg bw/day in female (0, 

0.28, 1.4, or 7% ) 

 

2988 mg/kg bw/day for males, and 
3036 mg/kg bw/day for females 

(7%) 

► NSD 

 

Highest dose NOAEL 

 

Akashi and Yokoyama, 1975 

56-day study in rats with Stevia
extract (50% stevioside) 

0 , 1250, or 2500 mg/kg bw/day 2500 mg/kg bw/day ► NSD 

 

Highest dose NOAEL 

 

Lee at el., 1979 

Chicken fed with Stevia extract
(content NR)  from 1st day to 42nd

day of age 

0.0425 or 0.085% NR ►↓ body weight (with the lowest conc 

of 0.0085%) 

Wood et al., 1996 

15-day in rabbits (non-oral routes)

with stevioside 
2.22 g (total) NR ► NSD Pomaret and Lavieille, 1931 

Chronic and carcinonogenicity 

2-year study in rats with Stevia
extract (74% stevioside and

16.27% Reb A) 

0, 50, 150, and 550 mg/kg bw/day 

(0, 0.1, 0.3, 1%) 
550 mg/kg bw/day (1%) ► Changes in biochemical parameters 

(urine, blood) and organ weights (at 6 

months) 

Yamada et al., 1985 
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Annexe 12 : Résumé des études sur la génotoxicité du stévioside ou des extraits de stévia 

contenant du stévioside [122]. 

 

 

from rats induced with a combination of phenobarbital and
5,6-benzoflavone. Stevioside samples were also pre-treated with
b-glucosidase before testing in strains TA98 and TA100. At a con-
centration of 50 mg/plate, stevioside produced a four-fold increase
in revertants of TA98 in the absence of S9. A two-fold increase was
also reported for 50 mg/plate in the presence of S9. The b-glucosi-
dase-treated samples showed TA98 mutagenic responses in
roughly the same ranges as those without glucosidase. TA100 did
not respond to the mutagenic activity under any of the treatment
conditions employed. At a concentration of 25 mg/plate, stevioside
was not mutagenic in either TA98 or TA100. The need to use a con-

centration of 50 mg/plate to produce a response is indirect evi-
dence that a low level contaminant, and not the pure glycoside,
was responsible for the increase. For example, the sample used
by Suttijat et al. was reported to be 99% pure. A contaminant of
1%, if present, could have achieved the relatively high concentra-
tion of 500 lg/plate at the tested concentration of 50 mg/plate.
Additional tests using the standard Ames strains plus strains
TA104 and TA102 and S9 made from rats induced by Kanechlor
KC400, a mixture of PCBs, were reported by Matsui et al. (1996a).
Stevioside, at concentrations of up to 5 mg/plate, was not toxic or
mutagenic to any of the strains. In these studies the purity of the

Table 1
Genetic toxicology results for stevioside and stevia extracts containing stevioside

Test Response LED/HNEDa Conditions Comment Citation

Reverse mutation
in S.
typhimurium, E.
coli, B. subtilis

Negative in all
strains

Data not
available

Tests conducted both with and
without S9

Company sponsored testing program Tama Biochemical Co, Ltd.,
Safety of stevia (Tama
Report 1–20, 1981) cited
in Medon et al. (1982)

SCEs in human
fetal cells, in
vitro

Negative Data not
available

Test conditions not available (See above) (See above)

Chromosome
aberrations in
cultured rat
cells, in vitro

Negative Data not
available

Test conditions not available (See above) (See above)

Forward mutation
in S.
typhimurium
TM677

Negative Data not
available

Tested both with and without S9
induced by Arochlor 1254

SOT Abstract for 1982 meeting
presentation

Medon et al. (1982), SOT
abstract publications

Reverse mutation
in Ames strains
TA98 and TA100

TA100 reported
negative TA98
reported positive,
without S9

TA100 = 50 mg/
plate (HNED)
TA98 = 50 mg/
plate (LED)

Pre-incubation method used S9
produced from rats induced with
combination of phenobarbital
and 5,6-benzoflavone

Stevioside was 99% pure TA98
showed a four-fold increase;
however, a 1% impurity would be
500 ug/plate at the high
concentration

Suttajit et al. (1993)

Chromosome
aberrations in
human
lymphocytes, in
vitro

Negative 10 mg/ ml Study conducted with and
without S9 from rats induced by
phenobarbital and 5,6
benzoflavone

No data were provided for this study
in the publication

(See above)

Reverse mutation
in Ames strains
plus E. coli WP2

uvrA/pKM101

Negative in all
strains tested

5 mg/plate for all
strains and
treatment
conditions

Pre-incubation method used,
standard Ames strains plus TA102
and TA104

Stevioside purity was 83%, no toxicity
was seen in the test at the highest
concentration tested

Matsui et al. (1996a)

Umu-test Negative 5 mg/ml Performed according to the
methods of Oda et al. (1985)ck.

S9 used was from rats treated with a
combination of phenobarbital and 5,6
benzoflavone

(See above)

Rec-assay Negative 10 mg/paper
disk

Performed according to the
methods of Hirano et al. (1982)

Used S9 from rats treated with
Arochlor 1254

(See above)

Chromosome
aberrations in
CHL cells, in
vitro

Negative 12 mg/ml Treatments were for 6, 24 and
48 h without S9 and for 6 h with
S9, maximum concentrations set
at >50% toxicity

Used S9 from rats treated with
Arochlor 1254

(See above)

Reverse mutation
in Ames strains
TA98 and TA100

Negative results in
both strains for all
treatment
conditions

50 mg/plate Pre-incubation method used, all
S9s induced by a combination of
Phenobarbital and 5,6-
benzoflavone

Compared S9s from rat, mouse,
hamster and guinea pig

Klongpanichpak et al.
(1997)

Mouse lymphoma
forward
mutation assay

Negative 5000 lg/ml Micro-titer method used, 3 h
exposures with and without S9
plus 24 h treatment without S9

No toxicity observed at the maximum
concentration under either treatment
condition

Oh et al. (1999)

Mouse
micronucleus
assay, in vivo

Negative 250 mg/kg Single dose with 24 harvests of
bone marrow and hepatocytes

ICR mice treated at only one dose, no
toxicity reported

(See above)

Comet assay, in
vivo

Negative results in
all tissues
examined

2000 mg/kg oral
administration
to ddY mice

Tissues examined for DNA
damage at 3 and 24 h post
exposure

Organs included glandular stomach,
colon, liver, kidney, bladder, lung,
brain and bone marrow

Sasaki et al. (2002)

Comet assay, in
vivo

Negative results in
all tissues
examined

2000 mg/kg
administration
to BD F1

Tissues examined for DNA
damage at 3 and 24 h post
exposure

Organs included stomach, colon and
liver

Sekihashi et al. (2002)

Comet assay, in
vivo

Positive in all
tissues examined

4 mg/ml in
drinking water

Blood cells examined weekly,
spleen, liver and brain tissues
examined at exposure
termination

Wistar rats given stevia extract for 45
days in their drinking water. No DNA
effects were seen before week five

Nunes et al. (2007)

a LED: lowest concentration tested that shows a clearly positive response according to the criteria of the specific test; HNED: highest concentration tested for a study with
negative results.

D.J. Brusick / Food and Chemical Toxicology 46 (2008) S83–S91 S85
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Annexe 13 : Résumé des études sur la génotoxicité du stéviol selon les tests standards [122]. 

 

  

in the TM677 mutation system might be caused by an impurity as
the compound appears to saturate at !1.0 mg/ml yet the mutage-
nicity increases up to concentrations of 10 mg/ml.

Results from genetic toxicity studies in cultured mammalian
cells have not provided better insight into the genotoxic properties
of steviol. A study of the clastogenic activity of steviol in cultured
Chinese hamster lung (CHL) cells appeared to show an increase
in cells with aberrations at 1000 lg/ml (Matsui et al., 1996a).
Treatment conditions for the positive response were 6 h exposure
with Arochlor 1254-induced S9. Steviol was not clastogenic in the
absence of S9 following continuous exposures of 6, 24 or 48 h. Tox-
icity at 1000 lg/ml with S9 was slightly greater than 50%. At the
next lower dose (750 lg/ml), the clastogenic response was mar-
ginal-to-negative. Steviol was not clastogenic in cultured human
lymphocytes when tested at 200 lg/ml with S9 (Suttajit et al.,
1993). The toxicity of steviol to the lymphocytes was not reported
in this publication preventing a comparison of these data to the
CHL data at equivalent levels of toxicity.

Using the CHL cell line, Matsui et al. (1996a) also evaluated the
potential of steviol to induce diphtheria toxic resistant mutations.

A significant increase in mutation was observed at a steviol con-
centration of 400 lg/ml with S9 (three-fold over background);
however, the only concentration of steviol that showed increased
mutation also produced 97% cell killing indicating that the effect
was due to toxicity to the CHL cells and not true mutagenic activ-
ity. Additional support for this conclusion is provided by the results
of an independent gene mutation assay conducted in L5178Y
mouse lymphoma cells at the tk gene (Oh et al., 1999). The mouse
lymphoma study was conducted using a micro titer method and
included both non-activation and S9 exposure conditions. Steviol
was tested up to 341 lg/ml (RTG of 40%) without evidence of
induction of (tk"/") mutants.

In vivo tests capable of detecting chromosome breakage were
performed with mice, rats and hamsters producing negative results
(Oh et al., 1999; Temcharoen et al., 2000). The test animals were
administered steviol orally at doses up to 4 gm/kg for hamsters,
and up to 8 gm/kg for mice and rats. Toxicity was evident in the
animals as shown by reduced PCE/NCE ratios, but no increases in
micronucleated PCEs were reported. Steviol at a dose level of
2 gm/kg administered orally to mice in a Comet assay failed to

Table 2
Genetic toxicology results for steviol in standard genetic toxicity tests

Test Response LED/HNEDa Conditions Comment Citation

Reverse mutation in
Ames strains TA98
and TA100

Negative 20 mg/plate Pre-incubation modification using S9 from
rats induced by a combination of
phenobarbital and 5,6-benzoflavone

Steviol was prepared by periodae oxidation
of stevioside followed by acid hydrolysis
and recrystallization

Suttajit et al.
(1993)

Chromosome
aberrations, in
vitro

Negative 200 lg/ml Studies conducted in human lymphocyte
cultures with and without S9

No actual data provided to support author’s
conclusions

(See above)

Reverse mutation in
Ames strains plus
E. coli WP2 uvrA/
pKM101

Negative 5000 lg/plate Pre-incubation modification using S9 from
rats induced by Kanechlor KC-400

Negative in all standard strains plus strains
TA102 and TA104

Matsui et al.
(1996a)

Umu-test Positive 2500 lg/plate Performed according to methods of Oda et
al. (1985) with S9 from rats induced by a
combination of phenobarbital and 5,6-
benzoflavone

Approximate two-fold increase at the high
concentration considered a weak positive

(See above)

Rec-assay Negative 10 mg/paper disk Performed according to methods of Hirano
et al. (1982)

Used S9 from rats induced by PCBs (See above)

Chromosome
aberrations, in
vitro

Positive 1000 lg/ml Studies conducted in CHL cells, Cells
sampled at 6, 24 and 48 h without S9 and at
6 h with S9

Used S9 from rats induced by PCBs Positive
response only with S9

(See above)

Gene mutation in
mammalian cells,
in vitro

Positive 400 lg/ml Studies conducted in CHL cells and assessed
by resistance to diphtheria toxin

Used S9 from rats induced by PCBs Positive
response only with S9 at highly toxic
treatments (3% survival)

(See above)

Mouse micronucleus
assay, in vivo

Negative 500 mg/kg MS/Ae mouse strain used, compound
administered i.p. with 24 and 48 h harvests

Toxicity seen at 1000 mg/kg (See above)

Reverse mutation in
Ames strains TA98
and TA100

Negative 2000 lg/plate Pre-incubation method using S9 from
animals induced by a combination of
phenobarbital and 5,6-benzoflavone

Authors compared S9s from rat, mouse,
hamster and guinea pig All tests negative

Klongpanichpak et al.
(1997)

Gene mutation in
mammalian cells,
in vitro

Negative 341 lg/ml Study conducted in mouse lymphoma cells
L5178Y at the TK gene (with and without S9)

Toxicity did not exceed a RTG of 40% Oh et al. (1999)

Mouse micronucleus
assay, in vivo

Negative 200 mg/kg Single oral dose with only a 24 h harvest of
liver hepatocytes

No harvest at 48 h (See above)

Micronucleus assay,
in vivo

Negative 4 gm/kg For
hamsters and
8 gm/kg for rats
and mice

Study conducted using single oral dose in
mice, rats, hamsters (both sexes), bone
marrow cells harvested at 24, 30, 48 and
72 h post exposure

Toxicity seen in all species at high dose with
females appearing to be more sensitive

Temcharoen et
al. (2000)

Comet assay, in vivo Negative 2 gm/kg Mice were exposed by a single oral dose and
tissues collected at 3 and 24 h post exposure

Stomach, colon, liver, kidney, and testis
tissues evaluated for DNA damage

Sekihashi et al.
(2002)

Comet assay, in vitro Negative 500 lg/ml Studies conducted in TK6 and WTK1 cell
cultures both with and without S9

(See above)

Plasmid mutagenesis Positive Not reported Induction of xgprt mutants in plasmid pSV2-
gpt in the presence of S9

Mutants analyzed and shown to be small
deletions which was offered as an
explanation why steviol was not mutagenic
in the Ames strains

Matsui et al.
(1989)

a LED: lowest concentration tested that shows a clearly positive response according to the criteria of the specific test; HNED: highest concentration tested for a study with
negative results.

S88 D.J. Brusick / Food and Chemical Toxicology 46 (2008) S83–S91
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Annexe 14 : Résumé des études sur la génotoxicité du stéviol et de ses composés pour des 

mutations directes chez TM677 [122]. 

 

induce evidence of DNA strand breakage in several organs sampled
stomach, colon, liver, testes, and kidney (Sekihashi et al., 2002).

3. Interpretation of the published data from genetic testing
of stevioside and steviol

The major constituents of stevia extract (stevioside and rebau-
dioside A) are relatively un-reactive compounds without clear
evidence of DNA binding or mutagenicity. Rebaudioside A was
evaluated for genotoxicity with a set of in vitro and in vivo assays
covering mutation, chromosome damage and DNA strand breakage
with consistent and uniformly negative results (Pezzuto et al.,
1985; Nakajima, 2000a,b; Sekihashi et al., 2002). High concentra-
tions of stevioside failed to either induce mutations in bacteria or
in cultured mammalian cells or chromosome breakage in vitro
and in vivo. The only report of DNA damage from stevioside was re-
ported by Nunes et al. (2007) in rats following subchronic expo-
sures in drinking water at roughly 400 mg/kg. One explanation
offered for the increase in DNA damage was the conversion of ste-
vioside to steviol, which is both more toxic and was reported to in-
duce genotoxicity in certain types of tests (Pezzuto et al., 1985;
Matsui et al., 1996a). However, steviol, when administered orally
to mice at concentrations up to 2000 mg/kg, did not induce mea-
surable DNA breakage in liver, stomach, kidney or testis tissues
(Sekihashi et al., 2002) raising doubts about this explanation for
DNA breakage as the daily dose in the Nunes study would be
approximately 400 mg/kg per day. It also appears unlikely that
other steviol glycosides (e.g., rebaudioside A) would be responsible

for the DNA breakage reported by Nunes et al. as they have not
shown genotoxicity (JECFA, 2005). Two other studies of stevia ex-
tracts, containing high proportions of stevioside, were negative in
Comet assays conducted in mice (Sasaki et al., 2002; Sekihashi et
al., 2002). These studies sampled tissues for damage at 3 and
24 h post exposure. The reasons for selecting short-term sampling
times in the Comet assay is that DNA lesions detected by this
method are short-lived events (they undergo rapid DNA repair)
and therefore, have to be captured before they disappear (Bren-
dler-Schwaab et al., 2005). Consequently, if DNA damage reported
by Nunes et al. (2007) is due to conversion of stevioside to steviol
or some other genotoxic metabolite followed by systemic absorp-
tion, one would expect to see evidence of DNA damage in the rat
blood cells long before week 5. The observations that there was
no positive control and that no damage is observed before week
5 raises serious concerns about the technical conduct and, there-
fore validity, of the results in this assay.

The stevioside aglycone, steviol, appears to have a highly spe-
cific mutagenic mechanism that is not detected by most commonly
employed tests used to determine genotoxicity (e.g., Ames, mouse
lymphoma, Comet, micronucleus). The majority of data indicating
mutagenic activity for steviol was generated in a forward mutation
assay in S. typhimurium strain TM677. This test uses a his+ revert-
ant of strain TA1535 that incorporates the pKM101 plasmid
responsible for increased sensitivity in the Ames test (Skopek et
al., 1978a). Skopek et al. (1978b) demonstrated that while
TM677 may be slightly more sensitive to 16 chemical mutagens,
all 16 of the mutagens were also detected by one or more of the

Table 3
Genetic toxicology results for steviol and structurally related compounds in the TM677 forward mutation assay

Test Response LED/HNEDa Conditions Comment Citation

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

Steviol-positive negative
compounds were
isosteviol, dihydrosteviol
A&B, ent-kaurenoic acid,
steviol-16a,17-epoxide

LED for steviol was
100 lg/ml HNED for the
other compounds was
10 mg/ml

Pre-incubation
suspension assay, S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

Authors tested S9s from
animals induced by
Arochlor as well as
phenobarbital (marginal
response) and 3-methyl-
cholanthrene (no response)

Pezzuto et al. (1985)

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

Steviol-positive 19-0-B-D
glycopyranosyl steviol-
positive negative
compounds were ent-
kaurenoic acid and steviol
acetate

LED for Steviol was
100 lg/ml and for
glycopyranosyl steviol
ug/ml, negative
compounds tested up to
7500 lg/ml

Pre-incubation
suspension assay, S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

Authors showed that 13-
hydroxy group is essential,
acylation at this site blocks
mutagenicity Authors
suggest epoxide not the
active mutagenic agent

Pezzuto et al. (1986)

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

15-Oxosteviol- positive (-
S9), 15a-hydroxysteviol-
negative

LED for 15-oxosteviol
was 150 lg/ml HNED for
15a-hydroxysteviol was
7500 lg/ml

Pre-incubation
suspension assay, S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

15-Oxosteviol was not
identified as a metabolite
using mass spectral analysis
but was hypothesized to be
a short-lived derivative of
15a-hydroxysteviol, known
metabolite

Compadre et al. (1988)

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

15-Oxosteviol- negative 122 lg/ml Pre-incubation
suspension assay,
without and with S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

15-Oxosteviol was not
mutagenic in 4 trials
leading the authors to
conclude that the data of
Compadre et al. (1988) was
a technical artifact of
selective toxicity

Procinska et al. (1991)

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

Steviol-positive Not reported Pre-incubation
suspension assay,
without and with S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

Sequence analysis of
steviol-induced mutants
indicated that mechanism
for steviol involves DNA
synthesis disruption

Matsui et al. (1996a)

Forward mutation in S.
typhimurium TM677

15-Oxosteviol and 5 other
derivatives of steviol were
positive in the presence of
S9

Not reported Pre-incubation
suspension assay,
without and with S9
mix from rats treated
with Arochlor 1254

Results in this manuscript
contradicts other tests with
15-oxosteviol, because it
was positive only with S9

Terai et al. (2002)

a LED: lowest concentration tested that shows a clearly positive response according to the criteria of the specific test; HNED: highest concentration tested for a study with
negative results.
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Annexe 15 : Résumé des études de toxicité sur la reproduction et le développement des glycosides de stéviol respectant les spécifications de la 

JECFA [117]. 
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► ↓ absolute left ovary weights at the 
highest dose 
► ↑ relative brain weights in female at the 
highest dose

Reproductive and developmental toxicity  

Preliminary reproductive 
study in rats with steviol 
glycoside preparation 
(RebA ≥ 97%); F0 females 
from 14th to 21st day of 
lactation, F1 juveniles from 
day 14 until day 35 of age. 

0, 25 000, 37 500, or 50 000 mg/kg diet (0, 
4711, 
8021, 9484 mg/kg bw/day during the first 4 
days, or 0, 6291, 10 045, 11 386 mg/kg 
bw/day during day17 to 20 of lactation 
 

 ► ↓ body weight gains and food 
consumption at conc higher than 25000 
mg/Kg in F1 generation 

Curry et al., 2008 

Two-generation 
repro/devep study in rats 
with steviol glycosides 
preparation (RebA ≥ 
97%). F0 males: 17 weeks 
F0 females: Pre-mating, 10 
weeks; Mating, up to 3 
weeks; Gestation, days 1 
to 20 after conception; 
Lactation, days 1 to 21 
after parturition (total of 
approximately 20 weeks) 
 

0, 7500, 12 500, or 25 000 mg/kg diet (0, 
586, 
975, 2048 mg/kg bw/day, males); 0, 669, 
1115, 2273 mg/kg bw/day, pre-mating 
females; 0, 648-713, 1119-1169, 2263-2381 
mg/kg bw/day, gestation; and 0, 715-1379, 
1204-2388, and 2602-5019, lactation. 
 
 

25 000 mg/kg diet  (2 048 and 
2 567 mg /kg bw/day for 
males from F0 and F1; 2273 
mg/kg bw/day (F0) and 2768 
mg/kg bw/day (F1) during the 
pre-mating , 2322 mg/kg 
bw/day (F0) and 2124 mg/kg 
bw/day (F1) during the 
gestation, and 3811 mg/kg 
bw/day (F0) and 4091 mg/kg 
bw/day (F1) during the 
lactation, for females. 

► NSD 
Highest dose NOAEL (for reproductive 
performance in the F0 and F1 adult rats, for 
survival, growth, and general condition of 
the F1 and F2 offspring, and for sexual 
maturation of the F2 offspring). 

Curry et al., 2008 

Teratology study in rabbits
with steviol glycosides
preparation (RebA ≥ 97%)
from day 6 to 28 of
gestation. 

0 , 350, 700 and 1400 mg/kg bw/day 1400 mg/kg/day ► ↓ body weight and food consumption 
► disturbed clinical appearance and death 
in the high-dose group. 
Highest dose NOAEL (rabbits are 
susceptible to disturbances of the alimentary 
tract). 

Charles Rivers Laboratories, 
 2008 

Fertility study in rats with
stevioside (95.98%) before
and during mating for a

0, 100, 480, 2100 mg/kg bw/day for males, 
and  0, 120, 530, 2100 mg/kg bw/day for 
females (0, 0.15, 0.75, or 3% ) 

2100 mg/kg bw/day  (3%) ► delayed increase in body weight in early 
period of administration in highest dose. 
 

Mori et al., 1981 
Safety of steviol glycosides as a food additive  
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total period of 60 days
(males);  for 14 days before
mating and 7 days during
gestation (females).  

Highest dose NOAEL (based on fertility and 
development of fetuses). 

Repro./Develp. toxicity
study in rats with stevioside
(95.6%) between day 6 to
15 of gestation. 

0, 250, 500, or 1000 mg/kg bw/day 1000 mg/kg bw/day ► NSD 
Highest dose NOAEL (for both pregnant 
rats and fetuses). 
 

Usami et al., 1995; Tanaka 
et al., 1991 (unpublished 
report) 

↓ = decreased; ↑ = increased; NOAEL = no observed adverse effect level; NR = not reported; NSD = no significant differences  
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Annexe 16 : Résumé des études de toxicité sur la reproduction et le développement des glycosides de stéviol ne respectant pas les spécifications 

de la JECFA [117]. 
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► Enlargement of spleen in male 
treated- rats. 
►Miscroscopic and macroscopic 
changes observed in all groups. 
► Non-neoplastic changes similar to the 
controls. 
 
Highest dose NOAEL 
 

2-year study in rats with stevioside
(85%) 

0, 128.5, 367.6, and 748.6 mg/kg 
bw/day in males and 0, 146.3, 
416.2, and 838.9 mg/kg bw/day in 
females (0 , 0.2, 0.6, or 1.2% ) 
 

748.6 and 838.9 mg/kg bw/day in 
males and females, respectively 
(1.2%) 

► NSD 
 
Highest dose NOAEL 
 

Xili et al., 1992 

Other studies related to carcinogenicity 

In vitro study with stevioside or
steviol in Epstein-Barr virus  

NR  ► No tumor promoting effect Okamoto et al., 1983; 
Konoshima and Takasaki, 
2002 

34-week study in rats with
stevioside  

0-2500 mg/kg bw/day (5%)  ► No effects on urinary bladder tumours 
in male. 

Hagiwara et al., 1984; Ito et 
al., 1984 

Stevioside or Stevia extract
administrated topically in mice 

0-68 µg  ► ↓ skin tumour  formation Konoshima and Takasaki, 
2002; Yasukawa et al., 2002 

Reproductive and developmental toxicity  

Repro./develop. study 0.69%
crude Stevia extract (20%
stevioside), 0.35%, refined Stevia
extract (40 to 55% stevioside), or
0.15% crystallized stevioside (93
to 95% purity) in rats for 21 days
prior to mating 

83.4, 80.0, or 84.9 mg/kg bw/day of 
stevioside for male rats,  and 96.2, 
101.7, or 101.2 mg/kg bw/day of 
stevioside for female rats, 
respectively 

NR ► NSD Akashi and Yokoyama, 1975 

3-generation study in hamster with 0, 500, 1000, or 2500 mg/kg 2500 mg/kg bw/day ►NSD Yodyingyuad and 
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stevioside (90%) bw/day  
Highest dose NOAEL (regard to growth 
and reproduction) 
 

Bunyawong, 1991 

Developmental toxicity study in
zebrafish with stevioside,
rebaudioside A, rubusoside, steviol
monoside, and steviol glucuronide. 

Up to 200 μM NR ►NSD, except for steviol: 
developmental delays, pericardial edema, 
circulatory defects and lethality at the 
highest conc.  

Crawford et al., 2008 

Developmental toxicity study in
hamster with steviol (90%) on
days 6 to 10 of gestation 

0, 250, 500, 750, or 1000 mg/kg 
bw/day  

250 mg/kg bw/day (for both 
maternal and developmental 
toxicity) 

► ↑ mortality rate 
► ↓  maternal body weight  
►↑ pathological effect in kidneys 
(dilation and hyaline formation of 
convoluted tubules) 
► ↓ foetal weight and  numbers of live 
foetuses 

Wasuntarawat et al., 1998 

Aqueous S. rebaudiana in mice
and rats 

up to 2000 mg/kg bw  NR ► ↓ fertility (contraceptive effects ) Mazzei-Planas and Kuc, 1968; 
Nunes and Pereira, 1988 

Stevia extract rats before mating
(males and females) and during
mating (females) 

0-5000 mg/kg bw/day 
 

NR ► NSD Shiotsu (1996)  

Stevia extracts (= 2.6 % stevioside)
in rats for 31 days. 

10 mL extract/kg bw/day (0, 5, 25 
and 100 %) (equal to 0, 13, 65 and 
260 mg/kg bw/day of stevioside) 

NR ► NSD Sinchomi and Marcorities 
(1989)  

Aqueous S. rebaudiana in rats for
60 days 

0-0.667 g dried leaves/mL, 2 
mL/rat twice a day (2.668 g of dry 
Stevia leaves per day; 14.58 g dried 
leaves/kg bw/day) 

NR ► ↓ absolute and relative seminal 
vesicle weights  

Oliveira-Filho et al., 1989  

Stevia extracts in rats for 60 days 0-6.778 mg/kg bw/day NR ► ↓ final weight of testes, seminal 
vesicle and cauda epididymidis  
► ↓ fructose content of the accessory 
sex glands, the epididymal sperm 
concentration, and testosterone level  

Melis, 1999 

Stevia Rebaudiana in combination
with an aqueous extract of Aegle
marmelos (6%) in rats for 60 days

0, 8.5, 41, and 433 mg Stevia 
extract/kg bw/day (0, 0.2, 1, or 
10%) 

433 mg Stevia extract/kg bw/day NSD Saenphet et al., 2006 
Safety of steviol glycosides as a food additive  
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prior mating 
↓ = decreased; ↑ = increased; NOAEL = no observed adverse effect level; NR = not reported; NSD = no significant differences 
 
 

APPENDIX IV: GENOTOXICITY STUDIES  

Table 1: List of in vitro genotoxicity studies of steviol glycosides, Stevia extract, steviol, isosteviol and steviol metabolites 

Endpoint  Test object  Test material 
(purity) Conc/dose Results  Reference  

Forward  
mutation 

S. typhimurium 
TM677 Rebaudioside A (NS).  0.1-10.0 mg/platea Negative  

Pezzuto et al. (1985). Purity of 
materials tested appears  likely to be 
high, from description in publication 

Forward 
mutation  

S. typhimurium 
TM677  Rebaudioside A  NS a  Negative  Medon et al. (1982)  

Reverse 
mutation  

S. typhimurium 
TA98, TA100 Stevioside (99%)  12.5-50 mg/ platea  Negativeb  Suttajit et al. (1993)  

Reverse 
mutation  

S. typhimurium 
TA 1535, 1537, 97, 98, 
100, 102, 104 
E. coli WP2uvrA/pkM10 

Stevioside (83%)  

0.05-5 mg/platec

0.05-1 mg/plated 
Negative  Matsui et al (1996) 

Reverse 
mutation  

S. typhimurium 
TA98, TA100  Stevioside (96%) 12.5-50 mg/platea Negative  Klongpanichpak et al. (1997) 

Reverse 
mutation  

S. typhimurium 
TA98, TA100, TA 1535, 
1537, TA 1538, WP2  

Stevioside (18%) 0.01-10 mg/platea  Negative  Okumura et al. 1978 

Forward  
mutation 

S. typhimurium 
TM677 Rebaudioside B (NS) 0.1-10.0 mg/mLa Negative  Pezzuto et al. (1985) 

Forward 
mutation  

S. typhimurium 
TM677  Rebaudioside B  NS a  Negative  Medon et al. (1982)  

Forward  
mutation 

S. typhimurium 
TM677 Rebaudioside C (NS) 0.1-10.0 mg/mLa Negative  Pezzuto et al. (1985) 

Forward 
mutation  

S. typhimurium 
TM677  Rebaudioside C  NS a  Negative  Medon et al. (1982)  

Forward  S. typhimurium Dulcoside A (NS) 0.1-10.0 mg/mLa Negative  Pezzuto et al. (1985) 
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Annexe 17 : Fiche toxicologique du méthanol [147]. 

 
 

CH3-OH

Numéro CAS
67-56-1

Numéro CE (EINECS)
200-659-6

Numéro INDEX
603-001-00-X

Synonyme
Alcool méthylique

Méthanol
Fiche établie par les services techniques et médicaux de l’INRS

FT 5FICHE TOXICOLOGIQUE

édition 2009 (*)

CARACTÉRISTIQUES

UTILISATIONS [1 à 5]

■ Matière première pour la fabrication de l’aldéhyde formique et de l’acide acétique.

■ Agent de méthylation en synthèse organique pour la fabrication de nombreux déri-
vés méthyliques : méthacrylate, téréphtalate, amines, éthers-oxydes, halogénures…

■ Solvant dans l’industrie des peintures, vernis, encres, colorants, adhésifs, films.

■ Agent d’extraction en chimie organique (purification des essences, des huiles, des
graisses, de produits pharmaceutiques).

■ Constituant de carburants spéciaux.

■ Constituant du méthylène-Régie, dénaturant des alcools.

(*) Mise à jour partielle de l’édition 2003.

MÉTHANOL
R 11 – Facilement inflammable.
R 23/24/25 – Toxique par inhalation, par contact avec

la peau et par ingestion.
R 39/23/24/25 – Toxique: danger d’effets irréversibles

très graves par inhalation, par contact avec la peau 
et par ingestion.

S 7 – Conserver le récipient bien fermé.
S  16 – Conserver à l’écart de toute flamme ou source

d’étincelles – Ne pas fumer.
S 36/37 – Porter un vêtement de protection 

et des gants appropriés.
S 45 – En cas d’accident ou de malaise, consulter

immédiatement un médecin (si possible lui montrer
l’étiquette).

200-659-6 – Étiquetage CE.

F - Facilement
inflammable T - Toxique

Selon la directive 67/548/CEE 
et l’arrêté du 20 avril 1994 modifié.

MÉTHANOL
DANGEREUX
H 225 – Liquide et vapeurs très inflammables.
H 331 – Toxique par inhalation.
H 311 – Toxique par contact cutané.
H 301 – Toxique en cas d’ingestion.
H 370. – Risque avéré d’effets graves pour les organes.

Les conseils de prudence P sont sélectionnés selon les
critères de l’annexe 1 du règlement CE n° 1272/2008.

200-659-6

Selon le règlement CE n° 1272/2008 
intégrant les critères du SGH.

PROPRIÉTÉS PHYSIQUES [1 à 8]

Le méthanol est un liquide mobile, inco-
lore, volatil, d’odeur plutôt agréable
quand il est pur. Les données relatives au
seuil de détection olfactive sont discor-
dantes, les chiffres de 5 900, 1 500, 100 et
3 ppm ayant été trouvés par les différents
expérimentateurs.

Le méthanol est miscible à l’eau, le
mélange se faisant avec dégagement
de chaleur et contraction, et à la plupart
des solvants organiques (alcools, éthers,
cétones…).

Il dissout les graisses et un grand nombre
de matières plastiques et de sels miné-
raux ; c’est, à cet égard, un meilleur sol-
vant que l’éthanol.
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Ses principales caractéristiques physiques sont les 
suivantes.

À 20 °C et 101,3 kPa, 1ppm = 1,33 mg/m3.

En France, le méthanol dénaturé par le procédé général
doit contenir 3,5 % de méthylène-Régie (mélange com-
plexe qui donne un goût et une odeur désagréables,
obtenu par carbonisation du bois et contenant 65 % de
méthanol, des cétones et des impuretés pyrogénées) et
1 % de 2-propanol. Des procédés spéciaux de dénaturation
peuvent être autorisés pour des usages particuliers.

PROPRIÉTÉS CHIMIQUES [2, 4 à 7, 9]

Dans les conditions normales d’emploi, le méthanol est
un produit chimiquement stable. Il possède les propriétés
générales des alcools primaires (réactions d’oxydation, de
déshydrogénation, de déshydratation et d’estérification).
La mobilité de son groupe hydroxyle étant la plus élevée
de la série, sa capacité réactionnelle est particulièrement
grande.

Une oxydation brutale (par exemple combustion) le trans-
forme en dioxyde de carbone et eau, alors qu’une oxyda-
tion ménagée conduit à l’aldéhyde formique, puis à l’acide
formique.

Le méthanol peut réagir vivement avec les oxydants puis-
sants tels que les mélanges nitro-chromiques ou sulfo-
chromiques, l’acide nitrique, les perchlorates, les
peroxydes, les hypochlorites alcalins, le brome, le chlore
et, d’une manière générale, tous les composés organiques
ou minéraux riches en oxygène et instables.

La réaction avec les métaux alcalins donne un méthylate
avec dégagement d’hydrogène et peut être brutale. La
plupart des autres métaux sont insensibles au méthanol,
à l’exception du plomb, de l’aluminium et du magnésium.

Récipients de stockage
Le stockage du méthanol s’effectue généralement dans
des récipients en acier. L’aluminium et certaines matières
plastiques sont à éviter.

Le verre est utilisable pour de petites quantités ; dans ce
cas, les récipients seront protégés par une enveloppe
métallique plus résistante, convenablement ajustée.

Masse molaire 32,04

Point de fusion – 97,8 °C

Point d’ébullition 64,5 °C

Densité (D20
4 ) 0,7915

Densité de vapeur (air = 1) 1,11

3,8 kPa à 0 °C
Pressions de vapeur 12,3 kPa à 20 °C

34,4 kPa à 40 °C

Indice d’évaporation (oxyde de diéthyle = 1) 6,3

Point d’éclair en coupelle fermée 12 °C

Limites d’explosivité dans l’air (% en volume)
limite inférieure 6,7 %
limite supérieure 36,5 %

Température d’auto-inflammation 464 °C

Coefficient de partage octanol/eau ; log Pow 0,74

VALEURS LIMITES
D’EXPOSITION PROFESSIONNELLE

MÉTHODES DE DÉTECTION
ET DE DÉTERMINATION DANS L’AIR

■ Prélèvement au travers d’un tube rempli de deux plages
de gel de silice SKC™ (SKC 226-15, breveté). Désorption par
5 ml d’eau déionisée. Dosage par chromatographie en
phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme
[10, 11].

■ Prélèvement au travers d’un tube rempli de gel de silice.
Désorption par l’eau déionisée. Dosage de l’espace de tête
(head-space) par chromatographie en phase gazeuse avec
détection par ionisation de flamme [28].

■ Prélèvement au travers de deux tubes connectés en
série remplis d’Anasorb 747. Désorption par un mélange
diméthylformamide/sulfure de carbone. Dosage par chro-
matographie en phase gazeuse avec détection par ionisa-
tion de flamme [29].

■ Utilisation d’appareils à réponse instantanée équipés
des tubes réactifs colorimétriques Draeger (Méthanol
25/a) et Gastec (Méthanol n° 111, 111L et 111LL), mais les
tubes colorimétriques ne sont pas sélectifs : tous les
alcools et d’autres solvants peuvent réagir et donner une
réponse semblable.

INCENDIE – EXPLOSION [1 à 4, 7, 8]

Le méthanol est un liquide facilement inflammable (point
d’éclair : 12 °C en coupelle fermée) dont les vapeurs peu-
vent former des mélanges explosifs avec l’air (dans les
limites de 6,7 à 36,5 % en volume). Les solutions aqueuses
peuvent aussi s’enflammer aisément.

D’autre part, les oxydants puissants peuvent réagir vive-
ment avec le méthanol.

Les feux de méthanol se caractérisent par des flammes
importantes très peu visibles à la lumière du jour, un 
faible dégagement de fumées et un rayonnement ther-
mique intense.

VLEP

PAYS

France
(VLEP réglementaire
contraignante)

Union européenne

États-Unis (ACGIH)

Allemagne
(Valeurs MAK)

Moyenne pondérée
sur 8 h

ppm mg/m3

200 260

200 260

200

200 270

Court terme

ppm mg/m3

250

Des valeurs limites d’exposition professionnelle contrai-
gnantes dans l’air des locaux de travail ont été établies
en France pour le méthanol (art. R. 4412-149 du Code
du travail) (voir tableau ci-dessous).

2 FICHE TOXICOLOGIQUE FT 5
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Les agents d’extinction préconisés sont les mousses spé-
ciales pour liquides polaires, les poudres, le dioxyde de car-
bone. En général, l’eau n’est pas recommandée car elle
peut favoriser la propagation de l’incendie. On pourra tou-
tefois l’utiliser sous forme pulvérisée pour éteindre un feu
peu important ou pour refroidir les récipients exposés au
feu et disperser les vapeurs.

PATHOLOGIE – TOXICOLOGIE

TOXICOCINÉTIQUE – MÉTABOLISME
[12 à 15, 18, 23 à 25]

Absorption
Chez l’homme, comme chez l’animal de laboratoire, le
méthanol peut être absorbé par ingestion, par inhalation
ou par voie percutanée. Des essais sur volontaires ont
notamment montré que :
– après une ingestion unique de méthanol, la concentra-
tion sanguine du produit est maximale après une heure
environ (47 à 76 mg/l pour une dose de 70 à 84 mg/kg) ;
– lors d’une exposition à des concentrations de 80 à 
215 ppm, le taux de rétention pulmonaire est voisin de
55 % quels que soient le temps d’inhalation et l’impor-
tance de la ventilation pulmonaire ;
– l’absorption percutanée peut conduire à des taux san-
guins supérieurs à ceux obtenus pour une exposition à
200 ppm.

Distribution
Le produit absorbé diffuse rapidement dans l’eau totale de
l’organisme, la concentration maximale étant la concen-
tration plasmatique. La demi-vie plasmatique est voisine
de 24 heures.

Métabolisme
La métabolisation du produit intervient essentiellement
dans le foie. La première étape qui conduit à l’aldéhyde
formique est, chez l’homme et chez le singe, régie princi-
palement par l’alcool-déshydrogénase, enzyme non spéci-
fique qui a une plus grande affinité pour l’éthanol et le
butanol ; chez ces espèces, le système catalase-peroxy-
dase, dont le rôle est prédominant chez la souris, le rat, le
cobaye, le lapin et le chien, n’intervient que très faible-
ment. La deuxième étape, catalysée par la formaldéhyde-
déshydrogénase, mène à l’acide formique. La troisième
étape enfin, qui mène au dioxyde de carbone, est contrô-
lée par la voie métabolique des composés à un atome 
de carbone (système sous la dépendance d’un dérivé de
l’acide folique) ; c’est l’étape limitante de cette biotrans-
formation. Ceci explique l’accumulation des formiates
dans l’organisme en cas d’administration massive ou
répétée de méthanol.

Élimination
L’élimination du méthanol et de ses métabolites se fait
dans l’air expiré (méthanol et dioxyde de carbone) et dans
l’urine (méthanol et formiates). En raison de sa grande
réactivité chimique et de son oxydation rapide en acide
formique, l’aldéhyde formique n’est jamais mis en évi-
dence. Chez les singes ayant reçu 6 g/kg de méthanol par
voie intrapéritonéale, on retrouve dans l’air expiré 49 % du

produit administré, sous forme de dioxyde de carbone et
35 % sous forme inchangée, et dans les urines 16 % sous
forme de méthanol et d’acide formique.

La concentration urinaire en méthanol, bien corrélée avec
la concentration sanguine, est un bon indicateur de l’im-
prégnation de l’organisme. L’administration d’éthanol qui
réduit l’oxydation du méthanol par compétition au niveau
de l’alcool-déshydrogénase provoque une augmentation
marquée de la méthanolurie.

Surveillance biologique [27]
Le dosage urinaire du méthanol en fin de poste de travail
et/ou fin de semaine peut être utilisé pour la surveillance
biologique de l’exposition. Des valeurs guides ont été éta-
blies (voir Recommandations § II).

D’autres paramètres ont également été proposés : le
dosage sanguin du méthanol en fin de poste, ainsi que les
dosages sanguin en fin de poste et urinaire en début de
poste de fin de semaine de travail de l’acide formique ; ils
ne présentent pas d’avantages par rapport au dosage du
méthanol urinaire.

Mécanisme d’action
L’existence chez l’homme et chez le singe d’une phase de
latence précédant l’apparition des effets toxiques spéci-
fiques du méthanol suggère que ceux-ci ne sont pas dus
au produit lui-même, mais à ses métabolites. Le méca-
nisme de la toxicité oculaire n’est pas encore éclairci : 
l’aldéhyde formique a souvent été considéré comme
responsable de cette toxicité, mais sans qu’on ait une
preuve directe et sans que ce métabolite ait pu être
détecté au niveau des organes lésés. Le rôle de l’acide 
formique est en revanche démontré dans l’acidose méta-
bolique dont le développement coïncide avec son accu-
mulation (mais d’autres anions organiques doivent
également intervenir) et dans les effets toxiques sur le
système nerveux central (augmentés chez les animaux
déficients en acide folique qui oxydent mal les formiates,
diminués par administration d’acide folique). Son implica-
tion est aussi possible dans les effets oculaires, car des
modifications de l’électrorétinogramme ont pu être pro-
duites chez le singe par perfusion intraveineuse d’acide
formique (et non d’aldéhyde formique).

TOXICITÉ EXPÉRIMENTALE

Toxicité aiguë [12 à 18]

La plupart des animaux de laboratoire sont peu sensibles
à l’action du méthanol. Chez la souris, le rat, le cobaye, le
lapin, le chat et le chien, les DL5O par voie orale sont com-
prises entre 6 et 14 g/kg ; chez le lapin, la DL5O par voie
percutanée est voisine de 16 g/kg ; la CL5O par inhalation
est de 65 000 ppm pour une exposition de 4 heures chez
le chat, de 100 000 ppm pour une exposition de 1,5 heure
chez la souris.

Pour toutes ces espèces et quelle que soit la voie d’admi-
nistration, les symptômes observés traduisent essentielle-
ment une action au niveau du système nerveux central :
somnolence suivie d’une excitation, ataxie, paralysie par-
tielle, narcose, convulsions et troubles respiratoires
(tachypnée). En cas d’inhalation, y est associée une irrita-
tion des muqueuses des voies aériennes supérieures. La
mort peut survenir par défaillance respiratoire. L’examen
anatomo-pathologique révèle des œdèmes et des lésions
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dégénératives multiples du tissu myocardique, des paren-
chymes hépatique et rénal et du système nerveux (fibres
optiques et cellules ganglionnaires, système nerveux 
central).

Mais cette symptomatologie, l’horaire de son développe-
ment et les doses toxiques pour ces espèces diffèrent net-
tement de ce que l’on observe chez l’homme. En revanche,
les études réalisées sur singes Rhésus ont montré que
cette espèce était, à ces points de vue, beaucoup plus pro-
che de l’homme :
– on observe chez ce singe, en plus des effets narcotiques
propres à tous les alcools, deux types d’actions qui carac-
térisent chez l’homme la toxicité du méthanol : d’une
part, des troubles visuels avec anomalies du fond d’œil
pouvant entraîner une cécité totale et, d’autre part, le
développement d’une acidose métabolique sévère ;
– il existe une période de latence asymptomatique de 8 à
12 heures ;
– la sensibilité de cette espèce est plus grande que celle
des non-primates : DL5O par voie orale voisine de 2 à
3 g/kg, concentration de 1 000 ppm létale pour certains
animaux.

Localement, chez le lapin, le méthanol n’est que faible-
ment irritant pour la peau et pour l’œil. Le produit pur pro-
voque une rougeur de la conjonctive chez tous les
animaux, une opacité cornéenne modérée et réversible
pour 50 % d’entre eux. Une solution aqueuse à 25 % est
sans effet.

Toxicité subaiguë, chronique [12, 14]

Des rats ont reçu pendant 6 mois 1 % de méthanol dans
leur eau de boisson sans qu’apparaisse d’atteinte particu-
lière, clinique ou biologique. L’administration orale quoti-
dienne, pendant un mois, de 10 ou 100 mg/kg détermine,
en revanche, chez ces animaux des modifications hépa-
tiques (dégénérescence focale du cytoplasme, gonflement
de cellules, modifications d’activité de certaines enzymes
microsomales). Des expériences réalisées sur un très petit
nombre de chiens ont montré que ces animaux suppor-
taient relativement bien des expositions répétées à des
vapeurs de méthanol : ni modification du comportement,
ni altération de la vision, ni perte de poids, ni modification
biologique ou histologique après 100 jours d’exposition, 
3 minutes, 8 fois/jour, à 10 000 ppm comme après 
379 jours d’exposition, 8 heures/jour à 450-500 ppm.

Les souris survivent en état de narcose après 6 à 7 jours
d’exposition, 3,5 à 4 heures/jour, à 48 000 ppm ; dans des
conditions voisines (3,5 à 4 heures/jour à 54 000 ppm),
elles succombent si cette exposition est répétée 13 à 
15 jours.

Effets génotoxiques [16]

Le méthanol n’est pas mutagène pour les souches clas-
siques de Salmonella typhimurium dans les conditions du
test d’Ames, avec ou sans activation métabolique [12]. II
en est de même pour l’urine de souris ayant reçu par voie
orale 1 g/kg par jour de produit, 5 jours consécutifs [19].

En revanche, le méthanol induit des mutations ponc-
tuelles sur des cellules de lymphome de souris en culture
[20].

In vivo, le méthanol augmente la fréquence des aberra-
tions chromosomiques chez la sauterelle [14] et chez la
souris [19, 21]. Chez cet animal, la réponse est dose-
dépendante et se retrouve aussi bien par administration

orale que par administration intrapéritonéale ; elle s’ac-
compagne d’une augmentation de la fréquence des
échanges de chromatides sœurs et de celle des micro-
noyaux dans les cellules de la moelle osseuse.

Effets sur la reproduction [16, 22]

L’exposition de rates gestantes à 20 000 ppm de méthanol,
7 heures par jour, pendant toute la durée de la gestation ou
seulement entre le 7e et le 15e jour de la gestation, pro-
voque une légère toxicité maternelle et une forte incidence
de malformations congénitales chez les nouveau-nés
(côtes surnuméraires ou rudimentaires, malformations des
systèmes urinaire ou cardio-vasculaire). Dans les mêmes
conditions, la dose de 5 000 ppm est sans effet [22].

TOXICITÉ SUR L’HOMME

Toxicité aiguë [12 à 15, 18, 25, 26]

Rares par inhalation ou par voie percutanée, les intoxica-
tions aiguës par le méthanol sont au contraire fréquentes
par ingestion, celle-ci pouvant être accidentelle, mais
étant le plus souvent provoquée par la consommation
d’alcool frelaté.

Le délai d’apparition de la symptomatologie est variable,
de 10 à 48 heures selon la dose ingérée. Le tableau 
associe :
■ des signes non spécifiques :

– une dépression du système nerveux central, respon-
sable d’un syndrome ébrieux (vertiges, ataxie, cépha-
lées, agitation) puis de troubles de conscience plus ou
moins profonds, qui s’accompagnent parfois de convul-
sions, d’une dépression respiratoire, d’un collapsus 
cardio-vasculaire,
– des signes d’irritation digestive (nausées, vomisse-
ments, douleurs digestives parfois) ;

■ des signes propres à l’intoxication par le méthanol :
– une acidose métabolique marquée, avec respiration
rapide et ample, type Kussmaul ; son intensité est sou-
vent importante, avec un pH artériel inférieur à 7, un
taux de bicarbonates effondré et, parfois, une élévation
des lactates,
– des troubles visuels qui peuvent s’installer tardive-
ment, au bout de 2 à 4 jours ; il s’agit d’une névrite
optique rétro-bulbaire. On observe :
• une mydriase bilatérale, avec abolition du réflexe
photomoteur ; la mydriase était décrite comme signe
typique de l’intoxication au méthanol dans les pre-
mières observations ; il apparaît maintenant qu’elle
n’est pas constamment retrouvée,
• une baisse progressive de l’acuité visuelle, pouvant
aboutir à une cécité complète,
• un rétrécissement concentrique du champ visuel.

Il existe une grande variabilité entre individus en ce qui
concerne la résistance au méthanol. Dans les intoxications
les plus graves, la mort peut survenir par défaillance respi-
ratoire. Après une intoxication sévère, la récupération peut
être totale, mais les séquelles oculaires sont relativement
fréquentes (amputation du champ visuel, cécité complète).

L’intoxication par voie respiratoire est la plus fréquente
dans l’industrie. La symptomatologie est voisine de celle
qui vient d’être décrite, avec les mêmes signes neurolo-
giques, digestifs, visuels et biologiques. On observe égale-
ment une irritation des muqueuses nasales et oculaires
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avec, en cas d’exposition massive ou prolongée, trachéite,
bronchite, blépharospasme. Des essais sur volontaires ont
montré que les concentrations suivantes étaient considé-
rées comme tolérables chez l’homme : 1 000 ppm pour
une exposition de 1 heure, 500 ppm pour 8 heures, 
200 ppm pour 8 heures/jour pendant 5 jours.

La projection de liquide dans l’œil peut entraîner conjonc-
tivite, lésions superficielles de la cornée et chémosis.

Toxicité chronique [14, 15, 23 à 25]

Les études épidémiologiques réalisées sur des ouvriers
exposés à des vapeurs de méthanol de façon chronique ne
permettent pas de fixer avec précision les seuils d’action
de ce produit. Il semble toutefois que, pour des exposi-
tions à long terme :
– des concentrations de 1 200 à 1 800 ppm puissent
entraîner des troubles visuels analogues à ceux des intoxi-
cations aiguës (organes cibles : nerf optique et rétine) ;
– des concentrations de 200 à 300 ppm puissent provo-
quer des céphalées tenaces et récidivantes ;
– la concentration de 25 ppm soit sans effet.

L’absorption simultanée de produit par voie cutanée aug-
mente évidemment les risques. Le contact répété ou pro-
longé avec le liquide peut donner des signes d’irritation
cutanée : dermatose, érythème, desquamation.

RÉGLEMENTATION

Rappel : les textes cités se rapportent essentiellement à la
prévention du risque en milieu professionnel et sont issus
du Code du travail et du Code de la sécurité sociale. Les
rubriques « Protection de la population » et « Protection
de l’environnement » ne sont que très partiellement ren-
seignées.

Il existe également une réglementation économique et
fiscale du méthanol qui n’est pas traitée dans le cadre de
cette fiche (voir avec le ministère chargé des Finances,
Direction générale des impôts).

HYGIÈNE ET SÉCURITÉ DU TRAVAIL

1. Mesures de prévention des risques chimiques
(agents chimiques dangereux)

– Articles R. 4412-1 à R. 4412-58 du Code du travail.
– Circulaire DRT n° 12 du 24 mai 2006 (non parue au JO).

2. Aération et assainissement des locaux
– Articles R. 4222-1 à R. 4222-26 du Code du travail.
– Circulaire du ministère du Travail du 9 mai 1985 (non

parue au JO).
– Arrêtés des 8 et 9 octobre 1987 (JO du 22 octobre 1987)

et du 24 décembre 1993 (JO du 29 décembre 1993)
relatifs aux contrôles des installations.

3. Prévention des incendies et des explosions
– Articles R. 4227-1 à R. 4227-41 du Code du travail.
– Articles R. 4227-42 à R. 4227-54 du Code du travail.
– Décret 96-1010 modifié du 19 novembre 1996 (JO du

24 novembre 1996) relatif aux appareils destinés à être
utilisés en atmosphère explosible.

4. Valeurs limites d’exposition professionnelle
– Article R. 4412-149 du Code du travail.
– Directive 2006/15/CE de la Commission du 7 février

2006 (JOCE du 9 février 2006).

5. Maladies de caractère professionnel
– Articles L. 461-6 et D. 461-1 et annexe du Code de la

sécurité sociale : déclaration médicale de ces affections.

6. Maladies professionnelles
– Article L. 461-4 du Code de la sécurité sociale : déclara-

tion obligatoire d’emploi à la Caisse primaire d’assu-
rance maladie et à l’inspection du travail ; tableau n° 84.

7. Classification et étiquetage
a) du méthanol pur :
Le règlement (CE) n° 1272/2008 du Parlement européen
et du Conseil du 16 décembre 2008 (JOUE du 31 décembre
2008), dit « Règlement CLP », introduit dans l’Union euro-
péenne le nouveau système général harmonisé de classi-
fication et d’étiquetage ou SGH. La classification et
l’étiquetage du méthanol harmonisés selon les deux sys-
tèmes (Directive 67/548/CEE et règlement) figurent dans
l’annexe VI du règlement. La classification est :
– selon la directive 67/548/CEE ou l’arrêté du 27 juin

2000 (JO du 251 juillet 2000) modifiant l’arrêté du
20 avril 1994 (JO du 8 mai 1994)

Facilement inflammable ; R 11
Toxique ; R 23/24/25 – 39/23/24/25

– selon le règlement (CE) n° 1272/2008
Liquide inflammable catégorie 2 ; H 225
Toxicité aiguë catégorie 3 : H 331 – 311 - 301
Toxicité spécifique pour certains organes cibles,
exposition unique catégorie 1 (STOT SE 1) ; H 370.

Se reporter aux étiquettes en début de la fiche toxicolo-
gique.

b) des mélanges (préparations) contenant du méthanol :
– Arrêté du 9 novembre 2004 modifié (JO du 18 novem-

bre 2004) transposant la directive 1999/45/CE
ou

– Règlement (CE) n° 1272/2008.

Des limites spécifiques de concentration ont été fixées
pour le méthanol.

8. Entreprises extérieures
– Arrêté du 19 mars 1993 (JO du 27 mars 1993) fixant la

liste des travaux dangereux pour lesquels il est établi
par écrit un plan de prévention.

PROTECTION DE LA POPULATION

– Article L. 5132.2, articles R. 5132-43 à R. 5132-73, 
articles R. 1342-1 à R. 1342-12 du Code de la santé
publique :
• détention dans des conditions déterminées (art. 
R. 5132-66) ;
• étiquetage (cf. 7) ;
• cession réglementée (art. R. 5132-58 et R. 5132-59).

PROTECTION DE L’ENVIRONNEMENT

Installations classées pour la protection de l’environne-
ment, Paris, imprimerie des Journaux officiels, brochure
n° 1001 :
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– n° 1431 : liquides inflammables, fabrication indus-
trielle ;

– n° 1432 : liquides inflammables, stockage en réservoirs
manufacturés ;

– n° 1433 : liquides inflammables, installations de mélan-
ges ou d’emploi ;

– n° 1434 : liquides inflammables, installations de rem-
plissage ou de distribution.

TRANSPORT

Se reporter éventuellement aux règlements suivants.

1. Transport terrestre national et international
(route, chemin de fer, voie de navigation 
intérieure) :

– ADR, RID, ADNR : Méthanol
N° ONU : 1230
Classe : 3
Groupe d’emballage II

2. Transport par air
– IATA

3. Transport par mer
– IMDG

RECOMMANDATIONS

En raison de l’inflammabilité et de la toxicité du métha-
nol, des mesures sévères de prévention et de protection
s’imposent lors de son stockage et de son utilisation.

I. AU POINT DE VUE TECHNIQUE

Stockage
■ Stocker le méthanol à l’air libre ou dans des locaux spé-
ciaux, frais, munis d’une ventilation, à l’abri de toute
source d’ignition ou de chaleur (rayons solaires, flammes,
étincelles…) et à l’écart des produits oxydants. Le sol des
locaux sera incombustible, imperméable et formera
cuvette de rétention afin qu’en cas de déversement acci-
dentel le liquide ne puisse se répandre au dehors.

■ Le matériel électrique, y compris l’éclairage, sera
conforme à la réglementation en vigueur.

■ Prévenir toute accumulation d’électricité statique.

■ Il sera interdit de fumer.

■ Les récipients seront soigneusement fermés et étique-
tés. Reproduire l’étiquetage en cas de fractionnement des
emballages.

Manipulation
Les prescriptions relatives aux locaux de stockage sont
applicables aux locaux où est manipulé le méthanol. En
outre :

■ Instruire le personnel des risques présentés par le pro-
duit, des précautions à observer et des mesures à prendre
en cas d’accident.

■ Éviter l’inhalation de vapeurs. Effectuer en appareil clos
toute opération industrielle qui s’y prête. Prévoir une aspi-
ration des vapeurs à leur source d’émission, ainsi qu’une
ventilation générale des locaux. Prévoir également des
appareils de protection respiratoire pour certains travaux
de courte durée, à caractère exceptionnel, ou pour des
interventions d’urgence.

■ Procéder à des contrôles fréquents et réguliers de l’at-
mosphère et s’assurer du respect des valeurs limites d’ex-
position réglementaires (VLEP contraignantes).

■ Éviter le contact du produit avec la peau et les yeux.
Mettre à la disposition du personnel des vêtements de
protection, des gants (par exemple en caoutchouc butyle,
polychloroprène ; les matières telles que caoutchouc natu-
rel, caoutchouc nitrile, PVC ne sont pas recommandées
[30]) et des lunettes de sécurité. Ces effets seront mainte-
nus en bon état et nettoyés après usage.

■ Prévoir des douches de sécurité et des fontaines ocu-
laires dans les ateliers où le produit est manipulé de façon
constante.

■ Ne pas fumer, boire et manger dans les ateliers.

■ Entreposer dans les locaux de travail des quantités rela-
tivement faibles de produit et, de toute manière, ne
dépassant pas celles nécessaires au travail d’une journée.

■ Interdire l’emploi d’air comprimé pour effectuer le
transvasement ou la circulation du produit.

■ Ne jamais procéder à des travaux sur ou dans des cuves
et réservoirs contenant ou ayant contenu du méthanol
sans prendre les précautions d’usage [31].

■ Éviter les rejets atmosphériques et aqueux pollués par
le méthanol.

■ En cas de fuite ou de déversement accidentel, récupérer
le produit en l’épongeant avec un matériau absorbant non
combustible, puis laver à grande eau la surface ayant été
souillée. Si le déversement est important, évacuer le per-
sonnel en ne faisant intervenir que des opérateurs entraî-
nés munis d’un équipement de protection.

■ Conserver les déchets imprégnés de solvant dans des
récipients clos, spécialement prévus à cet effet. Le métha-
nol peut être régénéré ou détruit par incinération. Dans
tous les cas, traiter les déchets dans les conditions autori-
sées par la réglementation (traitement dans l’entreprise
ou dans un centre spécialisé).

II. AU POINT DE VUE MÉDICAL

■ À l’embauchage, rechercher plus particulièrement des
signes d’atteinte du système nerveux central ou d’affec-
tion oculaire. Éviter d’exposer les sujets présentant une
atteinte fonctionnelle hépatique sérieuse due notam-
ment à un éthylisme.

■ Lors des visites ultérieures, pratiquer un examen cli-
nique afin de mettre en évidence une éventuelle atteinte
neurologique, oculaire ou hépatique ainsi que des signes
d’irritation cutanée. Cet examen pourra être complété par
des tests hépatiques. Certains médicaments pouvant
potentialiser les effets neurologiques, d’une part, et l’ex-
position au méthanol, comme à la plupart des solvants
organiques, pouvant être à l’origine de troubles neuropsy-
chiques (irritabilité, mémoire…), d’autre part, il en sera
tenu compte au cours de ces visites.
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Surveillance biologique de l’exposition [27]
Le dosage du méthanol urinaire en fin de poste de travail
et/ou fin de semaine est le témoin de l’exposition du jour
même. Cet indicateur est pertinent à partir de 20 ppm :
une bonne corrélation existe entre les concentrations
atmosphériques et urinaires. Chez les sujets non profes-
sionnellement exposés, les taux de méthanol urinaire
sont inférieurs à 3 mg/l.

Le BEI (Biological Exposure Indice) de l’ACGIH revu en 2008
est pour le méthanol urinaire en fin de poste de travail de
15 mg/l (identique à la valeur guide française).

■ En cas de projection cutanée, laver immédiatement à
grande eau. Retirer les vêtements souillés. Si cette mesure
n’a pas été entreprise rapidement ou si des signes appa-
raissent, une hospitalisation est conseillée du fait du
risque d’intoxication systémique.

■ En cas de projection oculaire, laver immédiatement à
l’eau ou au sérum physiologique pendant 15 minutes,
puis consulter un spécialiste.

■ En cas d’inhalation de fortes concentrations, retirer le
sujet de la zone contaminée. S’il est inconscient, le mettre
en position latérale de sécurité. Une hospitalisation est
conseillée du fait du risque d’intoxication systémique.

■ En cas d’ingestion, si le sujet est parfaitement cons-
cient, tenter de faire vomir, administrer du charbon médi-
cal activé, puis faire hospitaliser pour une surveillance
clinique et biologique ainsi que la mise en route d’un trai-
tement symptomatique et spécifique par un inhibiteur de
l’alcool-déshydrogénase.
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Annexe 18 : Fiche toxicologique de l'éthanol [148]. 

 
 

CH3-CH2OH
C2H6O

Numéro CAS
64-17-5

Numéro CE
200-578-6

Numéro Index
603-002-00-5

Synonyme
Alcool éthylique

CARACTÉRISTIQUES

UTILISATIONS [1 à 4, 6]

■ Solvant utilisé dans l’industrie des peintures, vernis, encres, matières plastiques,
adhésifs, explosifs, parfums, cosmétiques, l’industrie pharmaceutique…
■ Matière première pour la production de nombreux composés : acide acétique, acry-
late d’éthyle, acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthylamine, éthylène, éthers-oxydes
notamment l’ETBE (éthyl-tert-butyl-éther)…
■ Constituant de carburants : le « bioéthanol », éthanol obtenu à partir de matières 
premières végétales, peut être utilisé seul ou avec de l’essence ; les mélanges essence-
éthanol renferment 5 à 95 % de bioéthanol selon les pays. En France, la réglementation
fixe à 5,75 % le taux d’incorporation de bioéthanol dans l’essence en 2008 pour attein-
dre 10 % en 2010 ; toutefois la commercialisation d’un carburant renfermant 85 % de
bioéthanol et 15 % d’essence sans plomb autorisée fin 2007, se généralise dans les sta-
tions service (E85).
■ Désinfectant, biocide.
■ Composant de boissons alcoolisées.

PROPRIÉTÉS PHYSIQUES [1 à 8]

L’éthanol est un liquide mobile, incolore, volatil, d’odeur plutôt agréable, décelable dès
84 ppm.
L’éthanol est miscible à l’eau, le mélange se faisant avec dégagement de chaleur et
contraction du liquide : 1 vol. d’éthanol + 1 vol. d’eau donnent 1,92 vol. de mélange.
Par contre il y a expansion du liquide lorsque l’éthanol est mélangé à de l’essence.
L’éthanol est également miscible à la plupart des solvants usuels. C’est un bon solvant
des graisses et il dissout de nombreuses matières plastiques.
Ses principales caractéristiques physiques sont les suivantes.

Masse molaire 46,07
Point de fusion – 114 °C
Point d’ébullition 78-78,5 °C
Densité (D20

4 ) 0,789
Densité de vapeur (air = 1) 1,59
Indice d’évaporation (oxyde de diéthyle = 1) 8,3
Indice d’évaporation (acétate de n-butyle = 1) 2,4

ÉTHANOL
DANGER

H 225 – Liquide et vapeurs très inflammables.
Les conseils de prudence P sont sélectionnés selon les
critères de l’annexe 1 du règlement 1272/2008.

202-578-6

ÉTHANOL
R 11 – Facilement inflammable.
S 7 – Conserver le récipient bien fermé.
S 16 – Conserver à l’écart de toute flamme ou source

d’étincelles – Ne pas fumer.

202-578-6 – Étiquetage CE.

F – Facilement
inflammable

Selon la directive 67/548/CEE.

Selon le règlement CLP.

Depuis le 1er décembre 2010, l’étiquette doit être conforme
au règlement (CE) n° 1272/2008 dit « règlement CLP »
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À 20 °C et 101 kPa, 1 ppm = 1,91 mg/m3.

Le titre d’un mélange eau/éthanol est le rapport entre le
volume d’alcool absolu contenu dans ce mélange et le
volume de celui-ci à 15 °C ; il est exprimé en % en volume.
L’éthanol peut être commercialisé sous forme anhydre
(éthanol à 100 % en volume appelé aussi alcool absolu) ou
à différentes concentrations dans l’eau, principalement à
95 % et, pour des usages antiseptiques, à 70 %.
Pour les usages autres qu’alimentaires, des dénaturants
sont ajoutés. L’éthanol dénaturé, que l’on trouve égale-
ment dans le commerce sous le nom d’alcool à brûler, est
de l’éthanol dans lequel on a dissous divers produits pour
le rendre impropre à la consommation.
En France, l’alcool dénaturé selon le procédé général, doit
contenir 3,5 % de méthylène-Régie (mélange complexe
qui donne un goût et une odeur désagréables, obtenu par
carbonisation du bois et contenant environ 65 % de
méthanol, des cétones et des impuretés pyrogénées) et
1 % de 2-propanol. Des procédés spéciaux de dénaturation
peuvent être autorisés pour des usages particuliers.

PROPRIÉTÉS CHIMIQUES [2, 3, 4, 9]

Dans les conditions normales, l’éthanol est un produit 
stable. Il possède les propriétés générales des alcools pri-
maires (réactions d’oxydation, déshydrogénation, déshy-
dratation et estérification).
Il peut réagir vivement avec les oxydants puissants : acide
nitrique, acide perchlorique, perchlorates, peroxydes, per-
manganates, trioxyde de chrome…
La réaction avec les métaux alcalins conduit à la formation
d’éthylate et à un dégagement d’hydrogène ; elle peut être
brutale sauf si elle est réalisée en l’absence d’air pour évi-
ter la formation de mélanges explosifs air-hydrogène.
Le magnésium et l’aluminium peuvent également former
des éthylates, la plupart des autres métaux usuels étant
insensibles à l’éthanol.

Récipients de stockage
Le stockage de l’éthanol s’effectue généralement dans des
containers en acier ou dans des récipients métalliques
revêtus de résines phénoliques. Le verre est également
utilisable pour les petites quantités.
L’aluminium et certaines matières plastiques sont à éviter.

5,9 kPa à 20 °C
Pression de vapeur 10 kPa à 30 °C

29,3 kPa à 50 °C
Point d’éclair (en coupelle fermée)
éthanol 13 °C
éthanol à 95 % vol. 17 °C
éthanol à 70 % vol. 21 °C
éthanol à 10 % vol. 49 °C
éthanol à 5 % vol. 62 °C

Température d’auto-inflammation
423-425 °C ; 
363 °C (selon
les sources)

Limites d’explosivité dans l’air (% en volume)
limite inférieure 3,3 %
limite supérieure 19 %
Coefficient de partage octanol/eau : log Pow – 0,31

VALEURS LIMITES
D’EXPOSITION PROFESSIONNELLE

Des VLEP indicatives dans l’air des locaux de travail ont été
établies pour l’éthanol.

MÉTHODES DE DÉTECTION
ET DE DÉTERMINATION DANS L’AIR

■ Prélèvement au travers d’un tube rempli de charbon
actif (900/300 mg ou 700/300 mg). Désorption au
 dichlorométhane ou par un mélange dichloro -
méthane/sulfure de carbone/méthanol. Dosage par chro-
matographie en phase gazeuse avec détection par
ionisation de flamme [10, 11, 12].
■ Prélèvement au travers de deux tubes connectés en
série remplis d’Anasorb 747 (400 mg et 200 mg). Désorp-
tion par un mélange diméthylformamide/sulfure de car-
bone. Dosage par chromatographie en phase gazeuse
avec détection par ionisation de flamme [13].
■ L’utilisation, possible en toute première approche,
 d’appareils à réponse instantanée équipés d’un tube réac-
tif colorimétrique (par exemple GASTEC 112 ou 112 L,
DRAEGER Alcool 25/a ou 100/a, MSA Ethanol-100) n’as-
sure ni la sélectivité ni la précision nécessaires à une com-
paraison à une valeur limite d’exposition professionnelle.

INCENDIE – EXPLOSION [2, 9]

L’éthanol est un liquide très inflammable (point d’éclair en
coupelle fermée = 13 °C) dont les vapeurs peuvent former
des mélanges explosifs avec l’air dans les limites de 3,3 à
19 % en volume. Les solutions aqueuses d’éthanol sont
également inflammables : le point d’éclair d’une solution à
70 % est de 21 °C, celui d’une solution à 10 % est de 49 °C.
Les oxydants puissants peuvent réagir vivement avec le
produit.
Les agents d’extinction préconisés sont les mousses spé-
ciales pour liquides polaires, le dioxyde de carbone, les
poudres chimiques. En général, l’eau en jet direct n’est pas
recommandée car elle peut favoriser la propagation de
l’incendie. Elle pourra toutefois être utilisée pulvérisée ou
sous forme de brouillard en grande quantité pour éteindre
un feu important ou refroidir les fûts exposés ou ayant été
exposés au feu.
Les intervenants, qualifiés, seront équipés d’appareils de
protection respiratoire isolants autonomes et de combi-
naisons de protection.
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VLEP
Pays

Moyenne pondérée 
sur 8 heures

Court terme
(15 min maxi)

ppm mg/m3 ppm mg/m3

France
(circulaire 1982) 1 000 1950 5 000 9 500

États-Unis
(ACGIH) 1 000 1 880

Allemagne 
(valeurs MAK) 500 960
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PATHOLOGIE – TOXICOLOGIE

TOXICOCINÉTIQUE – MÉTABOLISME [6, 15, 16]

L’éthanol est rapidement absorbé par voie orale et respira-
toire et peu par contact cutané. Il est distribué dans tous les
tissus et fluides de l’organisme, notamment le cerveau et le
foie, et est principalement éliminé par une métabolisation
oxydative dans le foie produisant transitoirement de l’al-
déhyde puis de l’acide acétique.

La toxicocinétique et le métabolisme ont été bien étudiés
chez l’homme. L’éthanol est facilement absorbé par inges-
tion et par inhalation ; on considère en général que 
l’absorption percutanée est très faible (environ 1 %). Après
une ingestion unique, l’alcoolémie est maximale après 
1 heure si l’alcool a été ingéré sans nourriture, après 
2 heures autrement ; la vitesse d’absorption varie aussi en
fonction des individus, de la vitesse d’ingestion et de la
concentration de la solution ingérée : elle est maximale
pour les concentrations comprises entre 10 et 30 %. Chez
des volontaires inhalant des concentrations de 5 800 à
10 000 ppm, le taux de rétention pulmonaire a été trouvé
égal à 62 %, indépendamment de la concentration et de la
vitesse de ventilation. Chez des volontaires exposés à 25,
100 et 1 000 ppm, l’absorption est de 70 à 80 %.

L’éthanol absorbé diffuse rapidement et presque unifor-
mément dans tout l’organisme en raison de sa grande
solubilité dans l’eau. La distribution est très rapide dans
les organes fortement vascularisés comme le cerveau, 
les poumons, le foie ; et la concentration est maximale
dans le liquide céphalo-rachidien et l’urine où elle atteint
1,3 fois la concentration plasmatique, elle-même légère-
ment supérieure (1,1 fois) à la concentration moyenne
dans les organes. L’éthanol traverse librement le placenta
et des concentrations similaires sont retrouvées dans le
sang maternel et fœtal. Signalons que chez le rat et le
cobaye, l’éthanol s’accumule dans le liquide amniotique
qui peut servir de réservoir.

La métabolisation de l’éthanol comporte essentiellement
une oxydation complète en dioxyde de carbone et eau qui
se déroule en 3 étapes. La première qui mène à l’aldéhyde
acétique se fait en majeure partie (80-90 %) dans le foie
sous l’action de l’alcool-déshydrogénase. Les systèmes du
cytochrome P450 (inductible) et de la catalase-peroxy-
dase interviennent également à ce stade. L’efficacité de ce
dernier est limitée par la lenteur de formation du per-
oxyde d’hydrogène. La deuxième étape, menant à l’acide
acétique, est sous la dépendance de l’aldéhyde-déshydro-
génase présente dans le foie (90 %) et dans le rein (10 %).
L’activité aldéhyde-déshydrogénase du foie étant supé-
rieure à son activité alcool-déshydrogénase, il n’y a 
généralement pas, dans les conditions normales, d’accu-
mulation d’aldéhyde acétique. Cependant, en raison du
polymorphisme génétique de l’aldéhyde-déshydrogénase,
certains groupes ethniques peuvent dégrader plus lente-
ment l’aldéhyde acétique. Une accumulation peut égale-
ment se produire en présence d’un inhibiteur spécifique
de l’aldéhyde-déshydrogénase (disulfirame par exemple).
L’acide acétique formé est libéré dans le sang et la troi-
sième étape a lieu principalement dans les tissus périphé-
riques où il est oxydé en dioxyde de carbone et eau.

Au total, la vitesse de métabolisation varie largement
selon les individus ; une valeur moyenne déterminée par

des essais sur volontaires se situe vers 100 mg/kg par
heure. Des individus exposés régulièrement peuvent avoir
une vitesse de métabolisation plus importante par induc-
tion enzymatique. La clairance plasmatique serait voisine
de 220 mg/l par heure. Pour un sujet inhalant des vapeurs
d’éthanol tout en accomplissant un travail de force
(vitesse de ventilation = 30 l/min), l’équilibre vitesse 
d’absorption = vitesse de métabolisation assurant la sta-
bilité de l’alcoolémie serait atteint pour une concentration
de 3 500 ppm ; après 6 heures d’exposition à 8 500 ppm,
l’alcoolémie maximale retrouvée chez de tels sujets est de
470 mg/l.
En dehors de ce processus de détoxication oxydante, une
faible partie de l’éthanol absorbé (2 à 5 %) est éliminée
sous forme inchangée dans l’air expiré et dans l’urine. Il
peut également être excrété dans le lait maternel à une
concentration comparable à celle du sang maternel.

Mécanisme d’action [15, 16]

Les effets neuropsychiques aigus et subaigus de l’éthanol
sont dus à l’action directe mais non spécifique de l’alcool
sur le parenchyme cérébral : fixé dans les zones corticales,
il inhibe le fonctionnement des transmissions synap-
tiques et déprime ainsi le système nerveux central avec
une action principalement analgésique et anesthésique.
Le mécanisme des effets sur le métabolisme des lipides
est plus complexe. L’accumulation des graisses dans le foie
semble en effet résulter :
– d’une augmentation de la synthèse des triglycérides
dans le foie lui-même ;
– d’une augmentation de l’incorporation de glycérol dans
la phosphatidylcholine avec déficit relatif de choline ;
– d’une libération de catécholamines qui accélèrent la
mobilisation des dépôts graisseux ;
– d’une diminution de la vitesse d’oxydation des acides
gras.

Surveillance biologique de l’exposition [14]

Le dosage de l’éthanol sanguin en cours ou immédiate-
ment en fin de poste de travail est d’une utilisation limitée
pour apprécier l’intensité de l’exposition en milieu profes-
sionnel.
Il n’existe pas de valeur guide pour ce paramètre.

TOXICITÉ EXPÉRIMENTALE

Toxicité aiguë [6, 15, 16]

La toxicité aiguë de l’éthanol est faible par inhalation et
par ingestion, et négligeable par contact cutané. L’éthanol
est irritant pour les yeux mais n’a pas d’effet irritant ou
sensibilisant sur la peau.
Pour les diverses espèces étudiées (souris, rats, cobayes,
lapins, chiens), les DL50 par voie orale sont comprises
entre 5 et 20 g/kg, et les CL50 par inhalation sont voisines
de 20 000 à 30 000 ppm pour des expositions de 4 à 6 heu-
res. Par voie percutanée, aucun effet toxicologique n’est
observé chez le lapin à 20 g/kg vraisemblablement en rai-
son de la faible absorption percutanée.
Quelles que soient la voie d’administration et l’espèce
considérées, les symptômes observés sont très sembla-
bles à ceux que l’on connaît chez l’homme. Ce sont essen-
tiellement ceux d’une excitation puis d’une dépression du
système nerveux central : ataxie, prostration, somnolence,
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L’application quotidienne sur la peau du rat de 10 gouttes
d’une solution d’éthanol à 50 % dans l’eau, pendant 187
jours, n’entraîne qu’une irritation temporaire.

Effets génotoxiques [6, 15, 16]

Les données suggèrent que l’éthanol provoque des lésions
de l’ADN dans les cellules somatiques et germinales.

Sans activité sur Salmonella typhimurium, l’éthanol pro-
duit, sans activation métabolique, des mutations ponc-
tuelles sur Escherichia coli, sur Saccharomyces cerivisiae
et sur Aspergillus nidulans.

In vitro, il entraîne une augmentation de la fréquence des
échanges de chromatides sœurs dans des cultures de cel-
lules ovariennes de hamster ou de lymphocytes humains.

In vivo, une augmentation des échanges de chromatides
sœurs est également retrouvée chez les rats et souris
exposés par voie orale à des doses massives d’éthanol 
(> 7 g/kg/j) pendant plusieurs semaines. Il détermine 
également des mutations létales dominantes chez le rat
et la souris mâle par voie orale dès 1 240 mg/kg/j pendant
3 jours, et la formation de micronoyaux dans les érythro-
cytes de la moelle osseuse chez la souris à partir de
620 mg/kg par injection intrapéritonéale. Les essais
 d’aberrations chromosomiques sont négatifs.

Effets cancérogènes [17]

Selon l’évaluation du CIRC en 2007, il existe des preuves
suffisantes de la cancérogénicité de l’éthanol chez l’animal.

De nombreuses études ont été menées en utilisant des
doses massives d’éthanol dans l’eau de boisson. Ces étu-
des souvent anciennes et de qualité médiocre montrent
des résultats divergents. Plus récemment, chez le rat,
aucun effet cancérogène n’a été identifié à 676 et
2 028 mg/kg/j alors que l’éthanol a provoqué l’augmenta-
tion de l’incidence des tumeurs mammaires, des carci -
nomes de la cavité orale, carcinomes du pré-estomac 
chez le mâle et la femelle, et d’autres sites chez le mâle 
à 6 760 mg/kg/j. Enfin, une augmentation dose-
dépendante de l’incidence des tumeurs hépatiques a été
observée chez la souris.

Aucune étude adéquate n’a été réalisée par inhalation.

Effets sur la reproduction [6, 15, 16]

À forte dose, l’éthanol affecte les fonctions reproductrices
mâles et femelles et induit une diminution de la viabilité,
des malformations et des retards de croissance dans la des-
cendance. Des effets comportementaux sont observés chez
la descendance à plus faible dose.

De très nombreuses expérimentations ont été consacrées
à l’étude des effets de l’éthanol sur la reproduction. Elles
ont porté sur un grand nombre d’espèces (souris, rats,
hamsters, cobayes, lapins, chats, chiens, porcs et singes) et
ont utilisé différentes voies d’administration (orale, respi-
ratoire, intraveineuse, intrapéritonéale, intratesticulaire et
intra-utérine).

Il ressort de façon concordante de toutes ces études que
l’éthanol peut exercer des effets sur la fertilité des mâles
(action sur la spermatogenèse) et des femelles (perturba-
tion du cycle ovarien, mortalité post-implantation), sur le
développement embryonnaire et fœtal et sur les nou-
veau-nés : défauts de viabilité, retards de croissance, ano-

paralysie et dyspnée. La mort survient par défaillance
respiratoire ou circulatoire après baisse progressive de la
tension artérielle. Dans le cas de l’inhalation, on note en
plus une irritation des muqueuses respiratoires.

L’examen anatomo-pathologique révèle des lésions hépa-
tiques : œdème des cellules périphériques des lobules,
accumulation de lipides et notamment de triglycérides.

Localement, l’éthanol n’a pas d’effet irritant appréciable
sur la peau du lapin, sauf si l’on prolonge le contact
24 heures sous pansement occlusif. Une faible irritation
passagère est alors observée.
Sur l’œil de lapin, le produit utilisé pur provoque une irri-
tation oculaire modérée qui se manifeste par une légère
opacification de la cornée et une rougeur de la conjonctive
modérée à sévère. Ces effets sont réversibles en moins de
14 jours.
Aucune réaction n’a été observée dans un essai de maximi-
sation sur cobaye à une concentration de 75 % et dans des
essais de gonflement de l’oreille de souris à 95 %, et l’étha-
nol ne présente pas de propriété sensibilisante pour la peau.

Toxicité chronique [6, 15, 16]

L’éthanol possède une faible toxicité par exposition répétée
par voie orale et respiratoire. Les effets se manifestent sur
le foie et le système hématopoïétique à des doses élevées.
Aucun effet systémique n’est observé par voie cutanée.
Chez le rat, l’administration pendant 12 semaines d’é-
thanol dans l’eau de boisson à la concentration de 15 %
(environ 10 g/kg) provoque un ralentissement de la
croissance pondérale et une stéatose hépatique. Cette
même stéatose peut se retrouver par administration
pendant 14 semaines d’un régime dans lequel l’éthanol
représente 33 % de l’apport calorique (environ 12 g/kg).
Une diminution du taux d’érythrocytes, de l’hémato-
crite, de la concentration en hémoglobine et du taux de
lymphocytes est également observée à une dose de
8 g/kg/j pendant 10 mois. Chez le singe, recevant pen-
dant 3 mois un régime riche en éthanol (40 % de l’apport
calorique), la stéatose hépatique se double d’une stéa-
tose du myocarde ; l’accumulation graisseuse porte à la
fois sur les triglycérides, les phospholipides et le choles-
térol. Pour des expositions plus longues, les effets hépa-
tiques évoluent vers la cirrhose. En ce qui concerne les
effets neurologiques du produit, on note chez les ani-
maux le développement d’une certaine tolérance : pour
un taux d’alcoolémie donné, la coordination neuromus-
culaire est meilleure chez les animaux ingérant réguliè-
rement de l’éthanol que chez les animaux le
consommant pour la première fois. Il y a tolérance croi-
sée avec d’autres alcools (1- ou 2-propanol, 1- ou 2-buta-
nol).
Chez les rats, cobayes, lapins, chiens et singes exposés 
par inhalation en continu à 46 ppm d’éthanol pendant 
90 jours, comme chez les cobayes exposés 4 h/j, 6 j/sem,
pendant 10 semaines à 3000 ppm, on n’observe aucune
atteinte particulière clinique, biologique ou histologique.
Chez le rat et la souris, une inflammation et une nécrose
hépatiques interviennent après une exposition comprise
entre 6384 et 10108 ppm pendant 9 jours. Dans des expé-
rimentations plus anciennes réalisées à forte concentration,
on a également signalé des atteintes hépatiques sévères
(stéatoses, cirrhose, infiltrations péri-vasculaires hémorra-
giques). Les effets sur le comportement disparaissent chez
le rat après 8 jours d’exposition, 4 h/j à 24000 ppm.
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lésions de l’épithélium cornéen et une hyperémie de la
conjonctive ; la sensation de corps étranger peut durer 
1 jour ou 2 mais, en général, la cicatrisation est spontanée,
rapide et complète [18].

Toxicité chronique [5, 15, 19, 20]

Les effets chroniques de l’éthylisme par ingestion avec ses
retentissements neuropsychiques (polynévrite, atrophie
cérébelleuse, troubles de la mémoire), digestifs (stéatose
et cirrhose hépatiques, gastrite chronique, pancréatite),
cardio-vasculaires (myocardiopathie, hypertension arté-
rielle) et hématologiques sont rappelés ici pour mémoire.
En milieu industriel, cet éthylisme chronique doit retenir
l’attention, d’une part, en raison des risques d’accidents
liés aux troubles de vigilance et, d’autre part, en raison
d’interactions possibles avec les effets toxiques d’autres
produits chimiques (notamment synergie avec les effets
hépatotoxiques des solvants chlorés, interaction avec 
les amides, oximes, thiurames et carbonates inhibiteurs
d’aldéhyde-déshydrogénase) [21].

Dans le cas d’inhalations répétées de vapeurs d’éthanol,
des irritations des yeux et des voies aériennes supérieures,
des céphalées, de la fatigue, une diminution des capacités
de concentration et de vigilance ont été rapportées. Mais,
en dépit de rares observations anciennes non confirmées,
il n’est pas établi que cette inhalation chronique puisse
avoir – notamment au niveau du foie et du myocarde –
des répercussions semblables à celles d’ingestions 
excessives répétées. Toutefois, une étude, portant sur
1 282 travailleurs de l’industrie du caoutchouc et des
pneumatiques et comportant un suivi de 15 ans, a conclu
à une association significative, chez les sujets de plus de
50 ans, entre exposition à l’éthanol et mortalité par car-
diopathie ischémique [22] ; chez ces sujets, manipulant
une vingtaine de solvants, on a également trouvé un effet
de l’exposition au disulfure de carbone et au phénol. Il
semble actuellement qu’une consommation excessive
d’alcool soit un facteur favorisant de l’athérosclérose et de
ses conséquences, alors qu’une consommation faible
aurait un pouvoir protecteur [23].

Localement la répétition d’un contact cutané peut entraî-
ner un érythème et un œdème particulièrement s’il existe
une occlusion gênant l’évaporation du produit.

Effets cancérogènes [17]

Le CIRC a classé en 2007 « l’éthanol dans les boissons alcoo-
lisées » dans le groupe 1 des agents cancérogènes pour
l’homme.
De nombreuses études prospectives, rétrospectives ou de
corrélation indiquent que l’ingestion prolongée d’éthanol
(boissons alcoolisées) accroît la fréquence de certains can-
cers. Ces études concernent la population générale, les
sujets alcooliques et dans certains cas les employés de
brasseries (production de boissons alcoolisées). Il n’existe
pas de données épidémiologiques évaluant le rôle possi-
ble de l’inhalation de vapeurs d’éthanol dans la survenue
de cancers.
Dans une évaluation récemment mise à jour, le CIRC a
analysé ces données concernant l’association possible
entre alcool et 27 types de cancers. Lorsque des effets
significatifs sont notés, ils surviennent généralement
pour une consommation quotidienne de 50 grammes
d’alcool pur. On retrouve cette augmentation de risques
pour :

malies de développement, troubles du comportement
(activité locomotrice, apprentissage…).

Ces effets sont généralement mis en évidence à fortes
doses ; ainsi ces résultats s’observent :
– par voie orale, par administration d’éthanol à des doses
quotidiennes de 4 g/kg ou plus ;
– par inhalation, par exposition quotidienne de 7 heures
à 20 000 ppm.

Toutefois, une étude plus récente a montré une altération
de la mémoire et de l’apprentissage chez des rats juvéni-
les exposés in utero et par le lait maternel de femelles
exposées à 1 000 mg/kg/j.

TOXICITÉ SUR L’HOMME

Toxicité aiguë [5, 15, 16, 19, 20]

Les manifestations observées en cas d’intoxication aiguë par
ingestion sont bien connues: elles sont essentiellement
neuropsychiques (excitation intellectuelle et psychique, puis
ivresse caractérisée avec incoordination motrice de type céré-
belleux, puis coma plus ou moins profond avec menace du
pronostic vital par paralysie des centres respiratoires) et ont
pu être reliées de façon assez précise au taux d’alcoolémie.
Des altérations neuropsychiques sont observables pour des
concentrations d’éthanol dans le sang de 0,2 g/l: diminution
du temps de réaction, de la coordination motrice et trouble
du jugement. Il est peu probable qu’une telle concentration 
sanguine puisse provenir de la seule exposition profession-
nelle par inhalation [24].

Il convient toutefois de signaler que l’alcool industriel pré-
sente des dangers particuliers dus notamment aux addi-
tifs de dénaturation, et surtout à sa concentration, les
produits à plus de 70 % d’éthanol risquant d’entraîner des
lésions gastriques sérieuses.

En cas d’inhalation de vapeurs d’éthanol, les risques d’in-
toxication graves sont faibles car les effets anesthésiques
se situent à un niveau de concentration où l’irritation pro-
voquée est intolérable. Les essais réalisés sur volontaires
ont permis de préciser les niveaux d’action suivants :
– 1 380 ppm : après 30 minutes d’exposition, céphalée
suivie d’un léger engourdissement ;
– 3 340 ppm pendant 100 minutes : sensation de chaud
et froid, irritation nasale, céphalée, engourdissement ;
– 5 000 ppm : irritation immédiate des yeux et des voies
aériennes supérieures (toux) disparaissant en 5 à 10
minutes ; odeur presque intolérable initialement mais
acclimatation rapide ; très vite, céphalée, tension intra-
oculaire, sensation de chaleur ; après 1 heure, engourdis-
sement marqué ;
– 9 000 ppm : en plus des symptômes ci-dessus, fatigue
et somnolence après 30 minutes ;
– 20 000 ppm : larmoiement permanent, toux irrépres -
sible, suffocation ; cette concentration n’est tolérable que
pour de très courtes périodes.

Tous ces effets sont transitoires et disparaissent très vite
après la fin de l’exposition. En cas d’expositions répétées 
– ou chez les sujets ingérant régulièrement de l’éthanol – un
certain degré de tolérance apparaît: pour une même concen-
tration atmosphérique, les symptômes sont moins sévères et
le temps nécessaire pour les faire apparaître est plus long.

La projection de liquide pur dans l’œil provoque immédia-
tement une douleur cuisante, un larmoiement, des
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HYGIÈNE ET SÉCURITÉ DU TRAVAIL

1. Mesures de prévention des risques chimiques
(agents chimiques dangereux)

– Articles R. 4412-1 à R. 4412-58 du Code du travail. 
– Circulaire DRT n° 12 du 24 mai 2006 (non parue au JO)

2. Aération et assainissement des locaux
– Articles R. 4222-1 à R. 4222-26 du Code du  travail. 
– Circulaire du ministère du Travail du 9 mai 1985 (non

parue au JO).
– Arrêtés des 8 et 9 octobre 1987 (JO du 22 octobre 1987)

et du 24 décembre 1993 (JO du 29 décembre 1993) rela-
tifs aux contrôles des installations.

3. Prévention des incendies et des explosions
– Articles R. 4227-1 à R. 4227-41 du Code du travail. 
– Articles R. 4227-42 à R. 4227-54 du Code du travail. 
– Décret 96-1010 modifié du 19 novembre 1996 (JO du

24 novembre 1996) relatif aux appareils destinés à être
utilisés en atmosphère explosible.

4. Valeurs limites d’exposition professionnelle
– Circulaire du ministère du Travail du 19 juillet 1982

(non parue au JO).

5. Maladies de caractère professionnel
– Articles L. 461-6 et D. 461-1 et annexe du Code de la

sécurité sociale : déclaration médicale de ces affections.

6. Maladies professionnelles
– Article L. 461-4 du Code de la sécurité sociale : déclara-

tion obligatoire d’emploi à la Caisse primaire d’assu-
rance maladie et à l’inspection du travail ; tableau n° 84.

7. Classification et étiquetage
L’étiquette doit être conforme au règlement CLP à compter
du 1er décembre 2010 pour les substances et du 1er juin
2015 pour les mélanges.

a) éthanol pur
Le règlement CLP (règlement (CE) n° 1272/2008 du
Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008
(JOUE L 353 du 31 décembre 2008)) introduit dans l’Union
européenne le nouveau système général harmonisé de
classification et d’étiquetage ou SGH. La classification et
l’étiquetage de l’éthanol, harmonisés selon les deux systè-
mes (règlement et directive 67/548/CEE), figurent dans
l’annexe VI du règlement CLP. La classification est : 

– selon le règlement (CE) n° 790/2009 du 10 août 2009
modifiant le règlement (CE) n° 1272/2008 

Liquides inflammables, catégorie 2 ; H 225.

– selon la directive 67/548/CEE
Facilement inflammable ; R 11.

Se reporter aux étiquettes au début de la fiche toxicolo-
gique.

b) mélanges (préparations) contenant de l’éthanol
– Arrêté du 9 novembre 2004 modifié (JO du 18 novembre

2004) transposant la directive 1999/45/CE
ou
– Règlement (CE) n° 1272/2008.

8. Entreprises extérieures
– Arrêté du 19 mars 1993 (JO du 27 mars 1993) fixant en

application de l’article R. 237-8 du Code du travail la

– les tumeurs du tractus digestif supérieur (bouche, pha-
rynx, larynx, œsophage), les effets sont nettement majo-
rés par le tabagisme ;
– les tumeurs hépatiques, souvent en liaison avec des
atteintes préalables du foie liées à l’alcool (cirrhose) ;
– les tumeurs du sein qui peuvent être légèrement 
augmentées à partir de doses de 18 grammes par jour 
(RR 1,13 sur une méta analyse portant sur 58 000 fem-
mes) ;
– les tumeurs colorectales qui ont un risque relatif de 1,4
selon une méta analyse.

Pour d’autres sites, les résultats sont inconstants (on note
même parfois une diminution de risque chez le buveur) :
reins, lymphomes non-hodgkiniens, poumons et estomac.

Effets sur la reproduction [19, 25, 26]

D’importantes anomalies sont observées dans le domaine
de la reproduction chez des nouveau-nés de femmes ayant
absorbé de l’éthanol au cours de leur grossesse par inges-
tion. On ne dispose d’aucune donnée clinique correspon-
dant à des inhalations de vapeurs. Contrairement à
l’ingestion, l’inhalation ne conduit pas d’augmentation
significative de la concentration d’éthanol dans le sang.
Certains des effets constatés surviennent pour des doses
faibles et il convient d’y prêter attention en cas d’exposi-
tion importante possible.

L’ingestion d’éthanol affecte la fertilité masculine (atro-
phie testiculaire, réduction de la libido, diminution de la
testostérone). Chez la femme alcoolique, on note une per-
turbation des cycles menstruels. Par ailleurs une diminu-
tion de l’incidence de conception par cycle a été notée
pour des consommations d’alcool même faibles (5 verres
par semaine).

La consommation d’alcool provoque des anomalies congé-
nitales multiples (retard de croissance, perturbation du
système nerveux central, malformations externes) ; la fré-
quence de ces anomalies dépend de la dose quotidienne
d’alcool absorbée. Une augmentation du nombre d’avor-
tements ainsi que des retards intellectuels (baisse du QI)
et comportementaux sont également rapportés chez des
enfants dont les mères ont consommé des doses de 10 à
20 g d’alcool quotidiennement. L’effet peut être augmenté
si l’enfant est exposé au cours de l’allaitement.

RÉGLEMENTATION

Les textes cités se rapportent essentiellement à la préven-
tion du risque en milieu professionnel et sont issus du
Code du travail et du Code de la sécurité sociale. Les
rubriques «Protection de la population » et « Protection de
l’environnement » ne sont que très partiellement rensei-
gnées. 

Il existe également une réglementation économique et
fiscale de l’éthanol qui n’est pas traitée dans le cadre de
cette fiche (voir avec le ministère chargé des Finances,
Direction générale des impôts).

Rappel : La réglementation citée est celle en vigueur à la
date d’édition de cette fiche : 1er trimestre 2011.
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RECOMMANDATIONS

I. AU POINT DE VUE TECHNIQUE

Stockage
■ Stocker l’éthanol à l’air libre ou dans des locaux frais,
bien ventilés, à l’abri de toute source d’ignition ou de cha-
leur (flammes, étincelles, rayons solaires…) et à l’écart des
produits oxydants. Le sol de ces locaux sera incombusti-
ble, imperméable et formera cuvette de rétention afin
qu’en cas d’écoulement accidentel, le liquide ne puisse se
répandre au dehors.

■ Mettre le matériel électrique en conformité avec la
régle mentation en vigueur.

■ Interdire de fumer.

■ Prendre toutes dispositions pour éviter l’accumulation
d’électricité statique.

■ Conserver à l’abri de l’air dans des récipients soigneuse-
ment fermés et correctement étiquetés.

■ Reproduire l’étiquetage en cas de fractionnement des
emballages.

Manipulation
Les prescriptions relatives aux locaux de stockage sont
applicables aux ateliers où est manipulé l’éthanol. 
En outre :

■ Instruire le personnel des risques présentés par la sub-
stance, des précautions à observer et des mesures à pren-
dre en cas d’accident.

■ Entreposer dans les locaux de travail des quantités ne
dépassant pas celles nécessaires au travail d’une journée.

■ Ne pas fumer, boire ou manger sur les lieux de travail.

■ Éviter l’inhalation de vapeurs ou d’aérosols. Effectuer en
appareil clos toute opération industrielle qui s’y prête. Pré-
voir une aspiration des vapeurs à leur source d’émission
ainsi qu’une ventilation générale des locaux. Prévoir éga-
lement des appareils de protection respiratoire pour cer-
taines opérations exceptionnelles de courte durée ; leur
choix dépend des conditions de travail ; si un appareil 
filtrant peut être utilisé, il doit être muni d’un filtre de 
type A. Pour des interventions d’urgence, le port d’un
appareil respiratoire isolant autonome est nécessaire.

■ Contrôler régulièrement la teneur de l’atmosphère en
éthanol.

■ Éviter le contact du produit avec la peau et les yeux.
Mettre à la disposition du personnel des vêtements de
protection, des gants (par exemple en caoutchouc butyle,
en néoprène® ; caoutchouc naturel, polychlorure de
vinyle et polyalcool vinylique sont déconseillés [27]) et des
lunettes de sécurité. Ces effets seront maintenus en bon
état et nettoyés après usage.

■ Ne pas procéder à des travaux sur ou dans des cuves et
réservoirs contenant ou ayant contenu de l’éthanol sans
prendre les précautions d’usage [28].

■ Éviter les rejets d’éthanol dans l’environnement.

■ En cas de fuite ou de déversement accidentel, récupérer
le produit en l’épongeant avec un matériau absorbant
inerte puis laver à grande eau la surface ayant été souillée.

liste des travaux dangereux pour lesquels il est établi
par écrit un plan de prévention.

INTERDICTION/LIMITATION
DE MISE SUR LE MARCHÉ ET D’EMPLOI

Produits biocides 
Ils sont soumis à la règlementation biocides (articles
L. 522-1 et suivants du Code de l’environnement). A terme,
la totalité des produits biocides seront soumis à des auto-
risations de mise sur le marché.

L’éthanol est une substance active identifiée à l’annexe I et
notifiée à l’annexe II du règlement (CE) n° 1451/2007 dif-
férents types de produits biocides.
A la date de publication de cette fiche, l’éthanol peut être
présent dans les types de produits suivants : TP 1 (Produits
biocides destinés à l´hygiène humaine), TP 2 (Désinfec-
tants utilisés dans le domaine privé et dans le domaine de
la santé publique et autres produits biocides) ; TP 4 (Dés-
infectants pour les surfaces en contact avec les denrées
alimentaires) ; 
L’éthanol ne peut plus être utilisé dans les TP 3 (produits
biocides destinés à l´hygiène vétérinaire depuis le
01/03/2010 (décision de la Commission européenne
n° 2009/322/UE) et l’utilisation de TP 3 renfermant de
 l’éthanol est interdite en France depuis le 01/09/2010
(arrêté du 9 septembre 2009).

Pour plus d’information, consulter le ministère chargé de
l’environnement.

PROTECTION DE LA POPULATION

– Article L. 5132.2, articles R. 5132-43 à R. 5132-73, arti-
cles R. 1342-1 à R. 1342-12 du Code de la santé
publique :
• étiquetage (cf. 7).

PROTECTION DE L’ENVIRONNEMENT

Installations classées pour la protection de l’environne-
ment, Paris, imprimerie des Journaux officiels, brochure
n° 1001 :
– Nos 1430 à 1434 : liquides inflammables.

TRANSPORT

Se reporter éventuellement aux règlements suivants.

1. Transport terrestre national et international
(route, chemin de fer, voie de navigation 
intérieure)

– ADR, RID, ADNR : éthanol et solutions aqueuses
N° ONU : 1170
Classe : 3
Groupe d’emballage : II ou III

2. Transport par air
– IATA

3. Transport par mer
– IMDG
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Si le déversement est important, évacuer le personnel en
ne faisant intervenir que des opérateurs entraînés munis
d’un équipement de protection approprié.
■ Conserver les déchets imprégnés de solvant dans des
récipients spécialement prévus à cet effet. L’éthanol peut
être régénéré ou détruit par incinération. Dans tous les
cas, traiter les déchets dans les conditions autorisées par
la réglementation (traitement dans l’entreprise ou dans
un centre spécialisé).

II. AU POINT DE VUE MÉDICAL

■ À l’embauchage, rechercher plus particulièrement des
signes d’atteinte neurologique (centrale ou périphérique),
cutanée ou oculaire ou respiratoire chronique. Éviter d’ex-
poser des sujets présentant une atteinte fonctionnelle
hépatique sérieuse.
■ Lors des visites ultérieures, pratiquer un examen cli-

nique afin de mettre en évidence une éventuelle atteinte
neurologique ainsi que des signes d’irritation oculaire,
cutanée et respiratoire.

■ En cas de projection cutanée, laver immédiatement à
grande eau. Retirer les éléments souillés. Si des signes
locaux ou generis apparaissent, consulter un médecin.

■ En cas de projection oculaire, laver immédiatement à
l’eau pendant 15 minutes. Si des signes apparaissent,
consulter un spécialiste.

■ En cas d’inhalation de fortes concentrations, retirer le
sujet de la zone contaminée. S’il est inconscient, le mettre
en position latérale de sécurité. Dans tous les cas, le gar-
der au repos et avertir un médecin.

■ En cas d’ingestion, si le sujet est parfaitement 
conscient, tenter de le faire vomir, lui administrer du char-
bon médical actif et avertir un médecin. Une hospitalisa-
tion pourra être décidée pour une surveillance et un
traitement symptomatique.
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Annexe 19 : Tableau résumant les types de denrées alimentaires ainsi que les doses maximales d'emploi pour les glycosides de stéviol [46]. 

 

ANNEXE 

L’annexe II du règlement (CE) no 1333/2008 est modifiée comme suit: 

1) Dans la partie B2, l’inscription suivante relative à l’additif E 960 est insérée après l’inscription relative à l’additif E 959: 

«E 960 Glycosides de stéviol» 

2) Dans la partie E, les inscriptions suivantes relatives à l’additif E 960 sont insérées par ordre numérique dans les catégories de denrées alimentaires visées: 

PARTIE E: ADDITIFS ALIMENTAIRES AUTORISÉS DANS LES DIFFÉRENTES CATÉGORIES DE DENRÉES ALIMENTAIRES ET CONDITIONS D’UTILISATION 

Numéro de 
catégorie Numéro E Dénomination 

Quantité maximale (en 
mg/l ou mg/kg selon le 

cas) 
Notes Restrictions/exceptions 

01.4 Produits laitiers fermentés aromatisés, y compris traités thermiquement 

E 960 Glycosides de stéviol 100 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

03 Glaces de consommation 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

04.2.2 Fruits et légumes conservés dans le vinaigre, l’huile ou la saumure 

E 960 Glycosides de stéviol 100 (60) Uniquement conserves aigres-douces de fruits et de légumes 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

04.2.4.1 Préparations de fruits et de légumes, à l’exclusion des compotes 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

04.2.5.1 Confitures extra et gelées extra au sens de la directive 2001/113/CE 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement confitures, gelées et marmelades à valeur énergé­
tique réduite 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

04.2.5.2 Confitures, gelées, marmelades et crème de marrons sucrée au sens de la directive 2001/113/CE 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement confitures, gelées et marmelades à valeur énergé­
tique réduite 

(60): exprimés en équivalents stéviols
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Numéro de 
catégorie Numéro E Dénomination 

Quantité maximale (en 
mg/l ou mg/kg selon le 

cas) 
Notes Restrictions/exceptions 

04.2.5.3 Autres pâtes à tartiner similaires à base de fruits ou de légumes 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement pâtes à tartiner à base de fruits secs, à valeur 
énergétique réduite ou sans sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

05.1 Produits de cacao et de chocolat visés par la directive 2000/36/CE 

E 960 Glycosides de stéviol 270 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

05.2 Autres confiseries, y compris les microconfiseries pour rafraîchir l’haleine 

E 960 Glycosides de stéviol 270 (60) Uniquement produits à base de cacao ou de fruits secs, à 
valeur énergétique réduite ou sans sucres ajoutés 

E 960 Glycosides de stéviol 330 (60) Uniquement pâtes à tartiner à base de cacao, de lait, de fruits 
secs ou de graisses, à valeur énergétique réduite ou sans sucres 
ajoutés 

E 960 Glycosides de stéviol 350 (60) Uniquement confiseries sans sucres ajoutés 

E 960 Glycosides de stéviol 2 000 (60) Uniquement microconfiseries pour rafraîchir l’haleine, sans 
sucres ajoutés 

E 960 Glycosides de stéviol 670 (60) Uniquement pastilles rafraîchissantes pour la gorge fortement 
aromatisées sans sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

05.3 Chewing-gum 

E 960 Glycosides de stéviol 3 300 (60) Uniquement produits sans sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

05.4 Décorations, enrobages et fourrages, à l’exclusion des fourrages à base de fruits relevant de la catégorie 4.2.4 

E 960 Glycosides de stéviol 330 (60) Uniquement confiseries sans sucres ajoutés 

E 960 Glycosides de stéviol 270 (60) Uniquement produits à base de cacao ou de fruits secs, à 
valeur énergétique réduite ou sans sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols
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Numéro de 
catégorie Numéro E Dénomination 

Quantité maximale (en 
mg/l ou mg/kg selon le 

cas) 
Notes Restrictions/exceptions 

06.3 Céréales pour petit-déjeuner 

E 960 Glycosides de stéviol 330 (60) Uniquement céréales pour petit-déjeuner à teneur en fibres de 
plus de 15 %, et contenant au moins 20 % de son, à valeur 
énergétique réduite ou sans sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

07.2 Produits de boulangerie fine 

E 960 Glycosides de stéviol 330 (60) Uniquement essoblaten – enrobage de papier comestible 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

09.2. Poisson et produits de la pêche transformés, y compris mollusques et crustacés 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) Uniquement conserves et semi-conserves aigres-douces de 
poissons et marinades de poissons, crustacés et mollusques 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

11.4.1 Édulcorants de table sous forme liquide 

E 960 Glycosides de stéviol QS (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

11.4.2 Édulcorants de table sous forme de poudre 

E 960 Glycosides de stéviol QS (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

11.4.3 Édulcorants de table sous forme de comprimés 

E 960 Glycosides de stéviol QS (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

12.5 Soupes, potages et bouillons 

E 960 Glycosides de stéviol 40 (60) Uniquement les soupes et potages à valeur énergétique réduite 

(60): exprimés en équivalents stéviols
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Numéro de 
catégorie Numéro E Dénomination 

Quantité maximale (en 
mg/l ou mg/kg selon le 

cas) 
Notes Restrictions/exceptions 

12.6 Sauces 

E 960 Glycosides de stéviol 120 (60) À l’exclusion de la sauce de soja (fermentée ou non fermentée) 

E 960 Glycosides de stéviol 175 (60) Uniquement la sauce de soja (fermentée ou non fermentée) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

13.2 Aliments diététiques destinés à des fins médicales spéciales au sens de la directive 1999/21/CE (à l’exclusion des produits relevant de la catégorie 13.1.5) 

E 960 Glycosides de stéviol 330 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

13.3 Aliments diététiques de régime contre la prise de poids destinés à remplacer un repas ou l’apport alimentaire d’une journée (en tout ou en partie) 

E 960 Glycosides de stéviol 270 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

14.1.3 Nectars de fruits au sens de la directive 2001/112/CE du Conseil, nectars de légumes et produits similaires 

E 960 Glycosides de stéviol 100 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

14.1.4 Boissons aromatisées 

E 960 Glycosides de stéviol 80 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

14.2.1 Bière et boissons maltées 

E 960 Glycosides de stéviol 70 (60) Uniquement bière sans alcool ou ayant une teneur en alcool 
ne dépassant pas 1,2 % vol.; bière de table/Tafelbier/table beer 
(contenant moins de 6 % de moût primitif) sauf Obergäriges 
Einfachbier; bières ayant une acidité minimale de 30 milli-équi­
valents exprimée en NaOH; bières brunes du type oud bruin 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

14.2.8 Autres boissons alcoolisées, y compris les spiritueux ayant un titre alcoométrique inférieur à 15 % vol et les mélanges de boissons alcoolisées et de boissons non alcoolisées 

E 960 Glycosides de stéviol 150 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols
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Numéro de 
catégorie Numéro E Dénomination 

Quantité maximale (en 
mg/l ou mg/kg selon le 

cas) 
Notes Restrictions/exceptions 

15.1 Amuse-gueule à base de pommes de terre, de céréales, de farine, d’amidon ou de fécule 

E 960 Glycosides de stéviol 20 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

15.2 Fruits à coque transformés 

E 960 Glycosides de stéviol 20 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

16. Desserts, à l’exclusion des produits relevant des catégories 1, 3 et 4 

E 960 Glycosides de stéviol 100 (60) Uniquement produits à valeur énergétique réduite ou sans 
sucres ajoutés 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

17.1 Compléments alimentaires sous forme solide, y compris sous forme de gélules ou de comprimés et sous d’autres formes similaires 

E 960 Glycosides de stéviol 670 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

17.2 Compléments alimentaires sous forme liquide 

E 960 Glycosides de stéviol 200 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols 

17.3 Compléments alimentaires sous forme de sirop ou sous une forme à mâcher 

E 960 Glycosides de stéviol 1 800 (60) 

(60): exprimés en équivalents stéviols
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Annexe 20 : Statistiques concernant la pathologie du diabète, sous différentes formes 

graphiques [180]. 
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Stevia rebaudiana B. : 
Réels enjeux de santé publique ou campagne marketing ? 

RÉSUMÉ 

Le sucre est retrouvé dans de nombreuses denrées alimentaires, notre civilisation le 

consomme de manière excessive ce qui engendre des pathologies graves. Malheureusement, 

ces pathologies sont de plus en plus nombreuses et surviennent de plus en plus tôt. 

Stevia rebaudiana B. contient des glycosides de stéviol possédant un fort pouvoir sucrant, 

entre 200 et 350 fois plus que le saccharose, sans apporter ni calories, ni glucides. La stévia 

s'inscrit donc comme une solution aux pathologies liées au sucre, en se substituant à lui dans 

l'alimentation. 

Depuis 2009, les glycosides de stéviol sont autorisés en France comme édulcorant et 2011 

pour l'ensemble de la zone Euro. Cet évènement est relativement récent pour qu'un impact sur 

l'obésité et le diabète puisse être observé. Des études dans les années à venir doivent être 

menées. En plus de leur propriété sucrante, les glycosides de stéviol présentent des 

caractéristiques anticariogène, antidiabétique, antioxydante, antimicrobienne, 

antihypertenseur, anti-inflammatoire et anticancérigène pouvant être utiles pour le traitement 

de pathologies liées ou non au sucre. Mais actuellement, il ne sont pas commercialisés pour 

ces activités. 

La stévia représente économiquement un double enjeu. D'une part elle diminuerait les 

dépenses de santé, d'autre part elle génèrerait des profits aux industriels de l'agro-alimentaire 

en se substituant au sucre. Ceci est dû à l'origine naturelle, qui confère aux glycosides de 

stéviol une plus grande attractivité que les édulcorants synthétiques. Le marché de la stévia 

est en pleine expansion mais les dépenses de santé n'ont pas diminué suite à son introduction 

récente sur le sol Européen. 

MOTS CLÉS : Stevia rebaudiana, glycosides de stéviol, sucre, édulcorant, toxicologie, 
diabète, obésité, économie. 
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