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Résumé
L'aspartame est un édulcorant intense artificiel largement utilise comme substitut du sucre dans
les aliments et les boissons. Il appartient a la catégorie chimique des dipeptides et posséde un

fort pouvoir sucrant 200 fois supérieur a celui du sucre.

Des études de recherche ont mis en évidence divers effets négatifs de I'aspartame sur la santé,
notamment le potentiel cancérigéne de 1’aspartame, une influence négative sur le cerveau et

I’immunité. Cependant, malgré ces résultats, le statut de 1'aspartame reste sujet a débat.

La présente étude a pour but d’évaluer la génotoxicité de I’aspartame par trois doses (100 mg,

200mg, 400mg) en utilisant le test d’Allium cepa.

Les résultats obtenus ont montré que le traitement des bulbes avec des échantillons pendant 24
heures entrainait une réduction de la croissance de la longueur des racines par rapport au
controle négatif, le pourcentage de l'indice mitotique diminue avec lI'augmentation de la dose

d'aspartame teste et apparition de diverses aberrations chromosomiques.

Ces tests ont montré un effet cytotoxique en réduisant l'indice mitotique (IM) et un effet
génotoxique en augmentant les aberrations chromosomiques (AC) par rapport au contréle

négatif.

Mots clés : l’aspartame, la génotoxicité, Allium cepa, Indice mitotique, aberrations

chromosomiques.



Abstract

Aspartame is an artificial sweetener widely used as a sugar substitute in food and drinks. It
belongs to the chemical category of dipeptides and has a strong sweetening power 200 times
higher than that of sugar.

Research studies have highlighted various negative effects of aspartame on health, including
the carcinogenic potential of aspartame, a negative influence on the brain and immunity.

However, despite these results, the status of aspartame remains subject to debate.

The purpose of the present study is to evaluate the genotoxicity of aspartame by three doses
(2100 mg, 200 mg, 400 mg) using the Allium cepa test.

The results obtained showed that the treatment of bulbs with samples for 24 hours resulted in
a reduction in the growth of the root length compared to the negative control, the percentage
of the mitotic index decreases with the increase in the dose of aspartame tested and the
appearance of various chromosomal aberrations. These tests showed a cytotoxic effect by
reducing mitotic index (MI) and a genotoxic effect by increasing chromosomal aberrations

(CA) compared to negative control.

Keywords : aspartame, genotoxicity, Allium cepa, mitotic index, chromosomal aberrations.
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Introduction

Introduction

Les sucres sont indissociables & notre vie car ils ajoutent du sucré a nos aliments, mais ils ne
doivent pas étre consommés en grande quantité car ils peuvent étre I'une des causes puissantes
de nombreuses maladies dégénératives. Ainsi, les édulcorants nous permettent de réduire notre
apport calorique quotidien et d’offrir un gott sucré bien meilleur que le saccharose (Wagner,

2012).

L'aspartame est un édulcorant synthétique non nutritif, qui est I'ester méthylique d'un dipeptide,
une poudre cristalline blanche, inodore mais extrémement sucrée (Magnuson et al., 2007).
Depuis les années 1980, il a été utilisé dans une variété de produits alimentaires et de boissons,
notamment les boissons faibles en calories (ou « light »), les chewing-gums et les médicaments

tels que les pastilles contre la toux ou les comprimés de vitamines a croquer.

Aujourd’hui, les aliments sans édulcorants sont quasiment rares. IL est considéré comme nocif
pour notre santé et est associé a diverses pathologies (Bruno, 2018). A cet égard, l'aspartame
suscite des inquiétudes chez les consommateurs d'aujourd’hui. Les experts estiment qu’en
respectant des doses quotidiennes acceptables, cela ne présente aucun risque. Cependant, le
risque zéro ou nul n'existe pas, puisque le probleme vient d'une exposition réguliére et continue

a ce produit.

Bien que l'aspartame soit désormais classé comme "peut-étre canceérigene” par mesure de
précaution, selon une évaluation de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a conclu qu'il présente un™ indicateur limité".
La dose habituelle de « 40 mg/kg de poids corporel par jour » ne semble pas poser de problemes
majeurs de sécurité sanitaire. 1l est toutefois recommandé de se méfier particulierement des
enfants qui en consomment de grandes quantités. Des études complémentaires sont nécessaires
pour mieux comprendre les effets potentiels de l'aspartame a long terme, notamment sur

I'obésité, le diabéte et les maladies cardiovasculaires.

A cet effet, ce travail se concentrera sur I'évaluation des effets cytotoxiques et génotoxiques de
cette substance a travers le test Allium cepa, qui considere trois paramétres, effet inhibiteur de
I’élongation racinaire, effet sur I’indice mitotique de la division cellulaire des cellules
méristématiques racinaires et les d'aberrations chromosomiques. Les tests biologiques a base
de plantes sont des outils sophistiqués qui évaluent les altérations génétiques et les effets

mutagénes des agents chimiques ou physiques.
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Introduction

Ce mémoire est constitué de deux parties : la premiere est une étude bibliographique qui
comporte deux chapitres :

* Le premier est consacré aux édulcorants particuliérement l'aspartame.

* Le deuxiéme chapitre traite les tests de la génotoxicité.

La deuxiéme partie est consacrée aux matériel et méthodes, description des résultats obtenus
ainsi que leur discussion et la conclusion.
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Geéenéralités sur les édulcorants




Chapitre 1 Généralités sur les édulcorants

I. Généralités sur les édulcorants

1.1 Définition

Le mot « édulcorant » vient du latin « édulcorare » donner du doux, (Coutin et Mignon, 2009).
Les édulcorants sont des substances d’origine naturelle comme stevia ou synthétiques comme
I’aspartame, ils sont utilisés pour donner une saveur sucrée aux aliments ou aux médicaments

sans ajouter de calories.

Cependant, les édulcorants ne répondent a aucun besoin de notre organisme. Ils sont surtout
utilisés par les diabétiques pour qui la consommation de sucre pur doit étre la plus faible
possible, (Clarisse et al., 2009 ; Wagner, 2012).

1.2 Classification des édulcorants

Les edulcorants sont classes en deux grandes catégories en fonction de leur pouvoir sucrant.

1.2.1 Les édulcorants nutritifs
Les edulcorants nutritifs peuvent étre nommeés aussi les édulcorants de masse, de charge ou

polyols, ces derniers sont des édulcorants sans sucre (Clarisse et al., 2009 ; Wagner, 2012).

Ces édulcorants ont un pouvoir sucrant similaire ou legérement inférieur a celui du sucre, mais
avec un contenu calorique moindre (Massin et Belliste, 2007). Ils font partie du groupe des
sucres-alcools : sorbitol, xylitol, mannitol, maltitol, lactitol (Rapaille et al., 1993) obtenus par

hydrogénation des glucides.

Les polyols sont tous autorisés dans I’UE et bénéficient d’une DJA (Dose Journaliére
Admissible) non spécifiée, leur utilisation ne fait pas courir de risque aux consommateurs, ils

ne présentent donc pas de risques toxicologique (Massin et Belliste, 2007).

1.2.2 Les édulcorants intenses
Les édulcorants intenses peuvent aussi appelés les édulcorants de synthése, artificiels ou non
nutritifs (Clarisse et al.,2009).

Les édulcorants intenses possédent un pouvoir sucrant trés élevé, qui est de 30 a 500 fois
supérieur a celui du saccarose, et qui ne sont donc nécessaires qu’a tres faible dose pour obtenir
un pouvoir sucrant intense. Leur apport calorique est tres faible presque nul (Carocho et al.,
2017).
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Chapitre 1 Généralités sur les édulcorants

Ils sont regroupés en deux sous-groupes :

» Les édulcorants intenses d’origine naturelles

Ces édulcorants n'apportent pas de calories. Parmi eux, le sucralose (connu sous le nom de
Splenda) et le rébaudioside A (issu de la stévia). La stévia est vendue aux Etats-Unis depuis
environ 12 ans et a regu son autorisation de mise sur le marcheé en France en 2009 (Coutin et
Mignon, 2009).

Le stévioside est un édulcorant issu de la plante Stevia Rebaudiana. Son pouvoir sucrant est
de 300 fois élevé que les sucre de table. Son utilisation comme additif alimentaire est
toutefois Interdite au Canada, aux Etats-Unis et dans les pays de I’'union européenne, car

certaines études laissent penser qu’il pourrait étre cancérogene (Beauregard, 2009).

> Les édulcorants artificiels

Les édulcorants artificiels a haute intensité représentent une catégorie significative d'additifs
alimentaires fréquemment utilisés dans les secteurs de l'alimentation, des boissons, des
confiseries et de la pharmacie. 1ls offrent une saveur sucrée tout en ayant un apport énergétique
tres faible ou nul, ce qui permet de réduire la teneur calorique de nombreux produits (Zygler et
al., 2009).

Ces edulcorants peuvent développer un arriére-goQt legerement amer (Coutin et al., 2009). Les
¢dulcorants artificiels les plus utilisés sont I’aspartame, I'acésulfame-K, le cyclamate de sodium
et la saccharine de sodium (Ali et al., 2021). Fig. 1

l edulcorants ’

edulcorants
intense nutritifs

J synthetiques J d'origine ’ aqul
= polyols edulcorants
(nonlnutntlfs) nalturelle L'—‘ l glusidique

/Aspartame \ (" Stévia ) Sorbitol PEE——
Saccharine Thaumatine Maltitol
Acésulfame k Glycoside Xylitol Sucre
Cyclamate Sirop de Mannitol saccharose
Neotame céréale Lactitol fructose
“\__Sucralose / Miel )~ Erythritol §
—_—

Figure 1 : Classification des édulcorants (Jain et Grover. 2015)
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Chapitre 1 Généralités sur les édulcorants

Les édulcorants intenses sont couramment employés depuis six décennies, que ce soit sous
forme de sucrettes, de sucre en poudre, ou en tant qu'additif dans divers produits tels que les
produits laitiers, les boissons, et les confiseries. 1ls sont privilégiés par les individus cherchant
a restreindre leur consommation de sucre et/ou de calories, notamment les personnes en

surpoids ou obéses, ainsi que les diabétiques (Coutin et al., 2009).

1.3 Aspartame (E951)

1.3.1 Définition
L’aspartame (C14HI18N205) est un édulcorant de synthése faiblement calorique considéré
comme virtuellement non calorique, se présentant sous la forme d’une poudre blanche

cristallisée, inodore, dont le pouvoir sucrant est d’environ 200 fois supérieur a celui du

saccharose (Fredot, 2012 ; Ngassa Ndeukou, 2014).

L’aspartame est un dipeptide synthétique formé par la réaction de l'acide L-aspartique avec
I'ester méthylique de la L-phénylalanine Ester (Rangan et Barceloux, 2009) Fig 2. Il est

probablement 1’édulcorant intense le plus connu du grand public (Grembecka et Szefer, 2012).

L'aspartame est fréqguemment utilisé comme substitut du sucre ou de la graisse. Il est
couramment choisi par les personnes souffrant de diabéte en raison de son pouvoir sucrant élevé
sans augmenter significativement la glycémie. On le trouve dans une variété de produits tels
que les eaux minérales aromatisees, les yaourts, les boissons isotoniques et les sodas sucrés.
Son utilisation généralisée dans ces produits en fait I'un des édulcorants les plus répandus dans

I'industrie alimentaire (Sikorska, 2023).

Aspartic
acid O Phenylalanine
OH H O Methanol
H,N N >0-CHs

O

Figure 2 : Structure chimique de I’aspartame (Risk et al., 2016)
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Chapitre 1 Généralités sur les édulcorants

1.3.2 La decouverte et mise sur le marche

L’aspartame a été découverte en 1965 par James M. Schlatter, un chimiste travaillant pour la
société pharmaceutique américaine G.D. Searle & Company (Wagner, 2012 ; Ngassa
Ndeukou, 2014)

Il a obtenu son premier agrément de mise sur le marché (AMM) aux Etats-Unis en 1974.
Cependant, cette autorisation a été suspendue quelques mois plus tard en raison de
préoccupations concernant des doutes sur un éventuel effet cancérigene. Suite a une
réévaluation des études animales, une nouvelle autorisation de mise sur le marché (AMM) a été
accordée en 1981. En France, l'utilisation de l'aspartame a été autorisée a partir de 1988.
(Ngassa Ndeukou, 2014). Fig. 3

L"UE autorise Faspartame a étre utilisé en tant qu“éduilcorant
(directive 94/35/CE).
Découverte de l'aspartame par la L'aspartame est alors approuvé dans plus de 90 pays.
société américaine Searle

Nouvelle autorisation de mise sur le marché

v v v

1965 Autorisation suspendue 1981 1994
Réévaluation des études Poursuite des études expérimentales sur I'aspartame... 'J
1974 expérimentales 1980 1988 .
La Food and Drug Administration accorde la Autorisation de I'aspartame en France

1% autorisation de mise sur le marché

Dose journaliére acceptable fixée 3 40 mg/kg de poids corporel/j

Figure 3 : Historique de I’aspartame (Esteoulle et al., 2014)

1.3.3 Utilisation

L'aspartame est incorporé dans plus de 6000 produits, pour sucrer les boissons et les aliments a
faible teneur en calories comme des chewing-gums, des cremes dessert, des produits laitiers,
des confitures et des confiseries, ainsi que les médicaments. En France, il s'agit actuellement de
I'édulcorant le plus largement utilisé. (Multon, 1992 ; Renciizogullan et al., 2004). Il est

également utilisé comme édulcorant de table.
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Chapitre 1 Généralités sur les édulcorants

L'aspartame, largement utilisé par l'industrie agroalimentaire dans de nombreux produits
allégés, peut perdre son pouvoir sucrant lorsqu'il est exposé a la chaleur pendant la cuisson
(Amouyal et al., 2012)

I1 est souvent utilisé en mélange avec d’autre édulcorants (Wagner, 2012), comme le cas avec
le sel d’aspartame, qui est un mélange de deux édulcorants, I’aspartame (E 951) et I’acésulfame
K (E 950) (EFSA, 2023). Le Codex Alimentarius reconnait l'utilisation de l'aspartame comme
édulcorant et exhausteur de godt (Wagner, 2012).

La dose journaliere admissible (DJA) représente la quantité maximale d'additif considérée
comme sdre pour la consommation humaine avec un niveau €levé de garanties. En 1981, un
comité mixte de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et de I'Organisation des Nations
unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) a établi I'innocuité de l'aspartame et a fixé une
DJA a 40 mg/kg de poids corporel par jour. En termes de perception de la saveur sucrée, cette
quantité équivaut a environ cing fois la consommation quotidienne moyenne de saccharose pour
une personne pesant 60 kg (Multon, 1992 ; AFSSA,2002). La FDA americaine a déterminé
une dose sans effet observable (DSENO) de 2000 mg/kg/jour pour les études préecliniques
portant sur I'aspartame (Butchko et al., 2002).

Des réévaluations supplémentaires de la securité de l'aspartame ont été menées en Europe,
d'abord en 1988, 1997 et 2002 par le SCF, puis en 2005, 2006, 2009 et 2013 par I'EFSA. Toutes
ces réévaluations ont confirmé la dose journaliere admissible (DJA) établie précédemment
(Marinovich et al., 2013).

L'aspartame suscite un vif intérét en raison de son pouvoir sucrant elevé et de sa faible teneur
calorique. Il est donc considéré comme un outil potentiel dans la gestion des facteurs de risque

cardiovasculaire tels que le diabete et l'obésité (Ngassa Ndeukou, 2014).

1.3.4 Effets indésirables de I’aspartame

Il'y a vraiment des avis contradictoires concernant les effets indésirables de cet édulcorant.
Depuis sa mise sur le marché, ’aspartame a été accusé d’étre nocif pour la santé, malgré les
avis contraires de nombreuses agences de régulation alimentaire telles que I’EFSA, le

CSAH, ’ANSES, la FDA.
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- Toxicité et Cancérogeneése
Une étude de recherche a conclu que la consommation a court terme d'aspartame peut entrainer
des symptdmes bénins tels que des maux de téte, une bouche séche, des vertiges, des
changements d'humeur, des nausées, des vomissements, une réduction du seuil de convulsions
et une thrombocytopénie (Whitehouse et al., 2008).

Les études menées sur le pouvoir cancérogéne de I’aspartame sont toutes aussi nombreuses que
contradictoires (Dr Moffa et al., 2007).

Dans une étude en 2007 sur la toxicité chez les rats, l'aspartame a été administré dans
l'alimentation a des groupes de males et de femelles, apportant des preuves du potentiel
cancérigéne de ce composé. Leurs recherches, utilisant des rats foetaux, ont révélé une
augmentation significative des tumeurs malignes chez les males, une augmentation de
I'incidence de lymphomes et de leucémie chez les males et les femelles, ainsi qu'une
augmentation de l'incidence de cancer du sein, des carcinomes du rein, du pelvis et de I'urétre
chez les femelles (Soffritti et al., 2007).

Il est noté que la dose testee dans cette recherche est proche a la DJA humaines. Donc les
résultats de cette étude renforcent et confirment les études anciennes qui ont également montré

le potentiel cancérigene de 1’aspartame.

En 2012, une étude épidémiologique prospective menée par Harvard a révélé une augmentation
significative du risque de lymphome non hodgkinien et de myélome chez les hommes

consommant des sodas de régime contenant de I'aspartame (Schernhammer et al., 2012).

En effet, une étude épidémiologique de type cohorte a été mené par un groupe de chercheurs,
connue sous le nom de >’ NutriNet-Santé cohort’’. Cette étude a grande échelle a suggéré
I’existence d’une association entre la consommation d’édulcorants artificiels tel que
I’aspartame et ’acesulfame-K et le risque d’apparition des cancers, plus précisément le cancer

du sein et les cancers liés a I’obésité (Debras et al., 2022).

Plus récemment, (Tibaldi et al., 2020) avaient conclu dans un travail original que 1’aspartame

avait un potentiel lymphomatogenique et leucemogenique.
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- Neurodégénérescence

De nombreuses études suggerent que l'aspartame et ses métabolites augmentent le risque de
maladies neurodégéneratives (Villareal et al., 2016 ; Choudhary et Lee, 2018).

De plus, des recherches indiquent que l'aspartame active divers canaux calciques dans les
neurones, ce qui peut conduire a la mort cellulaire. De plus, la consommation d'aspartame
entraine des niveaux élevés de peroxyde d'hydrogéne (H202), ce qui augmente le stress
oxydatif mitochondrial sur les cellules, entrainant ainsi l'apoptose des cellules surrénales et
cérébrales (Ashok et al., 2015).

L'administration a long terme d'aspartame a entrainé des changements dégénératifs dans les
nerfs sciatiques. L'aspartame semble également avoir une influence négative sur le cortex
cerébral et cérébelleux (Okasha, 2016). Fig. 4

ASPARTAME USAGE

F’henylalanlna
Aspartic acid

'I

Chemical stressor

[f Oxidative stress ]

4 (Cortisol)
Alteration of Nouro-physlo!ogical Alteration of
neurotransmitter symptom NMDA receptor

’ ]

Figure 4 : Effets neurodégénératifs de I’aspartame et ses métabolites (Okasha, 2016).
- Aspartame et inflammation

La consommation d'aspartame peut conduire a une production excessive des especes reactives
de l'oxygene (ROS) et d'especes réactives de I'azote (RNS), induisant un stress oxydatif dans
différentes cellules et tissus. Cela peut entrainer une dérégulation des marqueurs pro-
inflammatoires, ce qui conduit finalement a une inflammation systémique. Cette inflammation
peut a son tour provoquer une dérégulation de la flore bactérienne intestinale (Choudhary et
Pretorius, 2017).
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1.4 Les avantages et inconvénients des édulcorants

1.4.1 Avantages
Les édulcorants sont largement utilisés dans I'industrie agroalimentaire pour réduire la teneur

calorique des denrées alimentaires et des boissons pour remplacer le sucre (Fredot, 2012).

Il est utilisé par des gens qui contrblent leur poids et réduire leur apport en sucres de leur régime
alimentaire (Goudable, 2011).

Les édulcorants artificiels sont souvent plus stables que le sucre, ce qui les rend adaptés a une

utilisation dans les produits qui nécessitent une longue durée de conservation (Sikorska, 2023).

1.4.2 Inconvénients
Les polyols peuvent entrainer des douleurs abdominales, des ballonnements et des diarrhées
s'ils sont consommeés en trop grande quantité (Fredot, 2012). 1l est important de respecter les

recommandations de consommation recommandées pour éviter ces effets indésirables.

Des etudes épidémiologiques robustes suggerent que l'utilisation réguliere d'édulcorants est
associée de maniére indépendante a un risque accru de plusieurs maladies telles que I'obésité et
le diabete de type 2 (Anne-Claire, 2019).
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Chapitre IT La génotoxiciteé

I1.1 Généralités

La génétique est une discipline scientifique axée sur I'étude de la structure et de la fonction du
matériel génétique. La génotoxicologie, quant a elle, s'intéresse spécifiquement a I'impact et a
la capacité de certains produits chimiques ou facteurs environnementaux a endommager I'ADN,
notamment les radiations (Sharmistha et al., 2021). Les agents génotoxiques agissent de
diverses manieres, en produisant des cassures et des ponts d'/ADN, des erreurs de réplication et
des substitutions de bases. Ces dommages peuvent entrainer la mort cellulaire et des problémes
de santé tels que l'infertilité et le cancer (Kanad et al., 2023).

Mais ces dommages peuvent aussi étre réparés par des systemes de réparation cellulaire.
Cependant, si cette réparation est défectueuse, incompléte ou absente, des mutations
permanentes peuvent survenir. Lésions ou mutations qui provoquent directement l'interaction
du composé parent ou de ses métabolites avec le matériel génétique, ou provoquent

indirectement l'activation métabolique des enzymes hépatiques (Pham, 2011).

I1.2 Tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité sont une évaluation importante congue pour identifier les substances
génotoxiques en fonction de leur capacité a provoquer des dommages génétiques, notamment
la mutagenicite, la clastogénicité et leur aneugénicité. Ces tests comprennent une variété de
tests in vitro (réalisés a l'aide de cellules cultivées en laboratoire) et de tests in vivo (réalisés sur
des animaux de laboratoire) (Balderik, 2021). lls constituent un outil et actuellement le seul
capable d'évaluer les effets précoces de I'exposition a des substances génotoxiques et de prédire

le risque de cancer (Eslava, 2004). Fig. 5
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Figure 5 : Principaux types de tests de genotoxicité (Orsiere et al., 2005).

Les critéres pour qu'un test soit valable, il doit respecter certaines conditions importantes :

> Facilité et sécurité : Le test doit étre pratique a réaliser et ne présenter aucun risque
pour les sujets qui y sont soumis.
> Précision et reproductibilité : Les résultats du test doivent étre précis, reproductibles et

minimiser les erreurs analytiques possibles.

» Signification quantitative : Les informations obtenues grace au test doivent étre
quantitativement significatives en termes de risque pour la santé individuelle ou d'un

groupe de personnes. (Pilliére et Falcy, 1991).

I1.2.1 Test d’Ames

Le test d’Ames est un test de mutation inverse bactérienne qui utilise les souches de S.
typhimurium auxotrophes en acides aminés, été signalées pour la premiére fois dans des
publications dans les années 1970. Il est largement considéré comme la référence dans les tests
de mutagénicité (Dimitrios et al., 2024). La souche utilisée est porteuse d'une mutation dans
I'un des génes qui contrélent la synthese de I'acide aminé histidine. Cette mutation de I'histidine
rend la souche incapable de se développer sur un milieu sans histidine. Ces mutations His-
reviennent spontanément a His+ a une fréquence tres basse, de sorte que les cellules retrouvent

la capacité de se développer sur un milieu sans histidine. Fig. 6
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Test d’Ames
-1 .
Boite de pétri Incubation
I
Extrait de foie de rat e —
l Mutagéne Boite de controle
possible Milieu avec un minimum (Révertants
d’histidine natiirale)
—’ .—’
Souche de salmonelle Boite de Incubation
(Nécessite de I’histidine) pétri

Un nombre élevé des révertants
(his- au his +) je suggere que le
mutagéne provoque des mutations

Figure 6 : Principe d’application du test d’Ames (Keshav et al., 2021).

I1.2.2 Test de comete (SCGE)

Le test des cométes, également connu sous le nom « d’électrophoreése sur gel monocellulaire »
ou SCGE. Le test des cometes est largement utilisé depuis 30 ans pour mesurer les dommages
et la réparation de I’ADN dans les cellules et les tissus (Mgller, 2018). Le test est simple,

sensible et peu codteux a réaliser (Gajski et al., 2020).

Le principe de cette technique consiste a mettre en suspension des cellules dans un gel d'agarose
sur une lame de microscope, qui migreront ensuite dans un champ électrophorétique apres une

étape de lyse cellulaire et libération des noyaux (Collins, 2004), (Soughir, 2009). Fig. 7.
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Figure 7 : Aspects des cométes en fonction de I’importance de la fragmentation de I’ADN
(Moche, 2014).

I1.2.3 Test d’aberration chromosomique (AC)

L'AC est caractérisée par des modifications du nombre total de chromosomes. Le but de test est
d'évaluer la fréquence des AC stables et instables il joue aussi un réle dans I'étiologie du cancer
et de diverses maladies génétiques humaines, leur grand avantage est actuellement le seul test
ayant une valeur prédictive du risque de cancer lié a la fréquence AC (Udroiu et Sgura, 2017 ;
Ortega, 2004).

Il existe plusieurs fagons de détecter les anomalies chromosomiques, mais la plus courante est
la méthode du caryotypage. Le caryotypage a été réalisé en bloguant les cellules en métaphase

avec la colchicine. (Fardel et al., 2009).
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I1.2.4 Test du micronoyau (MN)
Les micronoyaux sont des structures chromatiniennes rondes et membraneuses formées au
cours de la division cellulaire tardive lorsque des segments chromosomiques acentriques ou des

chromosomes entiers ne sont pas incorporés dans I'un des noyaux des cellules filles.

Le but du test des micronoyaux est de détecter et de denombrer ces micronoyaux (in vitro et in
vivo). Ce test peut détecter les agents génotoxiques qui peuvent provoquer « aneuploidie » par
’utilisation d’une technique d’hybridation in-situ, il s’agit de la technique « fish ». Utilisant
des sondes marquées a I’aide d’un marqueur fluorescent « centromeres ». Ou la présence d’un
centromeére dans le micronoyau permet d’identifier ’effet aneugéne de génotoxique (Laura et
al., 2016).

Le test du micronoyau est un outil fiable et sensible largement utilisé dans la recherche sur le
cancer, la toxicologie environnementale, la radioprotection, la médecine légale et d'autres

domaines. (Leonard et al., 2020).

Stimula Inhibition de o e i g i e

; “”l‘;{a"‘?” d; s it ou de plusieurs du contenu

a prolifération des micronoyaux centromérique
lymphocytes T du cytoplasme des micronoyaux

(activation mitogénique en fin de mitose
par la phytohemagglutinine M)  (blocage de la cytodiérése

par la cytochalasine B) MN MNC+
MNC-

Prélevement de Sang total Mitose L es b
ARG ymphocyt: Hybridation

sang périphérique en culture binucléss in situ
micronuciées fluorescente

Figure 8 : Principe du test des micronoyaux (larmarcovai et al., 2007)

I1.2.5 Echange de chromatides sceurs (SCE)

L'échange de chromatides sceurs entre chromosomes est provoqué par des cassures de I'ADN
et la restauration des fragments brisés a presque la méme position aprés échange entre deux
chromatides sceurs du méme chromosome, leur formation dépend donc du cycle cellulaire ou
de la réplication en phase S de I'ADN. Le test (SCE) est un test a court terme qui détecte ces

échanges. Il convient pour tester les effets d'un composeé sur les cellules in vitro et peut
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Egalement évaluer les effets in vivo. Il est donc utilisable pour la mesure du potentiel
génotoxique d’un composé donné, mais aussi pour la surveillance de personnels exposés

(Maki-Paakkanen, 1987 ; Cavallo et al., 2006).

La détection des SCE nécessite des méthodes permettant de marquer différemment les
chromatides sceurs. Ceci peut étre réalisé en incorporant de la bromodésoxyuridine (BrdU), un
analogue de la thymine en phase S (Gonzalez-Torres et al., 2014). Les cellules ont ensuite été
traitées a la colchicine pour stopper la division cellulaire en métaphase, et aprés récolte des

chromosomes.

I1.2.6 Test Allium cepa

Les effets néfastes des polluants chimiques et des agents biochimiques sur 1’écosystéme
peuvent étre déterminés grace a divers systemes modeles végétaux tels que Lactuca sativa L.,
Pisum sativum et Allium cepa. Parmi tous ces modeéles, A. cepa est le modele le plus utilisé
comme bioindicateur en raison de sa facilité de disponibilité, de son faible colt et de ses

chromosomes de grande taille (Ria et Sanjib, 2024)

Présentation genérale d'Allium cepa

Allium cepa (2n=16), l'oignon, est une plante herbacée bisannuelle de la famille des amaryllis
(Amaryllidaceae), C'est une plante vivace dont le bulbe souterrain est le principal organe de
Stockage (Brain, 2020). Le bulbe d’oignon est la principale partie comestible de la plante et sa
taille, sa forme et sa couleur varient en fonction du cultivar (Britannica 2024). Le caryotype
montre cing paires de chromosomes (de 8 a 16 m) avec deux paires de centromeéres médiales
par rapport a la ligne médiane et une paire de chromosomes satellites (Cotelle, 1999).
L’importance des tests sur les oignons contribue a améliorer les connaissances sur la prévention
de la toxicité environnementale. L'oignon (Allium cepa L.) est un biomarqueur potentiel pour
les études de génotoxicité (Firbas et Amon, 2013), et ce test permet d’évaluer les effets des

agents qui ont la capacité de provoquer des changements sur les chromosomes.

Les criteres de génotoxicité déterminés sur Allium cepa
Forme des racines
Les racines présentaient une sensibilité plus élevée, donc le paramétre est le changement de la

couleur des extrémités des racines (Fiskesjo, 1985).
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L’indice mitotique

L'indice mitotique (IM), caractérisé par le nombre total de divisions cellulaires au cours du
cycle cellulaire, a été utilise comme paramétre pour évaluer la cytotoxicité de plusieurs
substances. Le niveau cytotoxique d'une substance peut étre déterminé par une augmentation
ou une diminution de I'lM. (Leme et Marin-Morales, 2009).

Les Aberrations Chromosomiques (AC)

Pour évaluer différentes anomalies chromosomiques, plusieurs types d’AC doivent étre pris en

compte a différentes étapes du cycle cellulaire (prophase, métaphase, anaphase et télophase).
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I. Matériel et méthodes
1.1 Matériel utilisé
1.1.1 Produits testés

Trois différentes doses d’aspartame ont été utilisés (dose 01 = 100 mg/l, dose 02 = 200 mg/I et
dose 03=400 mg/l).

1.1.2 Matériel biologique utilisé
Des bulbes d’oignons (2n=16) de variété commerciale Allium cepa, ont été obtenus de Turquie

d’un poids moyen de 6.5 g. Tab.1

Tableau 1 : : Taxonomie de I’espéce Allium cepa (Bedouh, 2014).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Classe Liliopodia
Ordre Liliales
Famille Liliaceae
Genre Allium L
Espéce Allium cepa L

1.2 Evaluation de la génotoxicité par le test Allium cepa

1.2.1 Préparation des oignons
Nous avons commence par nettoyer les oignons des vielles racines, ensuite les placer dans une
série des gobelets en plastiques remplis avec de 1’cau distillée, puis les garder dans un lieu

obscur et aéré pendant 24 h.

Les produits testés sont :

L’¢échantillon 1 : MMS (Méthyle Méthane Sulfonate) comme contréle positif.
L’échantillon 2 : Les 3 concentrations d’aspartame.

L’échantillon 3 : L’eau distillée comme contréle négatif.
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La mise en contact des bulbes d’oignons avec les différents échantillons est réalisée comme cité

dans la préparation des oignons. Fig. 9

Figure 9 : Culture des bulbes d’oignons avec les échantillons (photo personnelle).

1.2.2 Fixation et conservation des racines

Avec des ciseaux, on coupe les 2 derniers centimétres des extrémités des racines, apres on place

les racines dans un produit fixateur (Carnoy). Fig. 10

Figure 10 : Obtention des racines des bulbes (photo personnelle).

Apres 24 h, on place les racines dans un flacon qui contient 1’éthanol a 70% pour la conservation

jusqu’a I’observation microscopique.
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1.2.3 Préparation des lames

Pour I’observation microscopique on commence par I’hydrolyse des racines par I’HCI 1N dans

le bain marie a 60°C pendant 8 min, ensuite on rince les racines par I’eau distillée (3 fois 5
min). Fig. 11

Figure 11 : Hydrolyse des bulbes dans le bain marie (photo personnelle).

L’étape suivante est la coloration des racines par la solution Feulgen pendant 25 a 30 min en

obscurité. Ensuite on place les racines dans I’eau distillée pendant 2 min pour le rincage. Fig.
12 puis séchées sur du papier Wattman.

Figure 12 : Coloration des racines par la solution Feulgen (photo personnelle).

Pour la préparation des lames, on place une racine sur la lame, a I’aide d’un bistouri, la
découpe en petits morceaux. Fig. 13
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Figure 13 : Fixation des morceaux de racine sur la lame (photo personnelle)

Mettre une goutte d’acide acétique glaciale 45% sur la lame et couvrir avec une lamelle en

appuyez soigneusement par du papier absorbant pour exclure les bulles d’aires. Fig. 14

Nous avons préparé 3 lames/échantillon.

Figure 14 : Lame préte pour ’observation microscopique (photo personnelle).

1.2.4 Examen microscopique
Le microscope optique utilisé pour I’observation est de la marque Optika & oculaire x16. On

commence 1’observation par ’objectif X40 pour la détermination de 1’indice mitotique (IM).

Le pourcentage de I'IM est obtenu selon la formule suivante :
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IM % = (P+M+A+T) / Nombre totale des cellules

Egalement, on compte 100 cellules en phase de division/ lame pour déterminer les aberrations

chromosomiques AC. Fig. 15

Figure 15 : L’observation des lames sur microscope (photo personnelle).
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Résultats et discussions

IT Résultats et discussion du test Allium cepa

I1.1 Observation macroscopique

Aprés I’incubation des bulbes d’Allium cepa dans I’eau distillée pendant 24 h, I’observation
morphologique a I’ceil nu @ montré une croissance normale des racines sans aucune anomalie

de croissance. Fig. 16

Figure 16 : L’état morphologique des racines aprés I’incubation (photo personnelle).

La seule différence observée entre les contrdles positives, négative et les 03 concentrations

d’aspartames est la longueur des racines dans chaque échantillon.
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I1.2 La longueur des racines
La longueur des racines et I’inhibition de la croissance sont mesurés apres traitement par les
différentes doses d’aspartame, ce critére macroscopique peut étre un des paramétres a effet

cytogénétique. Tab. 2 et Fig. 17

Tableau 2 : Résultats de 1’élongation racinaires aprées 24 h. de traitement.

Moyenne de la | Inhibition de la
longueur longueur
(apres) tET
Controle (-) 3.3+0.67 0%
100(mg/l) 2.93+0.52 11.21%
200(mg/l) 2.89+0.24 12.42%
400(mg/1) 1.68 + 1.02 49.09%
Controle (+) 1.1+0.22 66.66%
ET : écart type
35 70%
3 60%
25 50%
2 40%
15 30%
1 20%
0.5 10%
0 0%
contrdle(-) 100mg 200mg 400mg contrdle(+)

==@==|\oyenne de la longueur aprés 24 h (cm) ==@=|nhibition de la longueur (%)

Figure 17 : Evolution de la longueur des racines et de I’inhibition de leur croissance.
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Apres 24 h, les racines du contréle négatif sont les plus long avec une moyenne de longueur :
3.3 £ 0.67 (Tabet, 2015) suivie par la faible dose 100mg : 2.93+0.52 ensuite la 2 -éme dose
200mg : 2.89 + 0.24 apres la forte dose 400mg : 1.68 £+ 1.02. Le MMS comme contrdle positif

a donné une moyenne de longueur : 1.1 + 0.22 (Tabet, 2015).

On constate que I'inhibition de la longueur des racines augmente lorsque la dose d'aspartame
augmente cela signifie que plus la dose est élevée plus la réduction de la longueur des racines
est importante.

Pour la premiére dose I'inhibition est de 11.21%, pour la deuxieme dose Il'inhibition est de 12.42
% et pour la troisieme dose l'inhibition atteint 49.09%, ces résultats indiquent donc une
corrélation entre l'augmentation de la dose d’aspartame, I’augmentation de l'inhibition de la
longueur des racines et la diminution de la longueur des racines, il existe une relation Dose-
Effet.

Ces résultats suggerent une influence possible de 1'aspartame sur la croissance des racines.

Selon (Tabet, 2015), L’inhibition de la croissance des racines observées est associée a I’activité

méristématique apicale et a ’allongement de la cellule au cours de la différenciation.

I1.3 Indice mitotique
L’IM, caractérisé par le nombre total des divisions des cellules dans le cycle cellulaire est utilisé
comme parametre pour évaluer la cytotoxicité d une substance. (Fernandes et al., 2007 ; Leme

et Marin-Morale, 2009).

L’IM mesure la proportion des cellules dans la phase M du cycle de division et sa suppression
pourrait étre interprétée comme une mort ou un retard de la cinétique de prolifération cellulaire

(ROJA et al.,1993).

Les résultats de I’IM des racines d’Allium cepa et du pourcentage des phases mitotiques sont

présentés dans le tableau Tab. 3, Fig. 18, 19
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Tableau 3 : L’effet de ’aspartame sur les phases mitotique (PM) et IM.

Concentration NCC IM (moyenne Moyenne des phases mitotique PM (%) £
ET
(Mg/ml) ) ET
(%) " :
Prophase Métaphase Anaphase  Télophase
Contréle (-) 5183 20.82%1.07 74.6425.02 7.51%3.51 7.31£2.21 10.53%3.65
100 3129 20.81%3.89 55.65%7.99 51.41 4.1421.47 35.1717.94
200 3071 14.02+1.94 53.46%2.04 B8.21%2.62 6.29%0.68 32%8.79
400 3088 11.17%3.46 54.96%4.13 9.37+3.41 8.10%£3.08 27.5313.06
Contrdle (+) 5194 6.8110.89 57.645.65 13.84%3.8 8.63%3.56 19.9%£4.85

NCC : nombre de cellules comptées, IM : I’indice mitotique, ET : écart type.

L'IM aprés 24h

25

20.82

20

15 14.02

11.17
I
10
6.81
I

5
0

IM (%)

H Controle (-) H 100mg H 200mg 400mg contréle +

Figure 18 : Histogramme des moyennes de 1’Indice mitotique

Les résultats de l'indice mitotique aprés traitement par l'aspartame montrent des valeurs

intéressantes. Ou I’on remarque qu’il y’a une diminution progressive des valeurs de I'IM.

La diminution de I’activité mitotique peut étre dii a une progression plus lente des cellules de

la phase S (synthése de I’ADN) vers la phase M (mitose) (Wu et al., 2010).
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Plusieurs travaux sont signalés que la diminution de ce paramétre est considérée comme un

signe de toxicité (Saxena et al., 2005).

Ces résultats montrent que 1'aspartame peut avoir un impact sur la division cellulaire ou la
valeur de I’IM la plus élevée est celle obtenue avec la 1% dose (20.81%) et la valeur la plus

faible est celle obtenue avec la 3°™ dose (11.17%) et ceci par comparaison avec les contrdles

(-) et (+).

Pourcentage des phases

L1
II i
-1 - "™
Pro Ana

Méta

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Télo

Hcontrole - MW 100mg M 200mg 400mg controle +

Figure 19 : Histogramme des phases des divisions cellulaires apres 24h.

L’inhibition mitotique a été attribuée un certain nombre de facteurs parmi lesquels le blocage

du cycle mitotique pendant I’interphase (Soliman et Ghoneam, 2004).

Concernant le pourcentage des phases, le pourcentage le plus élevé de Prophase (55.65%) est
obtenu avec la dose d’aspartame a 100mg et le pourcentage le plus bas (53.46%) est obtenu
avec la dose de 200 mg d'aspartame. Avec controle négatif (74.64%) et (57.6 %) avec le contrdle
positif.

Pour la métaphase, (5%) avec 100 mg tandis que le taux élevé (9.37%) est obtenu avec 400mg

d'aspartame. Avec le controle négatif (7.51 %) et (13.84%) avec le controle positif.

Le pourcentage d'anaphase atteint la valeur maximale apres traitement des racines d'A/lium cepa
avec la dose 400mg (8.10%) et la valeur la plus basse avec 100 mg (4.14 %). Les controles
négatif et positif ont donné (7.31 % et 8.63 %) respectivement.
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Pour la télophase la valeur faible (27.53%) est obtenue avec la dose de 400mg et la forte valeur
(35.17%) avec 100 mg d'aspartame. Les contréles négatif et positif ont donné (19.9% et

10.53%) respectivement.

On a observé qu’il y a des perturbations entre diminution et augmentation des pourcentages de
prophase, métaphase, anaphase et télophase. Cela peut indiquer que les traitements avec les
I’aspartame ont affecter la durée relative de chaque phase de la mitose comme suggéré par

(Barakat et Hassan, 1997)

Au cours de notre observation microscopique par objectif x40, nous avons pris des photos des

cellules en différentes phases de division (Fig.20).

Figure 20 : Cellules méristématiques normales d’A/lium Cepa en division (photos

personnelle)
(A)Prophase, (B) métaphase, (C) anaphase, (D) télophase.
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I1.4 Aberration chromosomique AC
Les AC sont caractérisés par le changement soit dans le nombre total de chromosomes ou de

la structure chromosomique. (Tabet, 2015).

Les aberrations chromosomiques sont dues a des 1ésions de I’ADN et de la protéine du fuseau

chromosomique causant des dommages génétiques (Amin, 2001)

Concernant le pourcentage des AC de notre travail, différents types d’anomalies ont été

misent en evidence. Le pourcentage des AC est obtenu selon la formule suivante :

Les résultats des AC détectées dans les racines d’Allium cepa sont présentés dans le tableau

Tab. 4. Fig. 21, 22

Tableau 4 : Pourcentage des types d’AC détectées dans les racines d’Allium cepa.

NCC AT%=ET \% PAT C PC

Controle (-) 546 3.66%0.65 0.73 1.47 0.92 0.54
100(mg/1) 321 19.89+7.04 4.76 542 5.94 3.74
200(mg/1) 316 21.10£2.59 4.10 6.30 7.52 3.17
400(mg/1) 310 37.44+10.88 5.82 9.29 14.84 7.41
Controle (+) 586 7.38+0.61 0.7 4.21 0.84 1.63

(B)NCC : nombre de cellules comptées, AT : anomalies totales, ET : écart type, V : Vagabond, PAT :

Perturbation Anaphase-Télophase, C : Condensation des chromosomes, PC : Pont chromosomiques.
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Figure 21 : Histogramme du pourcentage d’anomalies totales

L'AC aprés 24h
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Figure 22 : Histogramme des différents types d’AC aprés 24 h.

V : Vagabond, PAT : Perturbation Anaphase-T¢élophase, C : Condensation des chromosomes,

PC : Pont chromosomiques.
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Le pourcentage des aberrations chromosomiques pour les différentes doses d'aspartame est
remarquable. Pour la dose qui provoque le nombre le plus élevé d’aberration est la forte dose
(400 mg/1 / 37,44 £10.88), suivi par la 2 ™ dose (200mg/1 / 21.1£2.59) ensuite le pourcentage
du premier dose (100 mg/1/19.89+7.04). Comparé au contrdle négatif (3,66%=0.65) et au
contrdle positif (7,38%=+0.61). Les valeurs des doses testées sont considérablement plus

¢levées, ce qui suggere que l'aspartame peut avoir un effet génotoxique a des doses plus élevées.

Durant notre étude, I’anomalie la plus rencontré est la condensation des chromosomes qui peut
résulter de pliage incorrect des fibres chromosomiques qui font les chromatides li€és au moyen
de sous-chromatide ponts (McGill et al., 1974 et Klasterska et al.,1976). Cette anomalie peut
étre interprétés comme le résultat d'une dépolymérisation de ' ADN, d'une dissolution partielle
des nucléoprotéines ou encore de cassures et d'échanges des unités de base des fibres repliées
des chromatides et du décapage de la protéine associée a 'ADN dans les chromosomes
(Mercykutty et Stephen, 1980). La condensation peut indiquer une irréversibilité¢ avec effet

hautement toxique, pouvant probablement conduire a la mort cellulaire (Fiskesjo, 1985).

Les autres anomalies sont relativement moins rencontrées. Les ponts chromosomiques ont été
couramment observés pendant l'anaphase et la télophase, indiquant un effet clastogéne
provoqué par la rupture et la fusion des chromatides ou des sous-chromatides (Badr, 1983 ;
Grant, 1999). Les anomalies perturbation anaphase-télophase (PAT) et chromosome Vagabond
(V) pourraient se produire par la formation des microtubules, en raison de 1’inhibition de la

polymérisation de la tubuline (Liman et al., 2010)
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Nous avons pris quelques photos montrant les aberrations les plus rencontrés (Fig. 23)

Figure 23 : Des photos montrent types d’AC (photos personnelle)

A : condensation chromosomique, B : pont chromosomique, C : PAT,

D : chromosome vagabond
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Conclusion et perspectives

Les édulcorants ou substituts de sucre peuvent aujourd’hui remplacer les sucres traditionnels
dans notre alimentation. C’est le cas de I’aspartame, utilis¢é comme un sucre de table, a cause
de son fort pouvoir sucrant (200 fois supérieur que le saccarose) et pour son faible apport
calorique.

Les effets de ’aspartame sur la santé humaine sont le sujet de plusieurs travaux de recherche,
surtout lorsqu’il est utilisé a des concentrations élevées dans les aliments et les boissons. 1l
devrait étre utilisé dans des limites étroites et a des concentrations trés faibles pour éviter des

effets néfastes sur santé humaine.

Notre étude a démonté que le traitement avec I’aspartame par 3 doses différentes induit un effet
cytotoxique, effet sur la croissance des racines de I’oignon. Concernant 1’effet génotoxique, il
a provoqué des changements mitotiques sur les cellules d’Allium cepa, changement dans la
valeur de I’indice mitotique ainsi que la production d’un grand nombre d’aberrations

chromosomiques. Ces changements sont apparus a des degres différents selon la dose testée.
En perspectives, pour mieux connaitre I’effet de I’aspartame et des édulcorants en générale sur

la santé humaine et pour donner plus de détails concernant la génotoxicité et leur mécanisme

précis, il faut passer a d’autres tests de génotoxicité utilisant d’autres modeles expérimentaux
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