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Résumé

L'aspartame (E 951) fait partie des additifs alimentaires dont les bénéfices pour la ligne sont bien
connus. Faible en calories, il posseéde un pouvoir sucrant environ 200 fois supérieur a celui du
sucre. Et que I’on trouve généralement dans les édulcorants de table,et sa consommation
augmente de jour en jour, ce qui appelle a des études plus approfondies en termes de sécurité de
sa consommation, notamment a long terme.

Des recherches scientifiques ont révélé plusieurs effets néfastes de I'aspartame sur la santé, tels
qu’un risque potentiel de cancer, ainsi qu’un impact défavorable sur le cerveau et le systéme
immunitaire.

Le but de cette étude était d'évaluer le potentiel mutagene et génotoxique de I’aspartame.
Appliqué a trois doses (100 mg/1, 200 mg/1, 400 mg/I) en utilisant le test d’Ames. Testé sur des

souches de Salmonella typhimurium TA 98 et TA 100, ont démontré que I’aspartame induit de
mutations génétiques dans I’ADN bactérien, indiquant un pouvoir mutagene.

Mots clés : [’aspartame, mutagene, génotoxique, Ames.

Abstract

Aspartame (E951) is one of the food additives whose benefits for weight control are well known.
Low in calories, it has a sweetening power approximately 200 times greater than that of sugar. It
is commonly found in table sweeteners, and its consumption is increasing day by day, which calls
for more in-depth studies regarding the safety of its use, especially in the long term.

Scientific research has revealed several harmful effects of aspartame on health, such as a potential
cancer risk, as well as adverse impacts on the brain and the immune system.

The aim of this study was to evaluate the mutagenic and genotoxic potential of aspartame. It was
applied at three concentrations (100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L) using the Ames test. When
tested on Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100, aspartame was shown to induce
genetic mutations in bacterial DNA, indicating mutagenic potential.

Keywords : Aspartame, mutagenic, genotoxic, Ames.
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Introduction

Introduction

Au 19 -éme siécle, l'industrialisation de l'alimentation et les nouvelles connaissances dans
divers domaines ont progressivement conduit a l'utilisation d'additifs alimentaires identifiés
chimiquement, notamment pour réaliser des fonctions particuliéres dans I'alimentation (Diezil
R et al, 2011).

En Algérie, la réglementation des additifs alimentaires est gérée par le ministére du commerce
qui donne : la définition de 1‘additif alimentaire, liste d‘additif autorisé, dénomination, limites
maximales autorisées sous formes de décrets et d'articles publiés dans le journal officiel
algérien (N° 30 du 16 Mai 2012, Pagel6).

La saveur sucrée représente une véritable source de plaisir pour la majorité des consommateurs.
Elle apparait dés la vie intra-utérine c’est inn¢, et se manifeste des la naissance. Deux grands
groupes de « substances au pouvoir sucrant » sont utilisés dans les denrées alimentaires : d’une
part, les sucres et, d’autre part, les édulcorants.

Les édulcorants font 1'objet d'une attention particuliére parmi les additifs alimentaires car leur
utilisation permet une forte réduction de la consommation de sucre et une diminution
significative de I'apport calorique tout en maintenant la palatabilité souhaitable des aliments et
des boissons non alcoolisées (Vences-Mejia et al., 2006). Ils permettent de diminuer notre
ration calorique quotidienne et conférent un golt sucré largement supérieur a celui du
saccharose (Wagner, 2012).

L'aspartame (E951), édulcorant artificiel bien connu, est présent dans pres de 1 400 produits
alimentaires sur le marché frangais, et plus de 6 000 dans le monde (Schernhammer et al.,
2012 ; Open Food Facts, 2020).

L'aspartame (ester méthylique de la L-aspartyl-L-phénylalanine) est un édulcorant de haute
intensité qui est ajouté a une grande variété d'aliments, de boissons et de produits alimentaires.
On le trouve le plus souvent dans les boissons a faible teneur en calories, les desserts et les
édulcorants de table ajoutés au thé ou au café (Oyama, 2002).

Sa valeur énergétique est similaire a celle du sucre (4 kcal/g) mais son pouvoir sucrant est 200
fois supérieur (Anses, 2015), ce qui signifie qu'une quantité beaucoup plus faible d'aspartame
est nécessaire pour obtenir un golit comparable. L'aspartame n'est pas fermenté par les bactéries
de la plaque dentaire et donc est considéré comme respectueux des dents (Abegaz et al., 2012).
Les effets bénéfiques de 1'aspartame sur le rein et le cerveau ont été rapportés (Baudrimont et
al., 1997 ; Creppy et al., 1996 ; Belmadani ez al., 1998). L'aspartame prévient effectivement
la génotoxicité de I'OTA (Ochratoxine A), telle que déterminée par la formation de dans les
tissus animaux (Creppy, 2000), et la caryomégalie principalement dans les reins (Baudrimont
et al., 2001).

Bien que beaucoup études ont été réalisées pour déterminer les effets de 'aspartame sur la santé,
les résultats de son utilisation a long terme reste difficile a prévoir et son utilisation dans les
produits pharmaceutiques et alimentaires reste controvers¢ (Serra-Majem et al., 2018).
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Introduction

Le présent travail est présenté en deux parties :
La premiere est une étude bibliographique qui comporte deux chapitres :

e (Généralités sur les édulcorants
e La toxicologie génétique

La deuxiéme partie se compose de deux parties :

e Les méthodes utilisées pour la réalisation du test d’ Ames
e La présentation et a la discussion des résultats obtenus, suivi d'une conclusion et de la
liste des références bibliographiques.
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Generalites sur les edulcorants



Geéneralites sur les édulcorants

I. Les édulcorants

1. Historique de I’édulcorant

La notion d’édulcorant existe depuis 1’Antiquité, méme si le terme n’existait pas encore
(Wagner, 2012). Les cuisines anciennes faisaient un grand usage du miel, des fruits secs (dattes,
abricots, raisons, pruneaux) ou confits, des jus (notamment de groseille ou de raisin). Comme
le miel était cher, on cherchait déja des édulcorants, on peut citer par exemple le Sapa qui est
un sirop sucré¢ de la Rome antique provenant d’un vin cuit fermenté (Moriniaux, 2014 ;
Wagner, 2012).

Au début du XIX éme siécle, la recherche en édulcorant visait a obtenir une substance aux
qualités similaire au sucre, mais & moindre cout .de nos jours, cette recherche a pour but de
crées des produits a teneur réduite en calorie (Bloino, 2009).

En France, c’est a la fin des années 80 que les édulcorants sont mis a portée de tous lorsque leur
vente est autorisée en grande surface, et non plus uniquement dans les pharmacies. Enfin, en
1988, les industriels ont I’autorisation de les utiliser dans leurs produits afin de diminuer les
teneurs en sucre sans pour autant impacter le gott sucré.

Dans certains pays comme le Japon ou I'Australie les édulcorants "naturels" sont treés prisés.
Cependant, ces pays auraient interdit l'aspartame et la saccharine est totalement fausse. Au
Japon, le stevia représente 40 % du marché. En Europe, malgré les réticences de plus en plus
grandes de l'opinion publique vis a vis des édulcorants comme 1’aspartame, 1’acésulfame et la
saccharine, ils représentent une part significative du marché [1] (Fig. 1).

oH [YCOSTDES DE STEVIO M, ‘o

] 196
1379 173l 196 1

Figure 1 : Histoire des édulcorants les plus fréquemment utilisés [2].
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Geéneralites sur les édulcorants

2. Définition

Les édulcorants sont des denrées douées d’un pouvoir sucrant. Ce dernier représente la capacité
d’une substance a provoquer une saveur sucrée. Il existe une échelle du pouvoir sucrant selon
les différents édulcorants. Ainsi, le saccharose a été choisi comme sucre de référence et pour
définir cette échelle, on estime que le saccharose a un pouvoir sucrant ¢gal a 1 (Fredot, 2012).

Le mot « édulcorant » vient du latin « édulcorare », donner du doux. Les édulcorants peuvent
étre nutritifs ou non (Coutin et Lignon, 2009).

Les édulcorants sont des substances n’appartenant pas au groupe des hydrates de carbone et qui
ont un pouvoir sucrant, parfois important par rapport a celui du sucre, mais qui, par rapport a
leur pouvoir édulcorant, n’ont aucune valeur nutritive (ou parfois tres faible). Ils sont utilisés
pour communiquer une saveur sucrée aux produits alimentaires et sont utiles dans les aliments
allégés ou diététique, comme pour les diabétiques (Elatyqy, 2011).

3. Classification des édulcorants

L'emploi d'édulcorants a connu une croissance rapide dans les années 80, suite a leur
autorisation de vente en grandes surfaces (précédemment restreint aux pharmacies uniquement)

[3] (Fig. 2).

\
Edulcorants
I
| |
D D
Educorants Edulcorants
nutritifs intenses
I I
| [ |
D ) h
Edulcorants D'origine Synthétiques
Polyols ..
gluszdzque naturelle (non nutritifs)
a D @ @ D@ 3
@ ilitioll h g B g : h [ Aspartame h
Xylitol Stévia partat
. . Saccharine
Sorbitol Sucre Thaumatine
. . Acésulfame k
Mannito Saccharose Glycoside
. Cyclamate
Isomalt Fructose Sirop de céréale
Lactitol Miel Neotame
N ) | A 1€ N Sucralose
\_ Erythriol J \_ Y, \_ J

Figure 2 : Classification des édulcorants (Jain et Grover, 2015).
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Geéneralites sur les édulcorants

Actuellement, une variété d'édulcorants est disponible sur le marché. On distingue deux
catégories, en fonction de leur pouvoir sucrant.

a. Les édulcorants nutritifs

Les édulcorants nutritifs peuvent également étre nommés édulcorants de charge, de masse ou
polyols (Clarisse et al., 2009).

Ils possédent un pouvoir sucrant inférieur ou voisin de celui du sucre, qui entrent dans les
informations a des fortes concentrations, et méme apportant une grande partie de charge
nutritive tels que les glucose, fructose, et les alcools (sorbitol, maltitol ...) (Edwards et al.,
2016). Ces derniers sont produits par hydrogénation des glucides trés employés par 1’industrie
agro-alimentaire.

Le pouvoir sucrant des polyols est proche de celui du saccharose entrant dans la fabrication de
produits light ou sans sucre les polyols sont moins absorbés que le saccharose mais leur
métabolisme conduit @ du glucose les polyols sont donc caloriques 2,4 kcal\g et font
modestement augmenter la glycémie [4].

b. Les édulcorants intenses

Les édulcorants intenses sont ceux qui présentent un pouvoir sucrant élevé, qui est de 30 a 500
fois supérieur a celui du saccharose, et qui ne sont donc nécessaires qu'a tres faible dose pour
obtenir un pouvoir sucrant intense (Carocho et al., 2017).

La valeur énergétique apportée par ces substances est nulle (Elatyqy, 2011).

Les composés intensément sucrés se divisent en deux groupes : les édulcorants naturels
d'origine végétale et les composés synthétiques (Sardesai et al., 1991) (Fig. 3).
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; L, 1 —
: T — o o
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Acide !
L-Aspartique

Trichloro-galacto-sucrose
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[30-35] [600]

D-Alanine= Aaude Cyclamare
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Figure 3 : Structure chimique des édulcorants intenses (Linden et Lorient, 1994)
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o Les édulcorants intenses d’origine naturelle

Ils constituent des alternatives au sucre trés puissantes, utiles, stires et peu caloriques (Priya ef
al., 2011).

Parmi ces édulcorants : le saccharose est le sucre habituel naturel le plus connu de notre
alimentation (Clarisse et al., 2009).

o Les édulcorants intenses d’origine artificielle

Les édulcorants artificiels a haute intensité constituent une catégorie importante d'additifs
alimentaires, qui sont couramment utilisés dans les industries de 1'alimentation, des boissons,
de la confiserie et de la pharmacie, de goit sucré mais avec un apport énergétique alimentaire
faible ou nul. L'apport calorique peut donc étre limité dans de nombreux produits (Zygler et
al., 2009).

Ils sont consommés par ceux qui souhaitent ou doivent limiter leur apport en sucre et/ou en
calories, en particulier des sujets en surpoids ou obéses et des diabétiques (Coutin et Mignon,

2009).

Parmi les édulcorants artificiels les plus utilisés figurent 'acésulfame-K, le cyclamate de
sodium, l'aspartame et la saccharine de sodium (Ali et al., 2021) (Tab. 1).

Tableau 1 : Les édulcorants intenses chimiques (synthétiques) (Alais et al., 2003).

Nom N° CE Pouvoir sucrant (*) Observations

Acésulfame K E 950 150 DJA :9 mg/Kg/j

Aspartame (L-Asp-L- E 951 160 DJA : 40 mg /Kg /j

Phe-méthyl ester) Contre indiqué pour les
sujets phénylcétonurique

Cyclamate de E 952 40 Toxicité

sodium

Saccharine (Na) E 954 300 DJA: 2.5 mg/Kg/j arriere-
gout amer / toxicité

4. Les caractéristiques d’un édulcorant

o Posséder une saveur sucrée sans arriere-goit

e Remplir les mémes fonctions que le sucre qu’il substitue tout en ayant une charge
calorique la plus basse possible

e FEtre chimiquement stable et inerte physiologiquement

e FEtre non toxique

e Apporter les mémes golts et apparences au produit fini que les produits traditionnels
pour étre adopté plus facilement par le consommateur

e Présents sous différentes formes facilement utilisables (tablettes, poudres, etc.)
(Gardner et al., 2012 ; Pereira .2013 ; EFSA, 2014 ; Webb et al., 2020).
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Les édulcorants sont donc utilisés pour :
e Garder le plaisir du gott sucré ;
e Diminuer la charge énergétique ;
e Remplacer le saccharose ; moduler I’index glycémique ;

e Proposer des préparations culinaires appréciables.
(Chenouf, 2012)

5. Effets des édulcorants sur la santé

La consommation d’édulcorants s’est trés largement développée au cours des dernicres
décennies. C’est ainsi que I’étude américaine National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) a mis en évidence que leur utilisation réguliere était passée, entre 1999 et
2007, de 6,1 a 12,5 % chez les enfants et de 18,7 a 24,1 % chez les adultes (Belhamra Z, 2017).

Des ¢études épidémiologiques solides indiquent que leur utilisation réguliére est associée, de
fagon indépendante, a un risque accru de plusieurs maladies telles que 1’obésité et le diabete de
type 2 (Anne-Claire, 2019).

La consommation d'édulcorants intenses est trés populaire car ils sont faibles en calories. Bien
que, I’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) a approuvé
I'aspartame, l'acésulfame-k et cyclamate pour une utilisation selon la valeur de la dose
journaliere acceptable, mais il est de plus en plus évident que les produits de dégradation de ces
¢dulcorants peuvent produire des effets métaboliques nocifs dans les tissus viscéraux et
cérébrales. Ainsi, la sécurité des édulcorants ait une préoccupation, particulierement pour leurs
effets neurologiques et les risques liés au cancer (Farooqui, 2015).

En effet, I'aspartame est composé de phenylalanine, acide aspartique et le méthanol. La
Phenylalanine régle les neurotransmetteurs, tandis que l'acide aspartique joue un role important
dans l'incitation excitotoxicité dans le cerveau alors que le méthanol est oxydé en formaldéhyde
et dicétopipérazine, ce dernier est un composé cancérigene (Farooqui, 2015).

La consommation d'un édulcorant intense avec le sucre de la nourriture et/ou de la boisson
entraine l'absorption rapide du sucre suite a la sécrétion d'insuline, affectant ainsi
potentiellement le poids, 1'appétit et la glycémie (Farooqui, 2015).

6. Les avantages et les inconvénients des édulcorants
6.1. Avantages

Les édulcorants remplacent le sucre par des équivalents gustatifs qui n'apportent que peu ou pas
aucune calorie.

Comme ils ne fournissent que peu ou pas d'énergie, ils sont utilisés pour aider les personnes
ayant un controle du poids a limiter leur apport calorique et a réduire leur apport sucre dans leur
alimentation, les patients diabétiques nécessitant un controle de leur apport en glucides peuvent
¢galement bénéficier d'édulcorants artificiels car ils N'affectent pas la glycémie, et comme ils
ne provoquent pas de gain de poids, ils aident a mieux gérer le diabéte.
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Cependant, un autre édulcorant, les alcools de sucre, tels que le maltitol et le sorbitol, ont un
1éger effet sur la glycémie. Ces édulcorants ont également 1'avantage de contribuer a améliorer
I'hygiéne buccodentaire car ils sont non carieux.

6.2. Inconvénients
Un diététicien déconseillera parfois 1'utilisation d'édulcorants pour certaines raisons :

- Les raisons les plus souvent invoquées sont d'ordre psychologique a ces produits
maintiendront le golt du sucre et, par conséquent, les consommateurs réguliers du produit
sucrées avec des édulcorants forts ont tendance a choisir des produits plus sucrés, qui en
particulier, I'obésité est favorisée par I'augmentation de I'apport calorique.

- Plus de 30 grammes par jour, les polyols peuvent provoquer des douleurs abdominales par
ballonnements et des diarrhées s’ils sont consommeés en trop grand quantité (Fredot, 2012).

- IIs habituent de plus en plus au gout sucré, ce qui peut amener a manger plus de desserts, de
barres chocolatées, ou de laitages édulcorés. Méme si c'est de fagon beaucoup moins marquée
que pour les aliments sucrés, les aliments ou les boissons sucrées aux édulcorants intenses
déclenchent une sécrétion d'insuline par le pancréas (Serion, 2010).

-Une autre raison arguée est que, en dépit de leur apport calorique faible ou nul, ils peuvent
entrainer une réponse de l'insuline, quoique faible, étant donné leur saveur sucrée, ce qui peut
ne pas €tre souhaitable dans certaines circonstances (notamment chez les diabétiques de type 2,
en dehors des repas).
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II. ’aspartame

1. Définition

L’aspartame est un édulcorant artificiel connu sous le nom de E951. 1l s’agit d’un composé
chimique qui appartient au groupe des esters peptidiques.

L’aspartame est un dipeptide synthétique formé par la réaction de l'acide L-aspartique avec
l'ester méthylique de la L-phénylalanine Ester (Rangan et Barceloux, 2009). C’est une poudre
blanche, cristallisée, sans odeur.

Son pouvoir sucrant est 180 a 200 fois supérieur a celui du saccharose (Afssa, 2002 ;
Marinovich et al., 2013).

L'aspartame est incorporé dans plus de 6000 produits (Renciizogullar et al., 2004) pour
¢dulcorer es boissons et aliments a faible apport calorique ainsi que les médicaments.

Du fait de la présence de phénylalanine, ’emploi de I’aspartame est déconseillé en cas de
phénylcétonurie. La dose journaliere admissible (DJA) est limitée a 40 mg/kg/jour.

L’aspartame est souvent utilisé comme substitut du sucre ou de la graisse. Il est couramment
utilisé par les personnes souffrant de diabéte en raison de son pouvoir sucrant élevé sans
augmenter significativement la glycémie. Les eaux minérales aromatisées, les yaourts, les
boissons isotoniques ou les sodas sucrés sont quelques-uns des produits qui contiennent cet
édulcorant [5].

2. L’étiquetage concernant I’aspartame

L’aspartame est référencé dans I’Union Européenne par le code E 951. La lettre E confirme
qu’il s’agit d’une autorisation étendue a toute I’Union Européenne. Quant au premier chiffre, il
permet de classer les additifs selon leur nature, ainsi, le 9 indique qu’il s’agit d’un édulcorant.

La directive 94/35/CE relative aux édulcorants destinés a étre employés dans les denrées
alimentaires oblige le fabricant a faire figurer sur les produits le code E 951 ou le mot
« aspartame » [6].

Les aliments contenant de 'aspartame doivent étre étiquetés avec les informations suivantes :
"contient de la phénylalanine". En outre, I'étiquetage des aliments contenant de I'aspartame doit
indiquer qu'ils ne sont pas recommandés pour la cuisson et la patisserie (Haighton et al.,2019).
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3. La découverte et la mise sur le marché de I’aspartame

L’aspartame a été découvert en 1965 par James Schlatter, chimiste de la société G. D. Searle &
Company aux FEtats-Unis alors qu’il travaillait sur un traitement des ulcéres gastriques.
(Salminenet Hallikainen, 2001).

Sa premiere autorisation de mise sur le marché (AMM) a été délivrée aux Etats-Unis en 1974,
puis suspendue quelques mois plus tard, face a des doutes sur un effet cancérigene.

Aprés réévaluation d’études animales une nouvelle AMM a été délivrée en 1981. En France son
utilisation est autorisée depuis 1988 (Ngassa Ndeukou, 2014).

4. Structure et propriétés physico-chimiques
e La structure
L'aspartame est un dipeptide, dérivant de deux acides aminés, I'acide L-aspartique et
l'ester méthylique de la L-phénylalanine. Son nom chimique est donc L-Aspartyl-L
phénylalanate de méthyle (Fig. 4).

Sa formule moléculaire est : C14H18N205.

Aspartic
acid O Phenylalanine

OH H O Methanol

H,N™ >~ ~0-CHs
O

Aspartame

Figure 4 : Structure chimique de 1’aspartame (Risk ez al., 2016).
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e Les propriétés physico-chimiques

Identification et propriétés physico-chimiques de 1’aspartame (Tab. 2) :

Tableau 2 : Structure et propriétés physico-chimiques de I’aspartame (Boussena, 2022).

ASPARTAME
Identification
Nom IUPAC (35) -3-amino-4-[(15)-1-benzyl-2-(méthoxy-2-oxoéthylamino)-4-
oxobutanoique]
Synonyme - EsterméthyliquedeN-L-a-aspartyl-L phénylalanine
Esterméthyliquedel'acide3-amino  N-(a-carbométhoxy-éthoxyphényl)
succinamique
- L-Aspartyl-L-phénylalanatede méthyle
Référence E 951
Apparence Poudre cristalline blanche, 1égérement hygroscopique

Propriétés chimiques

Masse molaire

294,3031 +0,0144 g.mol-1

Propriétés physiques

Température de

Décomposition avant fusion. Le produit de la décompositionfonda246°C

fusion
Température >300°C a 1013,25 hPa
d'ébullition
Pka 3,1&7,9(25°C)
Solubilité Dépend du pH et de la température.
Peu soluble dans I'eau(10g-1-1a20°C) et 1'éthanol
Densité 1,271
Propriétés optiques
Pouvoir [a]D22=2,3°dans HCI 1M
rotatoire

5. Utilisation de I’aspartame

On trouve de I’aspartame dans environ 6 000 produits a travers le monde, notamment dans les
boissons gazeuses non alcoolisées, les boissons non alcoolisées en poudre, les chewing-gums,
les confiseries, les gélatines, les préparations pour desserts, les puddings et les garnitures, les
desserts glacés, les yaourts, les édulcorants de table et certains produits pharmaceutiques, tels
que les vitamines et les pastilles contre la toux sans sucre.

Différentes agences de régulation alimentaire telles que la FDA (Food and Drug
Administration) aux Etats-Unis, le SCF (Scientific Committee of Food) puis ’EFSA (European
Food and Safety Agency) en Europe, ou la JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives), ont défini une dose journaliére admissible d’aspartame (DJA), afin de réguler son
utilisation. Cette valeur a ét¢ déterminée sur la base d’études de toxicité réalisées sur des

animaux [7].
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La DJA est de 40 mg/kg/j en Europe (SCF, 1985), de 50 mg/kg/j aux Etats-Unis (FDA, 1984)
et de 40 mg/kg/j pour la JECFA (1980) (Marinovich et al., 2013).

L’intérét porté a 1’aspartame vient de son fort pouvoir sucrant et de sa trés faible teneur
calorique. Il aiderait ainsi a contrdler des facteurs de risques cardiovasculaires tels que le
diabéte, et ’obésité (Ngassa Ndeukou, 2014).

6. Toxicité de ’aspartame

L'aspartame est un édulcorant catabolisé dans 1’organisme en acides aminés (phénylalanine et
acide aspartique) ainsi qu’en méthanol (Anonyme, 2013 ; Msagati, 2013). Il s’accumule
lentement dans le corps pour ensuite perturber le cerveau et le systéme hormonale.

L’acide aspartique, représente 40% des produits de métabolisation de I’aspartame.

L’acide aspartique est un acide aminé qui détruit les cellules neurologiques du cerveau donc
c’est un neurotransmetteur et provoque des pertes de mémoires neurologiques (sclérose en
plaques, maladie d’Alzheimer, maladie de Parkinson, etc.). En effet, il n'est dangereux que
lorsque son niveau dans le plasma dépasse 100 umol/dL. Or, méme a la dose extréme de 200
mg/kg de poids corporel, le niveau d'acide aspartique dans le sang n'approche pas le seuil réputé
toxique. Par conséquent, cette toxicité ne se rencontrerait pas chez les humains suite a la
consommation alimentaire habituelle d’aspartame.

La phénylalanine représente 50% des produits de métabolisation de I’aspartame. Elle présente
un risque sur la santé des patients qui souffrent d'un trouble génétique du gene homozygote
pour la phénylcétonurie (PCU), ne peuvent pas métaboliser la phénylalanine. Cela, est associé
a un manque de phénylalanine hydroxylase qui hydrolyse la phénylalanine en tyrosine ce qui
entraine son accumulation dans le sang et le cerveau en provoquant ainsi des convulsions
(Msagati, 2013 ; Shankar et al., 2013 ; Inetianbor ez al., 2015).

Environ 10% de 'aspartame se dégrade en méthanol, il est métabolisé en formaldéhyde, acide
formique et CO2, qui est connu comme étant toxique voire mortelle. Chez 1’homme, une
ingestion de méthanol a la dose de 200- 500 mg/kg de poids corporel est requise pour induire
une accumulation de formate dans le sang et des effets toxiques sur la vision et le systeme
nerveux central : ces doses sont plus de 100 fois supérieures a la dose maximum de méthanol
apportée par 1’aspartame. Il peut provoquer encore d’autres symptomes, tels que des maux de
tétes, des trous de mémoire, des engourdissements, problémes gastro-intestinaux, vertiges, etc.
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1. La génotoxicité

La toxicologie génétique est une discipline qui vise a détecter des agents chimiques ou
physiques interagissant (directement ou non) avec ’ADN des cellules somatiques et/ou
germinales et qui, en I’absence de réparation fidéle sont susceptibles de provoquer des
mutations géniques et/ ou chromosomiques (Thybaud et al., 2007). Ces mutations géniques et
chromosomiques sont susceptibles d’initier un processus cancérogene lorsqu’elles ont lieu sur
des cellules somatiques. En cas d’atteinte des cellules germinales, I’effet génotoxique risque
d’entrainer une toxicité vis a -vis de la reproduction (reprotoxicité) et/ou un risque théorique de
transmission des mutations a la descendance (Meek et al., 2003).

2. La mutagénicité

La mutagénicité désigne spécifiquement la capacité d'une substance a induire des mutations,
c'est-a-dire des changements dans la structure chimique de 'ADN. Il s'agit de la capacité d'un
agent chimique, physique ou biologique a induire des mutations dans le matériel génétique d'un
organisme [8].

Ces mutations peuvent altérer la séquence des nucléotides de I'ADN et avoir des conséquences
diverses, allant de changements subtils a des modifications physiologiques plus importantes.
Ces mutations peuvent survenir lors des processus de réplication ou de réparation de I'ADN et
étre transmises aux générations suivantes si elles surviennent dans les cellules germinales
(spermatozoides ou ovules) [8].

3. Relation génotoxicité-mutagénicité

La structure de la molécule d'ADN est dynamique et sujette a des modifications constantes. Ces
variations résultent, d'une part, d'erreurs spontanées et, d'autre part, de dommages a 'ADN
causés par des agents physiques ou chimiques (UV, radiations ionisantes, produits chimiques),
désignés comme génotoxiques. La majorité de ces 1€sions génétiques sont réparées et n'ont pas
d'impact. Avec l'age, ces processus de réparation perdent en efficacité [9].

La génotoxicité est la faculté d'une substance a endommager I'ADN d'une cellule alors que la
mutagénicité est la capacité d'une substance a causer des mutations génétiques permanentes
dans I'ADN et enfin la cancérogénicité est la faculté¢ d'une substance a causer le développement
de tumeurs ou de cancer [9].

Donc la génotoxicité et la mutagénicité partagent le théme général des dommages génétiques,
elles représentent des aspects distincts des dommages causés au matériel génétique des cellules.
Comprendre les mécanismes et les implications des substances génotoxiques et mutagenes est
primordial pour évaluer avec précision les risques potentiels pour la santé humaine et
I'environnement [8].
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4. La cancérogeneése

Un cancérogene est un facteur provoquant, aggravant ou sensibilisant I'apparition d'un cancer.
Un agent physique ou chimique est cancérogeéne pour I’homme quand il provoque des 1ésions
de ’ADN cellulaire qui déclenchent un processus complexe de transformation cancéreuse
(Meyer et al., 2004).

Selon le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), un agent cancérogeéne est
défini comme un agent qui peut augmenter le risque de cancer [10].

5. Les agents génotoxiques

Un agent génotoxique c’est un agent chimique ou un autre agent qui endommage 1'"ADN
cellulaire, entrainant des mutations ou un cancer (Saks et al., 2017).

Les principaux agents modifiant ’ADN sont les agents physiques génotoxiques qui
comprennent principalement les radiations ionisantes et la lumiére ultraviolette. Les produits
chimiques génotoxiques incluent les agents alkylants et les agents intercalants (Tab. 3)
(Bounias, 1999).

Tableau 3 : Principaux agents modifiant ’ADN (Bounias, 1999)

Agents chimiques génotoxiques

Agents physiques génotoxiques

Les agents alkylants (ou alcoylant)
Exemple :
- Le sulfate de méthylméthane (MMYS).
- L’éthylnitrosourée.

Les agents intercalants
Exemple :
- Les anthracyclines.
- Les anthracénediones,
- D’amsacrine.
- L’actinomycine D.
- Dacétate d’ellipticinium.
- La mithramycines.
- Le bromure d’éthyl.

Les radiations ionisantes
- Rayons X.
- Rayons gamma.
- Les ions lourds. Les radiations UV.

6. Les tests de génotoxicité

Les tests de génotoxicité sont des biomarqueurs (biomonitoring génétique) qui visent a mettre
en évidence I’altération par des composés chimiques ou physiques du matériel génétique,
pouvant conduire, si les Iésions génotoxiques ne sont pas efficacement et correctement réparées
par les systémes enzymatiques adéquats, a des mutations (Fardel et al., 2009).
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Les détecteront donc principalement les Iésions de I’ADN et/ou des chromosomes ou ses
conséquences. Et de déterminer les méthodes et les essais a mettre en ceuvre pour les quantifier.

Ils ne visent pas a détecter directement des cellules cancéreuses, mais des cellules normales
ayant subi une atteinte ou agression génotoxique (Godet et al., 1993).

6.1. Les tests procaryotiques

6.1.1. Test d’Ames ou Mutatest

Définition et principe
Le test d’Ames, parfois appelé mutatest, consiste a examiner si une substance chimique ou un
agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques chez différentes souches de
Salmonella typhimurium (Vasseur, 1994). Plusieurs souches bactériennes de nature génétique
différente peuvent étre utilisées, (Fardel et al., 2009).
Les souches utilisées dans le test sont des souches porteuses d'une mutation dans un des genes
gouvernant la synthése de l'acide aminé histidine. Cette mutation His(-) rend les souches
incapables de se développer sur un milieu sans histidine. Avec une fréquence tres faible, ces
mutations His(-) reversent spontanément vers His(+), les cellules retrouvent leur capacité a
croitre sur un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter en
exposant les bactéries His(-) a des agents mutagénes [11].
Le test évalue alors la capacité de la substance toxique a induire une nouvelle mutation dans
cette méme région de I’ADN qui se traduira par la réversion de 1’autotrophie de la souche
bactérienne vis-a-vis de I’histidine. (Dégremont et al., 2009) (Fig. 5).

Ames Test
-
= . e — -
Plate ; Incubate '
Rat Liver Extract \ | — |
| Possible Media with Conntrol Plate
M‘iagen Minimal Histidine (Natucal Revmtaots)
( >
T J —t
Salmonella strain Plate Incubate \ o
(Requires Histidine) . 8 1 e T
- A High Number of
Revertants (his- to his+)
suggests the Mutagen
causes Mutation

Figure 5 : Principe d’application du test d’Ames (Keshav et al., 2021).
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Particularité du milieu de culture
Certaines substances nécessitent un inducteur pour €tre mutagene. Un extrait de foie de rat
appelé S9 Mix obtenu par ultracentrifugation est souvent ajouté a I'agar mou avant étalement.
Cet extrait enzymatique convertirait les substances cancérogenes en dérivés électrophiles, plus
susceptibles de réagir directement avec I'ADN, systeme absent chez les bactéries mais présent
chez les mammiferes. Ainsi de nombreux agents cancérogénes comme les aflatoxines ne
deviennent actifs dans ce test qu'en présence de cet extrait de foie (Lansing et al., 2003).

Les caractéristiques des souches tests
Les souches bactériennes de nature génétique différente utilisées sont porteuses de mutations
His(-) différentes qui permettent de tester des agents mutagenes variés. En plus de ces mutations
spécifiques sur l'opéron His, ces souches possédent des caractéres génétiques qui permettent
d'augmenter leur sensibilité a I'agression génotoxique :

e Mutation rfa : cette mutation cause la perte partielle des polysaccharides a la surface de
la barriére cellulaire de la bactérie ce qui augmente sa perméabilité aux grandes molécules
qui sont incapables de pénétrer dans la cellule normale.

e Mutation uvrB: c’est une délétion du gene codant pour le systéme de réparation « excision
resynthése », conférant une augmentation de la sensibilité a la détection des mutagenes.
Pour des raisons techniques la délétion du geéne uvrB s’étend jusqu’au gene bio et par
conséquent, la bactérie est aussi auxotrophe a la biotine pour croitre.

e Plasmide pKM 101 : Ce plasmide porte le géne de résistance a I’ampicilline (R — Factor),
ces souches portant le facteur de résistance se révertent par des mutagénes qui sont
faiblement détectés par les autres souches. pPKM101qui contient deux génes amplifiant le
processus SOS de réparation responsable de la mutagenese induite (Khallef, 2004).

Les caractéristiques génotypiques de ces deux souches sont résumées dans le tableau 4 :

Tableau 4 : différentes mutations des souches utilisées (Evind ez al., 1982 ; Maron et
Ames, 1983 ; Mortelmans et Zeiger, 2000)

Souches Mutation | Réparation | LPS | Plasmide | Séquence Type de
spécifique réversion
d’ADN cible

TA100 HisG 46 Délétion rfa pKM 101 | -GGG- Substitution

uvrB

TA98 HisD 3052 | Délétion rfa pKM 101 | -CGCGCGCG- frameshift

uvrB
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Les techniques disponibles pour effectuer le test d'Ames

o Le spot-test
Qui est un pré-test. Le produit en solution est déposé sous forme de goutte sur le milieu minimal
préalablement ensemencé avec la souche. Cette technique permet d'évaluer rapidement les
doses a tester par les autres techniques.

o La méthode standard
Le mélange produit-bactéries est étalé¢ directement sur boite de Pétri. C'est la méthode de
référence.

o La méthode avec pré-incubation en milieu liquide
Les bactéries sont placées en contact avec le produit en milieu liquide. Cette méthode permet
de détecter certains produits qui sont négatifs par la méthode standard (30-90minutes)
(Mortelmans et Zeiger, 2000).

Les avantages et les inconvénients de test d’Ames

> Les avantages
- Il est moins cher par rapport a d’autres tests
- II est moins susceptibles d’identifier faussement un non cancérigéne comme un cancérogene
(Zeiger, 2013).
- Permet d’obtenir des résultats dans un délai trés court
- La combinaison de fraction S9 a I'Ames permet de déterminer les métabolites génotoxiques
(Pillco et Eduardo, 2014).
- Il est applicable a I’é¢tude du pouvoir mutageéne de produits chimiques ou de mélanges, mais
aussi de fluides biologiques telles que les urines chez les sujets exposés (Fardel et al., 2009).

» Les inconvénients
- Un test bactérien, pouvant rendre en théorie critiquable 1’extrapolation a des cellules humaines
- Son utilisation pour la biosurveillance des sujets exposés ne témoigne cependant pas d’une
génotoxicité (pas d’effet précoce génotoxique) (Fardel et al., 2009).

6.1.2. Le SOS chromotest

Ce test basé sur l'utilisation de la bactérie intestinal E.coli PQ37 qui sous l'action d'agents
génotoxiques, c'est-a-dire capables d'endommager I'ADN cellulaire va mettre en place un
systtme de fonctions réparatrices appelés { fonctions SOS ) qui vont éviter le blocage
irréversible de la syntheése d'ADN. Ce systéme code pour une enzyme la B-galactosidase (-
gal), a I’aide d’un substrat qui peut étre converti en composé coloré par la B-gal, le taux du
dommage provoqué a I’ADN peut étre mesuré par 1’intensité de I’activité enzymatique.
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Ce test peut étre utilisé pour la détection de nombreux échantillons aqueux, c¢’est pourquoi, ce
test est particuliérement adapté pour tester les échantillons pris de I’environnement (Kroon et
Van Mulem, 1999) (Fig. 6).

PRINCIPE
Cellule Giénes Sfi A
référence
IP I (9] ] lac 2~ I rec A ]
—— - e
Cellule - P
induirte Q' “.—-’ - >
| P |D | lac £ | rec A |
- i 1 -> ® o
/ Syvnthése - -
B-zal -
Génotoxique Synthése accrue
Rupture A DN proté¢ine rec A

SIGN AL SOS ’

Figure 6: SOS chromotest (Quillardet et al., 1985).

6.2. Les tests eucaryotiques

6.2.1. Test de Allium cepa

Le test Allium cepa connu depuis 1’année 1930 et plus tard, 1985 normalisé par Fiskesjo (Rank
et Nielsen, 1997). Ce test est utilisé pour I’étude des effets des substances toxiques sur les
chromosomes et la division cellulaire des cellules méristématiques des racines de 1’oignon
(Gracieli et al., 2010).

Le test d'allium consiste a mettre les racines en contact avec le liquide a tester pendant un temps
bien déterminé ensuite les couper et les colorer pour bien visualiser les différents stades de la
division cellulaire et évaluer le nombre de AC (Aberrations Chromosomiques) (Cotelle, 1999).

6.2.2. Test de comeéte

Le test des cométes ou Single cell Gel Elctrophoresis (SCGE) est une méthode simple,
économique, et sensible, permet de détecter les cassures simples et doubles brins au niveau de
I’ADN, ainsi que les sites abasiques instables en milieu alcalin (Dhawan et al., 2009 ; Liman,
2013).

Le principe de cette technique consiste a suspendre des cellules dans un gel d’agarose sur une
lame de microscope, puis apres une €tape de lyse cellulaire et la libération des noyaux, ces
derniers vont migrer dans un champ électrophorétique. L’ADN endommagé chargé
négativement va migrer vers le pdle positif du champ d’électrophorése, et si ’ADN n’a pas été
endommagé il migre de fagon homogene sous forme d’une sphére compacte apres révélation
de I’ADN par le bromure d’éthidium fluorescent (Collin, 2004 ; Carla et al., 2006) (Fig. 7).
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Figure 7 : Principe du test des cometes (Kerninon, 2003).

6.2.3. Test de micronoyaux (MN)

Le test de MN est pratiqué in vivo chez des mammiféres en vue de détecter des Iésions des
chromosomes ou de l'appareil mitotique d’érythroblastes résultant de 1'action d’une substance
d’essai.

I1 est basé sur I’analyse d’érythrocytes prélevés dans la moelle osseuse et/ou dans les cellules
du sang périphérique d’animaux, généralement des rongeurs (Schmid, 1997).

Ces tests ont donc pour objet de détecter et quantifier ces micronoyaux, dans des cellules traitées
in vitro par I’agent génotoxique ou provenant d’une exposition in vivo (Mateuca et al., 2006).

Ce test peut détecter les agents génotoxiques qui peuvent provoquer « aneuploidie » par
I’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
centromere dans le micronoyau permet d’identifier 1’effet aneugéne de génotoxique (Laura et
al., 2016) (Fig. 8).
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Figure 8 : Principe du test micronoyaux. [12]
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Mateériel et méthodes

La partie pratique de notre travail a été effectué au laboratoire de microbiologie a 1’université
08 mai 1945.

Sachant que le test d’Ames est trés utile dans I’évaluation de la génotoxicité des produits
chimiques, la vérification des caractéres génétiques des souches utilisées Salmonella
thyphimiriumn His(-) est trés importante et doit étre effectuée chaque fois qu'une expérience est
envisagée.

Dans ce travail, nous avons commencé par vérifier les caractéeres génétiques des deux souches
de Salmonella thyphimirium TA 98 et TA100.

1. Activation des souches bactériennes
1.1. La préculture de nuit

A partir des souches décongelées, on incube 20ul de chaque souche dans un tube contenant 10
ml de LB et on I’incube dans un bain Marie avec une agitation a 37°C pendant 18 a 24 heures.

1.2. Le ré-isolement des souches tests

A partir de la culture de nuit des souches et avec une anse de platine faire des stries dans des
boites contenant du milieu LB solide et incuber a 37°C pendant 48h-72h. Les boites sont ensuite
placées dans un réfrigérateur et serviront comme source de bactéries pour des tests ultérieurs.
Cette conservation durera jusqu’a 2 mois.

1.3. La conservation des souches

On mélange 1ml de la culture bactérienne au 90 pl de glycérol, dans des Eppendorf de 1,2ml.
La conservation se fait a -20°C. Le mélange est a renouveler chaque 6 mois (Fig. 9).

Figure 9 : Conservation des souches (Photo personnelle).
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2. Vérification des caractéres génétiques
2.1. La culture

On ensemence quelques colonies dans 10 ml de LB, I’incubation se fait a 37°C pendant 24
heures avec agitation dans un bain Marie.

2.2. Culture de deux heures

A partir de la culture de nuit, on ensemence 20p1 des souches tests dans 10 ml de LB puis on
incube dans un bain Marie avec agitation pendant 2 heures a une température de 37°C.

Le but de cette étape est d’obtenir des souches dans la phase exponentielle de croissance.
2.3. La sensibilité aux UV

Le but de ce test est de vérifier I’existence de la mutation uvrB.

Dans une boite contenant du LB solide, on ensemence horizontalement la souche test, puis avec
une plaque de verre on cache la moitié¢ de la boite ensuite on irradie par une lampe a UV a une
distance de 30 cm et ceci pendant 8 secondes. L’incubation pour 24h a 37°C.

2.4. La résistance a ’ampicilline et la sensibilité au cristal violet

La présence du plasmide pKM101 est vérifié par la résistance a I’ampicilline chez les deux
souches tests.

La sensibilité¢ au CV est le résultat de la mutation rfa. Ces deux caractéristiques sont testées
simultanément.

On prépare 4 disques de papier Whatman, chaque disque est déposé sur boite de gélose LB
imbibé de 10ul d’une des solutions suivantes :

» Solution de CV a Img/ml ;

» Solution d’ampicilline a 10 mg/ml ;
> Solution de DMSO ;

> L’cau distillée stérile comme témoin.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24h (Fig. 10).
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Figure 10 : Test de vérification des caractéres génétiques des souches tests (Photo personnelle).

2.5. Réclamation de I’Histidine

La mutation His- rend les bactéries auxotrophes a cet acide aminé, dans le milieu LB solide
contenant obligatoirement la biotine a 0,0013% ; et de I’histidine a 0,5%, on ensemence les
deux souches puis on incube a 37°C pour 24h.00.

3. Evaluation de 1a mutagénicité de I’aspartame
3.1.Les révertants spontanés

Lorsque les bactéries dépendantes de I'histidine sont cultivées sur le milieu agar minimal au
glucose (GM) contenant une trace d'histidine, seules les cellules qui redeviennent
indépendantes de 1'histidine (His+) sont capables de former des colonies.

Procédure

Dans un tube a essai on place 100 pl de la culture de nuit, 2 ml de « top Agar » et 200 pl de la
solution histidine-biotine, I’ensemble est étalé a la surface de la gélose GMA (gélose minimal
agar) préalablement coulée et solidifiée dans des boites de Pétri.

Les boites sont ensuite incubées a 37 °C pendant 48 h.
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3.2. Le test de mutagéneése

Trois différentes doses d’aspartame ont été utilisés (dose 1 = 100 mg/l, dose 2 = 200 mg/I et
dose 3 =400 mg/l) avec 3 boites pour chaque dose.

Procédure

Dans un tube a essai on mélange 100 pul de la culture de nuit avec 100 ul de I'échantillon a tester
" I'aspartame ". Les tubes sont incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite 2 ml de l'agar molle est
additionné a 200 pul de la solution histidine/biotine et I’ensemble est ajouté au tube contenant
I’échantillon a tester. Le mélange est ensuite étal¢ a la surface des boites de GMA. Incubation
des boites a 37°C pour 48h.00 (Maron et Ames, 1983 ; Lupi ez al., 2009 ; Liman et al., 2010)
(Fig. 11).

Figure 11 : Procédure du test d’Ames (Photo personnelle).
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Résultats et discussion

1. Vérification des caractéres génétiques

Les résultats de la vérification des caracteéres génétiques des souches d’Ames salmonella
tiphymirium de type TA98 et TA100 sont comme suite :

1.1. Sensibilité aux UV
Les souches TA 100 et TA 98 poussent sur toute la surface de la boite parsque la lampe
disponible au niveau du laboratoire et utilisé dans ce test est a 15w alors que ce test de sensibilité
aux UV nécessite une lampe a UV germicide a 60W (Fig. 12).

Figure 12 : Effet des UV sur les souches d’Ames (TA 98 TA 100) (Photo personnelle).

1.2. La résistance a I’ampicilline et la sensibilité au cristal violet

On observe apres I’incubation, une poussée des souches d’Ames autour des disques imbibés
par I’ Ampicilline, 1’eau distillée et DMSO et des zones claires autour des disques imbibés par

le CV
Ces résultats confirment que les deux souches sont porteuses a la fois du :
» Plasmide pKM101 qui confére a la souche le pouvoir de résistance a I’ampicilline (Fig.

13).

» La mutation rfa, qui permet d’augmenter la perméabilité des deux souches aux
macromolécules qui sont normalement incapables de pénétrer dans la cellule normale.
Donc cette mutation rend les bactéries sensibles au cristal violet (Fig. 14).

Figure 13 : La résistance a I’AMP (Photo personnelle).
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Figure 14 : Effet du CV, DMSO et du I’AMP sur les souches d’Ames (photo
personnelle).

1.3. Réclamation de I’histidine

Apres I’incubation, on a constaté que les deux souches poussent sur les boites contenant le
mélange histidine / biotine (Fig. 15,1) et non pas sur les boites contenant uniquement la biotine
(Fig. 15,2).

Ce résultat confirme que les souches sont auxotrophes a I’histidine donc elles possedent la
Mutation His G46 chez la souche TA100 et la mutation His D3052 chez la souche TA98.

La réversion de cette mutation est d’ailleurs a la base des tests utilisés pour ’évaluation du
pouvoir mutageéne des substances chimiques et ceci a ¢t€¢ montré par les travaux d’Ames (1983).

Figure 15 : Réclamation d’histidine (1- sans histidine 2- avec histidine).
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2. Résultat des révertants spontanés

La petite quantité¢ d'histidine permet a toutes les bactéries ensemencées de subir quelques
divisions cellulaires ; dans de nombreux cas, cette croissance est essentielle pour que la
mutagenese se produise. Les révertants His+ sont facilement identifiés comme des colonies de
petites tailles. Le nombre de colonies révertantes spontanément induites est relativement
constant pour chaque souche.

Ce nombre de révertants spontanés est trouveé dans les valeurs normales pour les deux souches
¢tudi¢es (Mortelmans et Zeiger, 2000) (Fig. 16).

Figure 16 : Résultats des révertants spontanés (Photo personnelle).

3. Résultat du test d’Ames

Lorsque I'on ajoute un produit mutagene a la plaque, le nombre de colonies révertantes par
plaque augmente, généralement de maniere proportionnelle a la dose. Dans cette étude, le
nombre de colonies révertantes obtenu est présenté dans le tableau 5 :

Tableau 5 : Nombre de révertants du test d’Ames.

Nombre de révertants His+ moyenne + SD*
Les doses
TA 98 TA 100

100 mg/1 507 £99,13 54,66+12,01
200 mg/1 522,6+150,83 393,6+69,50
400 mg/1 695+130,66 52,3+10,69
Les révertants spontanés 39 165
Controdle négatif 23,33+5,85 107,33+6,42
Controle positif 1485.4+134.61 1876,2+109,34
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L'activité mutageéne de l'aspartame a ¢té analysée en utilisant les souches de S. typhimurium
TA98 et TA100 en absence de mélange S9-mix (Fig. 17).

Le nombre des révertants du controle négatif était de (23,33+5.85) pour TA 98 et (107,33+6,42)
pour TA 100.

La valeur la plus élevée observée était avec la souche TA 98 avec la dose 200 mg/l
(522,6+150,83), et a valeur la plus faible observée était avec la dose 100 mg/1 (507 £99,13).

100 mg/!

400 mg/l

Figure 17 : Résultats des révertants de la souche TA 98 avec les trois doses

(Photo personnelle).

On observe une augmentation du nombre de révertants His* en fonction des doses testés par
rapport aux révertants spontanés et au contrdle négatif. Ceci indique qu’il y d’abord une relation
dose-effet et aussi, ce résultat a montré que 1’aspartame exerce un effet mutagéne sur S.
typhimurium TA 98 (Fig. 18).
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Selon Ahmed et Thomas (1992), le cyclamate (édulcorant) n'était pas cancérigene en soi,
cependant, il pourrait avoir des activités cancérigenes ou promoteurs de cancer. Dans leur étude,
ces auteurs ont constaté que 1’aspartame semblait avoir un potentiel génotoxique cohérent avec
un potentiel cancérogénicité. Selon leurs résultats, la phénylalanine et le méthanol, qui sont des
produits métaboliques de l'aspartame, présentent un risque génotoxique pour les humains.

L’aspartame est une source mineure de phénylalanine, d’acide aspartique et de méthanol en
comparaison des apports alimentaires courants de ces substances. Ceux-ci ne peuvent donc pas
étre a ’origine des effets neurologiques nocifs attribués a 1’aspartame.

Shephard et al., (1991) ont rapporté que l'aspartame a un faible effet mutagéne dans le test
d'Ames apres nitrosation. Shephard ez al. (1993) ont rapporté que, dans l'estomac humain, la
nitrosation en chaine des acides aminés (Phe) et de l'aspartame pourrait étre plus importante
que les réactions au niveau du groupe amino primaire.

Souche "TA 98"
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spontanés

Figure 18 : Histogramme du nombre de révertants TA 98.
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Avec la souche TA 100, la valeur la plus ¢levée observée était avec la dose 200 mg/l
(393,6+69,50), et des valeurs faibles et proches avec les doses 100 et 400 mg/1 (54,66+12,01 et
52,30 £ 10,69 respectivement) (Fig. 19).

400 mg/|

Figure 19 : Résultats des révertants de la souche TA 100 avec les trois doses

(Photo personnelle).

Avec la souche TA 100, on a constaté que seule la dose de (200 mg/1) entraine une augmentation
notable du nombre de révertants (393,6 + 69,5), alors que les autres doses (100 et 400 mg/ml)
donnent des résultats inférieurs rapport aux révertants spontanés et au contréle négatif. Ce
résultat montré que 1'aspartame n'est pas un agent mutagene direct sur cette souche (Fig. 20).

Cependant, selon Bandyopadhyay ez al., (2008), I’aspartame provoquait des cassures d'ADN
dans les cellules de la moelle osseuse de souris, détectées par le test de comete.

Les travaux de Rencuzogullari ef al, (2004) ont rapporté une augmentation faible mais
statistiquement significative des mutations dans la souche TA100 en I'absence d'activation
métabolique, bien que I'effet ne soit pas dépendant de la concentration.
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Par ailleurs, Shephard ef al. (1991, 1993) ont rapporté que 'aspartame était mutagene dans les

rrrrr

positivement corrélée a 1'étendue de sa nitrosation, mais cet effet était atténué par 1'incubation
de 'aspartame nitrosé avec des enzymes S9 hépatiques de rat. A cet égard, I'aspartame ne differe
pas des autres peptides nitrosables.

Schwartz (1999) a également rapporté que le méthanol est converti en formaldéhyde qui
s'accumule ensuite dans les cellules. Le formaldéhyde a été considéré comme un inducteur de
cancer et agit en altérant ' ADN (Ewertz, 1993 ; Ewertz et Gill, 1990). Olney et al. (1996) ont
examiné et ont expliqué que l'aspartame avait un potentiel mutagene.
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Figure 20 : Histogramme du nombre de révertants TA 100.
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Conclusion et perspectives

Les édulcorants sont employés dans les produits alimentaires afin de leurs donner une saveur
sucrée sans apport de calorie, ainsi ils permettent de remplacer les sucres a pouvoir €nergétique
¢levé par des équivalents gustatifs a pouvoir énergétique bas.

Cependant, il y a eu des études scientifiques et des controverses autour de son utilisation,
notamment en ce qui concerne ses effets potentiels sur la santé, tels que les risques de cancer,
les problémes de santé neurologiques, etc.

Plusieurs travaux sur les effets néfastes de 1’ Aspartame ont montré qu’il ne constitue pas une
solution pour remplacer la consommation de sucre, car il induit une hyperglycémie et est a
I’origine de nombreuses maladies telles que le diabete, 1’obésité et ’hypertension artérielle.

Le présent travail a pour intérét d’évaluer le pouvoir mutagéne de 1’aspartame, et ceci en testant
plusieurs doses d’aspartame sur deux souches d’Ames (TA 98 et TA 100).

Les résultats obtenus ont montré un effet mutagéne des trois doses testées sur la souche TA 98
avec une relation dose effet, en revanche seule la dose de (200 mg/1) a montré un effet mutagéne
sur la souche TA 100. La dose faible (100 mg/1) n’a pas montré¢ d’effet mutagéne sur la souche,
en revanche avec la dose forte (400mg/1), le faible membre de révertant peut étre expliquer par
un effet toxique de cette dose sur la souche TA 100.

Cette étude fait suite d’une étude précédente toujours sur 1’aspartame mais testé pour évaluer
son pouvoir génotoxique sur des cellules eucaryotes (Allium cepa) et qui a monté que
I’aspartame induit des aberrations chromosomiques et des effets sur 1’indice mitotique des
cellules de bulbes d’ognons.

D’autres travaux ont montré qu’il provoque des cassures d'ADN dans les cellules de la moelle
osseuse et des micronoyaux a des concentrations élevées sur des cellules humaines.

Pour mieux cerner les effets de I’aspartame sur la santé humaine, il est nécessaire d’envisager
a d'autres tests de génotoxicité et/ou de mutagénicité.
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Résumé

L'aspartame (E 951) fait partie des additifs alimentaires dont les bénéfices pour la ligne sont
bien connus. Faible en calories, il possede un pouvoir sucrant environ 200 fois supérieur a celui
du sucre. Et que I’on trouve généralement dans les édulcorants de table,et sa consommation
augmente de jour en jour, ce qui appelle a des études plus approfondies en termes de sécurité
de sa consommation, notamment a long terme.

Des recherches scientifiques ont révélé plusieurs effets néfastes de 1'aspartame sur la santé, tels
qu’un risque potentiel de cancer, ainsi qu’un impact défavorable sur le cerveau et le systéme
immunitaire.

Le but de cette ¢tude était d'évaluer le potentiel mutagéne et génotoxique de I’aspartame.
Appliqué a trois doses (100 mg/1, 200 mg/1, 400 mg/1) en utilisant le test d’Ames. Testé sur des

souches de Salmonella typhimurium TA 98 et TA 100, ont démontré que 1’aspartame induit de
mutations génétiques dans I’ADN bactérien, indiquant un pouvoir mutagene.

Mots clés : [’aspartame, mutagene, génotoxique, Ames.

Abstract

Aspartame (E951) is one of the food additives whose benefits for weight control are well
known. Low in calories, it has a sweetening power approximately 200 times greater than that
of sugar. It is commonly found in table sweeteners, and its consumption is increasing day by
day, which calls for more in-depth studies regarding the safety of its use, especially in the long
term.

Scientific research has revealed several harmful effects of aspartame on health, such as a
potential cancer risk, as well as adverse impacts on the brain and the immune system.

The aim of this study was to evaluate the mutagenic and genotoxic potential of aspartame. It
was applied at three concentrations (100 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L) using the Ames test. When
tested on Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100, aspartame was shown to induce
genetic mutations in bacterial DNA, indicating mutagenic potential.

Keywords : Aspartame, mutagenic, genotoxic, Ames.
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