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Résumé 

L’arille de Momordica cochinchinensis (gac), un fruit de la famille des Cucurbitacées, est 

la source végétale la plus riche en lycopène et β-carotène. Ces deux composés ont, 

respectivement, un rôle de puissant antioxydant et de provitamine A, intéressant les 

compléments santé. Tout d'abord, un procédé d’extraction fractionnée douce a été 

développé pour extraire ces caroténoïdes naturels en gardant leur qualité originale. Puis, le 

lycopène et le β-carotène extraits ont été caractérisés et analysés. Au moins 95 % des 

extraits sont composés de l’isomère all-trans. Ils ne sont pas dégradés pendant le traitement 

thermique représentant les procédés de formulation. Leur stéréo-mutation thermique a été 

évaluée. Le lycopène est plus antioxydant et donc plus rapidement isomérisé que le β-

carotène à haute température. L’isomérisation augmente leur  activité antioxydante, qui a 

été évalué par test chimique TEAC et sur l’hémolyse des cellules sanguines (KRL) in vitro. 

Les deux caroténoïdes de l’arille de gac sont beaucoup plus antioxydants que le Trolox 

contre l’hémolyse. En comparant avec d’autres sources de β-carotène, les caroténoïdes 

extraits de gac dans ces conditions douces restent antioxydants même à des concentrations 

plus élevées contrairement à ceux extraits dans des conditions classiques qui deviennent 

prooxydants. Ces résultats permettent de discuter la bioactivité des caroténoïdes d'après 

leur qualité et de leur origine, c’est à dire leur source et leur procédé d’extraction. D’un 

point de vue applicatif, outre le procédé de fractionnement qui est industrialisable, le 

traitement thermique appliqué permet de contrôler la fonctionnalité des produits riches en 

caroténoïdes. 

Mots-clés : Momordica cochinchinensis (gac), caroténoïdes naturels, extraction fractionné, 

traitement thermique, antioxydant, bioactivité, isomérisation, cellule sanguine, compléments santé. 

  



 

 
 

Abstract 

The aril of Momordica cochinchinensis (gac), plant from the Cucurbitaceae family, is the 

richest source of lycopene and β-carotene, which are a strong antioxidant and a pro-vitamin 

A, respectively, interesting for health-complements. First, a process of soft extraction-

fractionation was developed for extracting effectively the natural carotenoids from gac 

without loss of their original quality. Then, the lycopene and β-carotene extracted from gac 

were analyzed and characterized. At least 95% of the extracts were composed of the all-

trans isomer. They were not degraded during the heat-treatment mimicking formulation 

processing. Their thermal stereo-mutation was evaluated. Lycopene is more antioxidant, it 

is thus isomerized more rapidly than β-carotene at high temperature. The isomerization of 

carotenoids increases their antioxidant activity that was evaluated by the chemical test 

TEAC and through the hemolysis of red blood cells (KRL) in vitro. The lycopene and β-

carotene from gac are notably more antioxidant than Trolox. By comparing with other 

sources of β-carotene, carotenoids extracted from gac in these soft conditions keep their 

antioxidant properties, even at high concentration, contrasting with extracts obtained in 

classical conditions that become prooxidant. From these results, the bioactivity of 

carotenoids is discussed from their quality and their origin that is their source and 

extraction process. For application, in addition to the fractionation process which is easily 

transferable to the industry scale, the heat-treatment used in this study is interesting for 

controlling products rich in functional carotenoids. 

Key words: Momordica cochinchinensis (gac), natural carotenoids, extraction-fractionation, heat-

treatment, antioxidant, bioactivity, isomerization, red blood cell, health-complements. 
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INTRODUCTION GENERALE 

Le lycopène et le β-carotène sont deux caroténoïdes connus pour être de puissants 

antioxydants capables de protéger les cellules vivantes contre les attaques radicalaires et 

les dommages oxydatifs. La recherche de ressources naturelles de ces composés bioactifs 

permet de répondre à la tendance de consommation de produits naturels pour la santé. On 

en trouve dans plusieurs fruits et plantes généralement de couleur rouge et orange. Parmi 

eux, l’arille de Momordica cochinchinensis (gac), un fruit de la famille des Cucurbitacées, 

est trouvé avec l’une des teneurs en lycopène et β-carotène les plus élevées. Pourtant, les 

procédés actuels pour extraire ces composés de l’arille de gac sont encore limités à cause 

de la sensibilité de ces pigments aux oxydants provoqués par la chaleur, l’oxygène et la 

lumière pendant l’extraction.  

Le super fruit gac est non seulement connu sur les marchés locaux au Vietnam mais 

aussi dans le monde entier, surtout aux Etats-Unis, en Australie et en Thaïlande. En 

Europe, ce fruit reste encore étranger et son marché n’existe presque que pour les 

populations issues du Sud-Est Asiatique. Malgré de nombreuses recherches sur 

l’exploitation de la valeur nutritive du gac dans les pays ci-dessus, aucun procédé efficace 

d’extraction et de purification de caroténoïdes (lycopène et β-carotène) de ce fruit n’a été 

publié. 

Le lycopène et le β-carotène ont été étudiés depuis longtemps, en partie en raison de 

leur impact antioxydant sur les maladies cancéreuses. Pourtant, les résultats de ces études 

qui ont parfois montré des résultats opposés n’ont jamais permis de confirmer leur 

bioactivité. Ces caroténoïdes sont des substances très hydrophobes et facilement 

isomérisées ou dégradées par plusieurs facteurs oxydatifs. Parmi eux, le traitement 

thermique, qui est une étape courante des procédés alimentaires, influence également les 

propriétés antioxydantes du lycopène et du β-carotène car il y a une relation entre leur 

stabilité et leur bioactivité.  

Parmi les méthodes d’évaluation de la capacité antioxydante de composés naturels, 

le test sur la Capacité Antioxydante exprimée en Equivalent Trolox (TEAC, abréviation en 

anglais) peut être utilisé pour des substances, quelle que soit leur hydrophobie, comme les 

caroténoïdes (Böhm et al., 2001). De plus, il est reproductible, simple et moins couteux 

que certaines autres méthodes. C’est pourquoi ce test est souvent utilisé comme un 

marqueur chimique pour apprécier les capacités antioxydantes du lycopène et du β-

carotène. Bien que de nombreuses études supposent que ces caroténoïdes peuvent aussi 
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devenir prooxydants dans certains cas, la frontière entre propriétés antioxydantes et 

prooxydantes reste toujours délicate à trouver. La plupart des explications sur le 

fonctionnement antioxydant et prooxydant du lycopène et du β-carotène sont basées sur 

des hypothèses. Des études complémentaires in vitro sur ces points sont actuellement 

nécessaires pour compléter les connaissances existantes et essayer de clarifier ces 

hypothèses.  

L’objectif de ce travail est d’apprécier les potentialités d’utilisation des caroténoïdes 

du gac dans des aliments. Est-il possible de les extraire, les séparer les uns des autres, 

quelles sont leurs propriétés biochimiques, leur bioactivité ? Ces travaux visent également 

à apporter une contribution à la compréhension des mécanismes qui jouent sur la 

bioactivité des caroténoïdes et sur l’évaluation de l’impact des procédés sur cette activité 

biologique. Le plan du travail est le suivant. Tout d’abord une étude bibliographique fait le 

point des connaissances générales sur le lycopène et le β-carotène concernant leurs 

propriétés chimiques, leur stabilité et leur biodisponibilité. L’accent est particulièrement 

mis sur les procédés d’extraction de ces composés des végétaux, surtout du gac. L’arille de 

gac, matériel de cette étude, est alors brièvement présenté avec les procédés existants. La 

méthodologie de l’ensemble de l’étude est ensuite abordée. Puis les différentes étapes de 

l’étude sont présentées d’une manière indépendante, comprenant pour chaque partie une 

courte introduction bibliographique, le détail du matériel et des méthodes, les résultats et 

leur discussion. Ces parties concernent d’abord les premiers résultats de l’étude sur 

l’extrait des caroténoïdes de l’arille de gac, réalisée dans notre laboratoire. Les travaux 

actuels portent sur un procédé d’extraction et de fractionnement doux et efficace appliqué 

pour les tissus gluants de l’arille de gac. La caractérisation des produits fractionnés fait 

également l’objet d’études. Les produits obtenus par ce procédé ont ensuite été séparément 

étudiés sur leur qualité, leur stabilité thermique et leur bioactivité. En particulier, ils ont été 

testé sur des cellules sanguines en comparaison avec différentes sources, notre objectif 

dans cette étude est également de mieux comprendre les facteurs agissant sur les propriétés 

antioxydantes ou prooxydantes du lycopène et du β-carotène. 

Enfin, les résultats de l’étude ont été utilisés pour proposer des recherches 

complémentaires et des voies pour les valoriser industriellement par un projet passant par 

la création d’une start-up. Et tout ceci est replacé dans le contexte plus général des 

molécules actives en calquant les problématiques spécifiques aux caroténoïdes de gac à 

celles de ce domaine telles qu’elles sont posées dans la conférence de consensus sur les 

molécules actives qui sera organisée à Dijon en 2015. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIE 

1.1  CAROTENOÏDES  

1.1.1  Introduction aux caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont des pigments colorés dont la couleur varie du jaune au rouge. 

Environ 700 caroténoïdes ont été isolés à partir de produits naturels (Britton et al., 2008) 

mais seulement une vingtaine sont détectables dans les tissus ou le sérum humain. Ils sont 

naturellement synthétisés par des plantes, certains champignons, des algues et quelques 

bactéries (Liu et al., 2000; Astray et al., 2009; Achir et al., 2010). Chez les plantes et les 

algues qui contiennent des caroténoïdes, ceux-ci se trouvent dans les chloroplastes et les 

chromoplastes. Ils ont deux rôles principaux : l’absorption de l’énergie lumineuse pour la 

photosynthèse et la protection de la chlorophylle contre les dommages causés par la 

lumière (Bartley et al., 1995). Chez les animaux, les caroténoïdes ne peuvent pas être 

synthétisés, ils sont simplement absorbés par l’alimentation même quand ils confèrent la 

couleur à l’animal comme c’est le cas de certains crustacés, insectes, poissons et oiseaux. 

Ces pigments sont d'abord connus pour la convertibilité de certains d'entre eux en 

vitamine A, une vitamine essentielle, indispensable à la préservation des tissus épithéliaux 

des yeux et au système immunitaire (Bendich et al., 1986). Les caroténoïdes sont 

également de puissants antioxydants capables de protéger les cellules vivantes contre des 

attaques de radicaux libres et des dommages oxydatifs par une action anti-mutagène, anti-

clastogène et anti-carcinogène (Burton et al., 1984; Bendich et al., 1986; Fakourelis et al., 

1987; Park 1994; Mueller et al., 2011). Ils ralentissent également le développement des 

tumeurs cancéreuses (Palozza et al., 1997; Wang et al., 1999). Dans l’alimentation, ils sont 

non seulement utilisés comme colorants alimentaires mais aussi ajoutés dans certains 

régimes fonctionnels afin d’abaisser la mortalité causée par certaines maladies (Pierce et 

al., 2006).  

Parmi les caroténoïdes, le lycopène et le β-carotène, pigments de couleur rouge et 

orange, sont très abondants dans les plantes et les fruits. Ils sont également absorbés par le 

corps humain depuis l’alimentation et possèdent pour celui-ci des propriétés avantageuses. 

 

 

 



Introduction bibliographie 

 

4 
 

1.1.2  Lycopène et β-carotène 

1.1.2.1  Structure chimique 

Le lycopène est un tétraterpène constitué de huit molécules isoprènes qui possède 

une structure hydrocarbonée avec 11 doubles liaisons covalentes conjuguées et 2 non-

conjuguées. Sa structure acyclique classe le lycopène dans le groupe des caroténoïdes non-

provitamines A. La cyclisation du lycopène aux deux extrémités forme le β-carotène 

(Britton 1989). Ce dernier se compose généralement de huit unités d’isoprène à structure 

cyclique caractéristique du groupe des provitamines A. Les structures chimiques du 

lycopène et du β-carotène sont présentées dans la figure 1. 

 

 

 

Figure 1 : Structure chimique du lycopène (formule brute : C40H56 ; masse molaire : 

536,87 g/mol ; température de fusion : 175°C), de l’unité d’isoprène et du β-carotène 

(formule brute : C40H56 ; masse molaire : 536,87 g/mol ; température de fusion : 183°C) 

1.1.2.2  Solubilité 

Le lycopène et le β-carotène sont des substances lipophiles, insolubles dans l’eau. 

Dans les milieux aqueux ou les solvants polaires hydratés, ils ont tendance à former des 

agrégats et précipiter en cristaux (Zumbrunn et al., 1985) sous l’effet des interactions 

faibles et réversibles entre les liaisons hydrogène, des forces dipolaires, des interactions 

électriques de type van der Waals et de l’effet de l’hydrophobie (Köhn et al., 2008). Ils 

sont solubles dans les solvants apolaires comme le chloroforme, le benzène, le bisulfite de 

carbone, modérément solubles dans l’éther, l’éther de pétrole, l’hexane et l’huile. Dans 

l’éthanol et le méthanol, le β-carotène est parcimonieusement soluble et le lycopène 

Lycopène 

Isoprène Isoprène 

β-carotène 
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presque insoluble (Budavari et al., 1996). La solubilité des caroténoïdes dépend aussi de 

leur structure en trans- ou cis-isomères. Dans l’huile et la plupart des solvants organiques, 

les cis-isomères sont plus solubles que la forme all-trans (Failla et al., 2008). 

L’hydrophobie des caroténoïdes cause des problèmes dans certains procédés 

alimentaires et pour des études scientifiques. Certaines expérimentation sont rendues 

difficiles par l’apparition d’agrégats de carotènes dans des solutions ou par la perte de ces 

substances au cours des procédées. 

1.1.2.3  Absorption de la lumière et de la couleur 

La couleur des caroténoïdes est due à leur système de doubles liaisons conjuguées 

créant un chromophore et permettant ainsi l’absorption de la lumière visible entre 400 nm 

et 500 nm (Britton 1995). Chaque double liaison réduit l'énergie nécessaire à un électron 

pour passer à un niveau d'énergie supérieur, ce qui permet à la molécule d'absorber 

progressivement des longueurs d'onde (λmax) de plus en plus grandes de la lumière visible 

(déplacement bathochrome). Le lycopène, avec 11 doubles liaisons, absorbe la plupart du 

spectre lumineux dans la zone violète, seul le rouge reste visible. Le lycopène et ses 

isomères ont donc une couleur rouge foncée. Le spectre d’absorption du lycopène dans 

l’hexane est maximal à trois longueurs d’ondes : 444, 470 et 502 nm. Les cycles de la 

structure du β-carotène provoquent un spectre à λmax plus court (effet hypsochrome) que 

celui du lycopène, avec une absorbance plus basse (effet hypochrome), notamment à 425, 

450 et 477 nm (Rodriguez-Amaya 2001). La cis-isomérisation cause un léger effet 

hypsochrome du λmax avec l’apparition d’un autre pic de cis à environ 110 nm de moins 

que le pic majeur dont le λmax est le plus élevé du spectre du trans-isomère (Vetter et al., 

1971; Mercadante et al., 1998). Les spectres d’absorption de certains isomères du lycopène 

et du β-carotène sont présentés dans la figure 2. 
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Figure 2 : Spectre d’absorption d’isomères géométriques du lycopène (A) et du β-carotène 

(B) dans l’hexane (Rodriguez-Amaya 2001) 

1.1.2.4  Isomérisation et dégradation 

Les caroténoïdes, de structure chimique insaturée, sont sujets à modifications dues à  

l’oxydation provoquée par différents facteurs tels que la température, la présence de 

certaines enzymes, l’humidité et la lumière (Shi et al., 1999; Shi 2000; Giovanelli et al., 

2002; Amengual et al., 2011). Dans des conditions de température supérieure à 50°C en 

présence d’oxydants ou de lumière, le lycopène, molécule acyclique, est plus facilement 

oxydé que le β-carotène qui contient pourtant autant de doubles liaisons conjuguées. 

L’isomérisation est la première étape de la dégradation de ces caroténoïdes (Mordi 1993; 

Waché et al., 2003). Comme le lycopène et le β-carotène possèdent une longue chaîne de 

doubles liaisons conjuguées, ils peuvent avoir plusieurs isomères géométriques par 

exemple des isomères all-trans, mono-cis et poly-cis (Stahl et al., 1992; Schierle et al., 

1997; Shi et al., 2003; Qiu et al., 2009). Un traitement thermique modéré suffit à 

l’isomérisation de ces caroténoïdes (Chen et al., 1998; Lee et al., 2002; Moraru et al., 

2005; Unlua et al., 2007; Knockaert et al., 2012). Le traitement à une température 

supérieure à 100°C dans un milieu aqueux peut dégrader le lycopène en plusieurs produits 

(Kanasawud et al., 1990; Shi et al., 2003; Knockaert et al., 2012) et le traitement thermique 

sans solvant cause plus facilement la dégradation des cristaux de β-carotène qu’en présence 

de solvant (Chen et al., 1998).  

Par rapport à l’effet de la température, la lumière et la présence d’oxydants 

enzymatique et non-enzymatique sont plus destructifs. Le lycopène et le β-carotène sont 

déjà dégradés durant l’illumination par une source fluorescente à -5°C (Chen et al., 1998) 
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et sous la lumière visible à 25°C en présence d’oxydants (Shi et al., 2003). Cette 

dégradation donne naissance à des produits à courte chaîne (Bosser et al., 1994; Shi et al., 

2003; Sommerburg et al., 2003; Cao-Hoang et al., 2011). Le lycopène, oxydé par du 

permanganate de potassium ou par l’air, peut produire certains apo-lycopénals et diapo-

carotène-dials (figure 3) (Caris-Veyrat et al., 2003; Carail et al., 2006) et, avec un 

traitement thermique, il peut générer des composés volatils (Kanasawud et al., 1990). Le β-

carotène, constitué d’une longue chaîne avec deux cycles ionones dans sa structure peut 

être dégradé en substances de type β-ionone ou rétinol (figure 4) (Sommerburg et al., 2003; 

Waché et al., 2003; Ho et al., 2007). Les produits intermédiaires de l’oxydation du β-

carotène peuvent être des β-apo-caroténals et des époxydes ou di-époxydes de β-carotène 

(Carail et al., 2006). Parmi les produits de l’oxydation des caroténoïdes, le rétinal (une 

forme de vitamine A) et les volatiles comme la β-ionone, la pseudo-ionone, le néral, 

l’acide abscisique, le dihydroactinidiolide possèdent encore certains intérêts biologiques ou 

autres qu’antioxidants (Siems et al., 2002; Waché et al., 2003; Carail et al., 2006). Le 

contrôle de l’isomérisation et de la dégradation des caroténoïdes est nécessaire pour avoir 

des produits aux propriétés intéressantes pour la santé. Le mécanisme potentiel 

d’isomérisation et de dégradation du lycopène et du β-carotène est résumé par les figures 3 

et 4. 
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Figure 3 : Hypothèse du mécanisme d’isomérisation et de dégradation du lycopène par 

oxydation et traitement thermique (Chasse et al., 2001; Caris-Veyrat et al., 2003; Xianquan 

et al., 2005)  

 

all-trans-lycopène 

9-cis 

Clivage  

Isomérisation 

Oxydation 

O

lycopène monoxydes 

13' 

11' 

9' 

7' 

5' 

3' 

1' 

3 5 1 7 9 

11 

13 

15 
15' 

13' 

11' 

9' 

7' 

5' 

3' 

1' 

1 3 5 7 11 15 

13' 15' 11' 9' 7' 5' 3' 1' 

9 13 

3 5 7 11 15 9 13 
15' 

13' 

11' 

9' 

7' 

5' 

3' 

1' 

1 

3 5 7 11 9 13 1 

15 15' 

O

15 14' 12' 10' 8' 6'

apo-lycopénals/apo-lycopénols « longues » 

O

méthyl hepténone 

O

pseudo-ionone 

CHO

géranial 

CHO

néral 
O

méthyl heptadiènone 

O

9 1311

apo-lycopénals/apo-lycopénols « courts » 

15-cis 

13-cis 



Introduction bibliographie 

 

9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Hypothèse du mécanisme d’isomérisation et de dégradation du β-carotène par 

oxydation (Sommerburg et al., 2003; Carail et al., 2006) 
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1.1.2.5  Biodisponibilité pour la santé 

Dans le corps humain, le lycopène représente de 21 à 43% des caroténoïdes du 

plasma sanguin et peut être caroténoïde dominant (Stahl et al., 1996). Le taux de lycopène 

et de β-carotène dans le sérum et le plasma sanguin est en moyenne de 0,3 et 0,5 nmol/ml 

respectivement (Stahl et al., 1996). Pourtant, l’absorption des caroténoïdes est variable et 

dépendante de plusieurs facteurs comme le sexe, l’âge ou les besoins ponctuels du corps 

(Aoki et al., 1987; Ito et al., 1987; Forman et al., 1995; Järvinen 1995). D’autre part, la 

solubilité des caroténoïdes influence leur bio-activité dans le corps humain. Ils ne sont bien 

absorbés que dans l’intestin avec un peu de matière grasse (van-het-Hof et al., 2000).  

Chez l’humain, l’absorption journalière de 5 à 10 mg de lycopène peut protéger les 

lipides et les protéines contre l’oxydation (Rao et al., 2002). Ce carotène est 

potentiellement un agent préventif contre certains carcinogènes des poumons (Kim et al., 

2000), des seins (Simon et al., 2000), notamment de la prostate (Clinton et al., 1996; Rao et 

al., 1999; Norrish et al., 2000; Kucuk et al., 2002) et contre des maladies cardiovasculaires 

(Hadley et al., 2003).  

D’autre part, le β-carotène converti en rétinol est la plus abondante source de 

vitamine A des aliments. La vitamine A joue un rôle important dans quelques 

fonctionnements du corps humain comme le système visuel, immunitaire et reproductifs 

(Clagett-Dame et al., 2002). Pourtant, seulement un tiers du β-carotène de l’alimentation 

est absorbé par l’intestin et la moitié de celui-ci est converti en rétinol (Minguez-Mosquera 

et al., 2002). D’autre part, β-carotène est aussi connu comme un composé anti-carcinogène 

potentiel (van Poppel et al., 1995).  

1.1.2.6  Action antioxydante et prooxydante  

D’après le dictionnaire de Larousse : « un antioxydant est une substance naturelle ou 

chimique capable de neutraliser, ou de réduire les dommages causés par les radicaux libres 

dans l’organisme ». La plupart des caroténoïdes ont une activité antioxydante grâce à leur 

structure chimique comportant une longue chaîne de polyène riche en électrons et des 

doubles liaisons conjuguées susceptibles d’être très réactive. Cet aspect chimique permet 

aux caroténoïdes de neutraliser l’oxygène singulier et des radicaux libres.  

La comparaison des propriétés antioxydantes et biologiques entre lycopène et β-

carotène est présentée dans le tableau 1. Le lycopène, avec une chaîne longue de onze 

doubles liaisons covalentes carbone-carbone conjuguées, est plus antioxydant que le β-
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carotène qui a un β-cycle dans la molécule (Böhm et al., 2001). Quelques cis-isomères sont 

plus antioxydants que les all-trans (Levin et al., 1994; Böhm et al., 2001). Pourtant, la 

capacité antioxydante des caroténoïdes dépend de leur source synthétique ou naturelle et 

du milieu de réaction (Lavy et al., 1993; Park 1994; Miller et al., 1996; Yeh et al., 2000; 

Zhang et al., 2001; Palozza et al., 2003). 

Tableau 1 : Propriétés chimiques et biochimiques du lycopène et du β-carotène (Stahl et 

al., 1996) 

 

Lycopène β-Carotène 

Nombre de doubles liaisons conjuguées 11 11 

Activité antioxydante 
  

- Extinction de l'oxygène singlet Kq (M
-1

. s
-1

) 17 x 10
9 

13 x 10
9 

- Capture (scavenging) des radicaux libres (Trolox 

équivalent) 
2,9 1,9 

- Réaction des radicaux d'anions de caroténoïde avec l’O2, 

k (M
-1

. s
-1

) 
2 x 10

8 
25 x 10

8 

Activité biologique 
  

- Induction de communication intracellulaire sur les 

cellules de fibroblaste (mesuré par micro-injection de la 

sonde fluorescente Lucifer Yellow) 

++ ++++ 

- Inhibition de la transformation carcinogène des cellules 

de l’embryon de fibroblaste du rat sous le traitement 

chimique 

+ ++++ 

- Suppression de la prolifération des cellules humaines 

cancéreuses de l’endomètre, de la glande mammaire et 

des poumons 

++++ ++ 

- Activité provitamine A - +++ 

 

Les caroténoïdes sont majoritairement antioxydants et c’est pourquoi, ils sont 

facilement isomérisés et dégradés. Après ces transformations, ils peuvent encore rester 

antioxydants, comme leurs produits à longue chaîne de clivage (Mueller et al., 2011), mais 

peuvent perdre cette propriété et devenir des prooxydants (Siems et al., 2002; Alija et al., 

2004). Les propriétés antioxydantes ou prooxydantes des caroténoïdes sont dépendantes de 

leur concentration et de la condition d’oxydation. A partir de 5 µM, le lycopène et le β-
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carotène deviennent prooxydants et provoquent de graves dommages sur l’ADN dans les 

cellules d’adénocarcinome HT29 soumises à des ROS générés par l’enzyme 

xanthine/xanthine-oxydase (Lowe et al., 1999). Comme le lycopène et le β-carotène sont 

extrêmement lipophiles, ils peuvent réagir plus extensivement avec les radicaux libres 

liposolubles d’AMVN (2,2-azobis[2,4-diméthylvaléronitrile]) que ceux d’AAPH 

(dihydrochlorure de 2,2-azobis[2-amidinopropane]) et Fe/NTA (nitrilotriacétate ferrique), 

hydrosolubles (Yeh et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Mécanisme potentiel de réaction entre les caroténoïdes et les radicaux libres en 

fonction de la polarité des solvants et de la concentration d’oxygène (Young et al., 2001; 

El-Agamey et al., 2004) ; R : groupe acyle, k1 : constante de vitesse de la réaction, CAR
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radical de caroténoïde et un anion peroxyde (El-Agamey et al., 2004). La propriété 

antioxydante ou prooxydante des caroténoïdes est aussi dépendante de la concentration 

d’oxygène. A haute concentration d’oxygène, des caroténoïdes peuvent réagir avec 

l’oxygène pour produire certains radicaux peroxyles de caroténoïdes (autooxydation) 

prooxydants. D’autre part, les caroténoïdes peuvent faciliter la peroxydation des lipides 

insaturés. Dans un milieu à faible teneur en oxygène, les caroténoïdes réagissent comme 

des antioxydants « chain-breaking » qui capturent les radicaux peroxyles.  

La duplicité de l’antioxydant et le prooxydant des caroténoïdes cause parfois des 

résultats inattendus lors de certaines études in vivo. L’alimentation complémentée de β-

carotène n’a donné aucun effet de protection contre les maladies néoplasmes et 

cardiovasculaires (Hennekens et al., 1996). Certain données obtenues par deux études sur 

l’intervention du β-carotène supplémenté ont montré une augmentation du taux de cancer 

pulmonaire chez les fumeurs (Omenn et al., 1996; Arora et al., 2001). Après ces deux 

dernières études, il y avait une interruption des recherches sur cette propriété antioxydant 

du β-carotène. Plusieurs hypothèses ont été supposées pour expliquer ces résultats 

contradictoires. Parmi eux, la structure d’un antioxydant qui est modifié par la réaction de 

« scavenging » des radicaux libres peut exhiber les propriétés différentes. Par exemple, les 

produits de ce changement sont les composés amphiphiles (époxydes, volatiles) peuvent 

être les oxydants et exhiber la déstabilisation de la membrane cellulaire (Bouchard et al., 

1996). 

1.1.3  Sources naturelles de lycopène et β-carotène 

Dans l’alimentation, de 70 à 90 % des lycopènes et β-carotènes proviennent des 

fruits et des végétaux (Yahia et al., 2009). On en trouve dans plusieurs fruits et plantes 

généralement de couleur rouge et orange. Ils peuvent être localisés dans divers types de 

tissus végétaux comme ceux des fruits (abricot, goyave, mangue,…), des légumes (tomate, 

potimarron,…), des racines (carotte), des feuilles (épinard), des fleurs (Cucurbita pepo) ou 

dans des cellules de micro-champignons (Blakeslea trispora). Ils sont également présents 

dans les tissus verts de certaines feuilles mais leur couleur est masquée par celle de la 

chlorophylle dont la dégradation en automne dévoile l’existence de pigments de 

caroténoïdes (Cao-Hoang et al., 2009). 

Les caroténoïdes existent dans certains fruits et végétaux sous la forme de molécules 

libres ou conjuguées en esters d’acide gras (Nhung et al., 2010). La plupart des 

caroténoïdes dans les aliments existent sous forme d’isomère all-trans (Yahia et al., 2009). 
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La proportion entre les isomères all-trans et cis dans la nature dépend de la variété et des 

conditions des procédés de transformation des fruits et des végétaux. Les molécules de 

lycopène all-trans représentent entre 79 et 91 % des lycopènes dans les produits à base de 

tomate (Clinton et al., 1996) mais cette même proportion va de 92 à 95 % dans la pastèque 

rouge (Perkins-Veazie et al., 2001). Dans les carottes, connues comme source de 

provitamine A, il y a presque 100 % de β-carotène all-trans (Marx et al., 2003).  

Il n’y a que quelques fruits et végétaux vraiment riche en lycopène et/ou β-carotène 

dans l’alimentation (tableau 2). Parmi eux, l’arille de Momordica cochinchinensis (gac) est 

le plus intéressant comme il présente l’une des teneurs en lycopène et β-carotène les plus 

élevées. La description détaillée de ce fruit sera présentée dans les parties suivantes. 

Tableau 2 : Sources naturelles de lycopène et β-carotène (mg/kg PF) 

Appellation Nom scientifique Lycopène β-Carotène Références 

Gac (arille) Momordica 

cochinchinensis 

380-2227 110-718 Aoki et al. (2002), 

Ishida et al. (2004) 

Carotte Daucus carota  1-239 Mech-Nowak et 

al. (2012) 

Potimarron Cucurbita moschata   142-244 De Carvalho et al. 

(2012) 

Huile de palme Raphia sese  802,5 Hunter et al. 

(1946) 

Melon amer 

(arille) (mg/kg PS) 

Momordica charantia 411  Tran et al. (1999) 

Tomate Lycopersicon 

esculentun 

94,9 5,1 Pinela et al. (2012) 

Goyave Psidium guajava 70 3,7 
Oliveira et al. 

(2010) 
Mangue Mangifera indica 0,8 15,57 

Papaye Carica papaya 31,4 5,5 

Pastèque Citrullus lanatus 30-120  Perkins-Veazie et 

al. (2007) 

"Bo ngot" Sauropus androgynus  96,4 Fatimah et al. 

(2012) 

Epinards Spinacia oleracea  83,1 Kidmose et al. 

(2001) 

Micro-champignon 

(mg/g PS) 

Blakeslea trispora  85 Nanou et al. 

(2012) 
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1.1.4  Réglementation et marché pour le lycopène et le β-carotène en agro-alimentaire 

Le marché des caroténoïdes est en pleine croissance. Ces composés sont utilisés 

dans certains compléments fonctionnels alimentaires, aussi bien pour les êtres humains que 

pour les animaux, dans des produits cosmétiques et également dans de nombreux colorants 

naturels destinés à l’agroalimentaire. Le lycopène et le β-carotène sont respectivement 

codés E 160d et E 160a par la Directive de l’Union Européenne pour les additifs 

alimentaires (89/398/CEE) qui a été complétée par un règlement ((CE) N
o 

1333/2008).  

Sous le nom de pro-vitamine A, le β-carotène est plus utilisé que le lycopène en 

agro-alimentaire. Le β-carotène est autorisé dans l’Union Européenne depuis plus de 10 

ans en tant qu’additif alimentaire (Aguilar et al., 2012). D’après BCC Research, on estime 

que l’utilisation du β-carotène comme colorant ou complément de santé alimentaire 

pourrait faire croître ce marché jusqu’à 261 million d’euros en 2018 (März 2011). 

Le lycopène de tomate a été autorisé comme colorant agro-alimentaire aux Etats-

Unis depuis 2005. A partir de l’année 2008, l’innocuité alimentaire du lycopène 

synthétique a été confirmée et le lycopène est autorisé en Europe comme complément 

alimentaire et en tant qu’additif ou colorant alimentaire (Aguilar et al., 2008). Cette 

autorisation ouvre de nombreuses portes à ce caroténoïde sur le marché international. Les 

Etats-Unis restent encore le marché le plus dynamique sur les produits à base de lycopène, 

avec 143 produits nouveaux depuis l’année 2003 sur 418 produits à base de lycopène sur le 

marché international (Heller 2009). Les produits à base de lycopène sont aussi développés 

dans certains pays tels que le Canada, le Japon, le Brésil, la France, l’Argentine, Taïwan, le 

Vietnam, le Royaume-Uni et les Pays-Bas (Heller 2009). 

Malgré la confirmation des propriétés bioactives du lycopène et du β-carotène 

(Agostoni et al., 2011; USDA 2012), il y a encore certaines opinions contradictoires sur 

l’effet de ces carotènes d’origine naturelle sur la santé humaine. La réglementation sur le 

lycopène et le β-carotène est encore réévaluée pour encadrer leur utilisation en agro-

alimentaire. Ces caroténoïdes sont classés parmi les micro-constituants non indispensables 

pour les êtres-humains. Toutefois, ils représentent des « candidats nutriments » importants 

en matière de nutrition préventive vis-à-vis de plusieurs pathologies, notamment les 

maladies cardio-vasculaires, les cancers, les pathologies associées au vieillissement. Sur 

l’étiquetage des produits, les apports nutritionnels journaliers recommandés (AJR) sont les 

valeurs uniques pour chaque nutriment, qui ne prennent pas en compte les différentes liées 

à l’âge ou au sexe, contrairement aux apports nutritionnels conseillés (ANC). Jusqu’à 
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maintenant, il n’est pas possible de proposer ni des AJR ni des ANC pour ces micro-

constituants pour des raisons multiples : (i) absence de démonstration de besoins et (ii)  

méconnaissance de leur biodisponibilité, de l’efficacité physiologique des apports et de 

marqueurs biologiques du statut en ces molécules (Ambroise 2001). Les doses proposées, 

4,8 mg/jour pour le β-carotène (Le Grusse et al., 1993) et 15 mg pour du lycopène 

synthétique (Vassiliou 2009), sont empiriques et ne reposent pas sur des études d’effet-

dose. Comme le β-carotène est une provitamine A, il y a des doses conseillées pour ce 

caroténoïde en liant avec les apports en vitamine A dans les compléments. Même si le β-

carotène et le lycopène ont été cités comme « novel food » en Europe à partir de l’année 

2004 pour leur provenance de sources végétales ou microbiennes, ceux provenant de 

Momordica cochinchinensis n’ont pas encore fait l’objet de demande. Actuellement, il 

manque beaucoup d’études scientifiques sur ce fruit pour l’intégrer dans le marché 

européen. Les allégations anti-cancer n’ont pas été accordées pour les compléments de 

lycopène et de β-carotène ni en Europe, ni aux Etats-Unis (Schneeman 2005; EurekaSanté 

2014). Cela est encore dû à la méconnaissance de l’effet et du mode d’action de ces 

molécules et aux doutes concernant l’apport d’autres composés végétaux dans les effets 

positifs pour la santé observés dans les études. A ce propos, d’après l’afssa (Agence 

française de sécurité sanitaire des aliments, désormais Anses) : « il est très probable que le 

lycopène participe à la prévention de maladies dégénératives, en complémentarité ou en 

synergie avec d'autres nutriments apportés par les fruits et les légumes ». C’est cette 

complémentarité/synergie qui n’est pas encore comprise. 
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1.2  LE FRUIT GAC 

Parmi les végétaux riches en caroténoïdes, le fruit asiatique qui s’appelle « gac » au 

Vietnam est, dans son pays d’origine comme dans d’autres pays comme les Etats-Unis, un 

« super fruit » du paradis. 

1.2.1  Généralités  

D’un point de vue botanique, le gac (Momordica cochinchinensis Spreng. ou 

Muricia cochinchinensis Spreng.) appartient à la famille des Cucurbitacées. Il est 

endémique du Sud-est de l’Asie, on le trouve dans l’Est de l’Inde, au Bangladesh, en 

Birmanie, en Thaïlande, au Laos, au Vietnam, en Malaisie, aux Philippines et au Sud de la 

Chine. Au Vietnam, ce fruit est majoritairement cultivé dans les villages du Nord et peut 

être distingué en trois variétés principales : le gac gluant, le gac ordinaire et le gac métissé. 

Cette plante grimpante et dioïque (mâle et femelle) se multiplie grâce à ses graines 

ou par l’intermédiaire de boutures des racines. Ses fleurs et ses fruits se forment sous 

l’ombre de feuilles d’une quinzaine de centimètres. La plante peut vivre pendant 15 à 20 

ans et sa culture ne demande pas beaucoup d’investissements. Pour la croissance des 

plantes rampantes, il faut palisser sur un support résistant en bois ou en fer pour que les 

branches s’étendent et que les fleurs et les fruits aient assez de place pour s’exposer à une 

lumière du soleil douce. Sous le climat du nord, la saison de floraison et de fructification 

tombe de juin à septembre et la récolte des fruits de septembre à décembre. La forme du 

gac est ovoïde, plus ou moins allongée et parfois presque ronde. Ses dimensions varient 

entre dix et vingt centimètres. Sa couleur change du vert à l’orange, puis au rouge dès 

maturation : c’est alors qu’il est le plus riche en caroténoïdes. Un fruit mûr peut peser entre 

700 et 1600 g et peut faire jusqu’à 10 kg chez les fruits métissés. 

Aujourd’hui, l’intérêt du gac n’est plus seulement connu des marchés locaux de pays 

comme le Vietnam, mais aussi dans le monde entier. Pour répondre aux demandes de tous 

les marchés, la culture de ce « super fruit » est actuellement élargie au Vietnam. La culture 

de gac est en croissance d’environ 100 % depuis quelques années pour servir à la fois les 

consommateurs vietnamiens (10 %) et l’exportation (90 %) (M. Do, 2013, communication 

personnelle).  
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1.2.2  Morphologie  

Un fruit mûr possède une peau rouge-orange avec des piques, une chair jaune 

épaisse à l’intérieur qui protège des arilles rouges sanguins dans lesquels se développent 

des graines aplaties, dures et de couleur grise (figure 6). Selon nos études, ce fruit se 

compose en moyenne de 16 % de peau, de 52 % de chair, de 22 % d’arille et de 10 % de 

graine. Parmi ces différentes parties, l’arille qui n’a qu’un à trois millimètres d’épaisseur 

est la partie la plus intéressante par sa richesse en caroténoïdes, α-tocophérol (vitamine E), 

acides gras essentiels (Ishida et al., 2004; Vuong et al., 2006) et polyphénols (Kubola et al., 

2011). 

 

 

 

 

Figure 6 : Morphologie du fruit de gac  

1.2.3  Caroténoïdes de l’arille de gac 

Depuis la moitié du vingtième siècle, on sait qu’il existe une grande quantité de β-

carotène et d’huiles essentielles dans l’enveloppe des graines du gac (arille de gac) 

(Guichard et al., 1941). D’après un journal vietnamien, en 1951, le professeur Nguyen Van 

Dan, en collaboration avec un laboratoire allemand, a découvert que ce fruit 

phytopharmaceutique est également riche en lycopène. Cinquante ans après, des 

chercheurs vietnamiens ont réussi à extraire de l’arille de gac une huile riche en 

caroténoïdes pour fabriquer des capsules de compléments fonctionnels qui aident à lutter 

contre des maladies des yeux, ainsi que de l’huile nutritive pour les enfants sous-alimentés. 

En outre, ils ont montré que l’huile de gac est aussi antioxydant comme complément à des 

traitements de radiations chez les rats (Ngan et al., 1993). 

Aujourd’hui, la teneur en caroténoïdes dans ce fruit est confirmée par des études 

dans le monde entier mais leurs résultats sont très variables. Globalement, on a montré que 

l’arille de gac contient une quantité de β-carotène 10 fois supérieure à celle de la carotte, et 

une quantité de lycopène de 10 à 70 fois supérieure à celle des autres végétaux (Aoki et al., 

2002; Ishida et al., 2004). De plus, on a aussi trouvé de la zéaxanthine (2 µg/g PF) et de la 

β-cryptoxanthine (4 µg/g PF) dans la chair jaune de gac (Aoki et al., 2002). Plus tard, des 

Fruit gac entier Fruit gac coupé Arille et graine de gac 

Chaire 

Arille  
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études conduites aux Etats-Unis ont montré que l’arille de gac contenait 2227 µg/g PF de 

lycopène et 718 µg/g PF de β-carotène (Ishida et al., 2004) (tableau 3). Ces chiffres 

présentent des variations par rapport aux résultats de (Vuong et al., 2006) qui peuvent 

provenir de différences de variétés ou de maturation, d’une perte de qualité des matières 

premières pendant le stockage, ou de techniques d’analyse différentes. Récemment, Nhung 

et al. (2010) ont reporté que l’arille de Gac contenait environ 3000 µg/g PF de lycopène et 

300 µg/g PF de β-carotène en moyenne et que le pressage de l’huile pouvait permettre 

d’extraire de 2436 à 2592 µg/g PF de carotènes au total.  

Tableau 3 : Caroténoïdes (µg/g PF) de l’arille de gac (lycopène, β-carotène) 

Références Lycopène β-carotène Total 

Aoki et al. (2002) 101 380 481 

Ishida et al. (2004) 2227 718 3052 

Vuong et al . (2006) 408 83 497 

Nhung et al. (2010) 2378–3728 257–379  

 

1.2.4  Huile de l’arille de gac 

L’arille de gac est intéressant par sa grande teneur en caroténoïdes mais aussi en 

acides gras, particulièrement mono- et poly-insaturés. Au total, les acides gras 

représentent, selon les études, environ 10 % (Vuong et al., 2002) à 22 % (Ishida et al., 

2004) de la masse de l’arille de gac. La présence des acides gras dans l’arille de gac joue 

un rôle important dans l’absorption des caroténoïdes et des autres nutriments liposolubles 

(Vuong et al., 2002; Brown et al., 2004; Kuhnlein 2004; Kha et al., 2013).  

D’après Vuong (2000), 70 % des acides gras de l’arille de gac sont insaturés et 50 % 

de ces acides gras insaturés sont polyinsaturés. Plus précisément, l’arille de gac possède 

une teneur de 34,1 % en acide oléique (C18 : 1), de 31,4 % en acide linoléique (C18 : 2), 

de 7,1 % en acide stéarique (C18 : 0) et de 2,1 % en α-linolénique (C18 : 3) (Vuong et al., 

2002; Ishida et al., 2004). Il s’agit d’acides gras que l’on trouve dans d’autres huiles 

comestibles (tableau 4). Parmi eux, l’α-linolénique ou oméga-3 est un des acides gras 

essentiels à la prévention des crises cardiaques (Lavie et al., 2009; DeFilippis et al., 2010; 

Sharma et al., 2013). L’acide stéarique est un acide gras saturé qui peut remplacer des 

acides gras trans dans l’alimentation (Kris-Etherton et al., 2005). L’effet des acides gras 

insaturés α-linolénique (ω-6) et oléique (ω-9) sur la santé doit être encore évalué. Pourtant, 
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en comparaison avec l’huile de palme et l’huile d’olive, l’huile de gac contient une 

quantité importante d’acides gras saturés palmitique (22,2 %) qui peuvent avoir un effet 

négatif sur le taux de cholestérol total et de cholestérol LDL (mauvais cholestérol). Sa 

consommation peut donc augmenter le risque de maladies cardiovasculaires (Fattore et al., 

2013). 

Tableau 4 : Composition en acides gras de l’huile de l’arille de gac en comparaison avec 

les autres huiles comestibles (% des acides gras totaux) (Vuong et al., 2002; Mailer 2006; 

Dauqan et al., 2011) 

Acides gras Abréviation Huile de gac Huile de palme 
Huile d'olive 

extra-vierge 

palmitique C16:0 22,2 42,5 13,8 

stéarique C18:0 7,7 0,4 2,8 

oléique C18:1 ω9 32,3 44,6 69 

linoléique C18:2 ω6 28,1 10,4 12,3 

linolénique C18:3 ω3 2,14 <1 < 1 

poly insaturés total   35 11 13 

mono insaturés total 

 

35 45 70 

saturés total    30 44 17 

 

1.2.5  Procédé d’extraction des caroténoïdes de l’arille de gac  

A côté de ses propriétés nutritives, l’huile de gac est aussi une bonne matière pour 

extraire des caroténoïdes de l’arille de gac sans utiliser de solvants. L’extraction de l’huile 

contenant des caroténoïdes est réalisée avec des méthodes conventionnelles depuis 

longtemps. A ce jour, l’optimisation du  rendement d’extraction de ces méthodes est 

encore à l’étude.  

L’extraction de l’huile de gac riche en caroténoïdes a été brevetée en 2004 comme 

procédé n’utilisant pas de solvants toxiques (Vuong 2004). Dans ce procédé, les arilles de 

gac sont séchés avant d’être pressés pour extraire l’huile. Toutes les étapes sont réalisées 

dans l’obscurité et à une température inférieure à 60°C. Pour enlever l’enveloppe des 

graines, les arilles peuvent être partiellement séchés par un traitement thermique ou traités 

par des enzymes (Tran et al., 2008). Pour améliorer le rendement de l’extraction, quelques 

méthodes d’extraction assistée ont été récemment étudiées. L’assistance aux micro-ondes 
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avec une puissance de 650 W pendant le séchage des arilles et le traitement à la vapeur ont 

diminué le temps de séchage et augmenté le rendement d’extraction (Kha et al., 2013). 

Pourtant, la température appliquée à l’arille de gac et le changement de qualité des 

caroténoïdes durant l’extraction n’ont pas été étudiés lors de ces études.   

Les caroténoïdes de l’arille de gac peuvent être utilisés directement sous forme 

d’huile extraite ou de poudre d’arille brut. Dans le cadre de travaux de laboratoires, ces 

caroténoïdes ont aussi été extraits à l’aide de solvants pour analyses. L’hexane, l’éther de 

pétrole ou un mixte de chloroforme et méthanol (2 : 1) ont été utilisés comme solvants 

pour extraire les lycopène et β-carotène de l’arille de gac en combinaison avec les 

méthodes de séchage (Kubola et al., 2013). L’extraction des caroténoïdes des végétaux à 

l’aide de solvant peut être efficace et plus rapide que l’extraction sans solvant. Néanmoins, 

les solvants doivent être éliminés jusqu’à 60 mg/kg de l’extrait final ou 25 mg/kg du 

produit transformé pour que ces caroténoïdes soient utilisés en agroalimentaire (Chipman 

1991).  

Actuellement, les procédés de transformation pour le fruit de gac sont encore limités 

et surtout pour l’arille de gac même si plusieurs procédé sont à l’étude dans les entreprises 

du domaine (Mr Bourdier et Do, communication personnelle). D’après la figure 7, les 

transformations potentielles pour l’arille de gac s’arrêtent au séchage pour faire de la 

poudre de gac brut ou à l’extraction de l’huile de gac pour faire des capsules d’huile brute 

avec les techniques conventionnelles qui causent certains problèmes sur la qualité et la 

stabilité des caroténoïdes du produit. 
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Figure 7 : Schéma des procédés potentiels et utilisation des produits de gac (adapté de Kha 

et al. (2013))  

1.2.6  Stabilité des caroténoïdes de l’arille de gac 

La plupart des caroténoïdes de l’arille de gac sont des lycopènes et des β-carotènes 

qui sont sensibles à la température, à la lumière, à l’humidité et à l’oxygène. Ils ne sont pas 

stables ni pendant le stockage du fruit frais, ni dans la plupart des produits à base de ce 

fruit. Nhung et al. (2010) ont étudié la stabilité de ces caroténoïdes dans le fruit frais selon 

le stade de mûrissement et dans l’huile de gac. Le lycopène et le β-carotène peuvent être 

dégradés par l’activité des enzymes du fruit de gac qui sont libérées au cours du 

mûrissement. La dégradation de ces caroténoïdes dans les fruits mûrs est neuf fois plus 

rapide que dans l’huile à température ambiante. Sous l’activité des enzymes végétales, le 

lycopène est dégradé de deux à trois fois plus rapidement que le β-carotène. C’est pourquoi 

il vaut mieux que le fruit soit choisi pour l’extraction quand il vient d’arriver à la 

maturité (la chair n’est pas encore molle) pour un meilleur rendement des caroténoïdes de 

l’arille de gac. 
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D’autre part, le lycopène et le β-carotène peuvent être perdus pendant des procédés 

d’extraction conventionnels. Avant le pressage de l’huile, le séchage de l’arille de gac avec 

de l’air chaud ou sec ou le séchage par irradiation peuvent dégrader ces caroténoïdes (Shi 

et al., 1999; Kha et al., 2013; Kubola et al., 2013). Pour augmenter le rendement de 

l’extraction et protéger les caroténoïdes contre les oxydants, un prétraitement tel que le 

blanchiment, l’ajout d’antioxydants (vitamine C, bisulfite) (Kha 2010) ou la protection des 

fruits en les recouvrant de lumière et de courant d’air (Vuong 2004) peuvent être 

nécessaires. Les caroténoïdes sont mieux protégés sous vide, sous atmosphère d’azote ou à 

température basse pendant l’extraction (Kha 2010; Nhung et al., 2010). Après l’extraction, 

les caroténoïdes dans les produits de gac peuvent aussi être perdus pendant le stockage à 

cause de la température, la lumière et de la présence d’oxydants. Les lycopènes et β-

carotènes de l’huile de gac sont rapidement dégradés pendant le traitement à 45°C et 60°C 

(Nhung et al., 2010). Jusqu’à présent, les produits à base d’huile de gac riche en 

caroténoïdes peuvent être stabilisés par l’encapsulation (cyclodextrine) (Kha et al., 2013) 

ou par l’ajout d’un autre antioxydant (vitamine E) dans l’huile de gac nutritive pour les 

enfants. Le tableau 5 récapitule certains facteurs négatifs et positifs pour la stabilité des 

caroténoïdes de l’arille de gac. 
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Tableau 5 : Récapitulation des conditions de déstabilisation et stabilisation des 

caroténoïdes de l’arille de gac 

Facteurs 

d’oxydation 

Conditions de déstabilisation Solution 

Température  

 

- Séchage et extraction T > 60°C 

- Stockage T > 4°C 

- Séchage et extraction T < 60°C, 

lyophilisation, assistance  

- Stockage T < 4°C 

Oxygène 

 

 

 

- Séchage de l’arille sans couvert, 

par l’air sec 

 

- Stockage en conditions 

ambiantes 

- Séchage avec couverture, sous 

vide, atmosphère d’azote, ajout 

d’antioxydant  

- Stockage sous vide, ajout 

d’antioxydant 

Lumière 

 

- Séchage sans couvrir, irradiation 

- Stockage sans couvrir, contact 

avec la lumière 

- Séchage dans l’obscurité 

 

- Stockage dans l’obscurité 

Enzyme 

 

- Mûrissement du fruit 

 

- Blanchiment, contrôle de 

maturation des fruits 
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 1.3  TECHNIQUES D’EXTRACTION ET STABILITE DES CAROTENOÏDES 

EXTRAITS 

Les substances naturelles peuvent être extraites par plusieurs techniques différentes 

que nous avons classées dans deux catégories : l’extraction mécanique sans solvant 

(pressage, hydro-distillation) et l’extraction à l’aide de solvants, avec ou sans assistance. 

Les substances peuvent être extraites à partir d’un milieu solide ou liquide. La plupart des 

méthodes d’extraction efficaces pour les substances naturelles des tissus végétaux sont des 

méthodes d’extraction aux solvants. 

1.3.1  Méthode d’extraction aux solvants 

L’extraction par solvant consiste à séparer les constituants d’un mélange à l’aide 

d’un solvant qui s’évapore facilement. La séparation des substances du mélange est basée 

sur la différence de leur affinité pour le solvant utilisé et du gradient de concentration. Le 

mélange peut être solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide supercritique. Dans notre 

travail, nous nous intéressons aux procédés d’extraction à partir d’un système solide, 

l’arille d’un fruit.  

Il existe plusieurs techniques d’extraction qui sont dites conventionnelles comme 

l’entrainement à la vapeur (hydro-distillation), l’extraction par Soxhlet ou la macération. 

Des extractions que l’on appellera technologiques viennent compléter les possibilités en 

proposant de faciliter la sorption du solide par le solvant en réalisant de l’extraction 

assistée (par micro-ondes, sonication, champs électrique pulsés, enzymes). L’extraction 

accélérée à l’aide de solvant est de réaliser l’extraction avec des solvants aux propriétés 

particulières comme les fluides supercritiques ou les liquides ioniques (Azmir et al., 2013). 

Par rapport à la plupart des extractions technologiques, les méthodes classiques sont 

généralement plus simples, utilisent un équipement moins coûteux mais sont moins 

écologiques, moins puissantes et plus destructives pour les substances sensibles. La 

comparaison de leurs avantages et inconvénients est récapitulée dans le tableau 6. 
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 Tableau 6 : Présentation des principales techniques, conventionnelles et technologiques, 

d’extraction de molécules actives avec leur principe, avantages et inconvénients 

Méthode 

d’extraction 
Matériels et principe Avantages Inconvénients 

Soxhlet 

(Baharin et al., 

2001; Azmir et 

al., 2013) 

-Extracteur Soxhlet 

-Contact entre le solide et le 

solvant distillé et condensé 

(être utilisable pour plusieurs 

cycles) 

-Simple 

-Pas besoin de 

filtration ou  

centrifugation 

-Température haute  

-Petite quantité 

-Durée longue 

-Sélectivité du 

solvant limitée 

Assistée par 

ultrasons 

(Chemat et al., 

2008; Konwarh et 

al., 2012) 

-Bain à ultrasons ou sonde 

ultrasonore combinée à un 

agitateur  

-Pénétration du solvant dans 

les cellules par effet 

mécanique des ultrasons sur 

le solide  

-Simple, efficace 

-Peu coûteux 

-Rendement élevé 

-Temps réduit 

-Température basse  

 

-Mise au point plus 

complexe 

 

Assistée par 

microondes 

(Kaufmann et al., 

2002; Pasquet et 

al., 2011) 

-Four micro-ondes 

-Le solide est déstructuré  par 

l’énergie de micro-ondes (la 

conduction ionique et la 

rotation dipolaire) 

-Simple  

-Utilisant moins de 

solvant  

-Peu coûteux 

-Rendement élevé 

-Temps réduit 

-Température haute  

-Rendement faible 

pour les solutés ou 

les solvants 

apolaires 

Prétraitement par 

des champs 

électriques pulsés 

(CEP) (Savova et 

al., 2008) 

-Champ électrique  

-Compression et  

amincissement de la 

membrane par accumulation 

de charges de signe opposé 

-Temps et énergie 

réduits 

-Température basse 

-Système complexe 

-Plus coûteux 

Prétraitement par 

enzyme 

(Sharma et al., 

2002; Puri et al., 

2012) 

-Incubateur pour l’activité de 

l’enzyme 

-Déstructuration des tissus 

végétaux par l’activité 

spécifique de l’enzyme 

-Rendement élevé 

-Ecologique 

-Conditions 

complexes pour 

l’activité  

enzymatique 

-Produit mélangé 

Avec des liquides 

ioniques (Jiao et 

al., 2013) 

-Solvants ioniques 

-Interaction du solide avec 

les cations et anions très 

flexibles du solvant   

-Solvant « vert »*, 

polyvalent 

-Rendement élevé  

-Temps réduit 

 

-Prix du solvant 

moins compétitif  

-Produit complexe 

-Solvant non 

distillable, difficile 

à recycler 

Avec des fluides 

supercritiques 

(Rozzi et al., 

2002; Wei et al., 

2005) 

  

-Pompe puissante, matériels 

résistants à la haute pression 

-Solubilisation des composés 

extraits par les fluides 

supercritiques qui retournent 

à  l’état gazeux et 

s’évaporent lorsque la 

pression est relâchée 

-Solvant vert, non 

toxique, inertie 

chimique (pour CO2 

et H2O) 

-Produit propre  

-Rendement élevé 

-Temps réduit 

-Sélectivité élevée 

-Système complexe  

-Plus coûteux 

-Mise au point 

difficile 

* Le solvant est généralement considéré comme « vert » car il n’est pas volatil et non-inflammable. 

Les liquides ioniques sont pourtant toxiques si ingérés ou libérés dans l’environnement. 
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L’utilisation des techniques d’extraction aux solvants dépend aussi de la nature de la 

matrice végétale et des composés extraits. L’entrainement à la vapeur (hydrodistillation) 

est une technique largement utilisée pour l’extraction des huiles essentielles (Carnat et al., 

1998). Le Soxhlet est une méthode classique pour l’extraction solide-liquide mais elle est 

limitée par le risque de thermodestruction pour les composés thermolabiles de la matière 

végétale. Les caroténoïdes sont hydrophobes et facilement détruits durant les procédés 

d’extraction classiques. L’extraction des caroténoïdes doit être effectuée rapidement par 

une méthode avec un solvant convenable, en évitant l’exposition à la lumière, à l’oxygène, 

à la haute température (supérieure à 40°C) et aux métaux prooxydants tels que le fer ou le 

cuivre afin de minimiser l’auto-oxydation et l’isomérisation cis-trans (Rodríguez-Bernaldo 

de Quirós et al., 2006).  

1.3.2  Thermo-instabilité des caroténoïdes durant l’extraction conventionnelle 

Les méthodes dites conventionnelles d’extraction des caroténoïdes des végétaux 

nécessitent souvent un traitement thermique avant ou pendant l’extraction. Cette étape sert 

à déstructurer les tissus végétaux, détruire les enzymes afin d’augmenter le rendement 

d’extraction et protéger les caroténoïdes contre l’auto-oxydation enzymatique. En 

revanche, le traitement thermique cause parfois la perte de caroténoïdes pendant 

l’extraction ou le stockage. Fauzi et al. (2011) ont étudié la stabilité du β-carotène de 

l’huile de palme extrait avec assistance par stérilisation. Un temps de chauffage plus long 

augmente le rendement d’extraction, mais pendant le stockage, la perte de β-carotène 

rapportée est de 10 % de plus qu’avec une extraction sans chauffage. La dégradation de 

l’huile produisant des oxydants pendant la stérilisation peut être une cause de cette perte de 

β-carotène. Les procédures d’extraction et clarification de l’huile de palme par traitement 

thermique peuvent causer l’isomérisation ou la dégradation des caroténoïdes de cette huile. 

Par exemple, le rendement d’extraction du β-carotène de l’huile de palme par solvant à 

l’aide de l’extracteur Soxhlet, à  environ 65°C sur une longue durée (plus de 4 heures), a 

diminué environ 40 % à cause de la dégradation du β-carotène (Baharin et al., 1998; 

Baharin et al., 2001).  

Durant l’extraction du lycopène des tomates, le traitement  thermique est aussi 

nécessaire pour augmenter le rendement d’extraction. En revanche, la dégradation des 

tissus de tomate par traitement thermique cause une perte de 9 à 28 % du lycopène total par 

rapport à la matière première brute (Nguyen et al., 1998; Takeoka et al., 2001). Le séchage 

des moitiés de tomates à 80°C ne dégrade pas le lycopène de tomates mais la dégradation 
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peut atteindre 12 % avec un traitement à 110°C (Zanoni et al., 1998). L’atomisation de la 

pulpe de tomate avec un courant d’air à haute température dégrade également de 8 à 21 % 

du lycopène (Goula et al., 2005).  

Pour résoudre les problèmes liés aux méthodes d’extraction classiques sur la qualité 

des composés bioactifs à haute sensibilité, la température doit être contrôlée pour rester en 

dessous de la température destructive de ces composés. Pour optimiser le rendement 

d’extraction aux solvants, le choix d’un solvant à bonne affinité pour le soluté à extraire est 

évidemment important (Handa 2008). 

1.3.3  Introduction aux solvants 

Dans l’agro-alimentaire et la pharmacie, les solvants sont souvent utilisés, en 

particulier pour l’extraction industrielle des composés actifs apolaires. Pourtant, la 

présence de résidus de solvants dans les produits peut parfois influer sur la santé des 

consommateurs. Ainsi, l’utilisation des solvants dans l’industrie alimentaire ne doit pas 

être abusive pour garder les produits sains et de bonne qualité. 

1.3.3.1  Classement des solvants 

Un solvant est une substance, liquide à sa température d’utilisation, qui a la 

propriété de dissoudre d’autre substances. Aujourd’hui, les solvants sont utilisés dans de 

nombreuses industries telles que l’industrie pharmaceutique, l’industrie alimentaire, la 

fabrication d’adhésif, d’encre, de peinture et d’enrobage. En général, les solvants sont 

divisés en deux grandes familles (Turfboer et al., 1997) : solvant hydrocarboné ou 

organique (SHC) et solvant oxygéné ou chimique (SC). La majorité des SHC est produite 

par distillation, qui permet de fractionner des huiles brutes déjà très bien raffinées, et ils 

sont apolaires. Par exemple : l’hexane, le chloroforme, le benzène. Les solvants SC, qui ne 

contiennent qu’un ou deux atomes d’oxygène additionnés aux atomes d’hydrogène et de 

carbone, sont plutôt polaires. On y compte les alcools, les cétones, les esters et l’éther 

glycol. Récemment, d’autres liquides tels que les liquides ioniques (sels) ou le CO2 

supercritique ont aussi été utilisés comme solvant dans des techniques d’extraction 

nouvelles. 

1.3.3.2  Les solvants dans l’industrie alimentaire 

Dans l’industrie alimentaire, les solvants utilisés doivent respecter des spécifications 

comme par exemple celles du JECFA (Joint Experts Committee on Food Additives) ou de 
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la FDA (Food and Drug Administration). Ils sont considérés comme des auxiliaires 

technologiques et dépendent donc en Europe des règlementations nationales (pour la 

France : Arrêté du 19 octobre 2006 relatif à l’emploi d’auxiliaires technologiques dans la 

fabrication de certaines denrées alimentaires, Titre II Article 5). De plus, ces solvants 

doivent répondre aux exigences techniques et économiques des procédés de l’industrie.  

Les critères techniques des solvants incluent leurs propriétés physiques et leur degré 

d’impureté, surtout leur température d’ébullition et la présence de résidus non-volatile. Un 

bon solvant doit avoir une quantité de composants non-volatiles inférieure à 0,01 mg/ml et 

une quantité d’arsenic, de plomb et de métaux lourds inférieure à 0,5 mg/kg. Pour 

l’extraction des composés hydrophobes, les solvants organiques sont souvent utilisés dans 

l’industrie malgré certains inconvénients. L’hexane est le solvant organique le plus souvent 

utilisé dans l’extraction des composés hydrophobes dans l’industrie alimentaire (Turfboer 

et al., 1997; Vian et al., 2011). Le problème majeur de l’utilisation des solvants organiques 

reste leur élimination étant donnée leur toxicité vis-à-vis de l’environnement et du 

consommateur. Pour les remplacer dans l’industrie alimentaire, on peut faire appel aux 

agro-solvants qui sont renouvelables, obtenus par fermentation ou synthèse, selon les 

principes de la chimie verte (Vian et al., 2011). Néanmoins, en comparaison avec les 

solvants classiques, la production des agro-solvants, avec leurs atouts pour 

l’environnement, est limitée par la disponibilité des matières premières naturelles. Parmi 

les agro-solvants du tableau 7, les terpènes, solvants de substitution potentielle à l’hexane, 

sont produits par de nombreuses plantes comme les conifères, les oranges, les micro-

organismes. Cependant, comme la majorité des produits naturels, ce sont des composés 

très complexes qui sont produits en très petites quantités. La synthèse chimique des 

terpènes existe mais est très coûteuse et reste peu efficace car elle ne peut pas produire des 

terpènes purs.  

Actuellement, le fluide CO2 supercritique est connu comme un solvant innovant 

pour extraire les composés lipophiles qui peut apporter des solutions aux problèmes que 

posent les méthodes conventionnelles. Mais les inconvénients majeurs de cette technique 

concernent surtout l’aspect économique, car ces procédés sont considérés comme plus 

coûteux en investissement et en installation que les procédés d’extraction classiques (Wang 

et al., 2006). De plus, cette méthode exige une maîtrise complexe des paramètres 

techniques de pression et de température pendant les différentes étapes de l’extraction 

(extraction, séparation et recyclage du solvant). 
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 Tableau 7 : Récapitulation des propriétés, avantages et inconvénients des agro-solvants et 

solvants utilisés en agro-alimentaire (Vian et al., 2011) 

 

Techniques 

d'extraction 
(application) 

Polarité du 

solvant 
Sécurité 

& santé 
Coût 

Impact

(*) 
P PP AP 

Sans 

solvant 

Hydro-diffusion par 

micro-ondes et gravité 

(extraction d'huiles 

essentielles) 

   +++ + +++ 

Eau 

Entraînement à la 

vapeur d'eau 

(extraction d'huiles 

essentielles) 

++ +  + ++ + 

Distillation assistée 

par micro-ondes 

(extraction d'huiles 

essentielles) 

+++ +++ + + + ++ 

Extraction par eau 

sub-critique  

(extraction d'arômes) 

+ ++  + + ++ 

CO2 

Extraction par CO2 

supercritique  

(décafféination du thé 

et café) 

- + +++ + + + 

Liquides 

ioniques 

Sel d'ammonium  

(extraction de 

l'artemisinine) 

- + +++ - - ++ 

Agro-

solvants 

Ethanol en 

substitution au 

méthanol  

(colorants) 

+ + - - ++ + 

Glycérol en 

substitution au 

méthanol 

(polyphénols) 

+ + - - + + 

Terpènes (d-limonène) 

en substitution à 

l'hexane 

(matières grasses et 

huiles) 

- - ++ - + + 

Solvants 

organiques 

Hexane  

(extraction de 

matières grasses et 

huiles) 

- + +++ --- ++ --- 

(*Impact environnemental, P: Polaire, PP: Peu polaire, AP: Apolaire) 
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En conclusion, les solvants écologiques ne sont pas encore beaucoup utilisés dans 

l’industrie alimentaire à grande échelle, mais on cherche à optimiser la technique 

extractive pour réduire l’utilisation des solvants organiques, les éliminer des produits et les 

récupérer par évaporation. Malgré tous ces travaux et la sensibilisation du public pour les 

questions de santé et environnement, l’hexane reste le solvant utilisé pour les huiles et les 

composés apolaires.  
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1.4  CONCLUSION ET ORIENTATION DE L’ETUDE 

Au terme de cette étude bibliographique concernant les caroténoïdes d’origine 

naturelle, on constate que les lycopènes et les β-carotènes sont des antioxydants 

intéressants mais naturellement sensibles à l’oxydation et aussi à la température, aux 

enzymes, à l’humidité et à la lumière. C’est pourquoi, ils sont facilement détruits par les 

méthodes d’extraction classiques. Les produits de la déstabilisation de ces caroténoïdes 

peuvent expliquer certains résultats contradictoires sur leur activité antioxydante (ou 

prooxydante) de tests in vitro et in vivo. 

Ces caroténoïdes sont présents dans le gac (Momordica cochinchinensis) qui est une 

source attractive de lycopènes et de β-carotènes. Dans ce fruit, les caroténoïdes sont 

localisés dans une partie rouge pâteuse et riche en huile. Comme ils sont lipophiles, ils sont 

souvent extraits soit avec de l’huile par pressage hydro-thermique, soit par une méthode 

classique aux solvants. Ces techniques causent souvent la perte de caroténoïdes pendant 

l’extraction et leur instabilité pendant le stockage. Il n’existe pas d’étude publiée sur 

l’extraction au solvant et la séparation des lycopènes et des β-carotènes de l’huile de gac. 

Certaines techniques et solvants innovants ont récemment été utilisés pour effectuer 

l’extraction solide-liquide de substances actives végétales. Pourtant, chaque technique ou 

solvant a ses inconvénients dans l’optique d’une extraction de lycopène et β-carotène des 

végétaux à l’échelle industrielle permettant de conserver leurs qualités. 

Dans ce travail, nous avons choisi l’arille de gac comme meilleure matière première 

riche en huile et en caroténoïdes pour étudier un procédé d’extraction de lycopènes et de β-

carotène doux et efficace, en réduisant l’utilisation de solvant organique. Une fois extraits, 

ces caroténoïdes sont analysés pour déterminer leur qualité, leur stabilité et leurs propriétés 

antioxydantes.  
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METHODOLOGIE 

Afin d’éviter toute redondance avec les matériels et méthodes des articles figurant 

dans la partie résultats, seuls les rappels des principes de la méthodologie de la thèse seront 

présentés ici, renvoyant aux articles pour plus de détails sur les matériels utilisés, les 

paramètres d’analyses, etc. 

2.1  MATIERES PREMIERES 

Les fruits de gac utilisés dans le cadre de cette thèse sont de la variété gluante, 

caractérisée notamment par une grande taille, un plus grand nombre de graines que ceux 

des autres variétés (figure 8). Quand ils murissent, ils prennent une belle couleur rouge. La 

chair est de couleur jaune orangée, l’enveloppe des graines est épaisse de couleur rouge 

foncée. Cette variété de gac donne des fruits plus riches en caroténoïdes que les autres 

variétés. Ils ont été achetés au marché à Hanoï à la saison (en décembre) et transportés en 

France en avion dans des cartons. Au laboratoire, les arilles ont été enlevés et stockés au 

congélateur (-20°C) pour servir à nos expériences. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Fruits de gac gluants utilisés dans le cadre de cette thèse (fruits provenant du 

Vietnam) 

2.2  CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE DES CAROTENOÏDES 

2.2.1  Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs 

constituants. Elle est basée sur les différences d’affinité des substances à l’égard de deux 

phases, l’une stationnaire ou fixe, l’autre mobile. La chromatographie sur couche mince 

(CCM) est effectuée entre une phase stationnaire solide fixée sur la plaque et une phase 
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mobile liquide (éluant) qui est un solvant ou un mélange de solvant (figure 9). Dans notre 

étude, pour séparer les caroténoïdes proches, les molécules hydrophobes, de l’extrait, 

l’utilisation de plusieurs solvants à polarité faible ont été mise au point. Le solvant utilisé 

dépend aussi de la phase stationnaire. Par exemple, l’éther de pétrole a été utilisé pour 

séparer les isomères du lycopène et du β-carotène sur la plaque verre de gel de silice; un 

mélange de l’éther de pétrole avec benzène et acétone à proportion différente accélère la 

séparation de leurs isomères sur les plaques Silica Gel 60, Merck, Allemagne.  

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Les composants de la chromatographie à couche mince 

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance, 

que l’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) : Rf = d1 / d2 

Chaque tache correspond  à un constituant et que l’on identifie par comparaison 

avec le Rf d’un témoin. 

2.2.2  Spectrométrie UV-visible 

Afin de qualifier les caroténoïdes, la spectrométrie ultraviolet-visible est une 

méthode conventionnelle utilisée dans les études (Tan et al., 1989). Elle est l'étude 

expérimentale du spectre mettant en jeu les photons dont les longueurs d'onde sont dans le 

domaine de l'ultraviolet (200 nm – 400 nm) et du visible (400 nm – 750 nm). Soumis à un 

rayonnement dans cette gamme de longueurs d'onde, les molécules, les ions ou les 

complexes sont susceptibles de subir une ou plusieurs transitions électroniques. La 

spectrométrie UV-visible est une méthode souvent utilisée pour l’étude quantitative des 

solutions de composés organiques présentant les doubles liaisons conjuguées en utilisant la 

Loi de Beer-Lambert : 

A = ε . l . C  

A : l’absorbance ou densité optique à une longueur d’onde λ donnée 

d1 d2 

Plaque  

Récipient  

fermé Front de l’éluant 

Ligne de dépôt Eluant   
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ε : le coefficient d'extinction, en l/mol.cm ou en % masse (E
1%

cm) d’absorbance d’une 

solution d’1 g/100 ml) 

l : la longueur du trajet optique dans la solution traversée, correspondant à l’épaisseur de la 

cuvette utilisée (1 cm) 

C : La concentration molaire de la solution (en mol/l) 

La concentration des caroténoïdes dans une solution, évaluée par l’absorption de la 

solution à une longueur d’onde λ dépend des propriétés des caroténoïdes et de la longueur 

d’onde dont le coefficient d’extinction est différent : 

C (mol/l) = A / (ε  l)  

Ou C (mg/l) = 10000  A / E
1%

cm 

Avec l = 1 cm, les coefficients d’extinction (E
1%

cm) pour le lycopène et le β-carotène, 

correspondant à l’absorbance maximale (pic) à une longueur d’onde (λmax) sont présentés 

dans le tableau 8. 

Tableau 8 : Paramètres de spectrométrie du lycopène et du β-carotène. Valeurs obtenues 

dans l’hexane (cf. Annexe fiche Sigma) et l’éther de pétrole (références dans le tableau). 

Caroténoïdes Lycopène β-Carotène 

λmax du pic 472 450 

E
1%

cm 3450 2590 

Référence  Budavari et al. (1996), Rodriguez-

Amaya et al. (2004) 

Rodriguez-Amaya et al. (2004) 

 

 

L’isomérisation des caroténoïdes peut aussi être étudiée à partir de leur spectre, à 

travers le ratio % AB/AII qui correspond au rapport de la hauteur du pic cis, désigné par AB, 

sur celle du pic principal au milieu, désigné par AII, exprimé en pourcentage.  La structure 

fine qui se rapporte à l’organisation supramoléculaire des caroténoïdes peut, quant à elle, 

être déterminée par le ratio % III/II qui correspond au rapport de la hauteur du pic de 

longueur d’onde la plus élevée (AIII), désigné par III, sur celle du pic au milieu (AII), 

désigné par II, par rapport à la vallée (Av) entre ces deux pics, comme illustrés sur la figure 

10. 
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Figure 10 : Spectre et ratios de pic cis et de structure fine des caroténoïdes 

2.2.3  La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) avec détecteur à 

barrette de diodes (abréviation en anglais : DAD-HPLC) 

La chromatographie en phase liquide à haute performance est une méthode efficace 

beaucoup utilisée pour qualifier et quantifier les isomères des caroténoïdes extraits des 

végétaux (Ishida et al., 2001; Müller et al., 2008). Cette méthode est initialement 

chromatographie liquide haute pression, est basée sur les mêmes principes que la 

chromatographie sur colonne et met en œuvre, selon la nature de la phase stationnaire, 

aussi bien des phénomènes de partage que d'adsorption, d'échange d'ions ou d'exclusion.  

Dans notre étude, la colonne apolaire contenant une phase stationnaire inverse, 

constituée de gel de silice poreux greffé, est utilisée. Avec cette phase inverse, on a choisi 

un éluant polaire. Dans ces conditions, un composé polaire migre plus vite qu'un composé 

apolaire. Pour séparer sélectivement les caroténoïdes (hydrophobes) et leurs isomères, on a 

réalisé des gradients d'élution en diminuant au cours de la séparation la polarité de l'éluant. 

Le temps de rétention (temps au bout duquel un composé est élué de la colonne et détecté) 

caractérise qualitativement une substance. L'amplitude de ces pics, ou encore l'aire 

délimitée par ces pics et la prolongation de la ligne de base, permet de mesurer la 

concentration de chaque soluté dans le mélange injecté. Le détecteur à barrette de diode, un 

capteur composé de photodiodes placées en ligne, permet d’obtenir le spectre UV des 

composés analysés sur une gamme de longueurs d'ondes données. 
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Le protocole utilisé pour séparer les isomères du lycopène et du β-carotène dans le 

cadre de cette thèse vient du fournisseur de la colonne qui a déjà testé toutes les conditions 

de séparation et les gradients d’éluant pour le β-carotène. Trois solvants pour la phase 

mobile, EMTB (A), ACN (B) et MeOH (C) ont été utilisés en gradients de concentration 

(tableau 9). Le volume d’injection est 5 µl à 10°C. 

 

Tableau 9 : Conditions des gradients pour la séparation des isomères du β-carotène et des 

isomères du lycopène (temps dans les parenthèses) par HPLC 

Temps 

(min) 

Phase mobile A 

EMTB  (% vol.) 

Phase mobile B 

ACN (% vol.) 

Phase mobile C 

MeOH (% vol.) 

0.0 0 25 75 

20.0 (20.0)  50 15 35 

25.0 (40.0)  50 15 35 

25.5 (40.5)  0 25 75 

30.0 (45.0) 0 25 75 

  

2.2.4  Analyse physique pour caractériser les particules : granulométrie à diffraction 

laser 

Pour stabiliser et disperser les caroténoïdes dans la phase aqueuse, ces molécules 

peuvent être formulés avec un surfactant comme Tween 80 et encapsulés dans les 

matériaux comme l’acide poly-lactique. Les caractéristiques physiques des particules de 

caroténoïdes obtenues sont observées par la granulométrie à diffraction laser. Cette  

analyse est l'opération consistant à étudier la répartition des différents grains d'un 

échantillon, en fonction de leurs caractéristiques (poids, taille, etc) pour la mesure de la 

taille (rayon) des particules. La granulométrie à diffraction laser est déduite de l'interaction 

entre un ensemble de particules et le faisceau laser incident (633 et 466 nm) par analyse de 

la tache de diffraction du faisceau.  

La diffraction laser mesure les distributions granulométriques des particules en 

mesurant la variation angulaire de l'intensité de lumière diffusée lorsqu'un faisceau laser 

traverse un échantillon de particules dispersées (figure 11). Les grosses particules diffusent 

la lumière à de petits angles par rapport au faisceau laser et les petites particules diffusent 

la lumière à des angles supérieurs. Les données relatives à l'intensité diffusée en fonction 
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de l'angle sont analysées pour calculer la taille des particules qui ont créé l'image de 

diffraction et ceci grâce à la théorie de Mie. La taille des particules est représentée par le 

diamètre de la sphère équivalente, ayant le même volume que la particule. Les particules 

ne sont pas analysées individuellement, mais dans leur ensemble. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Diffusion et diffraction du faisceau lumineux traversant une particule (a), 

principe de l’analyse granulométrique à diffraction laser (b) 

2.3  ANALYSE PHYSICOCHIMIQUE DES PRODUITS DE DEGRADATION DES 

CAROTENOÏDES  

Dans les conditions d’oxydation, les caroténoïdes peuvent être dégradés en 

molécules plus courtes. Pour vérifier cette hypothèse, la chromatographie en phase gazeuse 

(CPG) est utilisée pour analyser la présence de ces composés de dégradation qui sont plutôt 

volatils de masse molaire d’alentour de 200 g/mol. Ils sont aussi stables à la température 

d’analyse. L’échantillon (un liquide volatile) est placé dans un injecteur. Les différentes 

substances de l’échantillon vont être volatilisées puis emportées par un gaz porteur (phase 

mobile) jusqu’à la phase stationnaire. La phase stationnaire va provoquer un phénomène de 

rétention chromatographique des différents composés (appelés solutés) en fonction de leur 

affinité pour la phase stationnaire avec ces molécules. Plus un élément a d'affinité pour la 

phase stationnaire, plus il prendra de temps pour sortir de la colonne. Pour favoriser le 

transport de tous les composés à travers la colonne, il faut déterminer la bonne température 
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du four. En général, la température doit être légèrement supérieure à la température 

d'ébullition des composés. Les éléments peuvent ainsi être identifiés mais aussi quantifiés.  

Les appareils utilisés dans cette étude sont composés d’une source de gaz (inerte), 

d’un injecteur pour une colonne capillaire, d’un détecteur à ionisation de flamme (FID) et 

d’un enregistreur (figure 12). 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Les composants de la chromatographie en phase gazeuse 

2.4  ANALYSE DU POUVOIR ANTIOXYDANT ET DE LA BIOACTIVITE DES 

CAROTENOÏDES 

2.4.1  Capacité antioxydante exprimée en équivalent Trolox (abréviation en anglais : 

TEAC) 

Le test TEAC est basé sur la capacité d’un antioxydant à décolorer le radical 

cationique ABTS
•+ 

de couleur bleue en le transformant en ABTS incolore, par piégeage 

d’un proton par l’antioxydant (figure 13). Dans ce test, l’ABTS est converti en cations 

radicaux par oxydation par le persulfate de sodium. Ces cations radicaux présentent la 

couleur bleue et sont absorbés à la longueur d’onde de 734 nm. Cette décoloration des 

cations bleus est observée par spectrométrie. L’expérience a été réalisée selon la méthode 

de Breksa et al. (2006) avec quelques modifications.  

Le standard de Trolox a été aussi préparé dans du MeOH à plusieurs concentrations : 

150, 125, 100, 75, 50, 25 et 12,5 µg/mL. Les échantillons et les standards (40 µL) ajoutés 

dans la solution d’ABTS
•+ 

(800 µL) dans une cuvette d’1 mL ont été placés, après 

couverture du récipient, dans une étuve à 30°C pour une brève incubation pendant 6 min. 

L’absorbance des échantillons a été mesurée par spectrophotométrie (Helios Epsilon, 

ThermoScientific, Japon) à la longueur d’onde de 734 nm. La décroissance de l’absorbance 

causée par l’antioxydant reflète sa capacité de capture du radical libre. La capacité 
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antioxydante, exprimée en équivalent Trolox (analogue structurel hydrosoluble de la 

vitamine E), correspond donc à la concentration de Trolox ayant la même activité que la 

substance à tester à une concentration donnée. Le résultat est donné en µmol d’équivalent 

Trolox par µmol de caroténoïdes. 

La quantification du pouvoir antioxydant des caroténoïdes est basée sur une courbe 

d’étalonnage réalisée à partir de Trolox (0-150 µg/mL) (figure 14). La concentration des 

caroténoïdes testés a été limitée à la concentration de 25 ± 0,5 mg/L pour garantir que 

l’activité des caroténoïdes soit inférieure ou égale à celle de Trolox à concentration 

maximale (150 µg/mL).  

 

 

 

 

 

Figure 13 : Mécanisme de décoloration du cation radical ABTS
•+

 comme marqueur de 

l’activité d’une substance antioxydante dans le test de TEAC 

La valeur en équivalent Trolox (TE) des échantillons est calculée en suivant 

l’équation linéaire déduite de l’équation de la courbe d’étalonnage de Trolox :  

y = ax + b     =>    x = (y – b) / a (1) 

y : absorbance de l’échantillon ; x : TE (µg/mL) 

a et b sont le coefficient directeur et l’ordonnée à l’origine de l’équation de la courbe 

d’étalonnage du Trolox (en µg/mL) 

De (1) on peut calculer le TE en µmol/µmol de caroténoïde : 

TE (µmol/µmol) = (TE(1)  Mcar) / (MTr  C) (2) 

Mcar : masse molaire du caroténoïde (M = 536,87 pour le lycopène et le β-carotène) 

MTr : masse molaire du Trolox (M = 250,29) 

C : concentration de la solution de caroténoïde (µg/mL) 
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Figure 14 : Courbe linéaire d’étalonnage standard du Trolox 

2.4.2 Kit des Radicaux Libres (KRL) sur cellules sanguines  

La résistance globale chez l’homme vis-à-vis de l’agression des radicaux libres peut  

être appréciée d’un point de vue  dynamique, à travers l’état oxydatif (ou  anti-oxydatif), 

par le test global KRL (Prost 1989). 

Le test permet l’évaluation de la résistance globale du sang soumis à une attaque 

radicalaire. Les défenses antioxydantes intra- et extra-cellulaires contribuent au maintien 

de l’intégrité membranaire et des fonctions cellulaires jusqu’à la lyse des cellules 

sanguines. La figure 15 résume certaines sources de radicaux libres intra-cellulaires et la 

localisation des protections cellulaires contre ces radicaux libres par des antioxydants. Ce 

test biologique permet donc une mesure dynamique du potentiel global de défense anti-

radicalaire d’un individu. A l’aide de ce test, nous pouvons également déterminer in vitro, 

dans des conditions biologiques données, la capacité "antioxydante" ou l’action 

"prooxydante" des différents composés. Ainsi, en ajoutant au milieu un composé à action 

anti-radicalaire, nous augmentons le potentiel global de défense contre l’agression 

radicalaire d’un sang témoin. Au contraire, en ajoutant un composé à action pro-radicalaire 

nous diminuons la capacité anti-radicalaire globale du sang témoin.  

La mesure de la diminution de l’absorbance permet de suivre la disparition 

progressive des cellules. La résistance globale du sang à l’attaque radicalaire en présence 

ou non du produit est exprimée par le temps au bout duquel 50% des cellules sanguines 

sont lysées (T1/2 en minutes). L’efficacité anti-radicalaire des produits est alors exprimée 

en pourcentage du potentiel global de défense anti-radicalaire du sang témoin (% HT50 du 

sang témoin) (figure 16). Les résultats sont standardisés en Trolox équivalent et/ou en 

acide gallique (acide phénolique) équivalent. 
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Figure 15 : Les sources cellulaires de radicaux libres et les protections cellulaires contre 

les radicaux libres (en gras) (adapté de Machlin et al. (1987)) 

 

Figure 16 : Principe du test antioxydant sur les cellules sanguines du test KRL 
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L’efficacité anti-radicalaire du produit sur la résistance des cellules sanguines à la 

demi-hémolyse est exprimée par la formule : 

% HT50 =  [(T1/2 (1) - T1/2 (0))  100] / T1/2 (0)  (*) 

T1/2 (1) : temps de demi-hémolyse du sang contenant le produit antioxydant  

T1/2 (0) : temps de demi-hémolyse du sang témoin 

La relation entre le pourcentage du potentiel global de défense anti-radicalaire du produit 

antioxydant du sang témoin et sa concentration est exprimée par l’équation linéaire: 

y = ax  => x = y / a (**) 

y : % HT50 du sang témoin  

x : concentration du produit antioxydant (µM) 

a est le coefficient directeur de l’équation de la courbe d’étalonnage du Trolox 

Donc, on en déduit le nombre de µmole de Trolox équivalent par µmol de caroténoïde : 

TE (µmol/µmol) = (% HT50  Mcar) / (a  C  10
6
) 

% HT50 : pourcentage du potentiel global de défense anti-radicalaire du produit antioxydant 

du sang témoin 

a est le coefficient directeur de l’équation de la courbe d’étalonnage du Trolox 

C : concentration de produit antioxydant (g/L) 

Mcar : masse molaire de caroténoïde (M = 536,87 pour lycopène et β-carotène) 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Dans un premier temps, nous avons réalisé des extraits de caroténoïdes de l’arille de 

gac (Momordica cochinchinensis). A partir de ces premiers résultats, la stabilité du 

mélange de lycopène et β-carotène a été étudiée, tout d’abord vis-à-vis de la co-oxidation 

par les dérivés réactifs de l’oxygène produits par l’enzyme xanthine oxydase (XO). Les 

conditions d’utilisation de ce générateur d’anions superoxydes sont données dans la partie 

matériel et méthodes de l’article 1 (partie 3.1.2). Certains problèmes dans l’analyse des 

résultats dus aux propriétés physico-chimiques différentes du lycopène et du β-carotène 

sont également abordés. Un procédé d’extraction assistée et de fractionnement de lycopène 

et β-carotène qui fait actuellement l’objet d’un dépôt de brevet sera ensuite présenté. Les 

parties suivantes présentent l’évaluation durant le traitement thermique de la qualité, la 

stabilité et la bio-activité de ces deux caroténoïdes extraits et factionnés de l’arille de gac. 

Les résultats de ce travail seront valorisés pour un projet industriel sur la production de 

caroténoïdes naturels. 

3.1  INTRODUCTION A L’EXTRACTION ET A LA STABILITE DU LYCOPENE ET 

DU Β-CAROTENE DE GAC 

3.1.1  Extraction au solvant des caroténoïdes de l’arille de gac 

D’après la bibliographie, l’extraction des caroténoïdes de gac n’a pas encore été 

développée. Seuls les procédés d’extraction de l’huile de gac riche en caroténoïdes sont 

étudiés et industrialisés. L’extraction des caroténoïdes de l’arille de gac au solvant a été 

réalisée au laboratoire PMB/UMR PAM depuis 6 ans. Pourtant, la méthode d’extraction 

utilisée (décrite dans l’article 1) n’était pas encore optimisée. L’extrait obtenu était un 

mélange de lycopène, β-carotène et d’huile de l’arille de gac. La figure 17 présente son 

spectre dont les pics majeurs sont à 444, 470 et 500 nm dans l’hexane. Ces pics sont 

proches de ceux de l’all-trans-lycopene (444, 470 et 502 nm). Pourtant, le ratio de 

structure supramoléculaire de cet extrait (% III/II) n’est que de 42 %, plus bas que celui du 

lycopène all-trans pur (65 %) rapporté dans la bibliographie (Rodriguez-Amaya 2001). 

Cela veut dire que l’extrait de l’arille de gac est riche en lycopène, mais mélangé avec 

d’autres substances qui font abaisser le pic à 502 nm ou augmenter le pic à 470 nm.  
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Figure 17 : Spectre d’absorption de l’extrait des caroténoïdes de l’arille de gac dans 

l’hexane 

La composition de l’extrait de l’arille de gac a été également analysée par 

chromatographie à couche mince (CCM). Une phase mobile constituée d’un mélange de 5 

% d’acétone, 10 % de benzène et 85 % d’éther de pétrole a été utilisée. Après 

développement durant 30 min, la plaque a été rapidement séchée pour gratter les spots 

colorés et récupérer les composés. Les résultats montrent 2 spots (Rf = 0,88 et 0,80), une 

tâche traînante (Rf ~ 0,43) et le reste qui est resté sur la ligne de dépôt (Rf = 0) (tableau 10) 

en comparaison avec le β-carotène de synthèse (Sigma) comme standard. Les spots 

récupérés ont été dilués dans l’hexane pour mesurer leurs spectres aux longueurs d’onde de 

300 à 550 nm. 

Tableau 10 : Identification des spots de la chromatographie à couche mince de l’extrait de 

l’arille de gac 

Spot Rf λmax (nm)
a 

% III/II Identification 

Standard 0,89 450 ; 477 25 β-Carotène all-trans de Sigma 

1 0,88 450 ; 477 25 β-Carotène all-trans de gac 

2 0,80 444 ; 470 ; 502 54 Lycopène cis 

3 ~ 0,43 ND ND Phase huileuse 

4 0 444 ; 472 ; 503 81 Lycopène all-trans 

a
 Spectre dans l’hexane  

 ND : Non déterminé 
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Par rapport au spectre global de la figure 17, la séparation par CCM apporte des 

informations plus détaillées sur les impuretés des extraits de caroténoïdes. La présence 

d’huile a empêché la séparation des autres composés de l’extrait, par conséquent il y a un 

léger décalage entre le Rf  du β-carotène extrait et celui de β-carotène standard. Seulement 

le lycopène et le β-carotène ont été identifiés dans l’extrait d’arille de gac. 

3.1.2  Evaluation de la stabilité des caroténoïdes extraits de l’arille de gac   

Dans un premier temps, il s’agissait d’évaluer la stabilité du mélange du lycopène et 

du β-carotène extraits qui sont très antioxydants mais sensibles à l’environnement 

(présence d’oxydants). Etant plus antioxydant, le lycopène est plus rapidement dégradé par 

l’oxydation que le β-carotène. C’est pourquoi, des procédés d’extraction conventionnels  

du β-carotène faisant appel à des traitements thermiques, des agents chimiques comme des 

acides ou de l’hydroxyde de calcium qui ont souvent été appliqués pour la carotte et le 

potimarron ne sont pas utilisables pour extraire le lycopène de l’arille de gac. Après avoir 

été extrait par un procédé doux, le lycopène a été rapidement décoloré même au stockage à 

-20°C. Le spectre de l’extrait d’arille de gac après 12 mois dans l’hexane au congélateur 

présente une perte du pic maximum de lycopène à 502 nm (figure 18). Cette perte a 

dévoilé le pic maximal à 450 nm du β-carotène. C'est-à-dire que la solution, après 

stockage, présente une majorité de β-carotène. Donc, les caroténoïdes extraits dans 

l’hexane peuvent être dégradés pendant un long temps de stockage au congélateur et plus 

rapidement pour le lycopène que pour le β-carotène. 

 

Figure 18 : Spectre  d’absorption de l’extrait de caroténoïdes de l’arille de gac dans 

l’hexane après stockage à -20°C pendant 12 mois 
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La différence de stabilité entre le lycopène et le β-carotène a été observée dans 

l’article intitulé « Stability of carotenoid extracts of gac (Momordica cochinchinensis) 

towards cooxidation – Protective effect of lycopene on β-carotène » 

L’effet de l’environnement oxydant, causé par les dérivés réactifs de l’oxygène 

générés par la XO, sur la stabilité de l’extrait de gac a été testé. Dans cette étude, comme le 

lycopène et le β-carotène sont insolubles et forment des agrégats dans la phase aqueuse, ils 

ont été « encapsulés » dans des micelles de Tween 80 ou dans des particules d’acide poly-

lactique (APL) pour les disperser dans le milieu d’oxydation (Cao-Hoang et al., 2011). La 

sensibilité à l’oxydation des caroténoïdes encapsulés a été également étudiée. Les spectres 

d’absorption UV de l’extrait total dans l’hexane ont été analysés pour apprécier la 

dégradation du lycopène et du β-carotène. Il semble que le lycopène ait été plus sensible à 

l’oxydation que le β-carotène. L’encapsulation a modifié le spectre des caroténoïdes de 

l’extrait en abaissant la hauteur des pics maximaux aux longueurs d’ondes les plus longues, 

celles proches du spectre du lycopène (figure 3 de l’article). Le changement de la structure 

supramoléculaire (ratio % III/II) de ces caroténoïdes a pu influencer leur sensibilité à la 

réaction de blanchiment par les oxydants. La cinétique de dégradation du lycopène dans 

l’APL a été plus rapide que sans APL (figure 5). 

Un autre point se dégage de l’étude du spectre d’absorption UV de l’extrait de gac 

durant l’oxydation (figure 4) : la diminution des pics aux longueurs d’ondes plus longues, 

aux alentours de 500 nm pour le lycopène et 450 pour le β-carotène spécifiquement, s'est 

faite en parallèle avec l’augmentation de l’absorbance aux longueurs d’ondes spécifiques 

pour les produits d’oxydation des caroténoïdes (moins de 400 nm). Il semble donc que la 

dégradation des caroténoïdes de gac durant l’oxydation ait provoqué l’apparition de 

certains produits de clivage du cycle β-ionone. 

Ces résultats suggèrent aussi que les caroténoïdes naturels extraits de gac ont été 

moins dégradés que le β-carotène de synthèse dans la même condition d’oxydation grâce à 

la structure supramoléculaire ou à la composition spécifique de l’extrait de gac qui peut 

comprendre certains acides gras insaturées et composés polaires actifs. 
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Article 1 :  Stability of carotenoid extracts of gac (Momordica cochinchinensis) 

towards cooxidation – Protective effect of lycopene on β-carotène 

 

Lan Cao-Hoang, Hanh Phan-Thi, Francisco J. Osorio-Puentes, Yves Waché 

Food Research International, 44:2252-2257, 2011 

 

Titre : Stabilité des caroténoïdes extraits de l’arille de gac envers la co-oxydation – Effet 

protectif du lycopène sur le β-carotène. 

Résumé : Momordica cochinchinensis, appelé gac au Vietnam, est considéré comme un 

fruit à haut potentiel nutritionnel. Sa propriété antioxydante, grâce à une forte 

concentration de caroténoïdes (β-carotène et lycopène), est particulièrement appréciée. 

Dans ce travail, nous avons étudié la dégradation des caroténoïdes extraits de l’arille de 

gac. Ces extraits ont été dispersés dans la phase aqueuse de micelles de Tween 80 ou 

encapsulés dans des particules d’acide poly-lactique (APL). Dans les deux cas, les 

caroténoïdes ont été beaucoup moins dégradés que le β-carotène synthétique. Cependant, la 

dégradation du lycopène a été plus rapide (environ 1 mM de lycopène dégradé par heure) 

par rapport au β-carotène de gac dont la concentration n’a presque pas diminué. De plus, 

en présence de l’autre caroténoïde dans l’extrait de gac, le clivage de la molécule de β-

carotène s’est situé plus près de l’extrémité du cycle que pour le β-carotène pur. Il a causé 

essentiellement l’apparition de β-cyclocitral. Pour le β-carotène encapsulé, la présence 

d’APL a modifié le site de clivage pour la liaison C9-10 qui est le site de clivage favorisé 

du β-carotène pur. 

Nous concluons que la présence de lycopène dans l’arille de gac présente a rôle protecteur 

sur la molécule de β-carotène et modifie son site de clivage. Cependant, la structure 

supramoléculaire est aussi importante pour l’orientation du clivage et l’encapsulation par 

les particules d’APL augmente la dégradation et modifie le site de clivage. 

  



Résultats et discussion 

 

49 
 

 



Résultats et discussion 

 

50 
 

 



Résultats et discussion 

 

51 
 

 



Résultats et discussion 

 

52 
 

 



Résultats et discussion 

 

53 
 

 



Résultats et discussion 

 

54 
 

 



Résultats et discussion 

 

55 
 

Après ces premières études sur l’extraction et l’évaluation de la stabilité des 

caroténoïdes de l’arille de gac, certaines remarques peuvent être formulées : 

- Le procédé d’extraction n’est pas encore efficace à cause de la texture fine et 

collante de l’arille de gac qui empêche le contact des tissus avec le solvant pendant le 

mélange.  

- Le produit du procédé d’extraction est un mélange des isomères de lycopène, β-

carotène avec les acides gras de l’huile de gac qui ont pu avoir des effets protecteurs entre 

eux contre l’oxydation en comparaison avec le β-carotène pur de synthèse. 

- Seuls les spectres d’absorption UV-visible ont été utilisés pour évaluer la 

dégradation des caroténoïdes de gac par l’oxydation. Cependant, le mélange de plusieurs 

caroténoïdes donne des valeurs d’absorbance des pics maximaux de chaque caroténoïde et 

sur la structure supramoléculaire qui peuvent être difficiles à interpréter. Ceci ne permet 

pas d’avoir des résultats absolus sur la dégradation du lycopène et du β-carotène de 

l’extrait. 

- Le spectre des caroténoïdes n’a pas été observé aux longueurs d’onde de 300 à 350 

nm où peuvent se trouver les pics de cis-isomères de lycopène et β-carotène. 

L’augmentation de l’absorbance aux longueurs d’onde de 350 à 400 nm pendant la 

dégradation des caroténoïdes peut être non seulement causée par des produits d’oxydation 

mais aussi par des cis-isomères. 

 

A partir de ces remarques, certains travaux sont proposés pour la suite de notre 

étude. La teneur en lycopène et en β-carotène de l’arille de gac est très intéressante, le 

procédé d’extraction doit être amélioré pour diminuer le gaspillage des caroténoïdes dans 

les résidus après l’extraction. De plus, la séparation de lycopène et β-carotène de l’extrait 

est aussi proposée pour étudier la stabilité de chaque caroténoïde en évitant l’influence 

d’autres composés du mélange. 
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3.2  EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT DU LYCOPENE ET DU Β-

CAROTENE DE L’ARILLE DE GAC 

Cette partie présente la démarche suivie dans la recherche d’un procédé d’extraction 

adapté pour l’arille de gac permettant d’extraire séparément et proprement ses principaux 

caroténoïdes. Elle commence par une étude bibliographique des procédés existants 

d’extraction des caroténoïdes de certaines sources végétales.  

3.2.1  Procédés d’extraction au solvant de caroténoïdes naturels 

Les caroténoïdes sont extraits de plusieurs sources naturelles telles que des plantes 

(huile de palme, tomate, carotte), des algues et des microorganismes (Blakeslea trispora, 

Dunaliella salina). L’extraction de ces substances hydrophobes est souvent réalisée avec 

un ou plusieurs solvants apolaires comme le tétrahydrofurane, le n-hexane, le pentane ou le 

chloroforme. Dans certains travaux de laboratoire, un mélange d’hexane, acétone et 

éthanol a été utilisé pour extraire le lycopène et le β-carotène de la tomate et du 

pamplemousse rose (Sadler et al., 1990). Les sous-produits de tomate (épluchures) ont été 

extraits par le chloroforme (Rozzi et al., 2002). Certains autres végétaux (dont la carotte, le 

brocoli, la graine de moutarde et la courge jaune) ont été manipulés avec le pentane après 

avoir être homogénéisés avec l’éthanol pour extraire l’α- et le β-carotène (Marsili et al., 

1993). Pour l’arille de gac, les caroténoïdes ont été extraits en utilisant un mélange de 

tétrahydrofurane et de méthanol (4 : 1) (Nhung et al., 2010) ou encore du dichlorométhane 

ou du méthanol (Ishida et al., 2004). 

Avant d’être mélangés au solvant, les tissus végétaux peuvent être prétraités par un 

traitement thermique de 50 à 70°C (Ishida et al., 2009) ou un traitement enzymatique 

(cellulase) à environ 50°C pendant 4 à 6 heures (Ferrari et al., 2013). Ces traitements 

aident à déstructurer les tissus pour libérer les caroténoïdes, cependant ils peuvent 

également causer l’isomérisation ou la dégradation des substances extraites. Après 

l’extraction, les solvants sont éliminés par évaporation pour récupérer un extrait concentré. 

Parfois, pour obtenir des caroténoïdes plus propres, une étape de saponification est 

nécessaire pour les séparer de l’huile (Ausich et al., 1999). Par la suite, les caroténoïdes du 

concentré peuvent être séparés par une méthode chromatographique : une charge alimentée 

par un liquide contenant le concentré permet d’adsorber du carotène et ensuite, le carotène 

est recueilli en alimentant la charge par un diluant (Hama et al., 1993; Haigh 1994). En 

comparaison avec la méthode Soxhlet classique, la saponification et la chromatographie se 
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sont avérées plus avantageuses dans le cas de l’extraction des caroténoïdes de l’huile de 

palme car elles permettent de réduire l’utilisation de solvant et la durée du traitement 

thermique. 

Par ailleurs, les caroténoïdes peuvent être purifiés et récupérés par cristallisation en 

fonction de leur concentration de solubilité. La plupart des caroténoïdes ont tendance à 

former des cristaux quand leurs solutions deviennent sursaturées. Dans certains cas, les 

cristaux obtenus sont un mélange de plusieurs isomères d’un ou plusieurs caroténoïdes qui 

peuvent être séparés par une étape de fractionnement (Haigh 1994; Khachik 2006). Ce 

dernier procédé a permis notamment de séparer l’ensemble de cis-isomères et l’ensemble 

de caroténoïdes all-trans extraits de l’huile de palme déjà saponifiée. 

Les méthodes de purification citées ont été brevetées pour les extraits de tomate, 

d’huile de palme, d’algues ou de microorganismes unicellulaires dont les composants 

paraissent moins complexes ou moins huileux que l’arille de gac. Les traitements 

nécessaires pendant l’extraction sont aussi dépendants de la texture des résidus et des 

caroténoïdes extraits. Pour l’arille de gac, le mélange de lycopène (très sensible à la 

température et à l’oxydation) et de β-carotène peut causer certains problèmes, par 

exemple la dégradation du lycopène avant récupération du β-carotène, que les procédés 

présentés ci-dessus ne peuvent pas tous résoudre. Ainsi, la recherche d’un autre procédé 

d’extraction plus doux mais plus efficace et qui conviendrait à l’arille de gac est 

indispensable. 

3.2.2  Mise au point du procédé d’extraction de caroténoïdes de l’arille de gac 

Pour commencer, nous avons extrait les caroténoïdes de l’arille de gac en suivant la 

méthode de laboratoire qui a été décrite dans l’article de la partie 3.1.2. A partir de ces 

travaux, nous avons rencontré des difficultés liées au faible rendement du procédé. Un 

autre procédé d’extraction assistée et dit « innovant » a été mis au point.   

3.2.2.1  Tissus de l’arille de gac 

Avant d’engager l’extraction des caroténoïdes de l’arille de gac, l’observation des 

tissus de l’arille est intéressante pour connaître la localisation de ces caroténoïdes dans les 

matières premières. L’image microscopique nous montre que les caroténoïdes se trouvent 

dans les gouttelettes lipidiques qui sont partout dans le cytoplasme et entourent les 

vacuoles (figure 19). La couleur orange dans la figure présente le β-carotène qui est bien 

dispersé dans la phase lipidique, tandis que le lycopène est moins dispersé ou se trouve 



Résultats et discussion 

 

58 
 

sous forme de cristaux rouges superposés autour ou dans les gouttelettes. Ils sont entourés 

par des couches membranaires transparentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Localisation du lycopène et du β-carotène dans les tissus de l’arille de gac 

avant l’extraction. Observation dans l’eau avec un objectif 100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Observation microscopique de la libération des gouttelettes lipidiques 

contenant les caroténoïdes pendant l’extraction au solvant, dans l’hexane avec un objectif 

100. A : cellule entière ; B, E: cristaux de lycopène ; C : membrane cellulaire cassée ; D : 

β-carotène dans l’huile. 
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Pendant l’extraction, une fois les membranes cellulaires cassées par l’agitation, les 

caroténoïdes sont libérés et dispersés dans le solvant avec les gouttelettes  lipidique (figure 

20). Comme les cristaux de lycopène sont moins solubles que le β-carotène, ils restent 

suspendus et sont plus résistants à la libération par le solvant.   

3.2.2.2  Procédé d’extraction assisté du lycopène et du β-carotène de gac 

Comme le fruit de gac utilisé dans cette étude est de la variété gluante, l’arille est 

constitué d’une couche rouge, humide, épaisse et collante. La matière première soumise à 

l’extraction est une purée fine et assez collante qui a causé certains problèmes pendant la 

manipulation, surtout lors de l’agitation du mélange des tissus de gac avec le solvant. 

Plusieurs procédés ont été testés dans le but d’extraire les caroténoïdes des matières 

premières jusqu’à épuisement. Dans le protocole décrit dans l’article de Cao-Hoang et al. 

(2011), l’arille de gac décongelé est mixé et agité dans l’hexane à l’intérieur d’une fiole, 

sur une table d’agitation Thermoshake Gerhardt. Cette méthode d’agitation n’a pas été 

efficace dans notre cas car les matières premières ont formé un paquet rouge collant au 

fond de la fiole quand le solvant apolaire a été ajouté. Par conséquent, l’arille de gac n’a 

pas pu être bien mélangé et correctement mis en contact avec le solvant. Pour résoudre ce 

problème, on a fait une agitation assistée par un barreau magnétique mis directement dans 

la purée rouge. Le contact entre le solvant et les tissus de l’arille de gac a été ainsi 

amélioré, cependant la texture visqueuse de la purée a empêché la rotation régulière du 

barreau. La question qui se pose est donc : comment réduire la viscosité du résidu et 

faciliter son agitation dans le solvant ? 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Agitation de la purée d’arille de gac dans l’hexane par mélange avec du sable 

pendant l’extraction de caroténoïdes de l’arille de gac 

Pour répondre à la question ci-dessus, nous avons utilisé du sable fin comme 

assistant à l’agitation de la purée d’arille de gac dans le solvant. Les grains de sable ont 
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écarté les tissus fins du résidu et rendu la purée moins collante. Le schéma de la 

manipulation réalisée est décrit dans la figure 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Schéma de l’extraction par l’hexane et de la purification du lycopène et du β-

carotène de l’arille de gac 
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A l’échelle du laboratoire, 50 g de l’arille de gac sont mélangés avec 50 g de sable 

de Fontainebleau avant d’ajouter de l’hexane. Le volume de solvant est dans la proportion 

de 3 : 1 avec le résidu, dans une fiole d’un litre. Pour chaque cycle d’extraction, 300 ml 

d’hexane sont agités avec 100 g d’arille et du sable pendant 30 min. La phase de solvant 

riche en caroténoïdes est récupérée par centrifugation à 3000 g, pendant 5 min et à 25°C. 

Ensuite, le solvant est éliminé de l’extrait puis récupéré par évaporation sous pression 

réduite (150 mbar) à 35°C. Il est ensuite réutilisé pour les cycles suivant. Après environ dix 

cycles d’extraction, le résidu est épuisé. Ce procédé d’extraction dit « discontinu », 

schématisé dans la figure 22, est mis en œuvre dans une chambre climatisée à température 

inférieure à 25°C et dans l'obscurité pour éviter la perte des caroténoïdes par dégradation.  

A la fin du procédé, un mélange de caroténoïdes (lycopène et β-carotène) dans de 

l’huile de gac est récupéré. Dans le but d’obtenir séparément le lycopène et le β-carotène 

naturels, l’extrait est passé par une étape supplémentaire appelée « fractionnement ». Cette 

étape n’est pas détaillée ici en raison du caractère confidentiel du procédé associé, à la 

demande du projet Natencaps qui désire l’exploiter. Presque 95 % du volume d’hexane 

utilisé pendant tout le procédé est encore réutilisable pour les extractions suivantes après 

récupération. 

3.2.2.3  Caractérisation des extraits fractionnés de l’arille de gac 

Le lycopène et le β-carotène obtenus après fractionnement sont considérés comme 

les produits finaux de notre procédé. La pureté par rapport aux autres pigments et la qualité 

de ces produits ont ensuite été évaluées. 

a. Spectre d’absorption des produits fractionnés 

Les spectres d’absorption des caroténoïdes fractionnés dans l’hexane ont été 

comparés à ceux des caroténoïdes de meilleures qualités disponibles commercialement 

(Sigma-Aldrich) comme standard de qualité. Les ratios de cis et de structure 

supramoléculaire sont les paramètres comparatifs. Les figures 23 et 24 montrent que les 

longueurs d’ondes maximales d’absorption du lycopène et du β-carotène fractionnés par 

notre procédé sont similaires aux standards des isomères all-trans qui sont à 444, 471 et 

502 nm pour le lycopène et à 451 et 478 nm pour le β-carotène. De plus, aux longueurs 

d’onde autour de 360 nm (pour le lycopène) et 340 nm (pour le β-carotène), aucun pic n’a 

été détecté chez les produits fractionnés, ainsi leur ratio cis est considéré comme nul, de 

même que pour les spectres des caroténoïdes standards. 
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Figure 23 : Absorbance spectrale du lycopène fractionné de l’arille de gac dans l’hexane 

(en rouge) en comparaison avec le lycopène all-trans naturel de Sigma-Aldrich (en gris) 

 

Figure 24 : Absorbance spectrale du β-carotène fractionné de l’arille de gac dans l’hexane 

(en orange) en comparaison avec le β-carotène all-trans de synthèse de Sigma-Aldrich (en 

gris) 

Concernant le ratio de structure supramoléculaire (tableau 11), on voit que le 

lycopène fractionné a exactement la même structure que le lycopène all-trans extrait de la 

tomate de Sigma-Aldrich (ratio de 81 %). Cependant, le ratio de structure supramoléculaire 

du β-carotène extrait de gac (34 %) est légèrement plus élevé que celui du β-carotène de 

synthèse (32 %). Cela signifie que notre produit possède un seul caroténoïde et qu’il a, plus 

encore que son homologue synthétique, une structure mono-moléculaire. De tout cela, on 

peut conclure que les caroténoïdes fractionnés sont des isomères all-trans et que leur 

qualité est comparable à celle des standards commercialisés.  

-0,01 

0,04 

0,09 

0,14 

0,19 

300 350 400 450 500 550 

A
b
so

rb
an

ce
 

Longueur d'onde (nm) 

-0,2 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

1,4 

300 350 400 450 500 550 

A
b
so

rb
an

ce
 

Longueur d'onde (nm) 



Résultats et discussion 

 

63 
 

Tableau 11 : Ratio de structure supramoléculaire du lycopène et du β-carotène fractionnés 

de l’arille de gac 

% III/II Lycopène  β-Carotène 

Sigma 81 32 

Fractionné de l’arille de gac 81 34 

 

b. Analyse HPLC des produits fractionnés 

La qualité du lycopène et du β-carotène extraits et fractionnés a ensuite été vérifiée 

par l’analyse HPLC à 20°C, pendant 30 min avec les gradients d’éluant décrits dans la 

méthodologie. Dans ces conditions, les isomères de caroténoïdes ont commencé à être 

séparés à partir de 19,5 min. Le lycopène all-trans a été séparé à 25,13 min et le β-carotène 

all-trans à 21,90 min. Les chromatogrammes dans la figure 25 montrent la séparation des 

caroténoïdes fractionnés par notre procédé. On voit que l’huile a été proprement éliminée 

de nos produits. Aucun pic d’impuretés n’a été détecté. Pour la fraction du lycopène, un 

grand pic du lycopène all-trans, qui représente 95 % de la solution, a été détecté. Les petits 

pics correspondant au β-carotène all-trans et un lycopène cis non-identifié représentent 5 

% du total. Dans le cas du β-carotène, seul un grand pic du β-carotène all-trans a été 

détecté, cela veut dire que le β-carotène fractionné par notre procédé est complètement 

séparé de toute trace de lycopène ou d’isomères cis du carotène. Ces résultats nous 

permettent de conclure que notre procédé a réussi à fractionner proprement le lycopène et 

le β-carotène en les séparant de l’huile et avec une pureté d’au moins de 95 % d’isomère 

all-trans. 
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Figure 25 : Chromatogramme HPLC du lycopène (A) et du β-carotène (B) fractionnés à 

20°C, 30 min 
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c. Rendement du fractionnement du lycopène et du β-carotène 

Pour évaluer le rendement du procédé, la quantité de caroténoïdes fractionnés et 

d’huile obtenue a été comparée aux données de la bibliographie. Dans certaines études 

précédentes sur l’arille de gac, les caroténoïdes ont été extraits et purifiés par plusieurs 

étapes en utilisant plusieurs solvants (méthanol, dichlorométhane et tétrahydrofurane) avec 

une petite quantité pour les analyses HPLC (Ishida et al., 2004; Vuong et al., 2006). Le 

tableau 12 montre que nous avons réussi à fractionner la plupart des caroténoïdes de l’arille 

de gac, surtout le lycopène dont environ 145 mg ont été fractionnés de 100 g d’arille de gac 

frais. Le lycopène obtenue est proche de la valeur maximale du lycopène all-trans reporté 

par Ishida et al. (2004). Pourtant, le fractionnement de β-carotène n’est pas encore optimal 

car son rendement n’a été que de 20 mg pour 100 g d’arille de gac frais. 

Tableau 12 : Rendement de l’extraction des caroténoïdes de l’arille de gac (mg/100 g 

poids frais) en comparaison avec quelques études précédentes 

Références Lycopène β-Carotène Huile (%) 

 

Ishida et al. (2004) 190,3 ± 12,2 (trans) 64,1 ± 7,1 (trans) 

 

22 

Vuong et al. (2006) 40,8 ± 17,9 8,3 ± 4 10 

Etude actuelle 145,1 ± 10,5 20,1 ± 3 14 

 

Les teneurs en lycopène et en β-carotène de l’arille de gac sont aussi dépendantes de 

la variété de fruit de gac, de la qualité du fruit (mûrissement, région de culture, saison) 

avant l’extraction et de la méthode d’extraction et d’analyse. C’est pourquoi les résultats 

sont toujours variables d’une étude à l’autre. La teneur en huile, contenant la majeure 

partie des caroténoïdes dans l’arille de gac, peut aussi avoir une relation avec la teneur en 

caroténoïdes dans les matières premières. Dans notre étude, l’arille de gac ne contient que 

14 % d’huile en comparaison à 22 % dans l’étude d’Ishida et al. (2004), ce qui pourrait 

vouloir dire que l’arille de gac utilisé dans notre étude serait moins riche en caroténoïdes 

que celle de l’autre étude. 
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d. Huile de gac 

Après le fractionnement, l’huile restante est encore très riche en caroténoïdes. Sur 

100 g d’arille frais, on peut récupérer 14 g d’huile dont le spectre d’absorption dans 

l’hexane est présenté dans la figure 26. Les pics maximaux se trouvent à 450 nm et 473 

nm, ce qui correspond à la présence de β-carotène et de lycopène. On trouve que le pic du 

β-carotène est plus élevé que celui du lycopène, ce qui veut dire qu’il y a une majorité de 

β-carotène dans l’huile par rapport au lycopène. Nous l’avons comparé avec certaines 

huiles commercialisées à base de gac, tels que les produits Vinaga et Vinadica, qui ont été 

extraites par pressage thermique, emballées dans des capsules et vendues sur le marché du 

Vietnam. 

D’après les spectres d’absorption, on voit que les caroténoïdes de notre huile n’ont 

pas été isomérisés tandis que les deux autres huiles présentent certains pics représentatifs 

de la présence d’isomères cis entre 340 et 360 nm de longueur d’onde. Les traitements 

drastiques de l’extraction industrielle ont sans doute changé la qualité des caroténoïdes du 

gac. D’autre part, le stockage à température ambiante peut aussi être la cause de la perte de 

qualité des huiles du marché malgré l’encapsulation. Ces observations nous permettent de 

déduire que les caroténoïdes de l’huile de gac obtenue par notre procédé sont de bonne 

qualité et qu’il y a plus de β-carotène que de lycopène. 

 

Figure 26 : Absorbance spectrale de l’huile de gac après le procédé d’extraction 

fractionnée dans l’hexane (en rouge) en comparaison avec des huiles commerciales, 

Vinaga  (en noir) et Vinadica (en gris), provenant du Vietnam 
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3.2.3  Conclusion  

Nous avons réussi à extraire séparément le lycopène et le β-carotène de l’arille de 

gac par une méthode douce d’extraction au solvant et de fractionnement pour protéger les 

isomères d’origine. Dans le fruit de gac, le lycopène et le β-carotène sont majoritairement 

sous forme d’isomères all-trans et se localisent dans les gouttelettes lipidiques des tissus de 

gac. Durant l’extraction, les caroténoïdes avec l’huile se dissolvent dans le solvant et se 

libèrent des cellules végétales cassées. Malgré l’utilisation d’un solvant peu écologique, 

notre procédé permet de réduire sa consommation car la plupart du solvant utilisé a été 

récupérée par évaporation pour être réutilisé. La technique d’extraction assistée par du 

sable est efficace et convient à l’extraction de l’arille de gac. 

Notre procédé de fractionnement s’est révélé être une étape innovante pour séparer 

le lycopène all-trans et le β-carotène all-trans de l’huile de gac. Le rendement de 

fractionnement du β-carotène est moins élevé que celui du lycopène parce que le β-

carotène est plus soluble dans l’huile et n’a donc pas encore été entièrement fractionné. Les 

analyses de spectres par spectrométrie UV-visible et HPLC ont montré que le lycopène et 

le β-carotène fractionnés présentent une haute qualité et pureté. De 100 g d’arille frais, 

nous avons fractionné 145 mg de lycopène all-trans, 20 mg de β-carotène all-trans et 14 

mg d’huile riche en caroténoïdes.  

 

Ce procédé simple et doux permet d’extraire les caroténoïdes de l’arille de gac en 

conservant leur qualité. Pour la suite de ce travail, la stabilité, les propriétés antioxydantes 

et la bio-activité du lycopène et du β-carotène extraits et fractionnés seront évalués. L’huile 

récupérée, ne constituant pas un objectif prioritaire de notre travail, ne sera pas analysée 

dans les prochaines parties.   
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3.3  STABILITE ET BIO-ACTIVITE DU LYCOPENE FRACTIONNE DE L’ARILLE 

DE GAC 

3.3.1  Rappel bibliographique 

3.3.1.1  Stabilité thermique du lycopène 

Le lycopène est connu pour être très sensible à l’oxydation dont la vitesse dépend de 

la température de l’environnement réactionnel. Plus la température est élevée, plus les 

oxydants sont actifs et l’oxydation se passe plus rapidement. C’est pourquoi les procédés 

avec traitement thermique sont toujours limités pour l’extraction et le stockage du 

lycopène. Le traitement thermique du lycopène doit se faire sur un temps court pour éviter 

sa dégradation. Beaucoup d’études sur la stabilité thermique du lycopène ont été réalisées 

dans des milieux différents tels que des solvants organiques (Lee et al., 2002), une 

émulsion d’huile dans l’eau (Ax et al., 2003), de l’huile végétale (Mayer-Miebach et al., 

2005) et des tissus végétaux de tomate (Shi et al., 2003; Colle et al., 2010). La sensibilité 

du lycopène à la température est différente suivant ces milieux. L’étude bibliographique 

montre que le lycopène localisé dans les matrices de tomate est plus stable que celui 

dissout dans l’huile ou dans un solvant organique pendant les traitements thermiques 

(Hackett et al., 2004). L’isomérisation et la dégradation du lycopène dans l’huile et dans un 

solvant peuvent se passer plus rapidement que dans les tissus végétaux. Pourtant, le 

lycopène dans la tomate sèche en poudre peut aussi être significativement dégradé pendant 

le stockage à température douce, avec une perte d’environ 50 % après 20 jours à 40°C 

(Baloch et al., 1997) ou de plus de 70 % après 90 jours à 37°C (Zanoni et al., 1998) sans 

lumière et sous air. 

Sous l’effet de la température, le lycopène est souvent isomérisé avant d’être 

dégradé. Cela dépend non seulement de la nature des milieux réactionnels mais aussi de la 

température et de la durée du traitement. Dans les études antérieures, le lycopène est 

souvent traité à des températures variant de 25°C à 150°C pour des durées différentes. En 

fonction de ces conditions, les effets sur son isomérisation et sa dégradation peuvent être 

différents. Le tableau 13 récapitule certains résultats rapportés par plusieurs études 

différentes sur le traitement thermique du lycopène. Dans la plupart de ces études, le 

lycopène traité a été « encapsulé » dans l’émulsion, l’huile ou des tissus de tomate, il a été 

plutôt isomérisé que dégradé lors du chauffage de 50 à 90°C pour une courte durée. Au-
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delà de cet intervalle de température ou pour une durée plus longue, le lycopène peut être 

dégradé. 

Tableau 13 : Synthèse des principaux résultats bibliographiques concernant l'isomérisation 

et la dégradation du lycopène en fonction des conditions de traitement thermique 

T°C Temps Isomérisation Dégradation Milieu de 

traitement 

Références 

25 30 h - + 
Emulsion H/E, 

sans O2 
Ax et al. (2003) 

50-60 30 min x-Cis - Pulpe de tomate Colle et al. (2010)  

 
3 h 9-Cis (léger) - 

Lycopène séché Lee et al. (2002) 
  18 h - ++ 

70-90 2 h 9-Cis + 
Emulsion H/E, 

sans O2 
Ax et al. (2003) 

 
30 min 13-Cis - 

Tomate dans 

l'huile d'olive 
Colle et al. (2010) 

  10 min 
13-Cis, 9-Cis 

(léger) 
- 

Purée de tomate 

avec de l’huile 

Knockaert et al. 

(2012) 

100-120 30 min 9-Cis (léger) +  
Végétal brut, sans 

O2 Mayer-Miebach et 

al. (2005) 

 
30 min 9-Cis, 15-Cis ++ 

Végétal brut dans 

l'huile, sans O2 

 
40 min - +++ Lycopène séché  Lee et al. (2002) 

  10 min 13-Cis, 9-Cis + 
Purée de tomate 

avec de l'huile 

Colle et al. (2010), 

Knockaert et al. 

(2012) 

130-150  3 min - +++ Lycopène séché  Lee et al. (2002) 

‘+’ : niveau de dégradation  ; ‘-’ : pas d’isomérisation, pas de dégradation ; x-cis : isomère 

cis non déterminé ; « léger » : avec une petite quantité 

D’autre part, la stabilité thermodynamique des isomères de lycopène dépend 

également de leur énergie relative par rapport à l’all-trans-isomère, ce qui est illustré par la 

figure 27. Plus cette valeur est élevée, moins le cis-isomère est stable. A partir des résultats 

de cette étude de Chasse et al. (2001), la stabilité énergétique de certains isomères du 

lycopène est classée dans l’ordre suivant: 5-cis > all-trans > 9-cis > 13-cis > 15-cis > 7-cis 

> 11-cis. Dans la nature, le lycopène est souvent sous la forme de l’isomère le plus stable, 

surtout all-trans. Malgré la plus forte stabilité, la forme de 5-cis isomère y est rarement 

trouvée. Seul une petite quantité de ce dernier cis-isomère a été détectée dans la tomate et 

leurs dérivés (Lee et al., 2002; Colle et al., 2010). Parmi les isomères ci-dessus, les 9-cis, 

13-cis et 15-cis sont les plus fréquemment identifiés dans les traitements thermiques du 

lycopène. 
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Figure 27 : Illustration schématique des énergies relatives (kcal.mol
-1

) de certain cis-

isomères du lycopène par rapport à la forme all-trans (Chasse et al., 2001) 

Dans notre étude, le lycopène extrait de l’arille et fractionné comme décrit dans la 

partie précédente, est d’une grande pureté. Sa stabilité thermique a été testée directement 

dans l’hexane à deux températures, 50 et 80°C, auxquelles il semble que la stabilité du 

lycopène commence à être changée. Les caractéristiques physico-chimiques initiales du 

lycopène étudié sont comparables à celles du lycopène naturel de Sigma (données en 

Annexe). 
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3.3.1.2  Incohérence de la capacité antioxydante du lycopène 

Le potentiel chimio-préventif du lycopène peut être expliqué par son activité forte 

d’extinction de l’oxygène singlet. Une chaîne de 11 doubles liaisons conjuguées et deux 

non conjuguées dans sa structure chimique rend le lycopène plus vulnérable aux réactifs 

électrophiles comme l’oxygène et les radicaux libres. En général, comme les autres 

caroténoïdes, le lycopène peut réagir avec les radicaux libres par les trois chemins 

principaux qui sont le transfert d’électron, l’abstraction d’hydrogène et l’addition de 

radicaux (Young et al., 2001). D’autre part, le lycopène pourrait aussi régénérer les 

vitamines antioxydantes à partir de leurs radicaux comme ceux du δ-tocophérol (Bast et al., 

1998). Après cette réaction, le lycopène se transformerait en cations radicaux qui 

réagiraient et formeraient des produits plus stables en l’absence de tocophérol (Mortensen 

et al., 1997). Les réactions potentielles de l’activité antioxydante du lycopène sont 

résumées dans le tableau 14. 

Tableau 14 : Réactions liées à l'effet antioxydant du lycopène (Kelkel et al., 2011) 

Réactions potentielles Equation de réaction 
 

Extinction de l'oxygène singlet 
1
O2 + LYC → 

3
O2 + 

3
LYC 

 

3
LYC → LYC + chaleur 

Réaction avec les radicaux libres :  

                         Transfer d'électron ROO
• 
+ LYC → ROO

¯ 
+ LYC

•+
 

                        Conception d'hydrogène ROO
• 
+ LYC → ROOH + LYC

•
 

                        Addition de radical ROO
• 
+ LYC → (ROO-LYC)

•
 

Régénération des vitamines antioxydantes à 

partir de leurs radicaux LYC + TO
• 
+ H

+
 → LYC

•+
 + TOH 

   LYC
•+

 + LYC
•+

 → produits 

LYC : lycopène ; LYC
•+ 

: radical cationique de lycopène; 
3
LYC : lycopène à état triplet ; 

TOH : tocophérol ; TO
• 

: radicaux de tocophérol ; 
1
O2 : oxygène à état singlet ; 

3
O2 : 

oxygène à état triplet 

La propriété antioxydante puissante du lycopène est connue depuis quelques 

dizaines d’années grâce à sa capacité à réduire les facteurs oxydatifs dans plusieurs études 

in vitro. Les tests chimiques ont montré qu’il présente une activité antioxydante deux fois 

supérieure à celle du β-carotène et trois fois supérieure à celle de certains xanthophylles 

(Böhm et al., 2001). Certains cis-isomères du lycopène sont plus actifs que leur forme all-
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trans (Miller et al., 1996). In vitro, le traitement des cellules avec du lycopène a arrêté 

sélectivement le développement des cellules cancéreuse de la prostate et du sein en 

provoquant une apoptose de ces cellules sans influencer les cellules normales (Soares et 

al., 2013; Uppala et al., 2013; Gloria et al., 2014). Une relation entre l’allègement de stress 

oxydatifs et la présence de lycopène a été également trouvée (Kim et al., 2011; Liu et al., 

2013).  

Récemment, des études in vivo sur une alimentation régulière riche en lycopènes ont 

montré que le lycopène peut inhiber le développement de cancers des poumons (Kim et al., 

2000), de la prostate (Zu, Mucci et al. 2014), de l’ovaire (Xinli et al., 2014) et du côlon 

(Tang et al., 2011). Le lycopène a également été relié à la diminution des risques de 

certains cancers comme les cancers du sein (Hultén et al., 2001), du foie (Astorg et al., 

1997; Bernal et al., 2013) et à la réduction de stress oxydatifs chez les poissons (Yonar 

2013). 

Plusieurs études épidémiologiques ont démontré la capacité antioxydante du 

lycopène sur la prévention de divers cancers (Trejo-Solís et al., 2013). Pourtant, elle n’a 

pas été prouvée dans certains cas de cancer prostatique (Erdman Jr et al., 2009; Ilic et al., 

2011; van Breemen et al., 2011). L’effet négligeable du lycopène dans ces derniers tests 

peut être expliqué par les réponses différentes des sujets des expériences au stress 

oxydatifs ou par la concentration de lycopène absorbé qui pourrait être insuffisante pour 

avoir un effet significatif. Des dommages sur l’ADN des cellules HT29 sous l’effet du 

lycopène ont aussi été identifiés, qui peuvent-être liés à l’état de transition en prooxydant 

du lycopène à haute concentration (Lowe et al., 1999). In vitro, il a été montré qu’à 10 µM, 

le lycopène devenait prooxydant à cause de l’apparition de produits oxydatifs sous l’effet 

d’une forte attaque par irradiation ultraviolette (Yeh et al., 2005). Dans un milieu riche en 

triglycérides, l’ajout d’environ 50 µM de lycopène peut faire augmenter la quantité 

d’hydro-peroxydes, produits de la peroxydation sous l’effet de la lumière à température 

ambiante (Jomová et al., 2012). Parallèlement, l’activité du lycopène dépend également de 

l’hydrophobie des radicaux libres dans le milieu. A concentration élevée (20 µM), le 

lycopène possédait une propriété antioxydante envers la peroxydation des lipides causée 

par le générateur de radicaux libres hydrophiles, mais il devenait prooxydant avec des 

radicaux générés par l’initiateur lipophile (Yeh et al., 2000).  

 

En conclusion, le lycopène est une substance séduisante pour son effet anti-

cancérogène qui a été prouvé dans plusieurs études différentes depuis longtemps. Pourtant, 
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dans certaines expérimentations, il reste toujours un doute sur son effet antioxydant qui 

peut avoir une relation avec sa forme d’isomère, sa concentration et la nature des oxydants 

dans le milieu réactionnel.  

3.3.2  Effet du traitement thermique sur l’isomérisation et l’augmentation de la 

propriété antioxydante du lycopène de l’arille de gac 

A partir des connaissances acquises dans la partie précédente sur l’isomérisation et 

les propriétés antioxydantes/pro-oxydantes du lycopène, le traitement thermique, 

classiquement employé dans les procédés d’extraction et de formulation, a été utilisé pour 

étudier la stabilité du lycopène de l’arille de gac. Sa propriété antioxydante a également été 

étudiée en lien avec son isomérisation. Nos résultats, présentés dans la troisième partie, 

indiquent que l’isomérisation est la seule transformation détectée du lycopène dans 

l’hexane à température inférieure à 100°C, et ses multiples isomères présentent des 

pouvoirs antioxydants différents. Ces résultats sont consignés dans l’article intitulé : « 

Isomerization and increase in the antioxidant properties of lycopene from Momordica 

cochinchinensis (gac) by moderate heat treatment with UV–Vis spectra as a 

marker ». Le contrôle de la température et de la durée du chauffage nous a permis d’avoir 

plusieurs cis-isomères qui ont provoqué une activité antioxydante plus puissante que l’all-

trans-isomère. Les observations sur la capacité antioxydante des isomères de lycopène ont 

été évaluées par le test TEAC. D’autre part, cet article a abordé pour la première fois 

l’analyse des ratios spectroscopiques du mélange des différents isomères du lycopène en 

combinaison avec son activité antioxydante. Cette dernière analyse a validé une méthode 

simple pour étudier l’évolution de l’isomérisation du lycopène durant le traitement 

thermique. 

La bio-activité du lycopène extrait de l’arille de gac sera présentée et discutée à la 

suite de cette partie.   
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 Article 2 :  Isomerization and increase in the antioxidant properties of lycopene from 

Momordica cochinchinensis (gac) by moderate heat treatment with UV–Vis spectra as 

a marker 

 

Hanh Phan-Thi, Yves Waché 

Food Chemistry 156(2014) 58-63 

Titre: Isomérisation et augmentation des propriétés antioxydantes du lycopène extrait de 

Momordica cochinchinensis (gac) par traitement thermique modéré. Spectres UV-visibles  

utilisés comme marqueur 

Résumé: Momordica cochinchinensis (gac) est un fruit riche en lycopène. Ce pigment tend 

à se dissoudre dans l’huile et est facilement endommagé pendant l’extraction. L’impact du 

traitement thermique sur la cis-isomérisation du lycopène libéré de l’huile a été étudié à 50 

et 80°C pendant 240 minutes dans l’hexane par spectrométrie UV-visible, DAD-HPLC et 

par le test TEAC. Les isomères all-trans dans la solution initiale ont été isomérisés en 13-

cis-isomères plus rapidement à 80°C qu’à 50°C. Après ce traitement thermique, 16 % des 

lycopènes dans la solution se sont retrouvés sous forme 9-cis. Ce dernier isomère a 

provoqué une augmentation des propriétés antioxydantes qui a été détectée à partir d’une 

concentration d’environ 9 % et a résulté en un changement de 2,4 à 3,7 µmol de Trolox 

équivalent. Il est ainsi possible d’augmenter la bio-activité du lycopène par un chauffage 

contrôlé. L’évolution des ratios calculés en se basant sur le spectre d’UV-visible global est 

représentative de la cis-isomérisation et la spectrométrie peut ainsi constituer une méthode 

simple pour évaluer l’état d’isomérisation des solutions de lycopène. 
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3.3.3  Bio-activité du lycopène de l’arille de gac sur les cellules sanguines dans le 

plasma 

Suite à la caractérisation des lycopènes traités, nous allons chercher à comprendre la 

relation entre leur qualité et leur bioactivité. L’effet des lycopènes, avant et après le 

traitement thermique, sur des cellules sanguines dans le plasma a été testé à différentes 

concentrations via le test KRL.  

3.3.3.1  Test KRL 

Pour les préparatifs, l’hexane a été éliminé du lycopène sous azote à température 

ambiante. Le lycopène séché a ensuite été dispersé dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) 

pour avoir une solution mère d’1 mg/mL. Puis, cette dernière solution a été diluée dans du 

tampon phosphate isotonique 10 mM (PBS), pH 7,4 pour être introduite dans la solution 

sanguine. La dissolution des agrégats du lycopène dans du tampon a été assistée par 

ultrason pendant environ 15 min à 20°C. 

Le sang de cheval BH-F provenant de BIOMERIEUX® SA, Marcy l’Etoile, France 

a été dilué jusqu’à une concentration de 22,2 % dans du tampon PBS 10 mM (pH 7,4). 

Cette solution plasmique diluée a été mise en contact avec des radicaux libres organiques 

produits par la décomposition thermique de 50 mM de 2,2′-azobis(2-amidinopropane) 

hydrochloride (AAPH). Enfin, le milieu réactionnel final, après avoir ajouté la préparation 

du lycopène, est une solution sanguine dans du tampon PBS avec 0,44 % DMSO. L’effet 

du lycopène sur les cellules sanguines a été testé aux trois concentrations suivantes: 4, 20 

et 100 µM. L’hémolyse des cellules soumises à l’attaque des radicaux libres a été suivie 

par la mesure de l’absorbance pendant 3 heures à 37°C. La solution de 0,44 % DMSO dans 

du tampon PBS 10 mM (pH 7,4) a été le témoin pour la mesure de l’activité du lycopène.  

La toxicité du lycopène envers les cellules sanguines a également été testée dans les 

mêmes conditions de milieu réactionnel mais sans ajouter le générateur de radicaux libres 

AAPH. 

3.3.3.2  Résultats et discussion  

La solubilité faible du lycopène dans le milieu réactionnel a causé certains 

problèmes dans notre étude. Malgré l’assistance ultrasonique, le lycopène ne s’est pas 

entièrement dispersé dans le milieu. Une partie du lycopène testé a été mal dissoute et s’est 

agrégée. Ces agrégats ont été récupérés et dissouts dans l’hexane pour calculer la quantité 

de lycopène non dissouts. La concentration du lycopène bien dissout dans le milieu 
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réactionnel a été appréciée par la différence entre la concentration du lycopène ajouté et du 

lycopène non dissout (tableau 15). Le traitement thermique à 80°C a augmenté la solubilité 

du lycopène par rapport au lycopène non traité et chauffé légèrement à 50°C. Dans ces 

derniers échantillons, seuls environ 10 % du lycopène ajouté a été dissout dans le milieu 

réactionnel. Cependant, plus de 50 % du lycopène chauffé à 80°C a été dissout. D’après 

ces calculs, les concentrations de lycopène soumises à ce test sont présentées dans le 

tableau 15. 

Tableau 15 : Concentration estimée du lycopène dissout dans le milieu réactionnel du test 

KRL 

Lycopène ajouté (µM) Lycopène dispersé (µM) 

 
Sans traitement 50°C 80°C 

0 0 0 0 

4 0,4 0,4 2,2 

20 2,0 2,2 11 

100 10 11 56 

 

D’après le tableau 16, le lycopène de l’arille de gac présente une forte activité 

antioxydante de protection des cellules sanguines contre l’hémolyse causée par des 

oxydants. Cette activité atteint 124 TE (µmole/µmole). Cet effet augmente quand la 

concentration du lycopène augmente jusqu’à environ 2 µM. Pourtant, à concentration très 

élevée (environ 10 µM), le lycopène devient toxique. Le traitement à 50°C ne change pas 

la qualité antioxydante du lycopène. Le lycopène chauffé à 50°C pendant 240 min possède 

les mêmes propriétés antioxydantes que celui non chauffé. Cependant, le traitement à haute 

température fait nettement diminuer cette activité antioxydante. Après 240 min de 

chauffage à 80°C, le lycopène de l’arille de gac n’a augmenté que de 34 % le temps 

d’hémolyse des cellules sanguines, ce qui équivaut à 28 TE (µmole/µmole) à une 

concentration d’environ 2 µM, soit une activité 5 fois moindre que celle du lycopène non 

chauffé. A concentration très élevée, le lycopène traité à 80°C est également toxique. Ces 

résultats montrent que la propriété antioxydante du lycopène de l’arille de gac est 

dépendante de sa concentration. Il est probable qu’il soit converti en prooxydant à 

concentration très élevée. D’autre part, quand le lycopène réagit avec les radicaux libres, il 
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peut également générer certains produits oxydatifs du lycopène qui pourraient présenter un 

effet prooxydant sur les cellules à haute concentration (Yeh et al., 2000; Yeh et al., 2005).                   

Tableau 16 : Activité antioxydante du lycopène de l’arille de gac chauffé à 50°C et à 80°C 

sur la défense contre la demi-hémolyse des cellules sanguines dans le plasma, en 

équivalent Trolox en fonction de la concentration du lycopène 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                a
 Valeur moyenne sur 2 répétitions ; Tox : Toxicité 

           % HT50 : Pourcentage du potentiel global de défense anti-radicalaire du sang témoin 

          TE : µmole de Trolox par µmole de lycopène 

De plus, l’effet du traitement thermique sur la capacité antioxydante du lycopène 

vis-à-vis du temps d’hémolyse cellulaire a été évalué en fonction du temps. La figure 28 

montre que le chauffage à 50°C augmente légèrement l’activité antioxydante du lycopène 

ce qui peut être dû à la présence du lycopène 13-cis (identifié par DAD-HPLC dans 

l’article 3.3.2). Cependant, l’apparition de 9-cis-isomère dans le lycopène chauffé à 80°C 

pourrait être la cause de la diminution de son activité antioxydante. Comme le 9-cis est 

plus antioxydant que les autres isomères (d’après le test TEAC), il réagit plus sensiblement  

avec les radicaux libres en présence d’oxygène. Une voie possible de cette réaction 

antioxydante est qu’elle fasse apparaître provisoirement des espèces radicalaires du 

lycopène 9-cis, d’après l’hypothèse de Kennedy et al. (1992). Aux concentrations testées, 

ces radicaux peuvent causer un effet prooxydant, contrairement à l’activité antioxydante 

des autres isomères dans la solution de lycopène. Donc, cet effet provenant de 9 cis-

isomère peut freiner l’activité antioxydante totale de ce mélange. 

 Concentration 

(µM) 

a 
Sans traitement Traitement, 240 min  

50°C 80°C 

% HT50 0,4 27 ± 5  31 - 

2-2.2 137 ± 5 154 34 

10-11 Tox Tox 153 

56 - - Tox 

TE 0,4 123 ± 15 134 - 

2 124 ± 2 133 28 

10-11 Tox Tox 25 

56 - - Tox 
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Figure 28 : Evaluation de l’activité antioxydante du lycopène de l’arille de gac chauffé à 

50°C (♦) et à 80°C (■) à 2 µM sur la défense contre la demi-hémolyse de cellules 

sanguines dans le plasma en fonction du temps de traitement 

 

3.3.4  Conclusion  

La qualité et la stabilité du lycopène extrait et fractionné de l’arille de gac par notre 

procédé ont été étudiées. Nos résultats montrent que le lycopène extrait résiste assez bien à 

la température. En effet, il n’a pas été dégradé pendant le traitement thermique mais 

seulement isomérisé. De plus, les lycopènes 15-cis, 13-cis et 9-cis ont été détectés pendant 

les traitements. Le 9-cis-isomère a seulement été trouvé dans le lycopène chauffé à 80°C. 

La propriété antioxydante des isomères du lycopène peut être classée dans l’ordre suivant : 

9-cis > 13-cis > all-trans. Cela correspond également aux résultats du test TEAC. 

Cependant, dans le test biologique, le lycopène 9-cis peut réagir comme un prooxydant à 

haute concentration. On peut également en tirer la conclusion que le lycopène présente un 

fort pouvoir antioxydant, cependant il peut devenir toxique pour les cellules sanguines s’il 

est introduit à concentration élevée.  
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3.4  STABILITE ET BIO-ACTIVITE DU Β-CAROTENE FRACTIONNE DE L’ARILLE 

DE GAC 

3.4.1  Rappel bibliographique 

3.4.1.1  Absorption et bio-activité du β-carotène 

* Alimentation et absorption du β-carotène : 

Le β-carotène, comme les autres caroténoïdes, ne peut pas être synthétisé chez les 

êtres humains mais il est accumulé dans les organes humains par l’alimentation et 

l’absorption des carotènes naturels de légumes, d’autres sources alimentaires ou de 

compléments santé. Après l’alimentation, le β-carotène est absorbé par l’intestin, 

transporté dans le plasma sanguin et peut y avoir une concentration plus élevée que dans 

les autres organes du corps humain, surtout après une complémentation en β-carotène 

(Biesalski et al., 2008). A plus long terme, le β-carotène est plus présent dans les organes 

tels que le foie, les reins, les glandes surrénales, la graisse, les testicules et les ovaires pour 

lesquels le taux de β-carotène est présenté dans le tableau 17. Chez l’homme, le β-carotène 

se trouve normalement à moins d’1 µM dans le sérum sanguin et jusqu’à 32 nmole/g dans 

les glandes surrénales (Stahl et al., 1992).  

Tableau 17 : Taux de β-carotène et de caroténoïdes totaux dans le sérum humain (en µM) 

et des tissus différents (en nmole/g) (adapté de Stahl et al. (1992)) 

Organes Caroténoïdes 

totaux 

β-Carotène 

Min Max 

Sérum sanguin 1,1 ± 0,9 0,12 0,89 

Foie 5,1 ± 3,6 0,16 8,62 

Reins 0,9 ± 0,7 0,08 2,03 

Glandes surrénales 9,4 ± 7,8 0,68 31,83 

Graisse 0,8 ± 0,8 0 1,05 

Testicules 7,6 ± 6,9 0,75 4,77 

Ovaires 0,9 ± 0,5 0,18 0,95 

Tronc cérébral < 0,04 nd nd 

               nd: non déterminé 

L’absorption du β-carotène avec des compléments santé a été étudiée depuis 

longtemps. Comme vu au-dessus, le plasma et le sérum sanguin sont les milieux dans 
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lesquels le β-carotène est transporté après absorption. De plus, pour analyser le β-carotène 

absorbé in vivo, la prise de sang est plus facilement réalisée que le prélèvement à partir des 

autres organes du corps humain. C’est pourquoi, le taux de β-carotène dans le plasma et le 

sérum sanguin est le marqueur de l’absorption du β-carotène par l’alimentation. Les études 

citées dans le tableau 18 montrent les résultats obtenus sur l’absorption du β-carotène dans 

le plasma et le sérum sanguin. La plupart de ces études disent que la concentration du β-

carotène dans le plasma sanguin ne dépasse pas 6 µM, sauf l’étude de Tamai et al. (1995). 

Dans cette dernière étude, la quantité de β-carotène supplémentaire a été augmentée et les 

personnes examinées étaient des hommes japonais en bonne santé, âgés de 20 à 25 ans. 

Malgré ces éléments, qui peuvent expliquer la grande différence entre les résultats de cette 

étude et les autres, une concentration aux alentours d’un mM de β-carotène dans le plasma 

pourrait être exagérée et provenir d’une erreur d’écriture.   

Tableau 18 : Etude de l’absorption du β-carotène (BC) apporté par des compléments 

alimentaires 

Etude Données Augmentation de la concentration 

du BC par rapport au témoin 

Levy et al. (1999)  30 mg/jour, 3 semaines 3,3 fois (plasma) 

Wang et al. (1999) 20 mg/jour, 6 mois 0,11 µM, 20 fois (plasma) 

Omenn et al. (1996) 30 mg/jour, 5 ans 3,9 µM, 12 fois (sérum) 

Peram et al. (1996) 30 mg/jour, 3 mois 4,02 ± 0,45 µM 17 fois (sérum) 

Iftikhar et al. (1996) 30 mg/jour 2,9 – 5,8 µM (sérum) 

Tamai et al. (1995) 60 mg/jour, de 1 à 11 

mois 

1,5 mM, 4 fois (BC synthèse, plasma)  

0,9 mM, 2,4 fois (BC naturel, plasma) 

 

* Bio-activité du β-carotène : 

Comme nous le savons, le β-carotène présente une forte propriété antioxydante qui a 

beaucoup été étudiée depuis longtemps. Par le même mécanisme que le lycopène, le β-

carotène peut réagir contre les radicaux libres oxydatifs présents dans les milieux 

chimiques et biologiques comme les milieux cellulaires (Tsuchihashi et al., 1995). Cette 

propriété du β-carotène a été montrée dans les études in vitro et in vivo par des résultats 

différents. A une concentration comprise entre 0,001 et 0,01 %, le β-carotène présente une 

activité « scavenger » de radicaux DPPH et d’anions superoxydé (Gupta et al., 2013). 
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D’autre part, une alimentation complémentaire en β-carotène peut empêcher les dommages 

causés au foie par le stress oxydatif de l’alcool chez les souris et inhiber l’apoptose des 

cellules du foie (Lin et al., 2009; Peng et al., 2013). Le β-carotène participe à la protection 

de la peau des souris imberbes contre le stress dermatologique causé par l’ozone 

(trioxygène) (Valacchi et al., 2009) et également à la diminution du glucose dans le sérum 

des souris glycémie-diabétiques (Abdul-Hamid et al., 2014). Pourtant, in vitro et in vivo, 

l’équilibre entre les propriétés anti-carcinogènes et pro-cancéreuses du β-carotène est très 

délicat et doit être encore étudié plus avant (Kleinjans et al., 2004). En effet, le β-carotène 

solubilisé dans le solvant THF s’est montré toxique pour les cellules cancéreuses du côlon 

humain mais n’est pas cytotoxique quand il se trouve dans le sérum humain (Peram et al., 

1996). Dans certaines conditions non-physiologiques telles qu’à haute pression d’oxygène 

et à concentration très élevée, le β-carotène a un effet prooxydant (Burton et al., 1984; 

Krinsky 1993). La complémentation en β-carotène en vue de réduire le stress cancéreux ou 

de maladies cardiaques n’a pas été efficace dans certaines populations (Omenn et al., 1996; 

Baker et al., 1999; Wang et al., 1999; Almeida et al., 2013). L’effet inattendu ou négatif du 

β-carotène dans ces dernières études pourrait être lié à la surdose de β-carotène qui peut 

provoquer un effet antagoniste de son métabolisme excentrique par les β-apo-caroténoïdes 

(Sommerburg et al., 2003; Eroglu et al., 2012). Le mélange de plusieurs produits différents 

de coupure du β-carotène, tels que certains apo-caroténals, le β-cyclocitral, la β-ionone, le 

5,6-époxyde de β-ionone et le dihydroactinidiolide, pourrait être génotoxique car ces 

produits pourraient provoquer une aberration chromosomique (Alija et al., 2004).  

3.4.1.2  Isomérisation thermique du β-carotène  

Par rapport au lycopène, le β-carotène est moins sensible à la température. La qualité 

du β-carotène n’est presque pas changée à température inférieure à 60°C. Le traitement 

thermique du β-carotène all-trans à température comprise entre 80 et 100°C provoque les 

13-cis- et 15-cis-isomérisations du β-carotène (Kuki et al., 1991; von Doering et al., 1995) 

alors que le 9-cis-isomère est le produit principal obtenu au cours d’un traitement à plus de 

100°C (von Doering et al., 1995). Dans les tissus végétaux, le β-carotène présente une 

stabilité thermique plus élevée que dans l’hexane. La pasteurisation du jus de carotte brut à 

100°C ne cause pas de trans-cis-isomérisation significative du β-carotène et sa stérilisation 

à 80°C pendant 60 minutes fait apparaître un seul isomère du β-carotène, le 13-cis (Chen et 

al., 1995). Cette isomérisation du β-carotène peut causer un changement de sa 

biodisponibilité et de sa capacité antioxydante. Les cis-isomères peuvent présenter une 
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solubilité plus élevée que l’all-trans (Failla et al., 2008) et de plus, ils pourraient devenir 

plus bioactifs. En effet, in vitro, le 9-cis présente une capacité antioxydante plus élevée que 

le β-carotène all-trans dans la protection du linoléate de méthyle contre l’oxydation (Levin 

et al., 1994). Pourtant, dans une autre étude sur l’alimentation par dose orale (environ 387 

nmol) de chaque isomère du β-carotène, il apparaît que le β-carotène all-trans est plus 

biodisponible que le 9-cis ou le 13-cis et qu’il est mieux absorbé, transporté dans les tissus 

que les deux autres isomères (Deming et al., 2002). D’autre part, la propriété antioxydante 

du β-carotène est aussi dépendante de son origine naturelle ou de synthèse. Le β-carotène 

synthétique est deux fois plus efficace que le β-carotène de Dunaliella, une algue riche en 

β-carotène (all-trans et 9-cis), en ce qui concerne l’inhibition de la susceptibilité des 

lipoprotéines à la peroxydation (Lavy et al., 1993). Cela démontre également que le β-

carotène all-trans est plus efficace que le mélange des β-carotène all-trans et 9-cis. Au 

contraire, chez les souris, la poudre de β-carotène extraite de Dunaliella bardawil (42 % 

d’all-trans et 43 % de 9-cis) inhibe mieux le stress oxydatif causé par l’alcool que le β-

carotène de synthèse (97 % d’all-trans) (Werman et al., 1999). 

 

En conclusion, malgré une grande capacité antioxydante, le β-carotène ne présente 

pas la même réaction sur des types de stress oxydant différents. On peut aussi affirmer que 

la propriété antioxydante du β-carotène dépend de son origine et de ses isomères, qui 

peuvent présenter une biodisponibilité différente. Toutefois, pour expliquer certains 

résultats contradictoires, des études nouvelles sur le β-carotène sont nécessaires. Parmi les 

marqueurs de la propriété antioxydante des caroténoïdes, le plasma sanguin où se trouvent 

les caroténoïdes après absorption sera un bon choix pour une étude in vitro de l’activité du 

β-carotène sur les cellules vivantes. Dans la suite de notre travail, les β-carotènes de 

différentes origines et leurs isomères engendrés par traitement thermique seront testés sur 

les cellules sanguines. Le β-carotène de synthèse Sigma est utilisé comme le standard pour 

l’étude (données en Annexe). 
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3.4.2  Effet du β-carotène sur la résistance des cellules sanguines à l’hémolyse 

Le potentiel antioxydant du β-carotène a été largement étudié in vitro et in vivo. 

Pourtant, plusieurs résultats opposés ont été présentés, surtout dans les essais cliniques du 

β-carotène supplémentaire sur l’incidence et la mortalité des maladies cancéreuses et 

cardiovasculaires. Les propriétés antioxydantes et prooxydantes du β-carotène restent 

partiellement obscures avec les effets de sa concentration, son isomérisation et la présence 

de ses produits de dégradation. Ces deux derniers facteurs sont liés à la qualité du β-

carotène, ce qui dépend de leurs procédés d’extraction, de transformation et de stockage 

dans lesquels le traitement thermique est souvent présent. Les sources et les procédés 

différents du β-carotène peuvent donner des qualités différentes qui sont ensuite liées à sa 

propriété antioxydante.  

Les cellules sanguines qui transportent l’oxygène dans le plasma jusqu’aux organites 

cellulaires sont riches en acides gras polyinsaturées situés dans la bicouche 

phospholipidique. Elles possèdent une forte concentration de facteurs d’oxydation comme 

l’oxygène moléculaire et l’ion ferrique qui est un constituent de l’oxyhémoglobine. C’est 

pourquoi l’investigation de l’effet antioxydant du β-carotène dans le plasma sur les cellules 

sanguines in vitro peut générer des données représentatives sur son effet in vivo.  

Dans cette étude, le contrôle de la qualité du β-carotène durant le traitement 

thermique et l’évaluation de ses capacités antioxydantes sur les cellules sanguines 

permettent d’établir les explications sur les effets opposés de ce pigment. De plus, le β-

carotène extrait de l’arille de gac (BCG) a été comparé avec des β-carotènes d’origines 

différentes, un extrait naturel obtenu de manière conventionnelle (BCC) et un composé 

issu de synthèse chimique (BCS), provenant de l’industrie. Leur stabilité et bioactivité sur 

les cellules sanguines ont été appréciées et analysées en relation avec l’origine et la 

concentration. Durant le traitement thermique à 80°C, seul le β-carotène 15-cis a été 

produit. La présence de ce cis-isomère a augmenté la capacité antioxydante de la solution 

du β-carotène sur les cellules grâce à sa meilleure solubilité. Pourtant, pour un traitement 

plus long, le β-carotène peut être dégradé et transformé en forme oxydante, ce qui est 

détecté dans le BCC. A haute concentration, la présence des produits d’oxydation, surtout 

les caroténoïdes oxydés à longue chaîne, dans le BCC a causé un effet prooxydant sur 

l’hémolyse des cellules sanguines. 

Ces résultats sont présentés dans l’article ci-après soumis au Journal of Functional 

Foods. 



Résultats et discussion 

 

90 
 

Article 3 :  Effect of heat-processing on the antioxidant and prooxidant activity of β-

carotene from natural and synthetic origins on red blood cells 

 

Phan-Thi Hanh, Philippe Durand, Michel Prost, Emmanuelle Prost, Waché Yves
 

 

Titre : Effet du traitement thermique sur l’activité antioxydante et prooxydante du β-

carotène d’origine naturelle ou synthétique sur les cellules sanguines  

Résumé : L’effet du traitement thermique sur la bioactivité des β-carotènes, extrait 

doucement sans assistance thermique de Momordica cochinchinensis (gac) (BCG), extrait 

conventionnellement d’une autre source naturelle (BCC) et de synthèse (BCS), a été 

étudié. Leurs activités antioxydantes ont été évaluées à différentes concentrations par un 

test chimique et par l’hémolyse des cellules rouges sanguines de cheval BH-F, incubés 

avec 2,2′-azobis(2-amidinopropane) hydrochloride. La 15-cis-isomérisation thermique du 

β-carotène, caractérisée par la spectrométrie UV-visible et HPLC-DAD, entraîne une 

augmentation de 2,5 à 4,8 fois de l’effet anti-hémolyse (en % HT50) à 4 µM. Cette 

différence n’a pas été observée dans le test chimique. A la concentration plus élevée, le 

BCC a perdu ses propriétés antioxydantes et même il devient prooxydant à 100 µM. Il se 

pourrait que cet effet soit causé par la présence des produits oxydés à long chaîne du BCC. 

Les résultats ont montré qu’un court traitement thermique améliore la bioactivité du β-

carotène sur les cellules rouges sanguines mais quand il est encore plus chauffé, il devient 

prooxydant. Les procédés d’extraction et de formulation du β-carotène devraient ainsi être 

identifiables avant l’utilisation dans l’aliment fonctionnel.   
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ABSTRACT: 

The effect of heat-treatment on the bioactivity of β-carotenes, softly extracted without 

heat-assistance from Momordica cochinchinensis (BCG), conventionally extracted from 

another natural source (BCC), and synthetic (BCS), was investigated. Their antioxidant 

activities were evaluated at different concentrations by chemical assay and through 

hemolysis of horse red- blood-cell (RBC) BH-F, incubated with 2,2′-azobis(2-

amidinopropane) hydrochloride. The thermal 15-cis-isomerization of β-carotene, 

characterized by UV-Vis spectrometry and DAD-HPLC, resulted in a 2.5- to 4.8-fold 

increase in the anti-hemolytic effect (in %HT50) at 4 µM. This difference was not detected 

in chemical assay. At high concentration, BCC lost its antioxidant properties and even 

became pro-oxidant at 100 µM. This effect might be caused by long-chain oxidized 

products of BCC. Results demonstrated that a short heat-treatment improves the bioactivity 

of β-carotene on RBC but longer treatments make it prooxidant. The extraction and 

formulation processes of β-carotene should thus be identifiable before use as functional 

food. 

 

Keywords: β-carotene, blood cells, bioavailability, isomerization, heat-treatment, 

Momordica cochinchinensis (gac), KRL 
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1. Introduction 

Oxidative stress and free-radical mediated damages are involved in aging and in the 

genesis of many chronic diseases such as cancer, diabetes, cardiovascular and 

inflammatory diseases (Lesgards et al., 2002). They can result directly from nutritional 

behavior, lifestyle and environmental exposure or be caused by the metabolic syndrome 

(Marchetti et al., 2012). In these conditions, increased serum levels of products derived 

from oxidative damage are reported, promoting a proinflammatory state. As nutrition 

science has moved on from the classical concepts of avoiding nutrient deficiencies and 

basic nutritional adequacy to the concept of positive or optimal nutrition, functional foods 

are used nowadays in the prevention and amelioration of several chronic diseases (Khan et 

al., 2013).  

β-Carotene carries desirable health-connected properties, which are related to its 

antioxidant power in inactivating certain reactive oxygen species, such as singlet oxygen 

(Burton et al., 1984). That is why, it is highly demanded in the market as an additive to 

cosmetics and for functional food applications (Weedon 1971; Kuhnen et al., 2009). 

Indeed, β-carotene-dietary supplement products in the market claim to have a function of 

protection against cellular damage, of promotion of immune health and as a vitamin A 

supplement. Moreover, the functional food industry has increased its efforts to produce 

bioactive compounds from natural sources through extraction and purification. In Nature, 

β-carotene is predominately in the all-trans-form found in Momordica cochinchinensis 

(gac) and in many plants and fresh fruits. This fragile substance may be stereo-isomerized 

(Schieber et al., 2005; Phan-Thi et al., 2014) and degraded (Siriamornpun et al., 2012; 

Igual et al., 2013) into non-healthy products because of the high temperature used during 

extraction and handling. Thus, the quality of β-carotene which includes its isomer 

composition, its supramolecular structure and the presence of other compounds contribute 

to its bioavailability and bioefficacy (Cao-Hoang et al., 2011; Cao-Hoang et al., 2011).  

The antioxidant potential of β-carotene has been widely investigated and some 

disappointing results have been reported in clinical trials of supplemental β-carotene on the 

incidence and mortality of cancer and cardiovascular diseases. In these experiences, β-

carotene supplementation was either non-protective (Hennekens et al., 1996) or even 

detrimental to smokers (Omenn et al., 1996). Thus, the antioxidant and pro-oxidant 

properties of β-carotene remain partly obscure. A study about antioxidant roles of 

carotenoids in human lung cells substantiated the hypothesis that the antioxidant or pro-

oxidant activities of β-carotene are dependent on oxygen tension and concentration of β- 
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carotene (Zhang et al., 2001). It has also been suggested that some of the breakdown 

products of β-carotene, rather than β-carotene itself, may be pro-oxidant or 

procarcinogenic in relationship with their concentration (Alija et al., 2004). Besides, there 

are a number of other factors which may influence the bioavailability of carotenoids in 

biological systems such as their physical form (cis or trans configuration) (Böhm et al., 

2001)  and their location or site of action within the membrane cell (Young et al., 2001). 

The cellular antioxidant activity in red blood cells is an interesting in vitro method to 

investigate the bioavailability of plant extracts (Britton 1989). The plasma and blood cells 

which supply molecular oxygen to cellular organelles are rich in polyunsaturated fatty 

acids in the phospholipid bilayer and possess higher concentrations of oxidation factors 

such as molecular oxygen and ferrous ion as constituents of oxyhemoglobin (Nakagawa et 

al., 1996). That is why the investigation of the antioxidant effect of β-carotene on plasma 

and blood cells in vitro is rather representative of the in vivo effect (Durand et al., 2003). 

The present study aims at investigating the effect of the source of β-carotene, which 

includes its way of extraction, on its bioactivity on hemolysis of blood cells. Before 

evaluating bioactivity, we carried out a heat-treatment mimicking the process of 

formulation of the functional food and monitored the isomerization and degradation of β-

carotene. The various carotenes studied, tested at different concentrations, were a β-

carotene softly extracted without heat-assistance from gac, another natural β-carotene 

conventionally extracted and synthetic β-carotene.  

 

2. Materials and Methods 

2.1 Materials 

Synthetic β-carotene (BCS) (purity > 97%) was obtained from Fluka (Sigma–

Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Gac fruit β-carotene softly extracted by solvent 

without heat-assistance was from Natencaps, France (BCG: β-Carotene from Gac) and β-

carotene conventionally extracted from natural raw material was obtained from a Chinese 

retailer (BCC: β-Carotene Conventionally extracted). All β-carotene samples were stored 

at -20 °C before use.  

Fourteen volatile products chosen as potential oxidation products from carotenoids 

(Sommerburg et al., 2003; Carail et al., 2006) were used. β-Cyclocitral (> 90%), natural 

citral (> 95%), theaspirane (mixture of cis and trans, 85%), 6,10-dimethyl-5,9-undecadien-

2-one (dihydropseudoionone, 97%), β-ionone (96%), pseudo ionone (mixture of isomers, ≥ 

90%), nerodiol, 3-methyl-4-(2,6,6-trimethyl-2-cyclohexen-1-yl)-3-buten-2-one (α-iso-
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methylionone, ≥ 85%) and 6-methyl-5-hepten-2-on (methylheptenone, 98%), were 

purchased from SAFC, Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France. Damascenone 

(natural, sol. 5% in ethanol), β-ionone epoxide, geraniol and dihydroactinidiolide were 

kindly furnished by IFF (France) S.A.R.L in Bois-Colombes and Robertet (Grasse, 

France).   

Organic solvents used for dissolving β-carotene and for HPLC analysis including n-

hexane, methyl-tert-butyl-ether (MTBE), acetonitrile and methanol were of HPLC-grade 

from Sigma-Aldrich. 2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonic acid) diammonium 

salt (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid (Trolox) and 

potassium peroxodisulfate were obtained from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, 

France).  

 

2.2 Heating experiments 

Each 2 ml-sample of β-carotene in n-hexane was poured in 14 ml-Pyrex-glass-tubes 

sealed by cap with an organic solvent-resistant joint. A high headspace was available in 

tubes to reduce the pressure developed when n-hexane boils. In this experiment, a 40 mg/l 

β-carotene solution was exposed to 80 °C in a bain-marie during 0, 30, 60, 120, 180 and 

240 min respectively. Heat-treatment experiments were done in the dark and in triplicate.  

 

2.3 UV-visible spectrometry 

Samples were diluted in n-hexane (1:100) for measuring absorbance in an UV-vis 

spectrophotometer Shimadzu, UV-1650 PC (Tokyo, Japan) in the range of 250-550 nm at 

sampling intervals of 1 nm with a medium scan rate. 

Cis-isomers were identified by their absorption λmax lower than those of all-trans-

carotenoids and by the presence of the “cis” peak at the near-UV maximum (around 340 

nm for β-carotene). The location of the cis-double bond was indicated by the %AB/AII, 

which is the ratio of the height of the “cis” peak, designated AB, to that of the middle main 

absorption peak, designated AII. This ratio is an indicator of the intensity of the “cis” peak, 

which is greater as the cis-double bond is closer to the centre of the molecule. 

The spectral fine structure of β-carotene after treatment was characterized by the 

large value of %III/II, which is the ratio of the height of the longest-wavelength absorption 

peak (AIII), designated III, to that of the middle absorption peak (AII), designated II, 

relative to the valley peak between them multiplied by 100. This value can be equal to 0 if 
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the peak AIII is present only as a shoulder (Rodriguez-Amaya 2001; Cao-Hoang et al., 

2011). 

According to the Beer-Lambert law, the absorbance of β-carotene in solution is 

directly proportional to the concentration. The following formula with the extinction 

coefficient of β-carotene E1%
1cm = 2592 at λmax (450 nm) was used to estimate the 

concentration of total β-carotene isomers in solution based on the following calculation: 

total β-carotene content (mg/L) = Abs (450 nm) x dilution / (2592 x 10000)  

 

2.4 DAD-HPLC  

β-Carotene was analyzed using the LaChrom Elite HPLC system (Hitachi High 

Technologies America, Inc., Schaumburg, USA) equipped with the L-2130 pump, an 

automatic injector and the L-2455 diode array detector (DAD). The Acclaim
TM 

C30 

column (C30, 5 µm, 4.6 x 150 mm, Dionex, ThermoScientific) was employed to analyze β-

carotene samples at 10°C according to the guide from supplier. A solvent system of 

MTBE, acetonitrile, methanol (50:15:35, v/v/v) was used as mobile phase. The flow rate 

was of 1.0 ml/min and the detection wavelength was set to 220-600 nm. All samples were 

diluted ten times with n-hexane for injection. Isomers of β-carotene were identified by 

comparison of the separated isomer retention time and spectrum with identification data 

from the column supplier’s guide. All β-carotene isomers had retention time lower than 30 

min. Identification data from the spectrum were those described above (λmax, “cis” peak 

and %AB/AII). The distribution percentage of β-carotene isomers in samples was 

determined from the percentage of the area of the compounds in the total area. 

 

2.5 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC)  

The antioxidant activity of β-carotene solutions was measured 

spectrophotometrically using the TEAC assay. 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid (Trolox) and potassium peroxodisulfate were obtained from Sigma-Aldrich 

(St. Quentin Fallavier, France). All solvents used were of analytical grade.  

The ABTS
•+

 radical cation solution was prepared by mixing 7 mM ABTS and 2.45 

mM potassium persulfate in HPLC grade water. This solution was then stored during 16 h 

in the dark at room temperature before use. An ABTS
•+ 

solution was prepared immediately 

before use by diluting the solution with methanol to an absorbance of 0.7 ± 0.01 at 734 nm. 

Trolox prepared at 1 mg/ml in methanol for stock solution was used as an antioxidant 



Résultats et discussion 

 

96 
 

standard. The reaction was incubated at 30 °C for 6 min. The absorbance was measured at 

734 nm using methanol as blank. The β-carotene stock concentration was prepared at 25 ± 

0.5 mg/L in hexane for testing at about 1.25 mg/L in reaction medium. The test was to 

compare the chemical antioxidant effect of β-carotene with the one of Trolox and giving 

the results in µmol Trolox equivalent (TE). 

 

2.6 Cellular antioxidant activity on red blood cells (RBC) of β-carotene and its 

oxidation products 

Whole horse blood BH-F from BIOMERIEUX
®

 SA, Marcy l’Etoile, France were 

submitted in an isotonic phosphate buffer solution (pH 7.4) to organic free radicals from 

thermal decomposition of a 50 mM solution of 2,2′-azobis(2-amidinopropane) 

hydrochloride (AAPH) (KRL test, SPIRAL, Couternon, France). The capability of 

erythrocytes to resist the free radicals generated from the thermal decomposition of a 

AAPH solution was evaluated at 37 °C for 3 hrs (Durand et al., 2003; Caspar-Bauguil et 

al., 2009) 

The extracellular and intracellular antioxidant defenses contribute to maintain RBC 

membrane integrity and function until cell lysis. The total antioxidant activity of RBC was 

measured by the time required to reach 50% of maximal hemolysis (HT50) of RBC exposed 

to a controlled free radical attack. The cell lysis was recorded using a 96-well microplate 

reader by measuring the optical density decay at 620 nm. Results were expressed as the 

increase rate in RBC’s half-hemolysis time (in %HT50) in comparison with control 

experiment and as the Trolox equivalent to β-carotene or oxidation volatile product 

(µmol/µmol). The measurement of HT50 was very reproducible and was shown to be 

highly representative of the overall defense against free radicals in human and animal 

blood (Lesgards et al., 2002). 

β-Carotene samples were evaporated under nitrogen at ambient temperature (25 °C) 

until dryness and then dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) to make a 1 mg/mL stock 

solution. A sonication at room temperature (< 30 °C) during 10 min was applied to better 

dissolve β-carotene in DMSO. This solution was then dispersed in an isotonic phosphate 

buffer solution pH 7.4 (PBS) to be added into the blood solution at concentrations of 4, 20 

and 100 µM. DMSO dissolved in PBS tampon at a final concentration of 0.44% was used 

for the control experiments. 
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The fourteen volatile products were directly dissolved in ethanol to make 22.5 mM-

stock solutions. Their activity on RBC resistance was tested at concentrations from 10 to 

1000 µM. Ethanol (0.44%) in PBS tampon was used for the control experiments. 

 

 2.7 Data analysis 

All results are given as mean ± standard deviation of at least three experiments. 

Differences between variables were tested for significance by one way ANOVA procedure. 

 

3. Results  

To assess the bioactivity of β-carotene and its degradation products on red blood 

cells, it was first necessary to characterize precisely the modification undergone by 

carotenoid molecules during the heat-treatment. In that goal, several techniques were used 

and results are presented in this part followed by the assessment of the activity on red 

blood cells.  

 

3.1 Spectroscopic characteristics and heat-degradation of β-carotene  

The UV-Vis spectrum was first used to verify the global quality of β-carotene 

sources (Figure 1). Before heating, the main peak wavelength for all β-carotenes was at 

451 nm. In addition, the natural conventionally extracted β-carotene (BCC) exhibited 

initially a minor peak at 425 nm and many other minor shoulders at shorter wavelengths of 

about 400 and 374 nm. After moderate heating at 80 °C, the spectra of all β-carotene 

samples changed with the rise of a cis peak at 340 nm and a 3-nm-blue shift of the maxima 

peak. 

The concentration of total β-carotene of BCG, BCS and BCC during heating was 

estimated spectrophotometrically (Figure 2). At 80 °C, the loss of total β-carotenes of BCG 

and BCS samples was not significant. The total BCC β-carotene content decreased strongly 

from 60 min and lost about 30% after 240 min.  

 

3.2 Kinetics of β-carotene isomerization during heat-treatment 

The heating effect on β-carotene samples was further studied by DAD-HPLC. β-

Carotene isomers were identified according to their spectrometric and chromatographic 

properties (Table 1) in comparison with the guide from the column supplier and with data 

available in the literature (Dan et al., 2008). Two β-carotene isomers, all-trans-β-carotene 

and 15-cis-β-carotene, were identified. All-trans-β-carotene displayed a UV-Vis peak at 
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452 nm as the main peak. The 15-cis isomer absorbed at 339 nm as the cis peak with the 

main peak shifted 6 nm shorter than the one of all-trans-β-carotene. 

Table 2 shows the change in isomer distribution in β-carotene solutions during heat-

treatments according to the DAD-HPLC analyses. Beside all-trans- and 15-cis-β-carotene, 

there was a small amount (%area < 1%) of other non-identified peaks that might be, 

according to their spectral properties, thermal oxidative degradation products of β-carotene 

(called x-carotenoids in this study). 

Before heating, all-trans β-carotene was the major (> 97%) form encountered in all 

three sources. A small amount of 15-cis-β-carotene (0.3-1%) was already present in BCG 

and BCS solutions. X-carotenoids were not found in BCG sample while there was an 

amount of about 1% and 3% of non-identified carotenoids in BCS and BCC, respectively. 

After the heat treatment, only 15-cis-β-carotene was identified as the main cis isomer of β-

carotene solutions. The kinetics of evolution of concentration for all-trans-β-carotene were 

similar for the three sources with a fast decrease rate for the first 30 min (0.57% per min), a 

lower rate of 0.15% per minute for the next 30 min and a stability at 76% of total area for 

the last 120 min heating. The percentage of 15-cis isomers increased accordingly to the all-

trans decrease in BCS and BCG solutions. The percentage of x-carotenoids in BCS 

solution did not change during heating. In contrast for BCC, kinetics suggest that15-cis-β-

carotene, which was formed in the beginning, was transformed at the end into x-

carotenoids.  

 

3.3 β-Carotene isomer activity on ABTS
•+ 

radical cation discoloring 

The evolution kinetic of the antioxidant capacity of β-carotene samples during 

heating on ABTS
•+

 radical cation discoloring is shown in Figure 3. Before heating, the 

antioxidant property of the synthetic β-carotene (BCS) was slightly higher than the one of 

the natural β-carotenes (BCG and BCC) (P > 0.05) with 2.1 ± 0.3 TE (BCS) and 1.7 ± 0.2 

TE (BCG, BCC). During heat-treatment, the BCS solution exhibited unchanged 

antioxidant properties with 2.2 TE while there was a slight increase in antioxidant activity 

of natural β-carotenes (BCG and BCC) to 2.1 ± 0.2 TE (BCG) and 2.2 ± 0.3 TE (BCC). 

However, these increases on the antioxidant activity of β-carotenes were not significant (P 

> 0.05).  
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3.4 β-Carotene activity on red blood cell (RBC) resistance to free radicals 

When absorbed, β-carotene is first encountered in plasma at concentrations that can 

be high especially in supplemented diets although other tissues are targeted (Biesalski et 

al., 2008). In plasma, blood cells are often submitted to many oxidant stresses coming from 

intra- and extra-cellular sources (Machlin et al., 1987). The measurement of half-hemolysis 

(%HT50) was used as it is reproducible and representative of the overall defense against 

free radicals in human and animal blood (Lesgards et al., 2002). Figure 4 shows the 

antioxidant effect of β-carotene at different concentrations and coming from various 

origins through different processes, on the global potential of antiradical defense of blood. 

The results were interpreted in %HT50 and in Trolox equivalent (TE).  

 

3.4.1 Bioactivity of β-carotene as a function of its concentration and origin in 

relationship with heat-induced modification 

The antioxidant activity of β-carotene on RBC depended on its concentration in the 

reaction medium in relationship with its origin. The increase in concentration of β-carotene 

enhanced RBC resistance to free radical up to around a 170% increase in HT50. Once this 

value reached, increasing concentrations had no effect. Indeed, before heating, at a 

concentration of 20 µM, BCG and BCS resulted in a fivefold higher increase in %HT50 

than at 4 µM. For the highest concentration of 100 µM, the increase in HT50 was lower, 

around 127% (BCG) and 101% (BCS). Contrasting with these β-carotene sources, the 

%HT50 of BCC increased less significantly and BCC became pro-oxidant for a 

concentration of 100 µM. 

Furthermore, the difference between the antioxidant behaviors of the three β-

carotene sources was more clear when they were heated. After the heat-treatment, the 

presence of the mixture of β-carotene isomers (identified by HPLC) enhanced the RBC 

resistance to hemolysis (P < 0.05) for preparations from all β-carotene origins (BCG, BCS 

and BCC) at the lowest concentration (4 µM). Heating provoked an increase in HT50 of 

116% (BCG), 115% (BCS) and 134% (BCC) (P > 0.05), which was four-fold higher than 

for unheated carotenes (P < 0.05). At 20 µM, BCG and BCS increased slightly their 

antioxidant activity around the same maximum %HT50 value as before heating, 169% (P < 

0.05) and 144% (P > 0.05), respectively. On the contrary, heated BCC lost significantly its 

antioxidant properties at the concentration of 20 µM (P < 0.05) and caused a hemolytic 

effect on RBC at the highest concentration. These results show that natural β-carotene from 

gac (BCG) and synthetic β-carotene (BCS) exhibited a similar antioxidant activity on 
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blood cells. The natural β-carotene conventionally extracted (BCC) had a pro-oxidant 

property in relationship with its concentration and heat-treatment. 

 

3.4.2 Antioxidant activity of β-carotene in Trolox equivalent (TE) 

Before heating, at 4 µM, the antioxidant activity of one µmol of BCG and BCC 

corresponded to 22.7 ± 1.5 and 17.3 ± 1.1 µmol Trolox, respectively, but it was lower, at 

15.8 ± 1.0 (BCG) and 11.2 ± 0.7 TE (BCC) for 20 µM while the BCS one went up from 

11.8 ± 0.8 to 17.4 ± 1.1 TE when increasing the concentration. At the highest 

concentration, the antioxidant activity of all three sources was not significantly different 

from one TE. Heating, for its part, triggered the activity of β-carotenes to around 60 TE at 

4 µM, decreased it slightly at 20 µM to 16.4 ± 0.2 (BCG), 14.3 ± 7.7 (BCS) and 5.3 ± 1.2 

TE (BCC). Finally, at 100 µM, heating had no effect on the activity which remained 

around one TE. 

 

3.5 Effect of volatile degradation products of β-carotene on RBC 

To explain the contrasting results of β-carotene activity on RBC resistance, the 

antioxidant (or pro-oxidant) properties of its oxidation or degradation products were 

investigated. Fourteen potential volatile products of carotenoid oxidation were tested on 

RBC for their capacity to increase %HT50 as a function of the concentration (10 - 200 µM) 

as shown in Figure 5. Generally, all volatile products tested had a slight antioxidant 

activity that varied between a 2% to a 19% increase in HT50 except damascenone that 

exhibited more than twice as much antioxidant activity (45% increase in HT50). 

 

4. Discussion 

The effect of β-carotene from different sources was studied on blood. In that goal, 

the toxicity of synthetic and natural β-carotenes and of their degradation products was 

assessed through a study of blood cell hemolysis to provide information for potential 

applications of these substances.  

Before testing on biological material, the antioxidant capacity of β-carotene and its 

isomers were evaluated by the TEAC test. This classical test is based on the chemical 

reaction of conversion of the blue ABTS radical cation into its colorless neutral form by 

contact with an antioxidant. For unheated samples, the synthetic β-carotene solution was 

slightly more antioxidant than natural β-carotenes (P < 0.1). During heating, the increase in 

the proportion of 15-cis-isomer in natural samples was correlated with the slight increase 
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in the antioxidant activity of β-carotene preparations. This very low increase in the 

antioxidant activity in presence of cis-isomers does not contradict the results reported by 

Böhm et al. (2001) in which no significant differences in the antioxidant capacity of all-

trans-β-carotene and 15-cis-β-carotene were observed through the discoloring of ABTS 

radical cation. 

Contrasting with the TEAC results, for the evaluation of the antioxidant activity of 

β-carotene on blood cells submitted to a free radical attack, a clear correlation was found 

with the level of isomerization of β-carotene. The observation that, after heating, β-

carotenes enhanced RBC resistance to hemolysis at lower concentration was probably due 

to the increase in the proportion of cis-β-carotenes that would be more bioactive than the 

all-trans-one. However, contrasting results have been published on the antioxidant 

properties of cis-isomers of β-carotene, some reporting a lower antioxidant activity towards 

plasma lipoproteins in vitro (Lavy et al., 1993) and a lower bioavailability in gerbils in 

vivo (Deming et al., 2002) compared to all-trans-β-carotene. Beside the intrinsic reactivity 

of the molecule, the enhancement of the antioxidant property of cis-β-carotene can be 

explained by its greater availability through a better solubility than the all-trans one as 

observed previously with hydro-soluble micelles (Boileau et al., 1999). Indeed, cis-isomers 

have lower melting points than their all-trans counterparts, due to a decrease in their 

crystallization capacity (Schieber et al., 2005). These opposite results could be caused by 

the different accessibility degree of β-carotene, as a lipophilic compound, to oxidant 

generated in hydrophilic or hydrophobic systems (Yeh et al., 2000). The reason why 15-

cis-β-carotene is more antioxidant in biological systems could be related to its greater 

dispersion more than to its enhanced reactivity.  

In the blood cell hemolysis process, reactive oxygen species generated in plasma, 

cell membrane, or intracellular compartments attack erythrocyte membranes, compromise 

cell integrity, and induce oxidation of lipids and proteins (Delmas-Beauvieux et al., 1995; 

Bracci et al., 2002). Additionally, the peroxyl radicals (ROO
•
) generated by the water-

soluble AAPH induce oxidation of polyunsaturated lipids in blood-cell membrane and may 

cause lipid peroxidation (Chen et al., 2009). That is why the location of the antioxidant 

between hydrophilic and hydrophobic phases is important and its localization in cell 

membrane could probably reduce the oxidant effect on cell hemolysis. In presence of 

membranes, β-carotene localizes in the interior of the membrane bilayer or of lipoproteins 

(Zhang et al., 2001). Its size and completely hydrophobic character makes it lie without 

contact with the polar heads of phospholipids mostly parallel with the membrane surface 
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and deep within the hydrophobic core (Cao-Hoang et al., 2010). In this location, it impacts 

on erythrocytes membrane fluidity (Han et al., 2011) and exhibit a protecting effect against 

lipid peroxidation and lipid protein damages (Sarkar et al., 1995). 

In vitro, a few studies have reported the relationship between high doses of 

carotenoids and their pro-oxidant effects under controlled oxygen tension (Young et al., 

2001). Our results (fig 4A) from BH-F blood cells at normal oxygen tension (fewer than 

95% air) showed that, with increasing concentrations, isomer-rich β-carotene preparations 

did not increase the antioxidant activity. At higher concentration, it is likely that β-carotene 

perturbs the membrane structure, the more so as it is poorly soluble, even in plasma 

membranes, and growing concentrations will generate aggregates (Cao-Hoang et al., 2010) 

resulting in a phenomenon of saturation of its activity. Contrasting with β-carotene, Trolox 

is a highly hydro-soluble antioxidant, which traps mostly oxidant compounds in aqueous 

compartments. This explains that β-carotene is far more active than Trolox on RBC but 

their difference in activity decreases when the concentration increases (fig 4B).  

Besides, BCC exhibited pro-oxidant properties at higher concentration. β-Carotene 

itself behaves as a free radicals scavenger but it might promote lipid peroxidation or 

exhibit the formation of free radicals and other reactive oxygen species at high 

concentration (Palozza et al., 2003). Among them, carotenoid oxidation products (typically 

epoxides or apo-carotenals produced via oxidative cleavage) may influence the antioxidant 

(or pro-oxidant) activities of carotenoids in biological systems (Young et al., 2001; Alija et 

al., 2004). That might be a reason why using high-dose-β-carotene supplements do not 

show protective effects against cancer or cardiovascular disease (Paiva et al., 1999). 

Regarding the conventionally extracted β-carotene at the highest concentration, it 

accelerated the hemolysis of blood cells, the more so if it was heat-treated (results not 

shown). The HPLC analyses showed an amount of unidentified carotenoids in the BCC 

sample which increased after heating. They were mostly detected at shorter retention times 

and with spectral maxima at shorter wavelengths around 400 nm by DAD-HPLC (results 

not shown). From these results they are likely to be long-chain oxidized molecules of β-

carotene. The high temperature used during conventional extraction could be responsible 

for the β-carotene oxidation products that continued to be degraded during heating in our 

study, with a significant decrease in the carotene concentration from BCC after heating. 

Beside long-chain oxidized carotenoids, the products of β-carotene degradation are also 

volatile short-chain compounds (Sommerburg et al., 2003; Carail et al., 2006). Our results 

on the bioactivity of the main potential volatile products of carotenoid oxidation 
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demonstrated that they were not the cause of BCC pro-oxidation effect, which could come 

from long-chain oxidized substances. 

In conclusion, our study shows that the antioxidant or pro-oxidant activity of β-

carotene on BH-F blood cells is dependent on its concentration, its source and its 

extraction process which could alter its accessibility to oxidant radicals, its location in cell 

membranes and the presence of long-chain oxidized carotene. During heat-processing, 15-

cis-β-carotene, the best isomer for vitamin A generation (Waché et al., 2003) is produced. 

This isomer exhibits more antioxidant properties than the all-trans one thanks to its greater 

solubility in vitro. However, for longer processing, β-carotene is transformed into oxidant 

forms (for BCC). For functional foods, heat-processing causes a significant effect on the 

stability and bioactivity of β-carotene which were dependent on its origin. The results 

suggest that β-carotene should not be too much heat-processed and that at less than 4 µM it 

has a good antioxidant efficacy on hemolysis resistance. 
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Tables  

Table 1. Identification data for β-carotene isomers separated by DAD-HPLC
a
, compared 

with data from the literature (in parentheses) 

β-Carotene 

isomers 

Retention time 

(min)  

Cis peak λ (nm)  Main peak λ (nm)  %AB/AII
b
 %III/II

c
 

all-trans 22.8 (19.2) -- 452 (451.4) 5 (5) 25 

15-cis 21.0 (16.8) 339 (338.7) 444 (443.8) 43 (41) 6 

a
HPLC mobile phase of MTBE-Acetonitrile-Methanol (50:15:35, v/v/v). C30 column 

(C30, 5 µm, 4.6 x 150 mm, Dionex, ThermoScientific) was employed to separate β-

carotene isomers at 10 °C. 

Corresponds to 
b
cis ratio and 

c
fine structure ratio. 

 

Table 2. Evolution during heating of the area percentage of each β-carotene isomer in total 

area of gac β-carotene (BCG), synthetic β-carotene (BCS) and conventionally extracted β-

carotene (BCC) followed by DAD-HPLC 

β-Carotene 

isomers 

Area percentage in total area of β-carotenes (%) 

Heat-treatment time (min) 

0 30 60 120 180 240 

BCG  
       

     all-trans  99.7 ± 6.1 81.2 ± 1.4 76.4 ± 2.1 75.5 ± 1.7 75.6 ± 3.7 75.6 ± 4.2 

     15-cis  0.3 ± 0.1 18.8 ± 6.3 23.6 ± 5.5 24.5 ± 1.4 24.4 ± 2.1 24.4 ± 2.5 

     x-carotenoids  nd nd nd nd nd nd 

BCS  
      

     all-trans  98.3 ± 4.7 81.2 ± 4.3 77.0 ± 5.1 76.2 ± 11.0 75.8 ± 10.9 76.0 ± 10.5 

     15-cis 1.0 ± 1.1 18.0 ± 5.1 22.2 ± 3.4 23.1 ± 2.5 23.4 ± 2.1 23.0 ± 1.5 

     x-carotenoids 0.7 ± 0.6 0.8 ± 0.5 0.8 ± 0.6 0.7 ± 0.4 0.8 ± 0.6 1.0 ± 0.9 

BCC  
      

     all-trans  96.8 ± 1.3 81.4 ± 0.5 76.5 76.4 ± 2.5 76.9 ± 6.2 76.6 ± 6.0 

     15-cis nd 15.4 ± 4.2 20.3 20.4 ± 4.3 19.4 ± 1.0 16.8 ± 2.7 

     x-carotenoids  3.3 ± 0.6 3.2 ± 0.9 3.1 3.2 ± 1.4 3.6 ± 1.9 6.6  ± 1.3 

nd: non determined 
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Figures 

 

 

Figure 1. UV-Vis absorption spectra of gac β-carotene (BCG), synthetic β-carotene (BCS) 

and conventionally extracted β-carotene (BCC) in hexane in the range of 250-550 nm 

before (♦) and after (■) heating at 80 °C for 240 min. 

 

 

 

Figure 2. Concentration changes of gac β-carotene (BCG) (■ dashed line), synthetic β-

carotene (BCS) (▲ dotted line) and conventionally extracted β-carotene (BCC) (♦ full line) 

as a function of heating time at 80 °C in hexane, calculated with E1%
1cm = 2592 at λmax 450 

nm  (according to the Beer-Lambert law)  
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Figure 3. Total antioxidant activity evolution of gac β-carotene (BCG) (■ dashed line), 

synthetic β-carotene (BCS) (▲ dotted line) and conventionally extracted β-carotene (BCC) 

(♦ full line) on ABTS
•+

 
 
radical cation discoloring as a function of heating time at 80 °C in 

hexane, in Trolox equivalent. The reaction was incubated with β-carotene (1.25 mg/L in 

methanol) in the dark at 30 °C for 6 min 
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Figure 4. Total antioxidant activity evolution of gac β-carotene (BCG) (■ dashed line), 

synthetic β-carotene (BCS) (▲ dotted line) and conventionally extracted β-carotene (BCC) 

(♦ full line) before and after heating at 80 °C for 240 min in hexane on BH-F cell 

resistance as function of their concentration, in comparison with the increase rate of RBC’s 

half-hemolysis time (A0, AThermal) and with Trolox equivalent (B0, BThermal). BH-F cells 

submitted to free radical thermal decomposition of AAPH were incubated with β-carotene 

(4, 20 and 100 µM) in 5% DMSO in PBS tampon at 37 °C for 3 hrs; values: means ± SD 

(n = 5) 
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Figure 5. Antioxidant activity evolution of oxidation products of β-carotene as a function 

of concentration on RBC resistance in comparison with the increase rate of RBC’s half-

hemolysis time. BH-F cells submitted to free radical thermal decomposition of AAPH 

were incubated with volatile products of carotenoid degradation (10-200 µM) in ethanol 

0.44% in PBS tampon at 37 °C for 3 hrs. 
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3.4.3  Huile de palme (CPO) : source naturelle d’isomères de β-carotène 

Connue comme une source de β-carotène naturelle, l’huile de palme a fait l’objet de 

nombreuses études sur l’extraction et la stabilité de ce pigment (Baharin et al., 2001; Latip 

et al., 2001; Fauzi et al., 2011). Le β-carotène de la CPO est extrait avec l’huile de la pulpe 

des fruits du palmier par pression à chaud après plusieurs traitements thermiques pour 

blanchir les fruits et les déstructurer, ce qui constitue des traitements destructifs du β-

carotène. Dans notre étude, nous nous sommes également intéressés à la qualité et à 

l’activité du β-carotène de CPO comme autre exemple de source de β-carotène. 

3.4.3.1  Caractérisation et stabilité du β-carotène de CPO 

La CPO a été diluée directement dans l’hexane pour une analyse spectroscopique. 

La plupart des acides gras saturés (surtout l’acide palmitique) a été éliminée par une 

centrifugation de CPO congelée à -20°C dans l’hexane. Le spectre de la CPO a été 

comparé avec celui du β-carotène de synthèse (93 % de β-carotène all-trans). La figure 29 

montre que l’huile est riche en β-carotène cis, avec deux pics majeurs aux longueurs 

d’onde (λmax) à 445 nm et 472 nm et un pic cis à 335 nm. Par rapport au β-carotène de 

synthèse, le spectre du β-carotène de CPO est décalé vers la gauche de 5 nm. 

L’augmentation de l’absorbance à longueur d’onde de 250 à 300 nm peut être causée par la 

présence d’huile ou d’autres produits oxydés des caroténoïdes (Cao-Hoang et al., 2011).  

 

Figure 29 : Absorbance spectrale du β-carotène de CPO dans l’hexane (en gris) en 

comparaison avec le lycopène all-trans naturel de Sigma-Aldrich (en noir) 

Le spectre global ci-dessus présente un mélange de plusieurs cis-isomères du β-

carotène avec certains autres caroténoïdes de CPO. Son analyse HPLC-DAD avec le même 

protocole décrit dans l’article 3.4.2 nous permet de les identifier. Nous avons trouvé dans 
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la CPO une majorité de β-carotène all-trans, une présence importante d’α-carotène all-

trans, 3 autres isomères du β-carotène (9-cis, 13-cis et 15-cis) et une petite quantité de 

caroténoïdes non identifiés (appelé X) (tableau 19 et figure 30).  

Tableau 19 : Données d’identification des isomères des caroténoïdes de CPO, analysés par 

HPLC-DAD
a 

Isomères 
Temps de 

rétention (min)  
Longueur d’onde (nm)

 

% AB/AII % III/II 

β-Carotène all-trans 22.81 

 

(425) 452 478 

 

25 

β-Carotène 9-cis 23.05 340 

 

448 474 11 21 

β-Carotène 13-cis 20.25 332 

 

438 464 18 39 

β-Carotène 15-cis 21.03 339 

 

444 470 43 6 

α-Carotène all-trans 21.85 

 

423 446 473 

 

55 

a 
Phase mobile d’HPLC : MTBE-ACN-MeOH (50:15:35, v/v/v) 

Pour étudier la stabilité du β-carotène de CPO, un traitement thermique à 80°C 

pendant 240 min a été réalisé. Un volume de 6 mL de CPO diluée dans l’hexane pour une 

concentration d’environ de 40 mg/L de β-carotène a été chauffé dans des tubes en Pyrex de 

14 mL avec des bouchons résistants au solvant. La figure 30 nous montre la répartition des 

isomères du β-carotène et des autres caroténoïdes de CPO après différentes durées de 

traitement. Après 240 min de chauffage, il y avait une diminution de 10 % de β-carotène 

all-trans et de 13 % d’α-carotène all-trans de la CPO. Le pourcentage de β-carotène 15-cis 

a légèrement augmenté pendant que le 9-cis et le 13-cis ont légèrement diminué après 

traitement thermique. Par ailleurs, la proportion de caroténoïdes X a fortement augmenté 

de 5 % au départ à 14 % après 240 min de traitement. Nous supposons qu’une partie des 

caroténoïdes X est constituée de cis-isomères d’α-carotène que l’on n’a pas encore 

identifiés car il y avait une perte d’α-carotène all-trans pendant le chauffage. Une autre 

possibilité est que le β-carotène all-trans ait été cis-isomérisé et les cis-isomères du β-

carotène existants auraient été dégradés en produits oxydés non identifiés.  
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Figure 30 : Evolution de la composition en cis-isomères des caroténoïdes de CPO durant 

le traitement thermique à 80°C (0-240 min), dans l’hexane 

3.4.3.2  Activité antioxydante du β-carotène de CPO 

Les propriétés antioxydantes des solutions de β-carotène de CPO avant et après le 

traitement thermique ont ensuite été appréciées. La concentration testée a été calculée 

d’après le β-carotène sans prendre en compte la présence d’autres caroténoïdes. Les 

résultats du test TEAC sont présentés en µmole Trolox équivalents à une µmole de β-

carotène. La figure 31 montre l’évaluation des propriétés antioxydantes du β-carotène de 

CPO en fonction des durées de chauffage. Les résultats obtenus montrent que le traitement 

thermique n’a pas changé l’activité antioxydante de ces solutions qui varie entre 3 et 3,5 

TE. Par rapport au β-carotène de synthèse, cette dernière valeur est plus élevée d’une 

µmole TE. Comme expliqué plus haut (du tableau 19), le β-carotène de la CPO est 

mélangé avec de l’α-carotène all-trans qui peut être plus antioxydant que le β-carotène 

(Böhm et al., 2001). De plus, la CPO est extraite de fruits de palmes qui sont riches en 

vitamine E (Goh et al., 1985). La présence d’un autre antioxydant comme la vitamine E 

peut augmenter la capacité antioxydante totale de la solution des caroténoïdes. 
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Figure 31 : Evolution de l’activité antioxydante du β-carotène de CPO durant le traitement 

thermique à 80°C (0-240 min) dans l’hexane, par le test TEAC 

L’impact antioxydant du β-carotène de CPO sur les cellules sanguines a également 

été étudié aux concentrations de 4, 20 et 100 µM. L’hexane a été évaporé sous un flux 

d’azote à 25°C pour récupérer l’huile réduite des acides gras saturés et riche en β-carotène. 

Les autres étapes de la préparation de la solution ont été suivies comme écrit dans l’article 

3.4.2. La figure 32 illustre l’activité de CPO sur l’hémolyse du sang par les valeurs 

d’absorbance. On n’y trouve aucune évolution de la capacité antioxydante des caroténoïdes 

de l’huile en fonction du chauffage. En revanche, par rapport à l’hémolyse du sang témoin 

qui se déroule après 60 à 80 min, la présence de cette source de β-carotène provoque une 

hémolyse immédiate. Cela signifie que la présence de CPO a présenté un effet toxique sur 

les cellules sanguines. Il est probable que la toxicité provienne des lipides peroxydés de 

CPO ou des produits oxydés de caroténoïdes non identifiés. Les concentrations évaluées 

dans ce test biologique sont beaucoup plus élevées que celle du test chimique précédent, en 

conséquence la concentration des substances oxydantes, provenant de la dégradation de 

l’huile ou des caroténoïdes, est également augmentée. En outre, l’effet négatif de CPO peut 

provenir de sa forte activité antioxydante qui a été prouvée dans le test TEAC. Dans ce cas, 

les antioxydants à forte puissance pourraient également devenir prooxydants à haute 

concentration, d’après l’étude sur le lycopène dans la partie 3.3.3. 
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Figure 32 : Illustration de la cinétique d’hémolyse par la mesure d’absorbance du sang 

avec CPO (en noir) en comparaison avec le sang témoin (en gris) (*temps de latence : 

temps avant le début de l’hémolyse) 

3.4.4   Conclusion 

L’objectif de cette dernière partie était de comparer la qualité, la stabilité et la 

bioactivité du β-carotène pur, extrait de l’arille de gac avec les autres sources naturelles et 

de synthèse. Les résultats permettent d’établir que notre β-carotène (BCG) présente les 

propriétés similaires au β-carotène commercial de synthèse (BCS). On peut en tirer la 

conclusion que le BCG est pur et de qualité all-trans-isomère. En outre, l’origine du β-

carotène, concernant sa source naturelle ou de synthèse, son procédé d’extraction et sa 

pureté, peut déterminer sa stabilité et bioactivité.  

Pendant le traitement thermique, la 15-cis-isomérisation a été le changement 

principal chez les β-carotènes. Par ailleurs, une dégradation significative a été observée 

chez le β-carotène extrait conventionnellement (BCC), ce fait est le signe de l’apparition de 

produits oxydants qui pourraient provoquer l’activité prooxydante de cette dernière source 

sur l’hémolyse du sang. De la même façon, le β-carotène de l’huile de palme ne présente 

aucune activité de protection des cellules sanguines contre les radicaux libres. La 

concentration du β-carotène est un facteur important pour qu’il montre ses propriétés 

antioxydantes. A plus de 4 µM, la capacité antioxydante du β-carotène peut être perturbée. 
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DISCUSSION GENERALE 

Dans cette étude, le lycopène et le β-carotène de l’arille de gac, extraits et 

fractionnés par notre nouveau procédé, ont été étudiés vis-à-vis de leur stabilité, leur 

capacité antioxydante et leur bioactivité. Ces analyses permettent de comprendre les 

propriétés chimiques et biologiques de chaque caroténoïde concerné. Les résultats obtenus 

sont intéressants pour une discussion sur les implications technologiques et nutritionnelles 

de l’extraction et des procédés utilisés. 

Les stéréo-mutations du lycopène et du β-carotène ont été observées lors du 

traitement thermique dans l’hexane. Le choix des températures appliquées dépend de la 

stabilité de chaque caroténoïde. L’isomérisation du β-carotène n’est pas observée à 50°C, 

le β-carotène est en effet plus stable que le lycopène. A ces températures, les caroténoïdes 

extraits de gac ne sont pas encore dégradés.  

Lors de l’isomérisation, les caroténoïdes symétriques (comme le lycopène et le β-

carotène) donnent des 15-, 13- et 9-mono-cis-isomères dont l’ordre d’apparition dépend de 

la stabilité des doubles liaisons carbones. L’effet thermique commence normalement à 

attaquer les doubles liaisons impliquant les plus petits obstacles stériques, par exemple les 

doubles liaisons entre les carbones primaires portant des atomes d’hydrogène (Weedon 

1971). La figure 33 montre qu’au niveau du carbone C15 des caroténoïdes étudiés, la 

double liaison possède quatre hydrogènes adjacents qui font moins obstacle à 

l’isomérisation que la présence d’un groupe méthyle. C’est pourquoi le 15-cis-isomère est 

le premier isomère identifié pendant la stéréo-mutation thermique du lycopène et du β-

carotène. Pourtant, le 15-cis-caroténoïde atteint rapidement une proportion stable dans le 

mélange pendant le traitement. Cette valeur à l’équilibre des isomères du mélange dépend 

de la sensibilité des caroténoïdes à la température et de la durée du traitement. Pour le 

lycopène, le pourcentage du 15-cis-isomère ne dépasse pas 1 % à 50°C et 2 % à 80°C 

tandis que celui du β-carotène 15-cis se stabilise à 24 % du mélange après 60 min de 

chauffage à 80°C. Après l’équilibre du premier isomère (15-cis), le site d’isomérisation 

s’éloigne excentriquement vers les doubles liaisons (13- et 9-cis) entourées par un plus 

grand nombre d’obstacles stériques que celle du carbone C-15. Ce phénomène a bien été 

observé pendant l’isomérisation du lycopène dans cette étude. Le lycopène 13-cis qui 

apparaît à partir du traitement à 50°C atteint progressivement son pourcentage stable dans 

le mélange après 240 min. Ce processus se déroule plus rapidement à 80°C et cet isomère 

représente 22 % du mélange, pourcentage d’équilibre, après 60 min. Après la stabilisation 
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de la quantité de 13-cis-isomère dans le mélange, la chaleur fait ensuite apparaître le 9-cis-

isomère. Pendant les traitements thermiques appliqués dans le cadre de notre étude, les 

caroténoïdes all-trans restent toujours les stéréo-isomères prédominants du mélange. 

L’isomérisation du β-carotène s’arrête à l’apparition du 15-cis-isomère tandis que le 

chauffage provoque progressivement une 15-, 13- et 9-cis-isomérisation du lycopène.  

Cependant, la plupart des cis-isomères des caroténoïdes présentent une labilité 

thermique. La stabilité thermique des cis-isomères dépend de leur conformation stérique 

qui peut être caractérisées par la barrière de rotation des groupes intervenant dans la double 

liaison (Guo et al., 2008). En se basant sur celle-ci, l’interaction entre les groupes –CH3 et 

–H rend les 7- et 11-cis-isomères plus facilement déstabilisés que les autres isomères 

(Chasse et al., 2001). D’après cette dernière étude, leur énergie relative calculée est en effet 

la plus élevée des isomères du lycopène. Sur le squelette de carbone du lycopène all-trans, 

acyclique et symétrique, les 7- et 11-cis-isomères devraient être les premiers produits de 

l’isomérisation, toutefois ils n’ont pas été identifiés dans notre étude.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Description du chemin de l’isomérisation des caroténoïdes symétriques en 

relation avec la conformation et la stabilité thermodynamique de leurs stéréo-isomères 

(adapté de Chasse et al. (2001)) 

Par ailleurs, la structure chimique des caroténoïdes présente une relation avec leurs 

propriétés antioxydantes. La comparaison entre le lycopène et le β-carotène montre qu’ils 
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extrémités. Le β-carotène, de structure bi-cyclique, est moins antioxydant que le lycopène 

à cause des obstacles stériques situés aux deux bouts de sa chaîne. L’interaction de co-

planéité entre le groupe méthyle au niveau du carbone C-5 du cycle et l’atome d’hydrogène 

se trouvant à C-8 de la chaîne du β-carotène fait tourner les deux cycles à l’extrémité, y 

compris les doubles liaisons C-5,6 et C-5’,6’, de sorte qu’ils se retrouvent hors du plan de 

la chaîne. C’est pourquoi la contribution des doubles liaisons cycliques à la capacité 

antioxydante du β-carotène devient moins efficace (Miller et al., 1996). La différence de 

l’activité antioxydante de deux caroténoïdes extraits de l’arille de gac a aussi été 

démontrée dans notre étude par deux tests, chimique et biologique. Les résultats montrent 

que le lycopène possède une capacité antioxydante 1,4 fois (test TEAC) et 3 fois (test 

KRL) plus forte que celle du β-carotène.  

Dans le test TEAC, la réaction antioxydante est simplement un transfert d’électron 

des caroténoïdes vers les radicaux cationiques ABTS
•+

 dans le méthanol pour neutraliser 

ces radicaux libres en ABTS (1). 

ABTS
•+

 + CAR → ABTS + CAR
•+ 

(1) 

Cependant, en présence du composé d’azote AAPH dans les cellules sanguines, 

l’effet antioxydant des caroténoïdes est la neutralisation des substances radicalaires dû à 

l’attaque des radicaux peroxyles (ROO
•
), produits de la décomposition thermique 

d’AAPH, sur le substrat biologique. Comme l’AAPH est un initiateur aqueux des radicaux, 

la collision des antioxydants hydrophobes, comme les caroténoïdes, avec cette source est 

faible. C’est pourquoi dans le plasma, l’inhibition de l’effet des radicaux libres des 

caroténoïdes ne peut se passer que dans les lieux hydrophobes du système biologique, en 

suivant les étape suivants (R2N2 : composé d’azote, AAPH ; LH : substrat biologique, ex : 

lipide insaturé ; CAR : caroténoïde) (Huang et al., 2005). 

Décomposition thermique : R2N2 → 2R
• 
+ N2

 
(2) 

R
•
 + O2 → ROO

•
 (3) 

Initiation : ROO
• 
+ LH → ROOH + L

•
 (4) 

Propagation :  L
• 
+ O2 → LOO

•
 (5) 

Inhibition (transfert d’atome d’hydrogène) : LOO
• 
+ CAR → LOOH + CAR

• 
 (6) 

Finalisation :  CAR
•
 + LOO

•
 → produits non-radicalaires (7) 

LOO
• 
+ LOO

• 
→ produits non-radicalaires (8) 

Dans des conditions réactionnelles différentes, les caroténoïdes réagissent 

différemment. Il est probable qu’ils soient plus actifs dans l’inhibition des radicaux 

peroxyles, par le transfert d’atome d’hydrogène, que dans la neutralisation des radicaux 
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cationiques ABTS
•+

. La différence d’activité des caroténoïdes avec les radicaux libres 

produits dans deux milieux différents est plus clairement démontrée lors de l’isomérisation 

thermique. Comme les cis-isomères des caroténoïdes sont plus courts que les structures all-

trans, ils deviennent plus solubles et plus actifs que les all-trans. Dans le milieu solvant 

organique, les caroténoïdes sont solubles et sont donc toujours accessibles aux radicaux 

libres. Ainsi, le changement de la proportion entre all-trans et cis-isomères ne présente pas 

une différence significative sur la solubilité et l’activité globale des caroténoïdes. Par 

contre, l’augmentation des cis-isomères dans le milieu biologique, où les all-trans isomères 

se trouvent plutôt en cristaux, améliore nettement le contact des caroténoïdes avec les 

oxydants. C’est pourquoi après traitement thermique, le mélange des isomères des 

caroténoïdes devient significativement plus antioxydant pendant la protection des cellules 

sanguines. Cette différence n’est pas clairement détectée dans le test TEAC sauf lors de 

l’apparition du lycopène 9-cis. Dans ce dernier cas, le 9-cis-isomère est significativement 

plus soluble et plus actif que les autres isomères du lycopène.  

Dans le milieu biologique, l’activité antioxydante des caroténoïdes dépend de 

plusieurs facteurs provenant de la composition du milieu. Le sang est composé de cellules 

sanguines en suspension dans le plasma. Le rôle des globules rouges, est d'assurer le 

transport de l'oxygène et du gaz carbonique entre les alvéoles pulmonaires et les tissus, par 

conséquent ils sont une source d’oxydants complexes provoqués par l’oxygène et par son 

métabolisme. La bioactivité des caroténoïdes pour la protection des globules rouges contre 

l’hémolyse dépend de leur accessibilité aux sources différentes d’oxydants cellulaires. Nos 

résultats montrent que les caroténoïdes extraits de l’arille de gac ont augmenté le temps de 

vie des cellules sanguines à basse concentration, mais cette bioactivité ne croît pas lors de 

l’augmentation de leur concentration et peut diminuer au point de devenir prooxydante 

pour des caroténoïdes naturels provenant d’une autre source. Ces observations restent sans 

explication précise car l’interaction entre les antioxydants cellulaires, les oxydants et les 

antioxydants ajoutés n’est pas encore bien caractérisée. 

D’une part, les caroténoïdes neutralisent une partie des radicaux des substrats 

biologiques provoqués par la présence des radicaux oxydant dans le milieu extérieur des 

cellules. D’autre part, comme les caroténoïdes sont hydrophobes, ils migrent dans la 

membrane plasmique des cellules par voie passive. Ils se localisent ensuite au milieu des 

groupes d’acyle de la bicouche de phospholipide ou proche des lipoprotéines (Cao-Hoang 

et al., 2010). La structure membranaire des cellules sanguines est naturellement protégée 

par plusieurs antioxydants cellulaires telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase 
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(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ce système antioxydant protège les cellules 

contre l’attaque des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) comme l’anion superoxyde (
-•
O2), 

le peroxyde d’hydrogène (H2O2) à l’extérieur et à l’intérieur de la membrane. La présence 

de caroténoïdes au milieu de la membrane assure l’inhibition de la formation des 

hydroperoxydes des phosphatidylcholines (PCOOH) et des hydroperoxydes de 

phosphatidylethanolamine (PEOOH) de la bicouche membranaire (Nakagawa et al., 1996). 

 

 

 

Figure 34 : Localisation des caroténoïdes dans la bicouche de phospholipides et système 

antioxydant et oxydant au niveau de la membrane polaire et apolaire 

Comme illustré figure 34, la membrane cellulaire se compose particulièrement des 

cholestérols qui contribuent à sa stabilité et au maintien de sa structure en s’intercalant 

entre les phospholipides. En effet, ils régulent la fluidité membranaire et donc diminuent la 

perméabilité membranaire aux molécules hydrosolubles. Les caroténoïdes se trouvent 

perpendiculaires aux chaînes hydrophobes des phospholipides et des cholestérols. A forte 

concentration, les caroténoïdes se rassemblent et cristallisent, par conséquent, ils 

provoquent  une perturbation de la fonction de la membrane. Dans ce cas, la membrane 

perd sa fluidité naturelle et devient plus perméable aux ROS aqueux (Lowe et al., 1999). 
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Au niveau de la membrane, malgré une forte concentration, les caroténoïdes agrégés ne 

peuvent pas réagir rapidement avec tous les radicaux libres en présence. Leur agrégation 

peut également expliquer le plateau d’activité antioxydante du β-carotène de l’extrait de 

gac sur les cellules sanguines à haute concentration dans cette étude. C’est pourquoi, les 

radicaux peroxyles très réactifs exercent leur effet sur la peroxydation des acides gras 

polyinsaturés en traversant la membrane phospholipidiques (Chen et al., 2009). La 

formation élevée de peroxydes cytotoxiques produit, en chaîne, les nouveaux radicaux 

libres qui vont entraîner les phénomènes inflammatoires et la mort cellulaire (Kennedy et 

al., 1992). 

Par ailleurs, l’augmentation de la fluidité membranaire favorise le transport 

d’oxygène à la membrane (Buchwald et al., 2000). Dans le sang, la pression partielle 

d’oxygène (pO2)  lors de la saturation dans les globules rouges est d’environ 160 mmHg 

(Buchwald et al., 2000). L’augmentation de la concentration d’oxygène accélérerait la 

vitesse de peroxydation des lipides causée par les radicaux peroxyles et provoquerait 

l’auto-oxydation des caroténoïdes (Kennedy et al., 1992; Jóźwik et al., 1997). En effet, les 

caroténoïdes sont antioxydants quand il y a la formation de produits d’oxydation capables 

de piéger les ROS, alors qu’ils deviennent prooxydants à cause de leurs radicaux peroxyles 

formés à la haute pO2 (figure 35).  
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Figure 35 : Localisation des caroténoïdes dans la bicouche de phospholipides et système 

antioxydant et oxydant au niveau de la membrane polaire et apolaire (Kennedy et al., 1992) 

De toutes ces réactions, les radicaux libres se multiplient rapidement dans la 

membrane plasmique des cellules sanguines. Leur attaque se propageant sur des 

phospholipides par la peroxydation entraîne une destruction de la structure de la membrane 

cellulaire. De la même façon, les caroténoïdes extraits de l’arille de gac présentent un effet 

antioxydant fort à basse concentration mais deviennent prooxydants lors de l’augmentation 

de concentration. Ces résultats correspondent aux études de Susan et al. (1997). D’ailleurs, 

plus les caroténoïdes sont sensibles aux radicaux libres, plus ils réagissent rapidement et 

deviennent prooxydants à forte concentration. 

Dans notre étude, la bioactivité de plusieurs sources de caroténoïdes a été étudiée. 

Le lycopène extrait de l’arille de gac est plus antioxydant que le β-carotène extrait de la 

même source. Il peut protéger mieux les cellules sanguines résistantes à l’hémolyse que le 

β-carotène même à une plus basse concentration. Cependant, il devient plus facilement 

prooxydant lors de l’augmentation de concentration, surtout avec la présence du lycopène 

9-cis produit par le traitement thermique et qui est l’isomère le plus antioxydant. La 

comparaison de l’activité antioxydante des β-carotènes provenant de différentes sources 

montre également que la qualité des caroténoïdes est un facteur important pour leur 
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bioactivité. Les β-carotènes de pureté différente ne manifestent pas de la même façon la 

capacité de décoloration de l’ABTS
•+

 et l’activité antioxydante sur les globules rouges 

(figure 36).  

 

Figure 36 : Comparaison de la capacité antioxydante (losanges) et la bioactivité 

antioxydante (histogrammes) du lycopène et des β-carotènes de différentes sources, sans 

traitement thermique. BCG : β-carotène naturel extrait de l’arille de gac, BCC : β-carotène 

naturel extrait conventionnellement, BCS : β-carotène de synthèse et CPO : β-carotène 

dans l’huile de palme. 

Dans le test chimique, la CPO est la plus antioxydante probablement grâce à la 

présence d’un autre composé comme l’α-carotène qui est plus antioxydant que le β-

carotène.  Par contre, elle devient toxique pour les cellules sanguines même à faible 

concentration. Il apparaît que le procédé d’extraction de la CPO a provoqué l’oxydation 

des lipides dont les produits comme l’hexanal, le 2,4-décadiénal, le propanal sont 

prooxydants (El-Magoli et al., 1980; Aubourg 2001).  

Lors de la comparaison des autres β-carotènes, le synthétique BCS est plus 

antioxydant que les naturels BCG et BCC par le test TEAC, mais il devient moins bioactif 

que les naturels à basse concentration (4 µM) dans le système biologique. Pourtant, ces 

différences ne sont pas significatives. A la concentration plus élevée, le BCG et le BCS 

possèdent la même bioactivité tandis que le BCC, dans lequel les caroténoïdes oxydés à 

longue chaîne ont été détectés, devient prooxydant. Le procédé d’extraction conventionnel 

qui comprend un fort traitement thermique ou oxydant est défavorable pour la qualité et 

l’activité antioxydante du β-carotène extrait. 
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Ainsi, les différences de bioactivité des caroténoïdes dépendent de leur qualité, qui 

est liée à leur source, à leur procédé d’extraction et à la présence d’autres composés dans le 

mélange. Ces observations sont intéressantes pour les implications techniques et 

nutritionnelles concernant l’extraction et l’utilisation des caroténoïdes. Le traitement 

thermique est souvent appliqué pour déstructurer les tissus végétaux et augmenter le 

rendement d’extraction des composés naturels. Pourtant, il donne également un double 

effet sur la bioactivité des composés sensibles comme les caroténoïdes : (i) La trans-cis-

isomérisation permet une augmentation de la solubilité, de l’absorption et de la bioactivité 

des caroténoïdes ; (ii) Leur dégradation en produits oxydés à courte ou à longue chaîne fait 

perdre leur propriété antioxydante, voire les rend prooxydants. Le contrôle de ce traitement 

permet d’éviter la deuxième face nuisible sur les caroténoïdes. 

Au niveau de la formulation et de l’utilisation des caroténoïdes all-trans, un léger 

traitement thermique qui provoque une isomérisation peut faciliter leur dispersion dans le 

milieu aqueux et aussi leur absorption pendant l’alimentation. En effet, les cis-isomères de 

caroténoides qui se trouvent dans plusieurs produits alimentaires portent une meilleure 

valeur nutritionnelle parce qu’ils sont plus bioactifs et plus antioxydants que les all-trans in 

vitro et in vivo (Boileau et al., 1999; Holloway et al., 2000; Dewanto et al., 2002; Graziani 

et al., 2003; Schieber et al., 2005). Pour disperser les caroténoïdes, les lipides sont parfois 

utilisés. Pour la préparation de cette phase, il faut s’assurer que les lipides ne sont pas 

peroxydés avant la formulation avec les caroténoïdes. Une mauvaise qualité des lipides 

dans le produit peut empêcher l’activité antioxydante des caroténoïdes et même les rendre 

prooxydants. 

Pour les caroténoïdes différents, les paramètres du traitement thermique doivent être 

différents de sorte que l’isomérisation soit contrôlée spécifiquement pour produire les 

isomères appréciés. Des résultats de notre étude, il est intéressant que ce soit le lycopène 

sous forme de 9-cis-isomère qui ait une meilleure capacité antioxydante et que, pour le β-

carotène, ce soit le 15-cis-isomère, celui qui favorise son action potentielle de vitamine A.  

En nutrition, la concentration des caroténoïdes dans le plasma sanguin est aussi 

importante pour leur activité fonctionnelle. D’une part, après l’alimentation, ils doivent 

être suffisamment absorbés dans le sang pour pouvoir manifester leurs propriétés 

nutritionnelles. D’autre part, la consommation régulière des caroténoïdes doit être faite 

avec une quantité convenable pour que leur concentration sanguine absorbée soit 

inoffensive pour les cellules sanguines. L’effet prooxydant de la concentration est plus 
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important dans le cas du lycopène que dans celui du β-carotène, dont l’activité 

antioxydante a tendance à rester stable lors de l’augmentation de concentration. 

 

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude, qui ont été discutés 

théoriquement sur la stéréo-isomérisation thermique des caroténoïdes et son lien avec leurs 

propriétés antioxydantes, permettent de reconstituer les mécanismes de leur effet 

antioxydant et prooxydant sur la résistance des globules rouges sanguins contre 

l’hémolyse. La qualité des caroténoïdes qui est dépendante de leur source et de leur 

procédé d’extraction a une forte relation avec leur activité fonctionnelle en fonction de la 

concentration. Il est proposé de contrôler ces paramètres importants pour les caroténoïdes 

naturels avant de les utiliser dans les aliments fonctionnels.  
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CONCLUSION GENERALE 

Le lycopène et le β-carotène sont des composés intéressants pour les aliments 

fonctionnels parce qu’ils sont des antioxydants puissants et une source de provitamine A. 

L’arille de Momordica cochinchinensis (gac) utilisé dans le cadre de cette thèse est de la 

variété gluante, très riche en lycopène et β-carotène mais très pâteux et huileux. L’étude 

préliminaire sur l’extraction et la stabilisation de ces caroténoïdes à l’origine de ce travail 

de thèse a montré que dans le mélange de l’extrait, le lycopène était plus instable que le β-

carotène. Pour mieux comprendre leur stabilité et l’action antioxydante par des études 

approfondies, le lycopène et le β-carotène ont été séparés des tissus et de l’huile de gac par 

un procédé d’extraction et de fractionnement. 

D’abord, la technique d’extraction développée a permis d’extraire jusqu’à 

l’épuisement les caroténoïdes de l’arille de gac. La clé de ce procédé est l’utilisation du 

sable fin comme assistant à l’agitation de la purée d’arille de gac. Le volume de solvant 

consommé a été réduit grâce à un recyclage lors de l’élimination de l’extrait et le 

récupérant par évaporation-condensation, en effet 95 % du volume d’hexane utilisé 

pendant tout le procédé a été récupéré pour la réutilisation. 

L’étape de fractionnement, du lycopène all-trans et du β-carotène all-trans de 

l’huile, est tout à fait innovante. Elle est une méthode douce, simple et propre pour la 

séparation de ces caroténoïdes à haute pureté et qualité. Les analyses des spectres par 

spectrométrie UV-visible et DAD-HPLC ont montré que les caroténoïdes obtenus sont au 

moins de 95 % d’isomère all-trans. De 100 g d’arille frais, nous avons fractionné 145 mg 

de lycopène all-trans, 20 mg de β-carotène all-trans et 14 mg d’huile de gac riche en 

caroténoïdes. La présence des cis-isomères dans l’extrait a été négligeable. 

En bref, le point fort de notre procédé d’extraction et de fractionnement du lycopène 

et du β-carotène de l’arille de gac est d’utiliser un moyen d’assistance doux mais efficace 

pour obtenir le lycopène et le β-carotène naturels propres et de bonne qualité.  

L’étude approfondie, sur la stabilité et l’activité antioxydante des caroténoïdes 

obtenus, a permis d’apporter de nouvelles données sur leur isomérisation thermique. De 

plus, elle permet de mieux comprendre des facteurs agissant sur les propriétés 

antioxydantes ou prooxydantes et sur la protection des cellules sanguines contre 

l’hémolyse.  

Le lycopène est plus rapidement isomérisé pendant le traitement thermique que le β-

carotène. Les 15- et 13-cis-isomères du lycopène ont été détectés dès le traitement à 50°C 
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et le 9-cis-isomère à 80°C, alors que dans le cas du β-carotène, seule la 15-cis-

isomérisation a été observée après 240 minutes du traitement à 80°C. L’isomérisation de 

ces caroténoïdes symétriques commence toujours par la double liaison au centre de la 

chaîne carbonée puis, dans des conditions de traitement plus drastique, le site s’éloigne 

vers les côtés de la molécule. L’ordre d’apparition des cis-isomères a donc été montré : 15-

cis  13-cis  9-cis. Après le traitement, les caroténoïdes all-trans restent toujours les 

isomères prédominants du mélange et la répartition à l’équilibre des autres isomères 

dépend de la stabilité du caroténoïde en fonction de la température et de la durée du 

traitement. Contrairement à ce qu’on observe dans les huiles sur le marché, l’arille de gac 

peut être considéré comme une source naturelle de lycopène et de β-carotène relativement 

stables car aucune dégradation de ces caroténoïdes n’a été observée pendant le traitement 

thermique. 

Les résultats de cette étude ont également montré que l’isomérisation avait 

augmenté la propriété antioxydante et la bioactivité des caroténoïdes grâce à la meilleure 

solubilité de leurs cis-isomères par rapport à leur équivalent all-trans. Dans le test TEAC, 

la 9-cis-isomérisation du lycopène a provoqué une augmentation de la capacité 

antioxydante du mélange de lycopène, de 2,4 à 3,7 µmol de Trolox équivalent. L’évolution 

des ratios, de cis (% Aa/AII) et de structure fine (% III/II), calculés en se basant sur le 

spectre UV-visible global du lycopène est représentative des évolutions de ses cis-

isomérisations. Cette analyse peut ainsi constituer une méthode simple pour évaluer 

qualitativement l’isomérisation et sa relation avec la capacité antioxydante des 

caroténoïdes. 

Le lycopène et le β-carotène de l’arille de gac ont été beaucoup plus actifs que le 

Trolox, un analogue hydrosoluble de vitamine E, sur la résistance des cellules sanguines 

contre l’hémolyse. Leur activité a pu être jusqu’à 134 fois plus importante pour le lycopène 

et 70 fois pour le β-carotène que celle du Trolox.  

Nos observations sur les cellules sanguines ont également montré que les 

caroténoïdes extraits peuvent présenter un effet antioxydant ou prooxydant, en relation 

avec la concentration utilisée. En comparant avec d’autres sources de β-carotène, il a été 

montré que la différence de bioactivité des caroténoïdes dépend de leur qualité et de leur 

origine, ce qui concerne leur source et leur procédé d’extraction. Un léger traitement 

thermique pendant le procédé de formulation peut augmenter leur capacité antioxydante, 

alors que les traitements plus longs peuvent les dégrader et les rendre prooxydants à forte 

concentration. Les résultats de cette étude suggèrent que les caroténoïdes ne devraient pas 
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subir des chauffages à très haute température ou pendant des temps longs et qu’ils 

devraient être à des concentrations inférieures ou égales à 4 µM dans le plasma pour 

assurer une bonne efficacité antioxydante.  

Pour expliquer l’activité antioxydante ou prooxydante des caroténoïdes sur la 

résistance des cellules sanguines contre l’hémolyse, certains facteurs ont été discutés : 

- l’accessibilité des caroténoïdes aux sources différentes des oxydants cellulaires 

- la concentration des caroténoïdes testés 

- la localisation des caroténoïdes dans la membrane plasmique des cellules sanguines 

- l’auto-oxydation des caroténoïdes et la présence de leurs produits oxydés à longue chaîne 

D’un point de vue applicatif, le traitement thermique appliqué dans ce travail est 

intéressant pour contrôler les produits riches en caroténoïdes fonctionnels. En effet, un 

chauffage à 80°C est suffisant pour avoir le lycopène 9-cis qui est l’isomère le plus 

antioxydant et pour obtenir un mélange de β-carotène 15-cis, ce qui le meilleur isomère 

pour la génération de vitamine A. 
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PERSPECTIVES  

6.1  PERSPECTIVES DE RECHERCHE 

Les travaux de cette thèse suscitent des questions sur certains points pour 

l’utilisation de notre procédé dans l’industrie agroalimentaire : 

- L’extraction et le fractionnement du lycopène et du β-carotène du gac pourraient-

ils être fait avec un autre solvant plus écologique que l’hexane ? D’après la recherche 

bibliographique, le seul agro-solvant « vert » pouvant être utilisé en substitution à l’hexane 

pour ces composés est un terpène, le d-limonène. Pourtant, la production de ce solvant est 

encore limitée et son prix reste encore très élevé. Un autre inconvénient des terpènes est 

qu’ils sont difficiles à évaporer à basse température, sous pression réduite car leur 

température d’ébullition est relativement élevée.   

- Le procédé sera-t-il répétable à l’échelle pilote ? La disponibilité d’équipements 

industriels et de quantité de matières premières sont indispensables pour cette étude. Les 

paramètres pour une production à grande échelle devront être mis au point à nouveaux. 

Nous sommes en train de chercher une plateforme d’extraction adéquate pour ces essais. 

- Comment faire pour utiliser ces substances extraites en industrie agro-

alimentaire et cosmétique ? Le lycopène et le β-carotène extraits et fractionnés doivent être 

stables non seulement à l’état purifié mais aussi quand ils seront dans les matrices des 

produits sur le marché. Ils pourraient être formulés avec une forte concentration d’α-

tocophérol (vitamine E) ou d’acide ascorbique (vitamine C) dans les phases huileuses ou 

aqueuses sous les conditions alimentaires et cosmétiques. La protection antioxydante par 

ces vitamines a été prouvée (Zhang et al., 2001) et j’ai pu moi-même le vérifier lors 

d’essais de formulation (résultats non montrés), donc leur présence pourrait permettre de 

conserver ces caroténoïdes pendant le stockage.  

Par ailleurs, la protection du β-carotène par le lycopène dans le mélange (Cao-

Hoang et al., 2011) sera étudiée plus avant pour une application de stabilisation du β-

carotène. Cela permettrait d’avoir un produit de provitamine A et un colorant alimentaire 

naturels et stables.  

Parallèlement, ils pourraient être encapsulés dans des particules pouvant permettre la 

vectorisation, par exemple dans des cellules microbiennes. La figure 37 montre que ces 

derniers matériaux qui se nourrissent par les substances grasses et peuvent induire les corps 

lipidiques dans leur cytoplasme sont capable de faire entrer les molécules lipophiles à 

l’intérieur.  
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Figure 37 : Induction des corps lipidiques dans les levures. Les cellules schématisées au 

dessus sans (A), avec (B) corps lipidiques (50 % lipides en masse) et après l’encapsulation 

(C) par la levure Y. lipolytica sont présentés en dessous colorée au Rouge Nil par les 

micrographies (Pham-Hoang et al., 2013). 

D’un point de vue nutritionnel et applicatif sur les résultats de cette thèse, certaines 

études sont proposées :  

- Pour utiliser les caroténoïdes extraits et fractionnés de l’arille de gac comme 

composé santé, leur propriété fonctionnelle devrait être testée in vivo. L’absorption de ces 

molécules dans le corps humain ou animal devrait être contrôlée et optimisée car elles 

doivent être à une concentration suffisante dans le sang pour manifester leur activité 

antioxydante. L’utilisation des caroténoïdes encapsulés avec libération contrôlable pourrait 

être une solution pour réduire leur perte à cause de la dégradation dans le système digestif 

avant d’être absorbé au niveau de l’intestin (figure 38). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Utilisation du lycopène et du β-carotène extraits de l’arille de gac comme 

composé santé 
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Membrane 



Perspectives 

 

132 
 

- L’étude complémentaire sur la dégradation du lycopène et du β-carotène pourrait 

permettre la production de certains arômes naturels. Les produits volatiles produits par la 

dégradation enzymatique et thermique de ces caroténoïdes ont été identifiés dans notre 

travail et certaines autres études (tableau 20). Ils sont les substances aromatiques 

intéressantes qui se trouvent dans les fruits mûrs, les fleurs et certaines épices. Les 

traitements différents des caroténoïdes pourraient produire des arômes différents. Les 

facteurs sur lesquels nous pourrions jouer pour la production de fractions riches en arômes 

appréciés sont la durée du traitement, la température, la présence d’oxygène et le milieu 

d’oxydation (aqueux ou huileux). 

Tableau 20 : Substances aromatiques principales identifiées pendant la dégradation 

enzymatique et thermique du β-carotène et du lycopène (Crouzet et al., 2002; Waché et al., 

2003; Cao-Hoang et al., 2011) 

Type Substances 
Description 

d'odeur 

Dégradation  

du β-carotène 

Dégradation 

du lycopène 

Aldéhyde Géranial rose, citron, 

citronnelle 

x  

Géranyl acétone rose magnolia  x 

Néral rose, citron, 

citronnelle 

x x 

β-Cyclocitral tabac x  

Cétone β-Ionone  cèdre, framboise x  

5,6-Epoxy-β-ionone  fruit sucré, fleur x  

Dihydroactinidiolide thé x x 

Pseudoionone palsamique x  

4-Oxo-β-ionone  fruit sucré x  

Méthyle heptenone citron, citronnelle  x 

Acétonylacétone sucré  x 

Allyl acétone fleur, sucré  x 

Méthyle heptadienone bois, cannelle  x 

 

- La formulation des molécules pures extraites de gac en mélange avec plusieurs 

oligo-éléments pourrait être étudiée. La combinaison de plusieurs caroténoïdes ou avec 

d’autres composés actifs serait intéressant pour l’efficacité de ces molécules comme 
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compléments santé in vivo (Kiokias et al., 2003) et pour voir si un effet synergique se 

dégage de l’utilisation de plusieurs nutriments.  

6.2  VALORISATION DES RESULTATS 

Les résultats présentés dans cette thèse sur l’extraction fractionnée de caroténoïdes 

de l’arille de gac présentent une opportunité économique car actuellement, (i) aucune 

entreprise ne produit des caroténoïdes séparés du gac et (ii) les caroténoïdes que nous 

produisons sont de très bonne qualité et possèdent une bonne bioactivité. Après tous les 

contacts que nous avons eus avec des entreprises travaillant sur ce fruit, nous avons voulu, 

avec Yves Waché, valoriser industriellement ces résultats et nous avons travaillé sur un 

projet de création d’une start-up dans ce but. L’objectif de cette entreprise est de produire 

des composés bioactifs et des ingrédients alimentaires en contrôlant leur activité jusqu’au 

produit fini. Cela signifie que nous nous intéressons également à la formulation et à 

l’encapsulation de ces composés à partir de différents procédés dont un original 

d’encapsulation dans des cellules de levures sur lequel j’avais travaillé avant ma thèse. 

Ce projet appelé Natencaps, est incubé à l’incubateur Prémice de Bourgogne et nous 

avons obtenu en 2013 le prix en catégorie Emergence du concours de création d’entreprise 

innovante du Ministère de la recherche et de la BPI/Oséo ainsi que le prix régional 2012 

CréAcc de l’ordre des experts comptables.  

Notre projet est renforcé par une étude de marché, financée par le prix Emergence, 

que nous réalisons à la fois en Europe et au Vietnam car nous souhaitons aussi nous 

positionner sur le secteur émergent des produits naturels de qualité en Asie du Sud Est. 

Grâce à cette étude, nous cherchons aussi à créer un réseau de partenaires et de clients 

potentiels en France et au Vietnam. Le marché visé est celui des ingrédients alimentaires et 

cosmétiques naturels, sous forme d’extraits concentrés ou de molécules formulées. Une 

autre activité de cette future société comprend notamment un service aux entreprises 

consistant à proposer des procédés ou des matériaux d’encapsulation ou de stabilisation de 

substances végétales bioactives. Le but est également de fournir les molécules actives 

naturelles préservant leurs qualités fonctionnelles et nutritionnelles pour les aliments et les 

produits cosmétiques. 

Si Natencaps sera d’abord créée en France en proposant surtout de l’encapsulation à 

façon, nous essayons de commencer immédiatement après la production de caroténoïdes 

puis de polyphénols à partir de plantes tropicales au Vietnam. C’est pour cela qu’en 

parallèle avec la fin de ma thèse, j’ai encadré des stagiaires pour mettre au point des 
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procédés d’extraction de plusieurs pigments à partir de différentes plantes tropicales. Et 

avec le reste de l’équipe, nous travaillons à stabiliser ces composés bioactifs ou colorants 

naturels jusque dans des produits alimentaires. Personnellement, je travaille également à 

l’industrialisation du procédé développé dans ma thèse sur lequel le brevet Extragac sera 

déposé et protégé en France, en Asie et en Australie. Ce brevet interviendra sur la 

production des caroténoïdes au Vietnam, prévue en 2017 (figure 39). De plus, je suis à la 

recherche de partenaires pour pouvoir créer un atelier au Vietnam avec accès aux matières 

premières, valorisation des sous-produits et distribution des produits finaux. 

 

Figure 39 : Valorisation du procédé d’extraction fractionné du lycopène et du β-carotène 

de l’arille de gac (brevet Extragac) pour le projet start-up Natencaps 

 Notre équipe est actuellement composée par deux docteurs-ingénieurs, une 

ingénieur-doctorante et une ingénieur-doctorante double compétences (JCE et master 

MEA). Le programme de travail fait intervenir des partenariats avec les entreprises privées, 

les laboratoires publics et les centres de transfert.  

Natencaps travaille en étroite collaboration avec le pôle de compétitivité régional 

Vitagora, avec la filiale de transfert de l’Université de Bourgogne et avec des start-up 

régionales et des entreprises Vietnamiennes. Nous travaillons également sur les tendances 

concernant les molécules actives et à ce titre, nous intervenons dans l’organisation de la 

conférence de consensus sur le thème des molécules actives qui aura lieu à Dijon en 2015. 
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ANNEXES 

ANNEXE 1.  FICHES SUR LES CAROTENOIDES DE SYNTHESE 

Fiche de spécification du β-carotène de Sigma-Aldrich 
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Fiche de spécification du lycopène Sigma-Aldrich 
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ANNEXE 2.  TEST KRL DE LA SOCIETE KIRIAL INTERNATIONAL 

Données du test KRL sur les caroténoïdes 

Courbes des standards : 

 

 



 

158 
 

 

Test de toxicité du β-carotène de l’huile de palme : 
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Cinétique d’hémolyse de lycopène : 
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ANNEXE 3.  LE PROJET NATENCAPS 

Projet Natencaps 

 

 

 

 

 

Financeur : Bourgogne pbifrance, Prémice 

 

 

Prix obtenus : 

2012 Prix CréAcc de l’ordre des experts comptables de Bourgogne en création 

« Entreprise innovante » 

2013 Prix du concours national de la création d’entreprises innovantes (MESR/Oséo) en 

catégorie Emergence 

2013  Finaliste du concours Génopole 

  

Oséo 2013 Créacc 2012 
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Prospectus de Natencaps 
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Certificat de la formation « Parcours Prémice Création Management –PPCM 2013 »  



 

163 
 

ANNEXE 4.  LISTE DES TRAVAUX 

Publications: 

1. Phan-Thi H, Waché Y., 2014. Isomerization and increase in the antioxidant properties of 

lycopene from Momordica cochinchinensis (gac) by moderate heat treatment. UV-vis spectra as a 

marker. Food Chem.156, 58-63. 

2. Do T T L, Vu N T, Phan-Thi H, Cao-Hoang L, Ta T M N, Waché Y. and Nguyen T H T, 2013. 

Traditional fermented sausage "Nem Chua" as a source of yeast biocatalysts efficient for the 

production of the aroma compound γ-decalactone. Int J Food Sci Technol 2014, 49, 1099–1105. 

3. Bao Ngoc Pham-Hoang, Cynthia Romero-Guido, Hanh Phan-Thi, Yves Waché, 2013. 

Encapsulation in a natural, preformed, multi-component and complex capsule: yeast cells. Appl 

Microbiol Biotechnol. 97,6635–6645. 

4. Cao-Hoang L, Phan-Thi H, Osorio Puentes FJ, Waché Y., 2011. Stability of Carotenoid 

Extracts of gấc (Momordica cochinchinensis) Towards Cooxidation – Protective effect of lycopene 

on β-carotene. Food Res Int. 44, 2252-2257.  

5. Ta T.M.N., Cao-Hoang L., Romero-Guido C., Lourdin M., Phan T.H., Goudot S., Maréchal 

P.A., Waché Y., 2012. A shift to 50°C provokes death in distinct ways for glucose and oleate-

grown cells of Yarrowia lipolytica. Appl Microbiol Biotechnol 93(5), 2125-2134. 

6. Ta T.M.N., Cao-Hoang L., Phan-Thi H., Tran H.D., Souffou N., Gresti J., Maréchal P.A., Cavin 

J.F., Waché Y., 2010. New insights into the effect of medium chain length lactones on yeast 

membranes. Importance of the culture medium. Appl Microbiol Biotechnol 87, 1089-1099. 

7. Phan-Thi H., Cao-Hoang L., Nguyen T.H.T., Waché Y., 2011. Phase distribution of γ-

decalactone produced by lactone-degrading or non-degrading yeast strains. Proceedings of the 3
rd

 

Regional Conference in Biotechnology Hanoi “Towards the Biotechnology Industry in the Region” 

J. Sci. Technol., Vietnamese Academy of Science and Technology. ISSN: 0866 708X. 

 

Présentations orales et affichées à des rencontres scientifiques: 

1. Phan-Thi H., Cao-Hoang L., Waché Y. Markers of the quality of carotenoids in food. 

EuroFoodChem Conference 05-2013, Istanbul, Turkey (Communication oral). 

2. Phan-Thi H., Cao-Hoang L., Waché Y. Heat effect on isomerization of lycopene from 

Momordica cochinchinensis (Gac). EuroFoodChem Conference 05-2013, Istanbul, Turkey (Poster). 

3. Phan-Thi H., Cao-Hoang L.,Waché Y. Heat Effect on Isomerization of Lycopene from 

Momordica cochinchinensis (Gac). Forum des Jeunes Recherches 2013, Dijon. (Poster). 

4. Phan-Thi Hanh, Hiep Do-Van, Waché Yves. Momordica cochinchinensis (Gac)-The new Asian 

treasure for health on its way to market. Colloque Vitagora 03-2013, Dijon. (Poster). 



 

164 
 

5. Phan-Thi H., Cao-Hoang L., Durand P., Prost M., Waché Y. Etude de la capacité antioxydante 

d’extraits de caroténoïdes végétaux et de leurs produits de dégradation par des tests cellulaire et 

chimique. Forum des Jeunes Recherches 06-2011, Dijon. (Communication oral) 

6. Cao-Hoang L., Phan-Thi H., Waché Y. A la recherche du modèle végétal de caroténoïde 

antioxydant. Colloque Vitagora 09-2011, Dijon. (Poster) 

7. Cao-Hoang L., Osorio Puentes F. J., Phan-Thi H., Waché Y., 2011. Stability of Carotenoid 

Extracts of Cucurbita maxima Towards Enzymatic Cooxidation and Aroma Compound Generation. 

ICBFS Bali Indonésia. (Poster) 

 

 


