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Nomenclature 

 

% E    Pourcentage en éthanol 

1O2    Oxygène singulet 

S0       Etat fondamental singulet 

S1     Premier état singulet excité 

S2    Deuxième état singulet excité 

   Double liaison chimique 

*   Double liaison chimique antiliante 

ACN   Acétonitrile 

ADN   Acide désoxyribonucléique 

AH   Acide hyaluronique 

Ahx    Acide aminohéxanoïque 

ALA   Acide-5-aminolévulinique 

APCI   Ionisation chimique à pression atmosphérique 

APPI   Photo-ionisation à pression atmosphérique 

ARN   Acide ribonucléique 

ASAP   Analyse solide par sonde à pression atmosphérique 

ASE   Accelerated Solvent Extraction 

atm    Atmosphère 

aw    Activité de l'eau 

BHQ   Black Hole Quencher 

BHT   Butylated hydroxytoluene 

BPR    Back Pressure Regulator 

C2H2F4   1,1,2,2-tétrafluoroéthane 

C2H4   Ethylène 

C2H6   Ethane 
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C3H6   Propène 

C3H8    Propane 

CCD   Central Composite Design 

CCM   Chromatographie sur couche mince 

CHF3   Trifluorométhane 

CIS    Conversion intersystéme 

CLHP-ED  Chromatographie liquide à haute performance avec détection   

   électrochimique 

CNV   Choroidal Neaovascularization 

CO2   Dioxyde de carbone 

CO2sc   Dioxyde de carbone supercritique 

d.i   Diamètre interne 

DCM   Dichlorométhane 

DOXP   1-déoxylulose 5-phosphate 

dp   Diamètre de particule 

EGFR   Epidermal Growth Factor Receptor 

EI   Electron Ionization 

EMA   Extraction assistée par micro-ondes 

ESI   Electrospray Ionization 

ESI+   Electrospray Ionization en mode positive 

EUA   Extraction assistée par ultrasons 

FAB   Fast Atom Bombardment 

FGF   Fibroplast Growth Factor 

GGDP   Géranyl-géranyl diphosphate 

Hp   Hématoporphyrine 

HpD   Hematoporphyrine Derivative 

IPP   IsoPentényl di-Phosphate 

Kq   Constante de quenching 
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LCYB   Enzyme lycopène- -cyclase 

LCYE   Enzyme lycopène- -cyclase 

LCPM   Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire 

LED   Light-emitting diode 

LRGP   Laboratoire Réactions et Génie de Procédés 

MAL   Acide méthyle aminolévulinate 

MEC   Matrice Extra-Cellulaire 

MPa   Mégapascal 

MMP   Métalloprotéineases matricielles (Matrix MetalloProteineases) 

MPM   Mésothéliome pleural maligne 

MS    Masse spectroscopy 

MTBE   Méthyl-ter-butyl-éther 

m-THPC  méta-tétrahydroxyphénylchlorine 

MVA   Mevalonic acid pathway 

MB   Molecular Beacon 

NH3   Ammoniac 

NPQ   Non-Photochemical Quenching 

NRP   Neuropiline 

NRP1   Neuropiline-1 

NRG   Séquence peptidiques H-Asn-Gly-Arg-OH 

 Pc   Pression critique 

PDA   Photodiode Array Detector 

PDS   Enzyme phytoène désaturase 

PLE   Pressurized liquid extraction 

PMB   Photodynamic Molecular Beacon 

PPDP   Préphytoène diphosphate 

PpIX   Protoporphyrine IX 
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PS   Photosensibilisateur 

PSA   Prostate-Specific Antigen 

R134a   1,1,2,2-tétrafluoroéthane frigorigène 

RGD   Séquence peptidique  H-Arg-Gly-Asp-OH 

ROS   Reactive Oxygen Species 

sBCC   Carcinome baso-cellulaire superficiel 

SFE   Supercritical Fluid Extraction 

T1   Premier état triplet excité 

Tc   Température critique 

TEA   Triéthylamine 

THF   Tétrahydrofurane 

TLS   Thermal Lens Spectroscopy 

UV   Ultra-violet 

Vde   Enzyme violaxanthine dé-époxidase 

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR   Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

VTP   Vascular Targeted Photodynamic therapy 

ZDS   Enzyme -carotène désaturase 

Z-ISO   Enzyme 15-cis- -carotène isomérase 
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La thérapie photodynamique (PDT) peut se présenter comme une modalité thérapeutique 

anticancéreuse locorégionale à visée curative ou palliative basée sur l'interaction entre trois 

o posa ts l s esse tiels à la ise e  œu e du p o essus photod a i ue : le 

photose si ilisateu  P“ , la lu i e et l o g e. Ap s ad i ist atio  du P“ et u  te ps essai e 

à une biodistribution adéquate (de l'ordre de quelques minutes à deu  jou s , l a ti atio  du P“ est 

assu e pa  i adiatio  lu i euse à u e lo gueu  d o de et u e puissa e do es, e a t à la 

destruction des tissus tumoraux par nécrose ou apoptose. Après irradiation lumineuse du tissu 

néoplasique atteint, le photosensibilisateur est excité électroniquement et l'état excité du PS va 

conduire à la formation d'espèces réactives de l'oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species) issues des 

réactions de photooxydation en présence d'oxygène moléculaire. Parmi ces espèces, on distingue 

l'oxygène singulet admis pour être l'acteur principal des réactions cytotoxiques cellulaires. L'oxygène 

singulet est une espèce extrêmement réactive du dioxygène, capable de réagir avec divers substrats 

biologiques provoquant ainsi la mort cellulaire. Dans le cas de la PDT, seuls les tissus qui ont 

incorporé le PS sont concernés par les réactions cytotoxiques générées par l'oxygène singulet, 

donnant ainsi une résolution spatiale excellente et une protection des tissus biologiques sains. 

Malgré les aspects attractifs de la PDT, cette thérapie présente certaines limites, comme une faible 

sélèctivité des PS pour les tissus cancéreux. Afin de surmonter cette limite, la communauté 

scientifique s'intéresse à améliorer la sélectivité du traitement. Pour ce faire des progrès ont été 

réalisés dans  i) l'excitation lumineuse avec l'utilisation des fibres, ou l'excitation biphotonique ou par 

upconversion, ii) l'élaboration de PS conjugués à des vecteurs ciblant des récepteurs membranaires 

surexprimés sur les cellules cancéreuses iii) l'élaboration de systèmes macromoléculaires ne 

produisant de l'oxygène singulet qu'une fois dans la zone tumorale. 

Le LRGP et le LCPM s'intéressent au développement de constructions moléculaires (hybrides) 

appelées Photodynamic Molecular Beacons  (PMB), composé d'un PS associé à un inhibiteur d'états 

excités (quencher, Q), couplés via un marqueur spécifique des tissus tumoraux. 

Le PMB est doué d'une non expression de ses propriétés photophysiques là òu les marqueurs 

tumoraux spécifiques ne sont pas exprimés et ne pourra exprimer sa toxicité qu'au niveau de la zone 

tumorale. 

Lors de thèses antérieures, l'approche a consisté à cibler les métalloprotéineases matricielles (MMP), 

qui représentent une famille d'enzymes surexprimées pendant la phase de croissance angiogénique.  

Une famille de PMB a été élaborée, utilisant un photosensibilisateur couplé à un inhibiteur le Black 

Berry Quencher (BBQ650), via des peptides substrats des MPP-2, MMP-9 ou MMP-14. Les 

caractérisations photophysiques effectués sur ces PMBs  ont permis de prouver la faisabilité du 
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couplage entre le PS et le BBQ650 comme un bon couple donneur/ accepteur pour des applications 

en PDT. Ainsi, le BBQ650 s'est révélé être un quencher efficace inhibant totalement la production 

d'oxygène singulet  à des distances relativement courtes. 

Cette thèse s'inscrit dans le cadre de la poursuite des efforts dans l'amélioration des PMB. La finalité 

stratégique optée dans ce travail a été l'amélioration de la partie inhibition de production d'oxygène 

singulet par le PS, en cherchant de nouveaux quenchers d'oxygène singulet pouvant être plus 

efficaces en terme de transfert d'énergie, et plus adaptés au développement de nouveaux PMBs. Des 

composés faciles d'accès représentent un intérêt considérable pour les PMBs ou pour d'autre 

application visant l'inhibition de l'oxygène singulet. 

La nature représente un milieu riche et varié en molécules dotées d'activité antioxydante ou 

acceptrice d'énergie. Chez les plantes, les caroténoïdes (carotènes et xanthophylles) sont des 

pigments associés à la photosynthèse, qui ont deux rôles principaux : un rôle de collecteur de lumière 

et un rôle photoprotecteur en protégeant le(s) système(s) photosynthétique(s) contre les dommages 

photooxydatifs liés à une exposition trop intense à la lumière. Les caroténoïdes ont un rôle clé dans 

la photos th se, t a sf a t l e gie lu i euse à la hlo oph lle.  Ce i s op e, e t e aut e, via le 

cycle des xanthophylles. Cette aptitude à apte  de l e gie p se te u  i t t pote tiel à e pas 

négliger dans la perspective de la conception de PMB utilisables en thérapie photodynamique. Ces 

pig e ts pa ti ipe t aussi da s la photop ote tio  de l appa eil photos th ti ue, en quenchant 

l tat t iplet des hlo oph lles, l o g e si gulet et e  i hi a t les adi au  li es.  

Nous avons choisi d'étudier les caroténoïdes comme des quenchers potentiel d'oxygène singulet. Si 

les caroténoïdes se retrouvent dans une majorité de fruits et légumes, il nous a semblé intéressant 

de prendre les fruits de persimmons (Diospyros kaki L.), abricots (Prunus armeniaca L.) et pêche 

(Prunus persica L.), encore peu exploités en Tunisie. 

Il nous a fallu extraire les différents caroténoïdes présents dans les trois fruits, optimiser cette 

extraction, identifier les différents composés. Enfin, nous avons évalué leur constante d'inhibition 

d'oxygène singulet. 

Ce manuscrit  débute par une introduction générale qui donne un aperçu global sur le sujet. Dans un 

premier chapitre, je commencerai par une vue générale sur les fruits étudiés. La deuxième partie de 

ce chapitre consistera en la description des caroténoïdes ainsi que les techniques majeures 

d'extraction appliquées pour l'obtention de ces pigments. 
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Le second chapitre exposera l'histoire du cancer, traitera de la thérapie photodynamique, en 

particulier l'importance de l'oxygène singulet dans cette technique et le développement de Photo 

Molecular Beacon améliorant la sélectivité de la PDT. 

Un troisième chapitre sera consacré aux matériels et méthodes utilisés pendant notre étude, 

décrivant les différents procédés d'extraction, d'analyses et de purification appliqués pour 

l'extraction des caroténoïdes, la méthodologie des plans d'expériences utilisés pour l'optimisation et 

la modélisation y sera abordée suivie de la description des différents paramètres étudiés. 

Le quatrième chapitre sera consacré à l'optimisation de l'extraction des caroténoïdes par solvant 

accélérée (Accelerated Solvent Extraction; ASE). Une publication (Zaghdoudi et al., Food Chemistry, 

2015) représentera le corps de cette partie. 

Un cinquième chapitre, portera sur l'optimisation de l'extraction des caroténoïdes par Fluide 

supercritique (CO2), une publication soumise (Zaghdoudi et al., Food Chemistry, 2015) représentera 

le corps de ce chapitre. 

Enfin, un sixième chapitre, sera consacré à la purification des caroténoïdes et à l'étude des propriétés 

de quenching d'oxygène singulet. Une publication en cours d'élaboration représentera le corps de ce 

chapitre. 

La conclusion générale de ce travail mettra l'accent sur le bilan des résultats obtenus dans la 

présente étude en ouvrant sur des perspectives.  
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I Fruits et caroténoïdes 

I.1 L'abricotier, Prunus armeniaca L.  

L a i otie , Prunus armeniaca L.dans la classification officielle de Carl von Linne,  est supposé être 

o igi ai e d A ie (Orhan & Kartal, 2010). Il est cependant diffi ile de d te i e  l o igi e e a te 

de l a i otie . En effet, on le trouve majoritairement en Inde (Kan & Bostan, 2010) (Hussain et al, 

2011) et en Chine (Solis-solis et al, 2007) (Bailey & Hough, 1975), où les botanistes pensent que la 

do esti atio  de l a i otie  a eu lieu. Elle aurait été sui ie d u e diffusio  à t a e s l Asie e t ale et 

la région Irano-Caucasienne qui est le troisième centre de diversification (Vavilov, 1992). La 

domestication des plantes est un processus de sélection artificielle menée par l'homme afin 

d'accentuer certains caractères intéressants et d'en amoindrir d'autres, non-désirés et présents chez 

les plantes sauvages.  

I.1.1 Propagation de Prunus armeniaca L. à travers le monde  

Les régions ou Prunus armeniaca L. s est ie  d elopp  so t le No d de la Chi e, la Ma d hou ie, la 

Corée du Nord, les montagnes du Khingan et le Nord-Est de la Mongolie, (Kostina, 1969). On a pu 

classifier la provenance des abricots en six groupes éco-géographiques suivant leur diversité 

génétique, répertoriés dans le tableau I.1. 

Tableau I.1 : Classification éco-g og aphi ue de l a i ot 

Groupe 1 : Asie centrale Groupe 2 : Irano-caucasien 

Groupe 3 : Europe Groupe 4 : Dzhugar-Zailij 

Groupe 5 : Nord de la Chine Groupe 6 : Est de la Chine 

 

Le groupe 1 est le plus ancien et le plus riche en diversité. Ce groupe contient les régions de Xinjiang, 

l Afgha ista , le Baloutchistan, le Pakista , le o d de l I de Kash i . Le groupe 2 s te d su  

l A ie, la G o gie, l Aze aïdja , le Daghesta , l I a , la “ ie, la Tu quie jus u au No d de 

l Af i ue ai si u e  Espag e et e  Italie. L a i ot s est pa du aussi e  A i ue du No d, e  

Afrique du Sud et en Australie. Ces zones sont classées dans le 3éme groupe qui sont 

ajo itai e e t li e à l A ie, I a , Turquie et quelques pays arabes (Yilmaz & Gurcan, 2012). 

L i t odu tio  de l a i ot e  Eu ope est la plus e te, plus p is e t da s le sud de l Eu ope e  

Grèce et en Italie, alis e pa  des o e ça ts a ie s. L i t odu tio  de l a i ot su  le assi  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Domestication
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9lection_artificielle


Chapitre I : Fruits & Caroténoïdes 

 

42 
 

méditerranéen a été assurée par les Arabes. Différentes variétés d a i ots o t t  i t oduites 

p o e a t de l A ie et de l Af i ue du No d, de l Eu ope e t ale et de la Hongrie (Mehlenbacher 

et al., 1990) (Faust et al., 1998). Les zones principales de production d'abricots en France se situent 

dans le Languedoc-Roussillon et dans la Vallée du Rhône. 

I.1.2 L a i otie  e  Af i ue du Nord 

En Afrique du Nord, l i t odu tio  de l a i ot a t  assu e pa  diff e tes i ilisatio s : les 

phéniciens, les Romains et les arabes. 

La culture de l a i ot da s le Maghreb (Tunisie, Algérie & Maroc) a débuté au 12ème siècle et sa 

propagation interne a été assurée par greffage et principalement par ensemencement (Clement, 

1977). Le Prunus armeniaca L. cultivé au Maghreb appartient au groupe éco-géographique Irano-

Caucasien (Bourguiba et al., 2012). La figure I.1 illust e l o igi e de l a i ot ulti  au Magh e  e  

fonction de la proximité spatiale et génétique. 

 

Figure I.1 : Origine de Prunus armeniaca L. au Maghreb suivant la proximité spatiale et génétique 

d ap s (Bourguiba et al., 2012). 

En Tunisie, l a i otie  est ulti  da s les zo es a ides, se i-arides, subhumides et humides. Il se 

propage du Nord (Ras Je el, Testou , jus u au sud Gafsa, Dje a, Ga es…  passant par le centre 

Kai oua , Mehdia… . On le trouve aussi en oasis (Nefta, Tozeur...). La figure II.2 présente la 

pa titio  g og aphi ue de la ultu e d a i ots en Tunisie (Krichen et al., 2010). 
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Figure I.2 : ‘ pa titio  g og aphi ue de la ultu e de l a i ot e  Tu isie d ap s  (Krichen et al., 

2010). 

I.1.3 Production mondiale  

La p odu tio  o diale de l a i ot a aug e t  es  de i es a es. E t e  et 

2009, cette production est passée de 1 317 607 à 3 728  to es d ap s la a ue de do es  

FAOSTAT,  (2011). “ui a t la e sou e d i fo atio s e  , la p odu tio  o diale tait  de 

2,6 millions de tonnes avec une production de 370 000  tonnes pour la Turquie, 285 000  tonnes pour 

l I a  et  000 tonnes en Italie, qui représentent les trois grands pays producteurs d a i ot (Gatti 

et al., 2009). 

En Afrique du Nord, la p odu tio  d a i ots du a t es di  de i es a es est pass e de  

to es à  to es e  , l Alg ie ta t leade  da s ette p odu tio . Figure. I.3) (FOASTAT, 

2015). 
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Figure I.3 : Production d'abricot durant les 10 dernières années dans le Maghreb (FAOSTAT, 2015). 

I.1.4 Description botanique  

I.1.4.1 Données Générales 

L a i otie  peut attei d e  t es, ais pou  des aiso s de p odu tio , il est ai te u à u e 

hauteur de 3,5 m. Les feuilles sont caduques, de forme elliptique cordiforme, lisses avec des bords 

crénelés et dentés. Les fleurs sont pentamères de couleur blanche /rose pâle et contiennent 

plusieurs étamines.  

Le f uit de l a i otie  est de fo e glo uleuse d upe , et p se te u e peau pi a pe  ha ue 

elout e et o esti le. La hai e so a pe  ep se te la pa tie i te e du f uit. C est u  

parenchyme qui, comme pour nombre de fruits, devient mou à maturité en raison des actions 

combinées de pectine méth lest ases et de pol gala tu o ases. L e do a pe e tou e le o au.  

La couleur du fruit est une caractéristique de la variété ; on trouve des abricots de couleur blanche, 

avec des petites tâches rose, orange et rouge. 

La figure I.  ep se te u e photog aphie de l a i ot à atu it  ai si u u e coupe longitudinale du 

fruit. 

 

Figure I.4 : (a) : Fruit entier, (b) : coupe longitudinale.
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I.1.4.2 Conditions de culture 

L a i ot appa tie t à la lasse des f uits li a t i ues, est-à-dire dont la maturation est 

dépendante de la production d th l e comme ho o e g tale et d u e aug e tatio  de la 

espi atio  ellulai e des tissus. L a i otie  est u  a e adapt  au li at o ti e tal ui peut 

supporter des températures hivernales de -30°C (Hussain et al., 2011). Il est bien adapté au climat 

dite a e  haud, a e  u  hi e  f oid, et s adapte au  ha ge e ts de te p atu es (Kan & 

Bostan, 2010). 

I.1.4.3 Classification Botanique  

Le tableau (I.2) illustre la classification botanique de Prunus armeniaca L. 

Tableau I.2 : Classification Botanique du Prunus armeniaca L. 

Règne Plantae 

Sous-règne Tracheobionta 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Sous-classe Rosidae 

Ordre Rosales 

Famille Rosacée 

Sous-famille Prunoideae 

Genre Prunus 

 

I.1.5 Composition chimique et valeur nutritionnelle du fruit  

L a i ot ep se te u e sou e i he e  a ides g as, p ot i es 2,8 à 4,3 %), fibres (0,77 à 2,42 %), et 

sucres, avec des teneurs en glucose, fructose et saccharose de 8,1, 4.5, et 29,3 g/100 g de fruit frais, 

respectivement (Danish Food composition Databank, 2009). 

L a i ot est i he e  eau, o tie t e t e 75 % et 90 % d eau suivant la variété et la maturité. Le fruit 

mature présente un pH compris entre 3,8 et 5,6 et une acidité titrable faible (Akin et al., 

2008)(Haciseferogullari et al., 2007) (Milosevic et al., 2012). De nombreux polyphénols sont présents 

da s l a i ot, o e les acides chlorogéniques, néochlorogéniques, féruliques et caféique, la 

at hi e et l epicatéchine,  les procyanidines B1, B2 et B3, la quercitine et le camphérol (Uzelac et 

al., 2005)(Uzelac et al., 2007) (Kan & Bostan, 2010)(Radi et al., 1997). 
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Les a ides o ga i ues ajo itai es p se ts da s l a i ot so t les a ides it i ue, ali ue et 

ascorbique (Akin et al., 2008). 

Les caroténoïdes représentent une classe de ol ules ioa ti es ie  p se te da s l a i ot. Les 

caroténoïdes majoritaires  sont la lutéine, la zéa a thi e, la β- pto a thi e, le l op e, le  -

a ot e, et le β- a ot e a e  u e te eu  e  β-carotène qui représente 70-85% des caroténoïdes 

totaux à maturité. Ceci contribue à la couleur du fruit (Uzelac et al., 2007)(Akin et al.,2008) (Sanal et 

al., 2004). Les te eu s e  a ot oïdes  flu tue t d u e a i t  à u e aut e, comme en témoignent 

les différentes valeurs trouvées dans la littérature (Orhan & Kartal, 2010).  

L a i ot ep se te u e sou e i he e  i au  et l e ts t a es, tels ue Na, P, Mg, Ca et K, 

avec une teneur élevée en potassium (Ali et al.,2011) fer et zinc (Saracoglu et al., 2009). 

I.2 Le persimmon, Diospyros kaki L. 

Depuis la période préhistorique, les persimmons, appelés aussi kaki (Diospyros kaki L.)  ont été 

cultivés en Chine, au Japon et en Corée (Yamagishi et al., 2005). Les persimmons japonais (Diospyros 

kaki L.) so t les plus o us des esp es des pe si o s. L a e ui les p oduit est appel  

pla ue i ie . Il  a e i o  ille a i t s de pe si o s ue l o  peut  diviser en groupes selon leur 

couleur et leur astringence (Itoo, 1980). 

Au XVIIème siècle, les européens font la connaissance du Diospyros kaki L., grâce aux  moines jésuites 

qui ont voyagé en Chine, notamment le moine Ricci, en 1613 (Evreinoff, 1948). Les persimmons 

furent ainsi introduits da s le assi  dite a e  il  a plus d u  si le (Telis et al., 2000). 

Ces de i es a es, la ultu e du pla ue i ie , et do  la p odu tio  de pe si o , s est u  peu 

développée au  Etats U is d A i ue et e  F a e. 

I.2.1 Propagation  des persimmons à travers le monde  

Les  persimmons sont principalement cultivés en Chine, au Japon et en Corée. Le plaqueminier du 

Japo  pousse atu elle e t da s le o d de la Chi e. “a ultu e ui date d e i o  ille a s, s te d 

sur les provinces du nord, le Shan-Hsi, le Shan-Tung, le Ho-Nan, le Chi Li (Evreinoff, 1948). La culture 

de es esp es s est la ge e t pa due e  deho s de la Chi e et du Japo  pou  de e i  l u e des 

p i ipales essou es ali e tai es à t a e s les pa s de l Asie.  

Out e l Asie, la ultu e se d eloppe en Californie, en Italie, au Brésil, en Nouvelle Zélande et en 

Australie. Elle a gagné en popularité dans les pays méditerranéens (Clark & MacFall , 2003). 

Comme nous l'avons mentionné, l i t odu tio  du kaki en Europe a été réalisée au début de XVIIème 

siècle. En France, la culture de ce fruit tropi al  a p is  de l i po ta e à la fi  du XIXème siècle. En 

Italie, le kaki s est pa du à pa ti  de . Il est apparu en 1888 en Russie, notamment au Caucase, 
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et est largement cultivé sur les bords des mers Noire, Caspienne, aussi qu'en Géorgie (Evreinoff, 

1948). 

Le Diospyros kaki L. s est pa du au  Etats U is à la fi  du XIXème siècle, réparti dans les états du sud, 

en Californie, et en Floride. En 1927, on comptait ainsi 88000 arbres de Diospyros kaki L. (Evreinoff, 

1948). 

La production des pe si o s s est d elopp e du a t les  de i es a es e  Aust alie et e  

Nouvelle Zélande. En Australie, la plantation des persimmons a débuté en 1970 pour atteindre 

200000 arbres en 1993 (Collins & Tisdell, 1995). La  présence de ce fruit tropical en Algérie date de 

1894 (Evreinoff, 1948). 

Au Maroc, le kaki est connu depuis des décennies. Sa culture est réalisée dans les zones Khémisset-

Meknès et la région de Rabat-Kénitra. La plantation est estimée à 10 hectares seulement.  

En Tunisie, les persimmons sont cultivés dans le nord, dans les zones de Nefza, Ain-Drahim, Jendouba  

et au cap bon. La production reste faible, aussi ce précieux fruit reste non connu chez le 

consommateur tunisien. Pourtant, la culture de ces arbres ne demande pas de suivi particulier. 

Malgré la richesse nutritionnelle de ces fruits, en fibres, polyphénols, caroténoïdes, protéines, les 

persimmons ne sont pas encore assez valorisés en Tunisie.   

I.2.2 Production mondiale  

La production mondiale des persimmons est d e i o  1 200 000 tonnes annuellement sur une 

surface de 235 000 ha, avec une productio  e  Chi e d e i o   %  et  % au Japon. La production 

intensive des persimmons se développe en Italie (70 000 tonnes), en Corée (50 000 tonnes), au Brésil 

(45 000 tonnes), en Espagne (8000 tonnes), et aux Etat Unis (7000 tonnes) (Telis et al., 2000). 

I.2.3 Description botanique  

I.2.3.1 Données générales 

Le pe si o  est u  a e au po t tal  d e i o   t es de hauteu , ui poss de des feuilles 

caduques ovales vert sombre, qui deviennent jaune à orange profond en automne, des fleurs de 

couleur crème, de f uits o a ge ou jau es de dia t e d e i o    (Gaston Bonnier, 1990)(Figure. 

I.5). Les pe si o s so t de ouleu  o a ge, d u  goût doux et de texture charnue (Daood et al., 

1992) et présentent une pelure rouge-orange lustrée dure et une pulpe de couleur orange-jaune 

avec un goût sucré (Nicoletia et al., 2005). 
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La coupe transversale du persimmon à maturité (Figure. I. , o t e de l e t ieu  e s l i t ieu  la 

zone épidermique de couleur verte, la pulpe de couleur vert-jau e et la p se e d u e pa tie p tale 

verdâtre.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.5 : A gauche le plaqueminier, à droite la fleur de Diospyros kaki L. 

 

 

Figure I.6 : Coupe transversale du persimmon
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La classification botanique des persimmons est décrite dans le tableau (I.3) (Gaston Bonnier, 1990). 

 

Tableau I.3 : Classification botanique des Diospyros kaki L. 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.3.2 Les différentes variétés de Diospyros kaki L.  

Les persimmons japonais (Diospyros kaki L.) sont souvent classés selon deux types, astringent et non 

ast i ge t, d pe da t du deg  de l ast i ge e au stade de atu it  (Asgar et al., 2003). Les fruits 

des deux types sont caractérisés par leur coloration orange-rouge intense qui augmente durant la 

maturation (Clark & MacFall, 2003). Ce fruit caduc compte plus de 1000 variétés locales au Japon, en 

Chine et en Corée (Collins & Tisdell, 1995). Les plus connus sont : Hiratanenashi,  Tone-wase, 

Ishibashi-wase, Matsumoto-wase-Fuyu et Maekawa-Jiro (Suzuki et al., 2005).  

I.2.4 Composition chimique et valeur nutritionnelle du fruit  

Plusieurs composés bioactifs comme les polyphénols, flavonoïdes, terpènoïdes, stéroïdes, fibres, 

caroténoïdes et minéraux sont présents dans les pelures du persimmon (Yokozawa et al., 2007). Par 

o pa aiso  a e  d aut es f uits t s o so s comme les pommes, pêches, poires et oranges, les 

fruits de persimmon contiennent un taux de sucre le  de l o d e de 12,5 g/100 g de fruit frais, 

majoritairement du sucrose, du glucose et du fructose  (Del Bubba  et al., 2009). Ils présentent une 

teneur moyenne totale en polyphénols de 1,45 g/100 g de fruit frais ainsi que 1,48 g de fibre/100 g 

de fruit frais (Gorinsteinet al., 1999). 

La pulpe des fruits représente une source de vitamine A, vitamine C, calcium et fer (Nicoletia et al., 

2005). Le tableau I.4 résume la composition de ce fruit en vitamines C et A, fer et calcium. 

Classification 

Phylum                  Accomycota 

Règne Plantae 

Classe Magnoliopsida 

Sous-classe Dilleniidae 

Ordre Ebanales 

Famille Ebenaceae 

Genre Diospyros 

Espèce Diospyros kaki L. 
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Tableau I.4 : Composition en vitamines, Ca et Fe (g/Kg de Matière fraîche) de la pelure. 

Vitamines Composition en g/Kg 

Vitamine C 0,70 

Vitamine A 0,65 

Calcium 0,90 

Fer 0,02 

Dans les tableaux I.5.a, I.5.b et I.5.c sont consignées les teneurs en sucres, caroténoïdes et acides 

organiques présents dans les pelures de 11 variétés de persimmon (Veberic et al., 2009). 

Tableau I.5a : Taux de sucres, saccharose, fructose et glucose dans les  pelures de 11 variétés du de 

persimmon (g/kg de Mati e F aî he , d ap s (Veberic et al., 2009). 

Diospyros kaki (var.) Saccharose Fructose Glucose Sucres totaux 

Aman kaki 10,4 55,9 60,5s 127 

Cal Fuyu 9,90 42,0 53,7 108 

Fuji 11,5 52,9 66,3 132 

Hana Fuyu 9,99 44,2 53,6 108 

Jiro 11,2 44,2 60,5 120 

O gosho 9,16 38,0 47,8 106 

Tenjino gosho 9,47 46,0 61,8 117 

Thiene 11,5 63,6 79,9 156 

Tipo 10,3 46,6 68,2 126 

Tone wase 10,2 77,8 87,9 178 

Triumph 12,2 68,5 76,7 160 
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Tableau I.5.b : Acides citrique, malique et fumarique et acides totaux présents dans les pelures de 11 

variétés de persimmons (mg /kg de Matière Fraîche), d ap s (Veberic et al., 2009). 

Diospyros kaki (var.) Acide citrique Acide malique Acide fumarique Acides  totaux 

Aman kaki 305 839 125 1296 

Cal Fuyu 251 576 23.2 897 

Fuji 285 556 31.3 1007 

Hana Fuyu 331 477 58.3 788 

Jiro 230 401 27.4 681 

O gosho 257 532 24.0 804 

Tenjin o gosho 196 499 14.7 729 

Thiene 351 853 97.1 1344 

Tipo 352 934 146 1436 

Tone wase 701 452 13,8 1186 

Triumph 366 1044 68,8 1442 

 

Tableau I.5.c : Teneur en zéa a thi e, β-c pto a thi e, α- a ot e et β-carotène ainsi qu'en 

caroténoïdes  totaux dans les pelures de 11 variétés de de persimmon (µg/Kg de Matière Fraîche), 

d ap s (Veberic et al., 2009). 

Diospyros kaki 

(var.) 

Zéaxanthine β-cryptoxanthine α-carotène -carotène Caroténoïdes 

totaux 

Aman kaki 190 327 1088 4044 5670 

Cal Fuyu 300 767 1.68 4179 6975 

Fuji 300 784 1385 4286 7127 

Hana Fuyu 415 789 2047 8747 12235 

Jiro 165 477 784 2653 4090 

O gosho 435 686 1892 5844 9181 

Tenjin o gosho 356 1254 1976 6780 10616 

Thiene 200 283 652 2390 3517 

Tipo 184 366 671 2733 3962 

Tone wase 310 581 1447 4940 7000 

Triumph 267 1232 1187 4285 6609 
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La teneur en sucre est influencée par la variété et le lieu de culture ; les variétés Tone wase et 

Triumph sont les plus riches en sucres (particulièrement le sucrose et le fructose). Concernant 

l a idit , la a i t  T iu ph est la plus acide (1442 mg/kg fruit frais). Le β-carotène présente la teneur 

la plus élevée dans les pelures des persimmons. 

La bioactivité des persimmons est  attribuée aux fibres solubles, aux minéraux, aux éléments traces 

et aux composés phénoliques. (Park et al., 2005) ont identifié la p se e d l e ts t a es ) , M , 

Cu) dans les persimmons frais et séchés, ainsi que de certains minéraux (K, Mg, Ca, Na). 

I.3 La pêche, Prunus persica L. 

Le Prunus persica L., ou pêcher commun, est originaire de Chine où il est cultivé depuis 4500 ans 

(Aranzana et al., 2010). On trouve aujourd'hui le pêcher en Asie, en Europe, en Afrique du nord et en 

A i ue. Le o  pe si a  a t  att i u  à l esp e pa  les ‘o ai s ui o aie t ue so  o igi e 

était la Perse. 

I.3.1 Propagation du Prunus persica L. à travers le monde 

Le p he  s est p opag  il  a environ 3000 ans de la Chine vers le continent asiatique, puis vers la 

Perse il y a 2000 ans suivie de l Eu ope G e, F a e et A glete e  et e fi  l A i ue. On trouve 

aussi le p he  da s la gio  du N pal, le plateau Ti tai  et l I de (Badenes & Bryne, 2012). 

Le p he  s est p opag  de so  e t e d o igi e e s l e t ieu  pa  deu  oies : la première est la 

mer vers l I de et l Asie de l'ouest, la deu i e pa  les outes de la soie à t a e s la Pe se (Janick, 

2003). 

I.3.2 Le Pêcher en Nord Afrique 

Le pê he , tout o e l a i otie , est ie  p se t e  Af i ue du o d gio  du Magh e , 

introduit par les Romains. En Tunisie, la culture du pêcher couvre environ 22714 hectares (Mdellel & 

Ben Halima, 2012) ; au Maroc la surface de culture est plus faible environ 3600 hectares (Mahhou et 

al., 1996). En Algérie, la surface de cultu e est d e i o   he ta es (Belhadj, 2003). 

I.3.3 Production mondiale 

Prunus persica L. est classé comme le troisième arbre tempéré fruitier après le pommier et le poirier. 

La production mondiale de pêches a augmenté de 7,7 millions de tonnes en 1980 à 17,8 millions de 

tonnes en 2008. Cette augmentation de production a été observée principalement en Chine, ainsi 

u en Corée, au Chili, en Espagne, en Egypte, en Tunisie et en Algérie, pays dans lesquels la 
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production a doublé durant les trois dernières décennies (Badenes & Bryne, 2012). La production 

mondiale de pêches atteint en 2013 environ 21,6 millions de tonnes. Les cinq plus grands 

p odu teu s so t la Chi e, l Italie, l Espag e, l A i ue et la G e (FAOSTAT, 2015). 

Dans la région du Maghreb, la production de pêches durant ces 10 dernières années a triplé, passant 

de 134191 tonnes en 1993 à 396814 tonnes en 2013, l Algérie étant en tête de production (Figure 

I.7). 

 

Figure I.7 : Production de pêches en Afrique du Nord depuis  jus u à  d ap s (FAOSTAT, 

2015). 

I.3.4 Description Botanique  

I.3.4.1 Données générales 

Le pêcher est de hauteur comprise entre 3 et 7 mètres, large au sommet, souvent sans tronc central. 

C est u  a e à o e so e et lisse, u  ougeât e pou  les ieu  a es. Les a hes so t 

étalées et minces avec des brindilles rondes et glabres. 

Le pêcher présente des feuilles caduques alternées, de couleur verte, qui dégagent une odeur 

d a a de. Les fleu s so t sous fo e de outo s de fo es coniques ou obtues et apparaissent 

avant les feuilles. Elles sont hermaphrodites à cinq pétales contenant entre 20 et 25 étamines. La 

couleur vire du blanc, au rose et au rougeâtre. 

Le fruit est une drupe charnue de forme globulaire. La forme et la taille sont caractéristiques de la 

variété. Le fruit est caractérisé par une cavité abrupte bien distincte, et un apex avec un mucron. La 

couleur du fruit varie du blanc verdâtre à jaune-orange, et peut être rouge sur les côtés exposés au 

soleil. La peau (épicarpe) est adhérente et la chair (mésocarpe) est blanc-verdâtre ou jaunâtre 

teintée de rouge. Le fruit présente une forme elliptique ou ovoïde, parfois plate avec un noyau 

aromatique et amère (Hedrick, 1917), comme le montre la figure I.8. 
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Figure I.8 : Coupe longitudinale du fruit de Prunus persica L. 

I.3.4.2 Conditions climatique de culture 

Le pêcher, o e l a i otie , appartient à la classe des arbres fruitiers climactériques. La 

production principale est réalisée dans les deux hémisphères, dans une latitude comprise entre 30 et 

°. C est u  a e de li at o ti e tal ui p f e des sols de pH ompris entre 6 et 7.  Le pêcher 

s adapte au  di e ses o ditio s li ati ues, e ui justifie sa pa titio  g og aphi ue e a ua le 

à travers le monde (Kazan et al., 2014). Une humidité trop élevée ou une température trop chaude 

peuvent cependant affecter la production (Badenes & Bryne, 2012)(Ghrab et al., 2014). 

I.3.4.3 Classification Botanique 

Le tableau (I.6) illustre la classification botanique du Prunus persica L. 

Tableau I.6 : Classification botanique de Prunus persica L. 

Règne Plantae 

Sous-règne Tracheobionta 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Sous-classe Rosidae 

Ordre Rosales 

Famille Rosacée 

Sous-famille Amygdaloideae 

Genre Prunus 

 

Epicarpe 

Mésocarpe 

Endocarpe 

Graine 
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I.3.5 Composition chimique et valeur nutritionnelle du fruit  

Le Prunus persica L. do e u  f uit ui p se te u e aleu  ut iti e i po ta te. Out e l eau, les 

constituants majoritaires sont les carbohydrates, les acides organiques, les minéraux et les fibres 

(Manzoor et al., 2012). La p he est i he e  eau, o tie t e t e ,  et ,  g d eau/  g de f uit 

frais, entre 0,9 et 1,2 g de protéine/100 g de fruit frais, entre 8,3 et 12,6 g de carbohydrates/100 g de 

fruit frais, principalement sous forme de saccharose, de glucose et de fructose (Danish Food 

composition Databank, 2009). A maturité, le fruit présente un pH compris entre 3,5 et 3,9 avec une 

acidité titrable comprise entre 0,45 et 0,77 (g/100 g équivalent en acide malique) (Montevecchiet al., 

2012; Font I Forcada et al. , 2013). Les acides organiques majoritaires présents dans la pêche sont les 

acides citrique, malique, quinique et succinique dont les concentrations sont variables selon la 

variété de fruit.  

La pêche présente des teneurs élevées en minéraux. Elle est riche en Mg, Ca, K, Fe, Zn et Cu avec une 

teneur élevée en K (potassium) dans la pelure et la pulpe (Basar, 2006 ; Manzoor et al., 2012). La 

pêche contient également, des polyphénols comme la procyanidine B1, l'acide proto-catéchique, 

l'acide néochlorogénique, la catéchine et l'epicatéchine (Oliveira et al., 2012). Le pêcher contient 

également des caroténoïdes, comme le -carotène, la -cryptoxanthine, la lutéine, la violaxanthine et 

la néoxanthine (Jeana Gross, 1979; Gil et al., 2002). 

I.4 Les caroténoïdes 

I.4.1 Généralités  

Les caroténoïdes regroupent les carotènes et les xanthophylles. Plus de 700 caroténoïdes ont été 

isol s et ide tifi s jus u à p se t da s la atu e, g ale e t espo sa les des ouleu s ouge, 

jaune, et orange des fruits, légumes et fleurs mais aussi des animaux les consommant. Ils sont 

biosynthétisés par les plantes supérieures, les bactéries, dont les cyanobactéries, les algues, les 

champignons filamenteux et les levures. Chez certains animaux qui sont incapables de les synthétiser 

de novo, la présence de caroténoïdes permet une traçabilité de ces pigments dans la chaîne 

alimentaire. 

La majorité des caroténoïdes se trouve dans les tissus des plantes vertes photosynthétiques. Leur 

présence peut être un indicateur sur le stade de maturité, la pertinence, la photoprotection et la 

sénescence (Crozier et al., 2006). Les caroténoïdes possèdent des propriétés spécifiques et 

remarquables (Britton, 1995). Ils sont source de vitamine A. Parmi les quelques 700 caroténoïdes 

actuellement identifiés, environ 50 serve t de p u seu s de la ita i e A, e  pa ti ulie  l α-

a ot e, la β- pto a thi e et le β-carotène (Amorim-Carilho et al., 2014). L o ip se e 
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naturelle de ces pigments a fait des caroténoïdes les additifs alimentaires les plus utilisés en tant que 

colorants et/ou antioxydants. 

I.4.2 Source des caroténoïdes 

I.4.2.1 Fruits et légumes 

Les fruits et les légumes, et leurs produits de transformation, représentent la première source de 

a ot oïdes, puis u ils so t apa les de les s th tise  de novo (Rodriguez et al., 2006). On peut les 

classer en : 

 Fruits et végétaux jaunes/oranges i hes e  β- et α-carotène,  

 Fruits orange riches e  β-cryptoxanthine, 

 L gu es e ts feuillus et jau e d œuf i hes e  lut i e et z a a thi e, les to ates et leu s 

produits de transformation riches en lycopène (Rao et al., 2007). 

Dans le tableau I.7 sont répertoriées quelques sources végétales riches en caroténoïdes.  

Tableau I.7 : Teneur en caroténoïdes en mg/100 g dans les fruits et légumes du régime 

dite a e  d ap s (Fernandez-Garcia et al., 2012). 

  α-carotène β-carotène β-cryptoxanthine Lutéine ou zéaxanthine Lycopène 

Légumes vertes           

Laitue - 1272 - 2635 - 

Epinards - 5597 - 11938 - 

Choux de Bruxelles 6 450 - 1590 - 

Légumes / Tubercules           

Haricots 147 408 - - - 

Brocoli 1 779 - 2 - 

Poivre 59 2379 2205 - - 

Citrouille  4795 6940 - - - 

Pomme de terre - 6 - - - 

Tomates 112 393 - 130 3025 

Carotte 4649 8836 - - - 

Oignon  6 - - - - 

Fruits           

Ananas 30 - - - - 

Banane 5 21 - - - 

Grain de raisin 5 603 12 13 - 

Mangue 17 445 11 - - 
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Melon 27 1595 - 40 - 

Orange 16 51 122 187 - 

Pastèque - 295 103 17 4868 

Poire 6 27 - - - 

Céréales           

Maïs 33 30 - 884 - 

Blé - 100 - 35 - 

Huiles végétales           

Olive - 219 30 5990 - 

Palmier 24 38 - - - 

 

I.4.2.2 Animaux 

Les caroténoïdes peuvent être présents chez certains animaux (les oiseaux,  certains poissons, les 

crustacés et les i se tes  e  aiso  de la o so atio  d ali e ts i hes e  a ot oïdes. Les 

caroténoïdes chez les animaux peuvent être aussi produits par certains métabolismes de 

transformation (oxydation ou réduction). A partir des pigments présents dans la chaîne alimentaire, 

les animaux aquatiques constituent une deuxième source de caroténoïdes (Moretti et al., 2006) 

après les légumes et les fruits. L astaxanthine est ainsi beaucoup utilisée comme agent de 

pig e tatio  da s l le age des sau o s, des e ettes, des ho a ds, des a es, e isses, 

truites, ou encore de poissons rouges (Shahidi et al.,  1998).  

La figure I.9 représente quelques caroténoïdes présents chez certains animaux.  
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Figure I.9 : Structure de quelques caroténoïdes présents chez les animaux (LaFontaine et al., 2013) 

I.4.2.3 Caroténoïdes dans les algues marines 

Les algues et les microalgues sont une troisième source importante de caroténoïdes. Les algues 

vertes (chlorophyta  so t i hes e  β-carotène, lutéine, violaxanthine, néoxanthine, zéaxanthine, 

fucoxanthine, pérédinine et dianoxanthine. Les algues rouges (rhodophyta) contiennent en plus de 

l α- a ot e et du β-carotène (Shahidi et al., 1998). Actuellement, la production massive de 

caroténoïdes par des microalgues unicellulaires en photobioréacteurs est de plus en plus étudiée car 

elle pe et d o te i  des ol o si es t s i hes e  a ot oïdes d i t t i dust iel (Guedes et al., 

2011). Le tableau. I.8 liste les principales algues cultivées ainsi que les caroténoïdes produits. 
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Tableau I.8 : Les caroténoïdes produits par les microalgues. 

Microalgue Caroténoïdes Références 

Duneliella salina β-carotène (Mendes et al., 2003), 

 (Plaza et al., 2009) 

Haematococcus pluvialis Astaxanthine, Canthaxanthine, 

lutéine 

(Plaza et al., 2009), 

(Nobre et al., 2006) 

Chlorella vulgaris Astaxanthine, Canthaxanthine (Plaza et al., 2009), 

(Mendes et al., 1995) 

Chlorella pyrenoidosa Lutéine, violaxanthine (Plaza et al., 2009), (Wu et al., 

2007), (Cha et al., 2008) 

 

La Figure I.10 présente la structure de quelques caroténoïdes spécifiques ou fortement 

présents dans les algues. 
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Figure I.10 : Structure des a ot oïdes p se ts da s les algues d ap s (Takaichi, 2011). 

I.4.3 Classification des caroténoïdes  

On peut répertorier les caroténoïdes selon deux grandes classes : (1) les carotènes ou les 

a ot oïdes h d o a o s o pos s u i ue e t d ato es de a o e et d h d og e α-
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a ot e, β-carotène, phytoène, lycopène, etc.),(2) : les xanthophylles ou les caroténoïdes oxygénés, 

qui contiennent en plus de la chaîne carbonée des fonctions époxy, carbonyle, hydroxyle, méthoxy 

ou acide carboxylique (violaxanthine, canthaxanthine, zéaxanthine, spirilloxanthine, torularhodine) 

(Rivera & Canela-Garayoa 2012). On peut classer les carotènes en deux sous-classes : les carotènes 

acycliques et les carotènes cycliques. Les xanthophylles peuvent être classées en caroténols et époxy 

caroténoïdes. La figure I.11 représente la structure de quelques xanthophylles et carotènes bien 

distincts en terme de groupements fonctionnels. 
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Figure I.11 : Structure de quelques xanthophylles et carotènes d ap s (Rivera & Canela-Garayoa, 

2012). 

I.4.4 Structure chimique 

Les caroténoïdes appartiennent à la famille des tetraterpénoïdes. L u it  de ase de la st u tu e de 

ces pigments est l isop e, o stitu  de  u it s isop i ues (C5) liées tête-à-queue. Au centre, les 

unités isopréniques sont liées queue-à-queue de façon renversée, ce qui donne à certains 

caroténoïdes une symétrie moléculaire. Généralement, les caroténoïdes sont des C40 

tetraterpénoides mais il existe aussi des structures en C30 ou C50. 

La structure chimique des molécules présente un système conjugué de doubles liaisons (chaîne 

polyène) alternées avec des liaisons simples, formant la partie centrale de la molécule qui constitue 
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le h o opho e espo sa le de l a so ptio  de la lu i e. Les le t o s π de ce système conjugué 

sont délocalisés tout le long de la chaîne polyène, ce qui confère aux caroténoïdes leur couleur et 

leur réactivité chimique (Britton, 1995). 

La modification du squelette basique C40 des caroténoïdes donne différentes structures, par 

hydrogénation, déshydrogénation, cyclisation et introduction de fonctions oxygénées (Figure. I.12).  

La classification des quelques 700 caroténoïdes isolés et identifiés se fait suivant leurs structures 

chimiques : tout d a o d le o e d'atomes de carbone qui constitue le squelette de base, variant 

de 30 à 50, ensuite la structure linéaire ou cyclique, enfin la présence des groupes fonctionnels 

insérés généralement sur les extrémités de la chaîne carbonée. Suivant le nombre de doubles 

liaisons, différentes configurations (cis/trans) (E/Z) sont possibles pour un caroténoïde, mais la forme 

all-trans est largement prédominante dans la nature (Stahl & Sies, 2003). 

Phytoène

Phytofluène

Neurosporène

Lycopène

carotènec

 

Figure I.12 : “t u tu e de uel ues a ot oïdes li ues et a li ues d ap s (Rodriguez- Amaya, 

2001). 

I.4.5 Propriétés physico-chimiques des caroténoïdes 

I.4.5.1 Solubilité des caroténoïdes  

Les caroténoïdes sont des molécules extrêmement hydrophobes qui présentent donc une faible 

solu ilit  da s l eau. La pola it  des a ot oïdes a ie d u  pig e t à l aut e, sui a t le g oupe 

-zéacarotène 

α-zéacarotène 

-carotène 

δ-zéacarotène 

-carotène 

α-carotène 
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fonctionnel lié aux extrémités de la chaîne polyène. Ceci influence leur interaction avec les 

membranes biologiques et diverses molécules (Jomova & Valko, 2013). Ils peu e t s asso ie  à des 

protéines (Britton, 1995). Ils sont solubles dans les solvants organiques tel ue l a to e, l thanol, 

l the  diéthylique, le hlo ofo e, et l a tate d th le. Les a ot es, qui sont de façon générale 

apolai es, so t solu les da s l he a e, le tolu e et l the  de p t ole. E  e a he, les 

xanthophylles telles que la lutéine ou la zéaxanthine sont des molécules très polaires, solubles dans 

le méthanol et l tha ol (Rodriguez- Amaya, 2001). La solubilité des caroténoïdes est influencée par 

l i te a tio  a e  d aut es ol ules e i o a tes, o e les lipides et les p ot i es. In vivo, les 

caroténoïdes sont localisés dans les membranes, leur interaction avec les protéines modifie leur 

polarité, facilitant ainsi leur transport en milieu aqueux (Britton, 1995). 

I.4.5.2 Absorption de la lumière UV-visible  

Le système conjugué de doubles liaisons des caroténoïdes constitue le chromophore qui absorbe la 

lumière UV-visible généralement entre 400 et 600 nm. La majorité des caroténoïdes ont un spectre 

d a so ptio  a e   a i a, en relation avec leur structure chimique. Le nombre élevé de doubles 

liaisons conjuguées explique l'absorption dans le vert (Meléndez-Martinez et al., 2007). Ainsi, le 

lycopène, caroténoïde acyclique de couleur rouge avec 11 doubles liaisons conjuguées, présente des 

bandes d'absorption a i ales à ,  et   da s l the  de p t ole. Le ζ-carotène, de 

couleur jaune pâle également acyclique et possédant 7 doubles liaisons conjuguées absorbe dans 

l the  de p t ole, à des lo gueu s d o de a i ales de ,  et  . Les ph to e et 

phytofluène ont respectivement 3 et 5 doubles liaisons et sont incolores. Ils absorbent en dessous de 

400 nm. La cyclisation influence également la forme du spectre UV visible des caroténoïdes : le β-

carotène étant bi-cyclique avec 11 doubles liaisons conjuguées, il présente un effet hypsochrome par 

rapport au lycopène, dû à la cyclisation (Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004). 

 

 

Figure I.13 : “pe t e d a sorption UV visible du lycopène (     , du -carotène (--- , du β-carotène (-.-.), 

et de l α- a ot e …..  da s l the  de p t ole, d ap s (Rodriguez- Amaya, 2001).
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L a so ptio  de l e gie lu i euse pa  u e ol ule o ga i ue produit un état excité de haute 

énergie. Dans le cas des caroténoïdes, la transition pertinente est de type *au cours de laquelle 

un électron  de la liaiso  lia te du s st e de la dou le liaiso  o jugu e passe à l o itale o  

liante *. Les électrons so t haute e t d lo alis s et l tat e it  p se te u e e gie fai le, e 

ui o espo d à l issio  da s la gio  du isi le pou  des lo gueu s d o de o p ises e t e  

et 500 nm. La caractéristique de la forte absorption de la lumière dans la région du visible est 

att i u e à u e fo te t a sitio  pe ise de l tat i itial “0 à l tat e it  se o dai e si gulet “2. La 

fo atio  di e te de l tat t iplet T1 des caroténoïdes à partir des états excités S2 ou S1 via le 

croisement intersystéme CI“  est pas fa o a le (Britton 1995)(Figure I.14). 

 

 

Figure I.14 : Niveaux d e gie d u  a ot oïde et t a sitio s ap s e itatio  (Jomova & Valko, 

2013). 

I.4.5.3 Stabilité et réactivité des caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont une famille de molécules thermolabiles, sensibles à la température et à 

l o g e. Leu s st u tu es hi i ues i satu es les e de t peu sta les et t s a ti es. (Lemmens 

et al., 2013) o t pa  e e ple tudi  de a i e app ofo die les i ti ues d iso isatio  du all-

trans-β-carotène en formes cis-isomère dans de la purée de mangue soumise à des traitements 

combinés haute pression-température. (Knockaert et al., 2012) ont aussi étudié la dégradation et 

l iso isatio  de β-carotène de carotte durant des traitements thermiques en présence de matière 

grasse (huile). (Colle et al., 2013) ont mené la même étude avec le lycopène. La chaîne polyène des 

a ot oïdes est sujette à l iso isatio  des trans-caroténoïdes en cis-caroténoïdes. Leur oxydation, 

la te p atu e, l e positio  à la lu i e, la p se e d a ides et l adso ptio  su  des su fa es a ti es 

fa ilite t l iso isatio . La d g adatio  o dati e ep se te la ause p i ipale de d g adatio  des 

a ot oïdes, li e à la p se e d o g e, d'e z es, de tau , et la o-oxydation en présence 
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des hydro-péroxydes lipidiques (Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004). Les processus de dégradation 

des caroténoïdes sont résumés dans la figure I.15. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.15 : Processus de dégradation des caroténoïdes (Rodriguez- Amaya,2001) 

D u e faço  g ale, le s st e o jugu  des a ot oïdes, i he e  le t o s, est t s a tif is-à-

is des age ts le t ophiles, e ui fa o ise l o datio . M e les a ot oïdes à l tat pu  istalli  

so t sus epti les de s o de  e  p se e d o gène. In vivo, les caroténoïdes sont souvent stabilisés 

pa  les p ot i es ou les lipides, ais e i e les e p he pas d t e o d s e  p se e de adi au  

li es ou d age ts o da ts (Britton, 1995). Ils peuvent aussi être dégradés par les lipoxygénases 

(Britton et al., 1996). 

(Lin & Chen, 2005) o t o t  ue da s le jus de to ate, la d g adatio  et l iso isatio  des all-

trans lut i e, β-carotène et lycopène, augmente lors du stockage à la lumière, et lorsque la 

température augmente. Le traitement thermique des matrices provoque la dégradation partielle des 

caroténoïdes par isomérisation de la forme trans vers la forme cis. Ceci est dû à la rupture des 

complexes caroténoïdes-protéines D’Evoli et al., . La lyophilisation des caroténoïdes favorise 

gale e t leu  d g adatio  du fait de la di i utio  de po osit  et l aug e tatio  de la su fa e de 

o ta t a e  l ai . 

I.4.6 Biosynthèse des caroténoïdes  

Les caroténoïdes sont biosynthétisés par les plantes supérieures, les algues, les champignons et les 

bactéries. Leur biosynthèse dérive de la biosynthèse générale des isoprénoïdes. Quelles que soient la 

matrice, les premières étapes de biosynthèse sont communes. Les caroténoïdes sont biosynthétisés 

au niveau des plastides (IPP) et synthétisés à travers la voie du plastide spécifique DOXP (1-

déoxylulose 5-phosphate) (Eldahshan & Singab, 2013). Il y a deux voies de biosynthèse 
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i d pe da tes de l IPP, la oie lassi ue de l'a ide alo i ue (MVA) et la voie non-mévalonique 

(DOXP). Dans la suite, nous allons expliquer uniquement la voie (MVA)(Figure I.16). 
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Figure I.16 : Voie de synthèse de l'acide mévalonique. 

Les caroténoïdes sont des isoprénoïdes, ils so t ios th tis s à pa ti  de l a t le oe z e-A via 

l a ide évalonique, les principaux stades de biosynthèse sont résumés dans la figure I.17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.17 : Différents stades de biosynthèse des caroténoïdes. 
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I.4.6.1 Synthèse du phytoène et lycopène 

La première étape est la formation de C40 tétraterpénoïde phytoène, à partir de deux molécules de 

géranyl-géranyl diphosphate C20 (GGDP), via le préphytoène diphosphate (PPDP) ou la phytoène 

synthase (Eldahshan & Singab, 2013; Britton et al., 1996). Dans les plantes, le phytoène formé se 

trouve sous forme d'isomère 15 cis, mais également d'isomère 15 trans chez certaines bactéries. 

Ensuite, le phytoène avec ses 9 doubles liaisons subit une série de réactions de désaturation, 

chacune générant une double liaison. Les formes intermédiaires sont le phytofluène,  le -carotène, 

le neurosporène (Britton et al., 1996). Quatre réactions de désaturation ont lieu lors de cette étape 

atal s e pa  l e z e (PDS) phytoène désaturase et la -carotène désaturase, menant à la 

formation du lycopène de couleur rose à partir du phytoène incolore (Eldahshan & Singab, 2013). La 

première désaturase (PDS  atal se la ios th se de , , -tri-cis- -carotène, substrat de la 15-

cis- -carotène isomérase (Z-ISO) pour p odui e le , -di-cis- - a ot e, ap s l iso isatio  du -

cis- -carotène, la deuxième -carotène désaturase (ZDS) e à la fo atio  de , , -cis-

eu ospo e et le , -cis-lycopène. Enfin, la a ot e iso ase C‘I“TO  atal se l iso isation 

de ces composés en all-trans lycopène (Stange & Flores, 2012)(Figure I.18). 
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FigureI.18 : Schéma de synthèse du phytoène et du lycopène. 
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I.4.6.2 Cyclisation du lycopène 

Comme tous les  caroténoïdes ne sont pas cycliques, deux produits peuvent se former suivant la 

position de la double liaison du cyclohexane. Le lycopène peut subir une cyclisation à une ou deux 

extrémités de sa structure donnant le -carotène monocyclique, le -carotène monocyclique et le -

carotène di-cyclique. Le neurosporène peut subir une même cyclisation donnant le - et l α-

zéacarotène. Cette cyclisation se déroule suivant le mécanisme décrit dans la figure I.19, dans lequel 

une perte de H+ à partir du C6, C18 ou C4 favorise la formation du -, - ou  cycle respectivement 

(Britton et al., 1996). Ces transformations en différentes molécules bicycliques se font par 

l i te diai e de la l op e lase, de la l op e- -cyclase (LCYB) qui convertit le lycopène en -

carotène contenant un cycle . Ce -carotène est, ensuite, converti, par la même enzyme, en -

carotène (Eldahshan & Singab, 2013). La production du α-carotène se fait par une cyclisation du 

lycopène par la lycopène- -cyclase (LCYE) et (LCYB) (Stange & Flores 2012). 
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Figure I.19 : Différentes cyclisations du lycopène (Britton et al., 1996). 

I.4.6.3 Formation des xanthophylles 

La formation des xanthophylles représente la dernière étape de la biosynthèse des caroténoïdes. 

Dans certains cas, la caroténoge se s a te a e  la fo atio  des a ot es. Da s d aut es as, les 

carotènes synthétisés à partir du all-trans-lycopène subissent une oxygénation aboutissant à la 

fo atio  de a thoph lles li ai es ou li ues. L o g atio  est la de ière étape de la voie de 

biosynthèse des caroténoïdes. Au cours de cette étape, la zéaxanthine et la 3-hydroxy-xanthophylle 
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lutéine sont formées par une hydroxylation stéréospécifique du α- et -carotène par un mélange 

d e z es o dases Figure I.20)(Britton et al., 1996). 
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Figure I.20 : H d o latio  st osp ifi ue du β-carotène et formation de la lutéine. 

L o g e i t oduit pa  l i te diai e de es a tio s peut t e sous forme de groupement 

hydroxyle, méthoxy ou carbonyle et dans certains cas sous forme époxyde. La conversion du -

carotène en xanthophylle est assurée par une série de réactions dépendantes catalysées par 

l'hydroxylase ferrédoxine. Le  - a ot e est h d o l  pa  l e z e -carotène hydroxylase pour 

donner la zéa a thi e ta dis ue l h d o latio  de l α- a ot e pa  l e z e -carotène 

hydroxylase conduit à la lutéine (Stange & Flores, 2012). 

Dans les plantes supérieures, les groupes hydroxyles sont introduits sur le -carotène pour donner de 

la zéaxanthine via la -carotène hydroxylase, les groupes époxy sont introduits sur la zéaxanthine par 

la zéaxanthine époxidase pour donner la violaxanthine via l a te a a thi e. E pos e à la lu i e, la 

violaxanthine se transforme en zéaxanthine via la violaxanthine de-époxidase (Vde) (Takaichi, 2011). 

I.4.7 Extraction des caroténoïdes à partir des matrices végétales 

L e t a tio  est u e tape u iale. La g a de di e sit  des o pos s pol ph ols, a ot oïdes, 

a tho a es,…  ai si ue la g a de a ia ilité des matrices l gu es, f uits, ha pig o s, algues …  

contenant ces principes bioactifs fait de l e t a tio  u e tape clé qui doit être sensible, peu 

coûteuse et reste diff e te d u e ol ule à u e aut e. Malg  les p og s e  hi ie a al ti ue, la 

p pa atio  de l e t ait a a t l a al se fi ale de eu e t s o ple e (Giergielewicz-Mozajska et al., 

2001). 
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Il e iste di e ses te h i ues d e t a tio , lassi ues ou o e tio elles, ui o t t  utilis es pou  

l e t a tio  des a oténoïdes à partir de  matrices naturelles : l e t a tio  pa  “o hlet, l e t a tio  

liquide-liquide, l e t a tio  solide-liquide. Ces techniques présentent une reproductibilité limitée, 

u e fai le s le ti it , des e de e ts d e t a tio  fai les, des te ps de a ipulatio  le s 

pou a t e ge d e  l alt atio  du p oduit (Herrero et al., 2013).  

Ces verrous peuvent être levés grâce à l utilisatio  des ou elles te h i ues d e t a tio  plus 

rapides, automatisées, sélectives en terme d e t a tio   (Herrero et al, 2013). Une voie prometteuse 

est l e t a tio  e  ilieu CO2 supercritique. 

La ajo it  des te h i ues d e t a tio  fait appel à la diffusion du composé désiré à partir de la 

matrice par perturbation des tissus suivie par une élimination des composés indésirables 

(purification) via une extraction liquide-liquide ou solide-liquide (Ishida et al., 2012). La nature du 

composé à extrai e ai si ue la atu e de la ati e g tale fleu , feuille, f uit  so t d u e g a de 

i po ta e e  ue d u e e t a tio  effi a e. La polarité des solutés affecte leur solubilité dans le 

sol a t d e t a tio  et do  l e traction elle-même (Tsao  & Deng, 2004). 

I.4.7.1 Extraction conventionnelle des caroténoïdes à partir de matrices végétales 

L e t a tio  est, par définition, u e thode ou p o d  utilis  da s le ut de l o te tio  de  

o pos s à pa ti  d u  la ge de solide ou d u e solutio  li uide . Ce procédé d'extraction 

consiste à épuiser la matrice végétale en molécules extractibles par un solvant qui va être ensuite 

éliminé par évaporation. L e t a tio  pa  sol a ts o ga i ues est la te h i ue d e t a tio  la plus 

utilisée. Elle consiste en une s ie d op atio s do t le ut est de s pa e  u  ou plusieu s o pos s 

i l s, à pa ti  d u e at i e solide ou li uide. Cette te h i ue est as e su  le p i ipe de la 

diffusion du solvant à travers la matrice et la solubilisation du composé ciblé (Strati & Oreopoulou, 

2014). U  od le p opos  pa  Pa liz  e  , ui d it le p o essus d e t a tio  d u  

ha tillo  h t og e, postule ue la pa tie po euse d u  ha tillo  est e tou e par une couche 

organique. L e t a tio  du o pos  à pa ti  de l ha tillon est réalisée selon les étapes (Mustafa & 

Turner, 2011) décrites ci-dessous : 

 Le composé est désorbé de son site au niveau de la matrice, 

 Il diffuse e suite à t a e s la at i e pou  attei d e l i te fa e at i e-fluide au niveau des 

pores de la matrice solide, 

 La t oisi e tape est la diffusio  du o pos  da s le sol a t d e t a tio  à t a e s les 

pores, 

 Enfin, le o pos  i l  attei t la phase d e t a tio  pa  o e tio . 
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La localisation du composé au niveau de la matrice représente un facteur iti ue da s l e t a tio  

par solvant : cinq situations ont été identifiées/postulées (Figure I.21) (1) : le composé est adsorbé 

su  la su fa e d a al se, (2) : il est dissous dans les pores, (3) : il est dissous/adsorbé dans les 

micro/nanopores de la matrice, (4) : il est chimiquement lié à la matrice, (5) : il est dissous dans la 

solution. Da s le as des at i es g tales, l tape li ita te est elle de la solu ilisatio  ou  de la 

diffusion (Mustafa & Turner, 2011). 

 

Figure I.21 : Différentes localisations du composé à extraire au niveau de la matrice végétale, 

(Mustafa & Turner, 2011). 

Pour les caroténoïdes,un solvant organique est utilisé pour permettre une extraction en une seule 

étape «One-step » (Amorim-Carrilho et al., 2014). Une bonne extraction par solvant doit libérer tous 

les caroténoïdes, en solution, à partir de la matrice végétale, sans les abimer. Les solvants choisis 

pou  l e t a tio  doi e t a oi  u  poi t d ullitio  fai le afi  de i i ise  la te p atu e 

d extraction et être adaptés à la polarité des caroténoïdes (Machmudah  & Goto, 2013; Rodriguez-

Amaya & Kimura, 2004). Diff e ts sol a ts o ga i ues o t t  utilis s pou  l e t a tio  des 

caroténoïdes, mais la sélection du solvant approprié reste difficile. La différence de polarité entre les 

caroténoïdes (xanthophylles, carotènes, caroténoïde-esters) et la structure de la matrice joue un  

rôle clé dans le choix du solvant (Amorim-Carrilho et al., 2014). Dans le cas où les caroténoïdes sont 

apolaires a ot es  ou est ifi s, l he a e est le eilleu  sol a t d e t a tio . Da s le as des 

caroténoïdes polaires, l tha ol est u  o  hoi  et p se te l a a tage d t e « food compatible » 

(Machmudah  & Goto,  2013). 

I.4.7.1.1 Extraction par Soxhlet 

Principe  

L e t a tio  pa  “o hlet thode d elopp e pa  l Alle a d Franz von Soxhlet à la fin du 19 ème 

siècle) se fait avec des solvants organiques à pression atmosphérique, pour une dissolution sélective 
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des composés ciblés contenus dans la matrice solide (Cardenas-Toro et al., 2015). Cette technique 

su passe d aut es te h i ues d e t a tio  o e tio elles, du fait de la o ti uit  du o ta t e t e 

le sol a t pu  et la at i e solide, d u e pa t, et l a se e de l tape de filt atio  ap s l e t a tio , 

d aut e pa t. Cepe da t, le te ps d e t a tio  est lo g plusieu s heu es  et le is ue d u e 

décomposition thermique est possible (Figure I. 22). 

 

Figure I.22 : Mo tage d e t a tio  “o hlet. 

Co te e t, l e t a tio  pa  “o hlet est u e e t a tio  pa  sol a t o ga i ue d u e esp e 

contenue dans une poudre solide ou un amas de morceaux de matrice grossiers placés dans une 

cartouche en papier (filtre épais). Le sol a t pla  da s u  allo  est hauff  jus u à ullitio  et sa 

apeu  passe au t a e s de l ha tillo  da s l e t a teu , puis le condenseur où il est condensé et 

eto e da s l e t a teu  o te a t la a tou he a e  l ha tillo . L ha tillon placé dans le filtre 

au sei  de l e t a teu  a p og essi e e t t e e ou e t pa  le sol a t d e t a tion condensé. 

Quand le solvant atteint le niveau maximal de remplissage au niveau de la cartouche, il se déverse 

par un siphon vers le ballon de distillation avec les composés ciblés issus de la macération de 

l ha tillo  da s le sol a t. Ces diff e tes tapes ullitio -condensation-macération-vidange par 

effet siphon) se p te t de a i e li ue ta t ue l ullitio  du sol a t da s le allon est 

maintenue (Luque de Castro & Priego-Capote, 2010). 

(Cardenas-Toro et al., 2015) o t e t ait des a ot oïdes α- et β-carotènes) à partir des fibres de 

pal ie , e  utilisa t l tha ol o e sol a t d e t a tio . Dans une autre étude sur la teneur en 

caroténoïdes des crevettes roses (P. brasiliensis et P. paulensis), (Mezzomo et al., 2011) ont extrait 

l asta a thi e, la β- pto a thi e, l α-carotène, le trans-β-carotène et le cis-β-carotène en utilisant 

l e t a tio  pa  “o hlet, a ec divers solvants d e t a tio , comme le n-he a e, l tha ol, l a to e, 

l isop opa ol, et u  la ge isop opa ol/he a e  /  (v /v).  

Siphon 

Source de chauffage 

Condensateur 
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Extracteur 
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I.4.7.1.2 Extraction par agitation/homogénéisation 

L e t a tio  pa  agitatio  est u e thode d e t a tio  eau oup utilis e da s l i dust ie. L agitatio  

utilise le couplage entre un agitateur et le réceptacle contenant la matrice brute, tandis que 

l ho og isatio  epose su  le p i ipe de la a atio  où le la ge du sol a t et de la at i e 

brute ne subit aucune agitation (Prado et al., 2014). 

Ce t pe d e t a tio  est g ale e t appli u  à des at i es o es. Cette thode epose sur 

u  la ge a i ue du sol a t d e t a tio  a e  la at i e g tale, sui ie d u  te ps de epos 

qui peut aller de quelques minutes à plusieurs heures, suivie d'une filtration. Une étape 

d apo atio  sous agitatio  suit l tape d e t a tio , afi  d li i e  le sol a t (Strati & Oreopoulou, 

2014). L e t a tio  des caroténoïdes par agitation est utilis e e  pa ti ulie  pou  l e t a tio  des 

caroténoïdes à pa ti  des pelu es de to ate l ophilis es e  utilisa t l tha ol et l a tate d th le 

(Strati & Oreopoulou, 2011) ou sur les déchets de tomate (pelures et pépins), en utilisant des 

mélanges hexane/éthanol, (1/1) hexane/acétone (1/1) et hexane/éthyle acétate (1/1). 

I.4.7.1.3 Autres extractions conventionnelles 

Out e l e t a tio  li uide/li uide et solide/li uide utilisa t les sol a ts o ga i ues à p essio  

at osph i ue pou  l e t a tio  des a ot oïdes, il e iste d aut es techniques telles que (i) 

l e t a tio  assist e pa  i o-ondes (EMA) (Zhao et al., 2009)(Hiranvarachat & Devahastin,  

2014)(Hiranvarachat et al., 2013), (ii) l e t a tio  assist e pa  ult asons (EUA) (Li et al., 

2013)(Mezzomo et al., 2011)(Macias-Sanchez et al., 2009). Cette dernière technique se base sur 

l utilisatio  de f ue es le es, sou e t plus ue  kHz et u e ua tit  de sol a t li it e, da s 

le but de réaliser une extraction effective en augmentant le transfert de matière et facilitant la 

solubilisation du composé à extraire dans le solvant, ceci par le biais de la perturbation de la matrice 

(Herrero et al., 2013). 

I.4.7.2 Extraction par solvants organiques accélérée par la pression (ASE ou PLE) 

L e t a tio  pa  sol a t a l e pa  la p essio  aussi nommé ASE ou PLE, est une technique 

d e t a tio  ui utilise les sol a ts o ga i ues à te p atu e et p essio  le es, e ui ai tie t le 

sol a t d e t a tio  à so  tat li uide du a t l e t a tio  (Herrero et al., 2013). Cette technique a été 

décrite pour la première fois en 1996 par (Richter et al., 1996). On peut considérer la PLE comme une 

ou elle odalit  d e t a tio  pa  “o hlet ais e  op a t à des p essio s et te p atu es le es 

(Mendiola et al., 2007). Cette combinaison engendre une extraction rapide, et demande des petits 

olu es de sol a t. L aug e tatio  de la te p atu e d e t a tio  fa o ise la solu ilisatio  du 
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composé ciblé (Mustafa & Turner, 2011). D aut e pa t, la is osit  et la te sio  de su fa e du sol a t 

diminuent, ce qui fa ilite la diffusio  du sol a t au i eau des su fa es de la at i e d e t a tio .  

I.4.7.2.1 Principe et instrumentation 

L e t a tio  pa  A“E o e e pa  l ajout de la at i e à e t ai e da s u e ellule a e  le sol a t 

d e t a tio  ui a t e hauff  pa  l i te diai e d un four à la température désirée, en 

p essu isa t la ellule afi  de ai te i  le sol a t à l tat li uide (Turner, 2006). Pendant un temps t, 

la p essio  est ai te ue à l i t ieu  du s st e pa  u e a e de p essu isatio . Ap s 

l e t a tio , l e t ait est olle t  da s des tu es pla s à la fi  du s st e d e t a tio  (Figure I.23). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.23 : Les diff e ts tapes d extraction par solvant accélérée (Giergielewicz-Mozajska  et al., 

2001). 

L e t a tio  A“E peut t e alis e e  deu  modes, le mode statique ou le mode dynamique. En 

ode stati ue, le p o d  d e t a tio  se o pose de u  ou plusieu s les a e  u  ha ge e t 

partiel de solvant entre chaque cycle. En mode dynamique, le débit du solvant est maintenu constant 

durant tout le te ps d e t a tio  e ui pe et u  o ta t lo g e t e la at i e et le sol a t 

(Mustafa & Turner, 2011). 

I.4.7.2.2 Pa a t es i flue ça t l’e t a tio  a l e pa  solva t o ga i ue 

Diff e ts pa a t es i te ie e t da s l e t a tio  pa  sol a ts o ga i ues accélérée par la 

p essio . Les plus i po ta ts so t la atu e du sol a t d e t a tio , la te p atu e, la p essio , le 

te ps d e t a tio  stati ue et le o e de les. La p se e d eau da s la at i e g tale est 

aussi importante (Mustafa & Turner, 2011). La te p atu e est u  fa teu  iti ue da s l e t a tio , 
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ui affe te la s le ti it  de l e t a tio  A“E. L utilisatio  de te p atu es le es fa o ise la uptu e 

des interactions entre la matrice est la molécule à extraire, ces interactions peuvent être de type Van 

der Waals, liaison hydrogène ou attraction inter-dipôles (Giergielewicz-Mozajska et al., 2001). 

L utilisatio  d u e e gie the i ue pe et d attei d e plus fa ile e t les e gies d a ti atio  

nécessaire au processus de désorption, ce qui augmente la solubilisation du composé à extraire et la 

vitesse de transfert de matière. La  température diminue la viscosité et la tension de surface du 

sol a t d e t a tio  e ui fa ilite so  o ta t a e  la at i e (Mendiola et al., 2007). L effet de la 

p essio  du a t l e t a tio  d pe d de la te p atu e : à une température élevée, la pression 

ai tie t l tat li uide du sol a t d e t a tio . Qua d la te p atu e d passe le poi t d ullitio , 

ceci favorise une meilleure pénétration du solvant à travers les pores de la matrice pour extraire les 

molécules ciblées et augmente le transfert de masse des molécules de la matrice vers  le solvant 

(Mustafa & Turner, 2011). L effet de la p essio  este gligea le su  le e de e t d e t a tio  

(Herrero et al., 2013) et en général une pression proche de 100 bars environ est utilisée. Dans 

e tai s as, l utilisatio  d u  la ge i ai e de sol a ts a lio e l effi a it  de l e t a tio . Pa  

exemple, dans un mélange binaire, un premier solvant peut solubiliser le composé à extraire tandis 

que le deuxième solvant favorise la désorption (Mustafa & Turner, 2011). L A“E est u e te h i ue au 

cours de laquelle une large gamme de solvants peut être utilisée, même ceux qui ne sont pas 

efficaces en extractio  o e tio elle à p essio  at osph i ue, a  l ajuste e t des pa a t es 

te p atu e et p essio  au ou s de l e t a tio  aug e te le pou oi  solu ilisa t du sol a t 

d e t a tio  (Giergielewicz-Mozajska et al., 2001). 

Le fa teu  te ps d e t a tio  et o e de les i flue e t l e t a tio , puis ue da s e tai s as 

l e t a tio  este i a he e à ause du olu e li it  de sol a t d e t a tio  utilis . E  aug e ta t 

le o e de les d e t a tio , o  peut o te i  u e e t a tio  o pl te (Mustafa & Turner, 2011) 

(Figure I.24). 
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Figure I.24 : Pa a t es p i ipau  i flue ça t l e t a tio  pa  A“E (Mustafa & Turner, 2011). 

I.4.7.2.2.1 Extraction des caroténoïdes par ASE 

Du a t la de i e d e ie, l e t a tio  pa  sol a ts o ga i ues a l e pa  la p essio  est 

de e ue u e te h i ue populai e pou  l e t a tio  des a ot oïdes. C est e   ue l e t a tio  

des caroténoïdes par ASE a été décrite pour la première fois par Denery et al., sur les algues H. 

pluvialis et D. salina. Ils o t tudi  l effet du sol a t d e t a tio  et de la te p atu e su  l e t a tio  

de l asta a thi e et la lut i e et o pa  a e  u e e t a tio  o e tio elle. L e t a tio  pa  A“E 

p se te des e de e ts d e t a tio  ui ale ts au  e de e ts o te us par extraction 

conventionnelle. (Breithaupt et al., 2004) o t o t  ue les eilleu s e de e ts d e t a tio  pa  

ASE de caroténoïde sont obtenus à 70 bar, 40°C, 5 min de temps de cycle statique avec 3 cycles 

d e t a tio , e  utilisa t u  la ge i aire de solvant (MTBE/méthanol) (1/1 ; v/v) et 

(éthanol/hexane) (4/3 ; / . L e t a tio  des a ot oïdes de diff e ts t pes d algues a t  alis e 

par ASE dans diverses études (Meizoso et al., 2008)(Koo et al., 2012)(Jaime et al., 2010)(Cha et al., 

2010)(Herrero et al., 2004). L e t a tio  des a ot oïdes a  t  gale e t alis e pa  A“E à pa ti  

de a ottes et de leu s p oduits de t a sfo atio , e  utilisa t l tha ol o e sol a t (Mustafa et 

al., 2012 ; Saha et al., 2015). L e t a tio  des apsa i oïdes du piment a été décrite par (Barbero et 

al., 2006), elle de l asta a thi e à pa ti  de e ettes pa  Quan & Turner en 2009. Celle de l α- et β-

carotène à partir de fibres de palme pressées par Cardenas-Toro et al. en 2015 et Sangi et al. en 

2005. 

Les principales études décrites dans la littérature sont colligées dans le tableau I.9.
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Tableau I.9 : Extraction des caroténoïdes par ASE 

Sources Conditions d'extraction Caroténoïdes Solvant d'extraction 

Haematococcus pluvialis 103,4 bars, 40°C, 2 cycles (5 min)  Astaxanthine   

(Denery et al., 2004) (mode statique)  Lutéine Acétone, éthanol 

     Acétone: éthanol (7/3,v/v) 

     Acétone: Méthanol (7/3, v/v) 

     DCM: méthanol(1/3,v/v) 

Dunaliella salina 103,4 bars, 40°C, 2 cycles (5 min)   Lutéine   

(Denery et al., 2004) (mode statique)   -carotène   

       

Caroténoïdes comme 

 additifs alimentaires 

70 bars, 40°C, 3 cycles (5min) Lutéine, Norbixine, Bixine Méthanol/Ethyle acétate/Ether de pétrole 

(Breithaupt et al, 2004)  (mode statique) Capsanthine (1/1/1, v/v/v) 

   Canthaxanthine  

    -carotène  

    Lycopène   

    -Apo-8'-caroténal   

    Este  th li ue de l  a ide -Apo-8'-caroténoïque    

       

Spirulina platensis 103,4 bar, 115<T°C<170, 9<t (min) <15 β- carotène Hexane, Ethanol, Eau, Ether de pétrole 

(Herrero et al., 2004) 

 

(mode statique)     

Phormidium (algue) 103,4 bars, 150°C,  (20 min)  β- carotène Ethanol 

(Meizoso et al., 2008)   Violaxanthine   
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   Néoxanthine  

    Lutéine   

        

Haematococcus pluvialis 103,4 bars, 100°C, (20 min) Néoxanthine  Ethanol, Hexane 

(Jaime et al., 2010)  (mode statique) Lutéine   

    β-carotène   

    Astaxanthine  

    astaxanthine ester   

    astaxanthine mono ester   

        

Clorella vulgaris 103,4 bars, 160°C, (30 min) Lutéine Ethanol/Eau (90/10, v/v) 

(Cha et al., 2010)  (mode statique) β-carotène   

        

Clorella ellipsoidea 103,4 bars, 115,4°C,  (23,3) min Zéaxanthine Ethanol 

Piments rouge  (mode statique)     

(Koo et al., 2012)       

        

Carotte 50 bars, 60°C, 5 cycles (2min) β- carotène Ethanol 

(Mustafa et al., 2012)  (mode statique) α-carotène   

        

Carotte 103,4 bars, 60°C, (15 min) β-carotène Ethanol/ Hexane (4/3, v/v) 

(Saha et al., 2015) (mode statique)  Lutéine Ethanol/Hexane/Acetone (2/3/1, v/v/v) 

        

Fibre de palme  103,4 bars, 80°C, 2 cycles (10 min) β- carotène n-hexane 

(Sangi et al., 2005) (mode statique)      
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Fibre de palme 40 bars, 55°C, (17 min) β-carotène Ethanol  

(Cardenas-Toro et al., 2015) (mode dynamique) α-carotène   

        

Crevette 60 bars, 80°C, (15 min) Astaxanthine Ethanol 

(Quan & Turner, 2009) (mode statique)       
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I.4.7.3 Extraction en milieux CO2 supercritique  

L e t a tio  pa  fluide supe iti ue est u e te h i ue d e t a tio  elati e e t e te. Elle est 

appa ue da s l industrie dans les années 1970, comme un procédé alternatif à la distillation des 

matrices végétales. Le CO2 supe iti ue fut utilis  o e sol a t d e t a tio  pou  la p emière fois 

en 1971, dans la décaféination des grains de café. Depuis  ette te h i ue s est i pos e da s le 

secteur agroalimentaire, en particulier pou  l e t a tio  de ol ules o ga i ues à pa ti  de pla tes 

(Messer et al., 1998). 

Les caractéristiques physico-chimiques du CO2 (incolore, inodore, non inflammable et non toxique, 

recyclable) font du CO2 u  sol a t t s app op i  pou  l e t a tio  à pa ti  de at i es g tales ou 

a i ale. Pa  ailleu s, l i t t oissa t de es de i es d e ies is-à-vis des questions 

e i o e e tales a o t i u  au d eloppe e t de e t pe d e t a tio , qui présente le mérite 

d t e e  plei  a o d a e  les douze p i ipes de la hi ie e te da s les i dust ies hi i ue, 

pharmaceutique, cosmétique et alimentaire,  afin de limiter l utilisatio  de sol a ts o ga i ues 

potentiellement toxiques et non recyclables. 

I.4.7.3.1 Fluide supercritique et diagramme de phase 

Un fluide supercritique est un corps pur qui possède un point critique, à une température critique 

noté Tc et une pression iti ue ot  P . O  pa le d u  fluide supe iti ue lo s ue le fluide est 

chauffé au-delà de sa te p atu e iti ue, et lo s u il est o p i  au-dessus de sa pression 

critique, le fluide supercritique devient de plus en plus dense, mais il ne passe jamais en phase 

liquide.  

Au-delà des T  et P , ha ue o ps p se te u  o po te e t i te diai e e t e l tat li uide et 

l tat gazeu . Cet « état » dit supercritique est caractérisé par trois propriétés particulières : 

 Une masse volumique pouvant être élevée comparable à celle des liquides, 

 Une faible viscosité comparable à celle des gaz, 

 Un coefficient de diffusivité intermédiaire entre celui des gaz et celui des liquides. 

 

La variation continue de la densité et la constante diélectrique de chaque fluide supercritique permet 

de modifier le fluide pour optimiser la vitesse ou la sélectivité de la réaction et contrôler la solubilité 

des réactifs ou des produits (Jessop, 1998). 

La figure I.25 représente le diagramme de phase du CO2. 
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Figure I.25 : Diagramme de phase de CO2 

Le tableau I.10 présente et compare les propriétés des fluides supercritiques, des gaz et liquides. 

Tableau I.10 : Co pa aiso  des p op i t s d u  gaz, d u  fluide supe iti ue et d u  li uide. 

 Masse volumique 

(g.cm-1) 

Viscosité 

(µPa.s) 

Diffusivité 

(cm2.s-1) 

Gaz 0,6. 10-3 à 2.10-3 10 à 30 1.10-1 à 4.10-1 

Fluide supercritique 0,2 à 1,1 10 à 30 0,1.10-3 à 1.10-3 

Liquide 0,6 à 1,6 200 à 3000 0,2.10-5 à 2.10-5 

 

Parmi les fluides supercritiques, les plus utilisés sont le dioxyde de a o e, l eau, le fluide 

frigorigène R134a, l tha e, le p opa e, l th l e et le p op l e. Le dio de de a o e et l eau so t 

les deu  fluides les plus utilis s a  ils p se te t l a a tage d t e des sol a ts e ts, o  polluants 

et inflammables. Les o do es iti ues le es de l eau li ite t so  utilisatio  e  e t a tio  de 

biomolécules issues de matrices biologiques fragiles car thermosensibles (Tableau. I 11). 
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Tableau I.11 : Température et pression critiques de certains fluides supe iti ues d ap s (Jessop, 

1998) et (Lu et al., 2014). 

Fluide supercritique Température critique (Tc) (°C) Pression critique (Pc) (atm) 

 

C2H4 9,3 49,7 

Xe 16,6 57,6 

CHF3 25,9 47,6 

CO2 31,1 72,9 

C2H6 32,2 48,1 

C3H6 91,8 45,5 

C3H8 96,7 41,9 

NH3 132,3 112,0 

H2O 374,1 218,3 

R 134a (C2H2F4) 101 400,7 

 

I.4.7.3.2 Do ai es d’appli atio s du dio de de a o e supe iti ue 

Depuis la ise e  œu e de la te h i ue d e t a tio  pa  fluide supe iti ue et l i dust ialisatio  de 

e p o d , l utilisatio  de CO2 o e sol a t supe iti ue s est i te sifi e et ultipli e da s 

divers procédés  tels que la recristallisation des produits pharmaceutiques, le fractionnement des 

huiles et pol es, l li i atio  des sol a ts siduels et o o es à pa ti  des pol es, les 

réactions de polymérisation, le traitement des déchets solides et liquides, les réactions 

e z ati ues, l e t a tio  du holest ol à pa ti  du eu e, du sai dou , du suif et des œufs, la 

décaféi atio  du af , et l e t a tio  des o pos  a e s lupuline) du houblon (Charpentier & 

Sevenants, 1998) la micronisation (Martin & Cocero, 2008), la chromatographie (De Klerck et al., 

2012). Depuis les deu  de i es d e ies, le p o d  d e t a tio  pa  CO2 s est d elopp  su tout 

dans les domaines agroalimentaire et biopharmaceutique. 

L e t a tio  pa  CO2 supercritique dans les 13 dernières années a été appliquée sur plus de 300 

espèces de plantes du fait de la grande polyvalence du CO2 dont les propriétés qui peuvent être 

odul es  e  ue d u e eilleure sélectivité des composés à extraire (De Melo et al., 2014). Le CO2 

supercritique est largement utilisé da s l e t a tio  de plusieu s p i ipes a tifs et d huiles 

essentielles à partir des matrices végétales comme la pomme (Adil et al., 2007) (Halvorsen et al., 

2000)(Massias et al., 2015), le raisin (Passos et al., 2009)(Passos et al., 2010) (Ghafoor et al., 2010) 

(Cao & Ito., 2003), la tomate (Kassama et al., 2008)(Ciurlia et al., 2009)(Vagi et al., 2007), l abricot 
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(Özkal et al., 2005) (Sanal et al., 2004) (Döker et al., 2004)(Sanal et al., 2005), l orange (Mira et al., 

1999)(Berna et al., 2000) (Mira et al., 1996), la carotte (Sun et al., 2006) (Glisic et al., 2007), 

l anacardier, (Patel et al., 2006), la citrouille (Shi et al., 2010)(Mitra  et al., 2009), la pêche (Sanchez-

Vicente et al., 2009) (Mezzomo et al., 2009) (Ekinci & Gürü, 2014), le soja (Rostagno et al., 2002)(Jokic 

et al., 2012) (Zuo et al., 2008), l ail (Del Valle et al., 2012)(Zalepugin et al., 2010) et le gingembre 

(Balachandran et al., 2006)(Mesomo et al., 2013). 

I.4.7.3.3 P i ipe de l’e t a tio  pa  CO2 supercritique 

L e t a tio  pa  CO2 supe iti ue est u e te h i ue d e t a tio  i t essa te du fait de sa diffusi it  

élevée combinée à un pouvoir solvant hautement modulable par action sur le coup ; la pression-

température. Le CO2 p se te l a a tage d t e à l tat gazeu  à te p atu e et à p essio  

ambiante. En outre le CO2 peut être facilement recyclé après dépressurisation partielle. Le principe 

de l e t a tio  pa  CO2  se dérouler en deux étapes :  

Etape 1 : extraction des substances solubles à partir de la matrice solide par le fluide 

supercritique. 

 Etape 2 : séparation des composés du solvant supercritique après son expansion par 

dépressurisation.  

Au niveau de la matrice solide, (1) le substrat solide absorbe le solvant supercritique, favorisant la 

dilatation structurale des cellules de la matrice, (2) les composés solubles sont dissous dans le solvant 

supercritique, (3) les composés dissous sont ensuite transférés par diffusion à la surface du solide, (4) 

les composés sont entraînés par le fluide supercritique et enfin séparés (Pereira et al.,  2010). 

L e t a tio  pa  CO2sc est réalisée par pompage du fluide supercritique à travers un extracteur qui 

o tie t l ha tillo  pou  solubiliser les substances à extraire, et à travers la ligne de pressurisation 

de F“ afi  de olle te  l e t ait (Figure I.26). U  pilote d e t a tio  pa  fluide supe iti ue peut 

contenir une ou deux pompes à haute pression pour faire circuler le CO2 et si nécessaire un deuxième 

solvant polaire (cosolvant), un extracteur à haute pression pour contenir la matrice à extraire, un 

est i teu , et u  s st e de olle te de l e t ait hauff  pou  ite  la fo atio  de a oglace par 

effet Joules-Thomson. La partie extracteur est placée dans un four qui permet de contrôler le 

paramètre température. 
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Figure I.26 : “ h a si plifi  d u  pilote d e t a tio  pa  CO2 supe iti ue d ap s (Turner, 2006). 

L e t a tio  peut tre utilisée suivant deux modes, le mode dynamique ou mode statique. 

L e t a tio  e  ode d a i ue o siste e  u e e t a tio  da s la uelle le fluide supe iti ue 

passe o ti uelle e t à t a e s la ellule d e t a tio . Ce ode pe et u e up atio  plus apide 

de l e t ait pa  u  oule e t o ti u du fluide supe iti ue f ais da s l ha tillo  à ha ue 

i sta t. E  ode stati ue, la ellule d e t a tio  est p essu is e a e  le fluide supe iti ue et 

l e t a tio  est alis e sa s coulement de fluide supe iti ue ta t ue l e t a tio  est pas 

achevée. En mode statique, il est possi le d ajouter une quantité connue de cosolvant. Il est souvent 

utilis  da s le as des la ges e de e ts d e t a tio  >  g  puis ue e ode d'extraction permet 

d o o ise  du fluide (Lee & Markides, 1990). 

I.4.7.3.4 I flue e des pa a t es d’e t a tio  

La d fi itio  des o ditio s op atoi es da s l e t a tio  pa  CO2 supercritique dépend 

majoritairement du composé ou de la famille de composés à extraire, en particulier la solubilité du 

composé dans le CO2 supercriti ue, l i te a tio  o pos -matrice solide, la localisation du composé 

cible au niveau de la matrice. Les paramètres les plus influençant sur lesquels il est possible de jouer 

sont : la te p atu e, la p essio , le osol a t, le te ps d e t a tio , le d it du fluide supercritique 

ais aussi pa  e e ple la a i e do t l ha tillo  sou is à l e t a tio  est p pa  poud e plus 

ou oi s fi e, o eau , s h s ou pas… . 

I.4.7.3.4.1 Effet de la température et pression 

L usage du CO2 supercritique en tant que solvant non- o e tio el pou  l e t a tio  de 

io ol ules e ge de plus e  plus depuis u e dizai e d a es. Peu he , o -inflammable, non 

toxique, recyclable, avec une supercriticité atteinte à 31,1°C et 73,8 bars seulement (conditions 

compatibles avec la fragilité des matrices biologiques), le CO2 présente donc de nombreux avantages 

par rapport aux solvants organiques. En jouant sur le couple pression-température, les propriétés du 
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CO2 supercritique peuvent être facilement ajustées et son aptitude à solubiliser des substrats et des 

produits réactionnels plutôt apolaires et de faible poids moléculaire peut-être grandement modifiée 

selo  ue l o  fait appel à u  CO2 supercritique plus ou moins dense et plus ou moins chaud. Une 

haute densité du CO2, en général associ e à u  o  pou oi  sol a t, est d ailleu s pas le seul 

facteur à considérer en procédé d e t a tio . E  effet, lo s u'à pression constante un CO2 

supercritique chauffe, sa densité diminue et donc à priori son pouvoir solvant diminue et e d auta t 

plus vite que la pression est basse) mais la pression de vapeur des solutés dans le CO2, elle, augmente 

et tend à favoriser la solubilisation du soluté dans le CO2. C est l effet et de es deu  olutio s 

oppos es ui a fai e u u e olutio  du ouple p ession-température va favoriser ou non la 

solubilisation des molécules cibles dans le CO2 (De Melo et al., 2014). E  guise d illust atio , (Tomita 

et al., en 2013) o t, pa  e e ple, lai e e t o se  su  l huile de Cannabis Sativa L. que la solubilité 

dans le CO2 supercritique augmente en fonction de la pression à température constante, et diminue 

en fonction de la température à pression constante. 

I.4.7.3.4.2 Effet  du cosolvant 

Le CO2 supe iti ue est u  o  sol a t d e t a tio  pou  les omposés lipophiles (non polaires). Son 

affinité avec les molécules polaires est très faible. Aussi, l ajout de ua tit s fai les d u  osol a t 

est essai e da s e tai s as, afi  de odifie  le pou oi  de sol atatio /d aug e te  la solubilité 

des composés polaires à extraire.  

Le cosolvant est une substance qui se dissout dans la phase supercritique. Dans le cas du CO2 

supercritique, le cosolvant modifie les propriétés solvatantes du CO2 en autorisant ou favorisant des 

interactions chimiques spécifiques. 

L effet de l ajout d u  cosolvant su  le e de e t d e t a tio  a t  eau oup tudi e (Jeong & 

Chesney, 1999)(Veggi et al., 2011)(Huang et al., 2013)(Shi et al., 2009). Ces études montrent que 

l effet p do i a t da s l e t a tio  a e  osol a t d pend du type de solvant ajouté, de la matrice 

d e t a tio  et de la atu e du o pos  à e t ai e. 

I.4.7.3.4.3 Effet du débit de CO2 supercritique 

Généralement, un débit de CO2 le  aug e te le e de e t d e t action (Reverchon & Marrone, 

2001). Lorsque le procédé d e t a tio  est o t ôl  pa  u e sista e de t a sfe t de asse e te e, 

ou par un équilibre de transfert de masse, la quantité de CO2 ui pa ou t la ellule d e t a tio  

d te i e le e de e t d e t a tio  (Reverchon & De Marco, 2006). Dans certains cas, l effet 

i e se est o se . Ce i est dû à l i suffisa e du te ps de o ta t e t e le CO2 et la matrice. Par 
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exemple, Papamichail et al., (2000) o t o se  ue le e de e t d e t a tio  de l huile des g ai s 

de céleri augmente en augmentant le débit du CO2.  

La vitesse de solvant ou débit est une variable indépendante qui influence de façon directe la 

dispe sio  a iale, le oeffi ie t de t a sfe t de asse et l a u ulatio  de l e t ait da s la phase 

supercritique (De Melo et al., 2014).  

I.4.7.3.4.4 Influence du te ps d’e t a tio  

Le te ps d e t a tio  a t e hoisi e  fo tio  de la atu e du solut  à e t ai e, de la atu e et 

quantité de la matrice, de la granulométrie, de la solubilité,  de la diffusivité du soluté en milieu CO2 

supercritique, des interactions solvant-soluté-matrice ainsi que du débit de CO2 supercritique. Par 

exemple, (Reverchon & Teddeo, 1995) o t e t ait l huile de soja à diff e ts te ps d e t a tio , au  

o ditio s d e t a tio  opti u . Ils o t o t  ue le e de e t d e t a tio  des te p es 

o g s et o  o g s passe de % ap s  i  d e t a tio  à %  da s l i te alle -350 

i . Le e de e t d e t a tio  des o pos s de asse ol ulai e le e ses uite p es et 

sesquiterpènes oxygénés) augmente a e  l aug e tatio  du te ps d e t a tio , dû à des 

mécanismes différents de transfert de masse entre les composés de faible masse et ceux de masse 

moléculaire élevée. 

(Sanal et al., 2004) o t tudi  le te ps d e t a tio  du β- a ot e à pa ti  de l a icot à différentes 

pressions à 55°C (Figure I.27). Trois phases ont été définies (1)  en 30 min seulement, un rendement 

de 62 µg/g est atteint à 40,5 MPa (405 bars) avec une augmentation quasi-linéaire. La solubilisation 

du β-carotène dans la phase CO2 est à son maximum ; (2) de 30-60 min fort ralentissement de la 

oissa e du e de e t d e t a tio   ui atteint que 70 µg/g environ à 60 min ; (3) la troisième 

phase (60-  i  est a a t is e pa  u e a iatio  du e de e t d e t a tio  uasi ulle 

(plateau  pe etta t d attei d e  µg/g au out de  i . La uestio  du oût ati e CO2, 

osol a t  et du oût de fo tio e e t po pes, ostat, ha geu s  du p o d  d e t a tio  est 

i i d i po ta e. U  a t de l e t a tio  e t e la ème minute et la 60ème minute serait sans doute 

oppo tu  afi  d essa e  d o te i  u  p o d  o o i ue e t o p titif. 
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Figure I.27 : Effet du te ps d e t a tio  su  l e t a tio  pa  CO2 supe iti ue du β-carotène à 328 K 

(55°C), à deux pressions  30,4 et 40,5 MPa ; Débit 1mL/min, d ap s (Sanal et al., 2004). 

I.4.7.3.4.5 Effet de la granulométrie et de la taille des particules de la matrice solide 

La granulométrie et la taille des particules de la at i e d e t a tio  joue t u  ôle i po ta t da s 

l e t a tio  e  elatio  a e  le d it. U e g a ulo t ie t op fi e a a oi  te da e à fa o ise  le 

passage du CO2 via un chemin préférentiel à travers la matrice et entre la matrice et la face interne 

de l e t a teu , a e  pou  o s ue e u  fai le o ta t e t e  le CO2 (et son éventuel cosolvant) et 

la matrice et une extraction de faible efficacité. Ce passage du solvant par un ou plusieurs chemins 

préférentiels dans la matrice est appelé « channelling ». Afi  de l ite , il est p f a le d a oi  u e 

taille de particules comprise entre 0,25 et 2 mm (Reverchon & De Marco, 2006). Pa  ailleu s, l usage 

de filtres de type frittés (sintered filters  à l e t e du a teu  pe et de pa ti  le flu  de CO2 sur 

toute la zone de contact de la matrice avec le filtre et donc de mieux répartir le flux de CO2 à travers  

la matrice entière. 

Da s le ut d aug e te  le e de e t d e t a tio , la at i e solide doit t e o e pou  

augmenter les surfaces de transfert de masse (Pereira et al., 2010). Un broyage trop fin peut 

a oi s  p o o ue  u  ol atage au i eau de l e t a teu  o duisa t à une mise en défaut des 

pompes. La dimension optimum peut être choisie, cas par cas, en considérant la teneur en eau de la 

matrice solide et la quantité de composés liquides extractables qui produisent un phénomène de 

coalescence entre les particules. Ceci favorise une extraction irrégulière. Ainsi, une faible taille de 

particules engendre la perte des composés volatiles au cours du p o d  d e t a tio  (Reverchon & 

De Marco, 2006). 

(Reverchon & Marrone, 2001) o t od lis  l effet du dia t e des pa ti ules su  l e t a tio  d huiles 

végétales à partir de pépins de coriandre, raisin, tomate, tournesol, arachide, fenouil et amande 

(Figure I.28). A u  te ps d e t a tio  fi e, le e de e t d e t a tio  e  CO2 supercritique est plus 
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élevé pour des particules de diamètre 0,1 mm par rapport à  0,5 et 2 mm. La simulation du 

e de e t d e t a tio  o t e ue plus la taille des pa ti ules augmente, plus le rendement 

diminue. 

 

Figure I.28 : “i ulatio  des ou es de e de e t d e t a tio  d huiles g tales pou  des g ai s 

g i ues à diff e ts dia t es de pa ti ules d ap s (Reverchon & Marrone, 2001). 

Les mêmes observations ont été reportées par (Salgin & Salgin, 2013) su  l e t a tio  des lipides à 

pa ti  des o au  de pi . Le e de e t d e t a tio  a i al est o te u pou  u e taille de pa ti ule 

de 362,5 µm et le rendement est deux fois plus faible pour des particules de diamètre 725,0 µm. 

I.4.7.3.5 Extraction des caroténoïdes par CO2 supercritique 

L e t a tio  des a ot oïdes pa  CO2 supe iti ue est u e alte ati e ou elle à l e t a tio  

o e tio elle, ui p se te diff e ts a a tages tel ue l utilisatio  de te p atu es peu le es, 

un procédé peu énergétique, une possibilité de recyclage du solvant, la prévention des réactions 

d o datio  car on utilise des températures peu élevées et une qualité du produit final du fait de 

l a se e de t a es de sol a t da s la phase o te a t le solut  (Mezzomo et al., 2013). 

Beau oup d auteu s o t dis ut  l utilisatio  de l e t a tio  pa  fluide supercritique (SFE : Supercritical 

Fluid Extraction)  des caroténoïdes durant les deux dernières décennies. Il existe un intérêt croissant 

dans l e t a tio  du β-carotène et du lycopène dans les secteurs industriel, alimentaire et 

pharmaceutique. Cependant, la faible solubilité des caroténoïdes dans le CO2s  pe et d utilise  le 

CO2 comme anti-solvant de précipitation (Mattea et al., 2009). 

Le p e ie  fa teu  ui i flue e le e de e t d e traction des caroténoïdes est leur solubilité, qui 

augmente avec la pression et donc la densité du CO2 (Mendes et al., 1995)(Sovova et al., 2001), (Nang 

Lau et al., 2008)(Subra et al., 1998)(Mendes et al., 1999)(Saldana et al., 2010)(Saldana et al., 2006). 
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(Nang Lau et al., 2008) ont montré que la solubilité des carotènes extraits à partir des fibres de 

palme à 40°C, 30  MPa (300 bars) est de 0,212 mg/g CO2,  fois plus le  u à u e p essio  de  

MPa (0,009 mg/g CO2 . D aut e pa t, e tai s t a au  o t o t  ue l e t a tio  des a ot es 

diminue quand la pression atteint 35-50 MPa (Nobre et al., 2009)(Filho et al., 2008)(Sanal et al., 

2004). A ces pressions élevées, la sélectivité du CO2 supercritique diminue, ce qui contribue à la 

dilutio  du ou des a ot es i l s pa i d aut es o pos s o  souhait s da s l e t ait. La non-

polarité des carotènes tend à favoriser leur solubilité dans le CO2 supercritique. Cependant, leurs 

masses moléculaires élevées (536,87 g/mol pour le  β-carotène et le lycopène) limite cette solubilité 

(Pereira et al., 2010). 

Afin de pallie  à e p o l e, l utilisatio  de osol a t est u e alte ati e i t essa te. L usage de 

o eu  osol a ts tels ue l a to e, l a to it ile, le hlo ofo e, le di hlo o tha e, le 

di tho p opa e, l he a e, le tha ol, le hlo u e de th l e et l tha ol a t  tudi  pa  

di e s auteu s. L ajout de es osol a ts pe et d a lio e  le e de e t d e t a tio  (Cadoni et al., 

2000) (Jaren-Galan et al., 1999)(Ollanketo et al., 2001)(Weathers et al., 1999). Du fait de leur toxicité, 

leu  utilisatio  est pas e o a d e pou  des p o d s e ts. L tha ol est le osol a t le plus 

utilis  da s l e t a tio  des a ot oïdes. (Jaren-Galan et al., 1999) o t o pa  l utilisatio  de 

l tha ol et de l a to e à % e  olu e pou  l e t a tio  des a ot oïdes à partir du paprika. Les 

sultats o t o t  ue l tha ol a lio e le e de e t d e t a tio  de ,  fois. (Vaughnet al., 

2008) o t alu  l effet de l tha ol  et %  su  l e t a tio  du l op e à pa ti  de la past ue. 

Le e de e t d e t a tio  le plus élevé (38 µg/g) a été observé pour des conditions de 70°C, 27,7 

MPa et 15% d'éthanol. Les mêmes observations ont été rapportées par (Kassama et al., 2008). En 

opti isa t l e t a tio  du all-trans-lycopène à partir des pelures de tomate, la od lisatio  de l effet 

de l tha ol o t e ue l utilisatio  de % d tha ol à °C,  MPa do e le e de e t le plus 

le  o pa  à % d tha ol. 

Co e u p de e t, la te p atu e ep se te aussi u  fa teu  d te i a t da s l e t a tio  

des caroténoïdes en milieu CO2 supe iti ue. Cepe da t, l aug e tatio  de la te p atu e peut 

e t aî e  leu  d g adatio  pe da t l e t a tio . Quand la température est élevée à pression faible, la 

densité du CO2 supercritique diminue, ce qui diminue la solubilité du soluté dans le solvant. En 

augmentant la pression, la densité diminue et la solubilité augmente. Ce phénomène est le 

comportement rétrogradé ou le point de croisement. Ce point de croisement est observé entre 20 et 

35 MPa et dépend de la matrice solide. (Filho et al., 2008) o t o se , da s l e t a tio  des 

caroténoïdes à partir du fruit de Eugenia uniflora L, que le point de croisement du rendement 

d e t a tio  appa aît e t e  et 0 bars ; cependant, à une pression <150 bars le comportement 

de l e traction est semblable à celui de la condensation rétrogradée de la solubilité, ce qui diminue la 

solubilité des caroténoïdes lorsqu'on augmente la température (Figure I.29). 
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Figure I.29 : Profiles de concentrations des caroténoïdes en fonction de la pression à la température : 

(a) 40°C et  °C d ap s (Filho et al., 2008). 

(Sanal et al., 2005) o t tudi  l i flue e de ouple T, P  su  le e de e t d e t a tio  du β-

a ot e à pa ti  d a i ot (Figure I.30). A 65°C, le rendement ne varie guère lorsque la pression 

passe de  MPa à  MPa. A °C, le e de e t est plus le  u à °C ais di i ue fo te e t à 

55°C avec une augmentation de pression. Enfin, à 55°C, le rendement de 85% à 20 MPa passe par un 

maximum de 95%, à 30 MPa pour chuter à 78% à 4  MPa. La solu ilit  du β- a ot e d pe d d u  

équilibre complexe entre la densité du CO2 et la p essio  de apeu  du β-carotène au point de 

croisement. 

 

Figure I.30 : Effet de la te p atu e et de la p essio  su  l e t a tio  pa  CO2 supercritique + éthanol 

du β- a ot e %, /  tha ol, t=  i , D it =  L/ i  d ap s (Sanal et al., 2005). 

Lo s d u e aug e tatio  de la p essio  e t e  et  a s, e e so t pas les ouples P-T) 

conduisant aux plus fortes densités de CO2 qui pe ette t toujou s d o te i  les plus fo ts 

e de e ts d e t a tio . A  a s, par exemple, le meilleur rendement est obtenu avec le CO2 le 

moins dense (à 70°C, soit 343 K) dont la densité est de 628 kg/m3, alo s u à °C  K  la de sit  

est de 662 kg/m3, et à 55°C (328 K) la densité est de 730 kg/m3. Ceci est sans doute dû au fait que, à 

 a s, u e te p atu e de °C pe et d aug e te  fo te e t la solu ilit  du β-carotène via 
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l aug e tatio  de sa p essio  de apeu  ui de ie t p po d a te sur la densité. A 300 bars, le 

eilleu  e de e t d e t a tio  est ette fois-ci obtenu avec le CO2 le plus dense, c'est-à-dire le plus 

froid (55°C), dont la densité est de 857 kg/m3. Un point de croisement, existe entre effet 

prédominant de la pression de vapeur et effet prédominant de la densité aux environ de 240 bars, 

quand on compare les extractions à 70°C et 55°C. Un second point de croisement est observé aux 

alentours de 370 bars si on considère ces deux températures. En effet à 400 bars, le CO2 le plus 

dense, (55°C) dont la densité est de 934 kg/m3 donne à nouveau un moins bon rendement que le CO2 

à 70°C dont la densité est de 874 kg/m3. Ce se o d poi t de oise e t, s'il e sulte pas d u e 

imprécision de mesure, pourrait- t e dû au fait u à t op haute pression, le CO2 se met à solubiliser 

plus d aut es ol ules oi s g a de s le ti it  d e t a tio  e t a t e  o p titio  a e  le β-

carotène pour la solubilisation dans le CO2.  

Le te ps d e t a tio  et le d it du CO2 supercritique peuvent influencer aussi le procédé 

d e t a tio  : u  te ps d e t a tio  t op lo g peut e t aî e  u e di i utio  du e de e t 

d e t a tio  p i ipale e t due à la d g adatio  des o pos s (Davarnejad et al.,  2008). 

Le te ps d e t a tio  d pe d ajo itai e e t du t pe ou de la matrice végétale utilisée, de la 

concentration des caroténoïdes dans la matrice, du débit du CO2 et les conditions opératoires (P et 

T). (Machmudah et al., 2008) o t tudi  l effet du d it su  l e t a tio  du l op e, du β-carotène 

et de la lutéine. Les quantités extraites de ces trois pigments augmentent significativement en 

augmentant le débit du CO2 ais le β- a ot e o t e u  o po te e t diff e t lo s u o  

dépasse 3 mL/min de CO2 : le e de e t d e t a tio  di i ue. D u e pa t, la fo te  interaction entre 

le CO2 et les caroténoïdes, à fort débit, augmente leur solubilisation dans le CO2, ais d aut e pa t, le 

faible temps de contact avec le fluide supercritique diminue le rendement massique. (Saldana et al., 

2010) ont également suggéré que la di i utio  du e de e t d e t a tio  du l op e à pa ti  des 

to ates, suite à l aug e tatio  du d it de CO2  supercritique ou CO2 supercritique + cosolvant, est 

justifiée par la diminution du temps du séjour du solvant avec la matrice, ce qui limite la diffusion du 

CO2 à travers les pores de la matrice solide (Figure I.31). Cela peut aussi être dû, selon nous, à un 

éventuel phénomène de channelling provoqué par un trop gros débit de CO2. 
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Figure I.31 : Extraction de lycopène à partir de pelure et pulpe du tomate à des débits de 0,5 et 1,2 

mL/min, 70°C, et 400 bars pour le CO2 et   % /  d huile de Ca ola d ap s (Saldana et al., 2010). 

I.4.8 Analyse des caroténoïdes 

I.4.8.1 Séparation par chromatographie conventionnelle sur colonne et/ou couche mince à 

l’at osphère 

La chromatographie unidimensionnelle, ou colonne chromatographique (CC) est utilisée comme 

méthode de séparation standard pour les caroténoïdes. Cependant, elle ne permet pas toujours une 

o e s pa atio  da s le as d e t aits o ple es.  L utilisation de la CC est souvent couplée à 

l utilisatio  de la Ch o atog aphie su  Cou he Mi e CCM .  La CCM est utilis e da s le ut de 

séparer et purifier les caroténoïdes (Britton, 1991). La phase solide est sou e t l o de d alu i iu  

(Al2O 3) et la silice SiO2. La séparation sur de telles phases stationnaires dépend de la polarité, ce qui 

explique la faible adsorption des carotènes sur ces supports. 

La CCM utilise aussi l'oxyde de magnésium comme phase stationnaire. La séparation dépend 

fortement du nombre de doubles liaisons et de leur arrangement dans la molécule. Les caroténoïdes 

présentant de longues chaînes polyènes conjuguées sont fortement adsorbés contrairement aux 

caroténoïdes cycliques.  

Les adsorbants comme le Ca(OH)2 et le ZnCO3  sont utilisés principalement dans la séparation des 

isomères (Britton, 1991). 

(Gross et al., 1971) o t isol  plus ue  a ot oïdes de jus d o a ge  e  utilisa t u e phase 

stationnaire MgO : Hyflo super-Cel pour séparer les carotènes, monols, diols et polydiols. Les 

caroténoïdes ont été séparés en utilisant différents adsorbants comme, (Ca(OH)2 gel de silice) (6 /1) 

et un éluant binaire (éther de pétrole/benzène 98/2 ; v/v). Les monol-caroténoïdes ont été séparés 

sur une phase d'Al2O 3 avec un mélange de solvant  (acétone /éther de pétrole; 5 : 95 ; v/v). Les 

pol ols et les diols o t t  s pa s e  utilisa t le gel de sili e e  a ia t le la ge d lua ts 

o pos  p i ipale e t d a to e et d the  de p t ole. 
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(Stewart & Wheaton, 1973) ont utilisé le ZnCO3 sur plaque pour séparer les caroténoïdes non 

sapo ifi s à pa ti  du jus d o a ge. (Ting & Roussef, 1986) ont utilisé une colonne avec du MgO/ 

Hyflo Super-Cel (1 /  pou  la d te i atio  des a ot oïdes de jus d o a ge. (Pascual et al., 1993) 

ont séparé les a ot oïdes du jus d o a ge pa  CCM e  utilisa t u  gel de sili e, les a ot es o t 

t  s pa s su  pla ue d alu i e a e  he a e : diéthyle éther ; 97,5 /2,5 ; v/v) et les xanthophylles 

sur plaque de gel de silice utilisant du t- uta ol et l the  de p trole. 

La li ite de l utilisatio   de la  CCM et la olo e h o atog aphi ue CC  pou  la s pa atio  des 

a ot oïdes sulte de l i sta ilit  de es ol ules e  p se e de lu i e et d o g e et 

d e tuelles a tio s de d g adatio  su  la phase stationnaire (Meléndez-Martinez et al., 2007). 

Ces techniques de séparation nécessitent aussi de larges quantités de produits, ce qui présente des 

difficultés dans la phase de récupération des caroténoïdes (Su et al., 2002). 

I.4.8.2  Analyse des caroténoïdes par chromatographie liquide  haute performance en 

phase inverse 

Au cours des deux dernières décennies, la chromatographie liquide haute performance (CLHP) en 

phase i e se est de e ue la thode de hoi  pou  l a al se des a ot oïdes suite au  

développements récents en CLHP. Des progrès majeurs ont été réalisés dans la conception des 

d te teu s ui fou isse t le spe t e d a so ptio  isi le des a ot oïdes s pa s e  lig e 

(Rodriguez-Amaya, 2010). 

I.4.8.2.1 Colonne 

La h o atog aphie li uide e  phase i e se est la te h i ue la plus utilis e pou  l a al se des 

a ot oïdes. G ale e t, l a al se des a ot oïdes pa  CLHP, utilisa t les phases i e se C , 

C18 et C30 est la meilleure option pour la séparation de caroténoïdes présents dans les extraits à 

partir de matrices biologiques (Amorim -Carilho et al., 2014). 

Les phases stationnaires monomériques octyle (C8) et octadécyle (C18) sont fréquemment utilisées 

pour la séparation. Cependant, ces phases ne sont pas adéquates pour séparer les isomères cis et 

trans. La phase C18 permet des bonnes séparation et résolution pour une grande gamme de 

composés possédant des petites chaînes carbonées et une faible masse moléculaire, tandis que la 

phase C30 donne des meilleures sélectivité et séparation pour les caroténoïdes avec de longues 

chaînes carbonées. La colonne C30 est le bon choix pour obtenir une séparation des isomères 

géométriques des caroténoïdes, les moins polaires, principalement les carotènes cycliques et 

acycliques mais reste également performante pour séparer xanthophylles. 

La performance des colonnes dépend de plusieurs paramètres comme la longueur de la chaîne 

alkyles, la réactivité des groupements silanol, la densité des liaisons, le diamètre des pores du 
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substrat. (Elper et al., 1992) ont comparé 65 colonnes chromatographiques en phase inverse C18 afin 

de d te i e  la s le ti it  et le tau  de up atio  d u  la ge de a ot oïdes : lutéine, 

zéaxa thi e, l op e, hi o e, β- pto a thi e, α- a ot e et β-carotène, en utilisant comme 

phase o ile l ACN et le MeOH odifi  a e  du THF ou de l th le a tate. Les phases statio ai es 

C18 sont classées en 3 catégories de phase : monomérique, intermédiai e et pol i ue. L tude a 

montré que la lutéine et la zéaxanthine sont uniquement séparées sur des phases polymériques et 

quelques phases intermédiaires. Ils ont aussi observé que la taille de particule de la phase 

stationnaire affecte uniquement la sélectivité des caroténoïdes de différentes tailles (zéaxanthine et 

β-carotène). 

(Lin & Chen, 2003) ont développé une méthode pour la détermination des caroténoïdes présents 

dans le jus de tomate. Ils ont séparé les all-trans-lutéine, all-trans-carotène, all-trans-lycopène et 

leurs 13-cis-isomères, en utilisant une colonne C30 *250 mm4,6 mm d.i, 5 µm, et un gradient 

d lutio  o pos  de A) : (ACN/ butanol, 70 /30, v/v), et (B) : DCM. Le te ps d a al se tait de  

min à 2 mL/min de débit de la phase mobile, et détection UV à 476 nm. 

(Melendez-Martinez et al., 2003) ont utilisé une Colonne C18 Kromasil (250 mm4,6 d.i, 5 µm) pour 

l a al se des a ot oïdes da s le jus d o a ge o gel  pa  u  la ge uate ai e de phases 

mobiles (MeOH/ACN/Dichlorométhane /eau, 50 /30 /15 /5, v/v/v/v) à 0,1% de BHT et 0,1% TEA. 

(Ruiz et al., 2005) ont utilisé  une colonne C18 LiChrocart (250 mm   d.i, µ  pou  l a al se 

des a ot oïdes de  a i t s d a i ot, e  utilisa t u  g adie t d lutio  o pos  d a to e et 

d eau à ,  L/ i  de d it pe da t u  te ps d a al se de  i .   

La séparation des caroténoïdes a souvent été assurée par des colonnes C18 avec 5 µm de taille de 

particule sphérique (250 mm  4,6 mm) comme la phase polymérique C18 Vydac 201TP54 (250 

nm ,  ,  µ  taille de pa ti ule , jus u'à l appa itio  de la phase C  p opos e e   pa  

Sander et al. Ce est ue es  de i es a es ue des phases C30 sont couramment utilisées 

pou  l a al se et la s pa atio  des a ot oïdes (Aman et al., 2005)(Chandrika et al., 2006)(Giuffrida 

et al., 2007)(Matsumoto et al., 2007)(Davey et al., 2009). 

I.4.8.2.2 Phase mobile 

Diff e tes phases o iles o t t  utilis es pou  l a al se des a ot oïdes : eau, méthanol, 

acétonitrile, 2-propanol, acétone, éthyle acétate, tétrahydrofurane (THF), ter-butyle méthyle éther 

(MTBE), dichlorométhane (DCM) et chloroforme (Rivera & Canela-Garayoa, 2012) en mode gradient 

ou iso ati ue. Le hoi  de la phase o ile est u e tape u iale da s l a al se des a ot oïdes. 
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L a to it ile et le méthanol ou le mélange des deux représentent les constituants majeurs des 

phases mobiles utilisées pou  l a al se des a ot oïdes. L'utilisatio  de l ACN est due à sa fai le 

viscosité, sa faible absorbance en UV (Amorim-Carrilho et al., 2014). 

La phase o ile peut t e odifi e pa  d aut e sol a ts afi  d assu e  l aug e tatio  de la solu ilit  

des caroténoïdes et d'améliorer la résolution (Amorim et al., 2014), comme l eau (Edelenbos et al., 

2001), (Lee, 2001), l'acétone (Englberger et al., 2003), l'hexane (Kachik et al., 1992)(Casal et al., 

2001)(Chandrika et al., 2003), le DCM (Heinonen et al., 1989)(Murkovic et al 2002), le THF (Baysal et 

al., 2000)(Englberger et al., 2003), le propanol (Hentschel et al., 2002)(Rozzi et al., 2002), le 

chloroforme (Huck et al., 2000)(Schmitz et al., 1989). L additio  de ta po  d a tate d a o iu  

ou la t i th la i e TEA  à la phase o ga i ue d a to it ile a lio e la s pa atio  des a ot oïdes 

et le THF représente le meilleur solvant organique à ajouter à la phase méthanolique pour modifier la 

polarité (Rodriguez-Amaya  & Kimura, 2004). 

(Epler et al., 1993) ont décrit une méthode pour la détermination des caroténoïdes majeurs dans le 

s u  hu ai  lut i e, z a a thi e, β- pto a thi e, l op e et α- et β-carotènes) en utilisant 

diff e tes olo es a al ti ues et u  g adie t d lutio  o pos  d ACN, de MeOH et d th le 

acétate.  

I.4.8.2.3 Méthodes de détection 

I.4.8.2.3.1 Absorbance UV-visible 

Les détecteurs ultraviolets (UV)-visible sont beaucoup utilisés dans les systèmes CHLP pour la 

d te tio  des a ot oïdes. La d te tio  pa  a so a e isi le pe et d a oi  u e se si ilit  

suffisa te. Le ouplage d u   d te teu  à photodiode PDA  au s stème CLHP, permet la détection 

o ti ue et la olle tio  des do es spe t ophoto t i ues au ou s de l a al se (Su et al., 2002). 

Cependant la complexité des profils caroténoïdiques dans certains cas demande des méthodes plus 

sophistiquées.  

I.4.8.2.3.2  La détection électrochimique 

Cette technique est bien utilisée pour augmenter la sensibilité de la détection des caroténoïdes 

hydrocarboné et oxygéné. C est u e te h i ue ui utilise des i o ha tillo s apillai es afi  

d ite  les lo g te ps d a al se pa  CLHP (Su et al., 2002). 

(Ferruzzi et al., 1998) ont décrit deux méthodes utilisant la CLHP-ED sur une colonne C30 pour 

l opti isatio  de la s pa atio  du all-trans-lycopène et de ces formes cis isomères. 13 formes 

iso es du l op e o t t  ide tifi es, e  utilisa t deu  odes d lutio  iso ati ue et g adie t, 

de MeOH, MTBE et eau à  M d u e solutio  ta po  d a tate d a o iu . Cette méthode a été 
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utilis e pou  l a al se da s de petites uantités de plasma, cellules de la muqueuse buccale, tissu de 

prostate. La limite de détection des trans-lycopène par cette méthode est de 50 femto mole soit 100 

fois plus le e ue la li ite de d te tio  e egist e pa  la thode de d te tio  a e  l UV-visible. 

I.4.8.2.3.3  Spectrométrie à lentille thermique  (TLS) 

La spectrométrie à lentille thermique est une méthode de détection utilisant un laser photo-

thermique. Cette méthode peu courante se révèle être ultra sensible. La TLS a été appliquée pour la 

détection des caroténoïdes dans le plasma humain. (Franko et al., 1998)  ont utilisé la CLHP couplé à 

la TLS afin de détecter l'all-trans-β- a ot e, la β- pto a thi e, l α-carotène et le lycopène dans le 

plasma sanguin. Les résultats ont montré une limite de détection diminuée  d u  fa teu   par 

rapport à la détection par UV-visible couplée à la CHLP.  La même technique a été utilisée par 

(Luterotti et al., 1999) pou  la d te i atio  du β- a ot e da s l huile de poisso  à usage 

pharmaceutique qui représente une matrice un peu complexe contenant des acides gras, vitamine et 

stérols. 

(Luterotti et al.,  2000) ont utilisé la CLHP-TLS pour la détermination du all-trans-β-carotène dans le 

foie de at et de œuf. La te h i ue a pe is u e li ite de détection de l'all-trans-β-carotène 

comprise entre 0,39 et 0,49 ng/mL, avec une précision de détermination comprise entre 2,8 et 7,2 %. 

I.4.8.2.3.4  Spectroscopie de masse (MS) 

La d te tio  des a ot oïdes pa  spe t os opie de asse p se te eau oup d a a tages o parée 

à la d te tio  UV. D u  poi t de ue a al ti ue, la LC-MS et une technique récente mais mâture pour 

l ide tifi atio  et la ua tifi atio  des a ot oïdes : elle fournit des informations sur leur structure 

(De Quiros & Costa 2006) et bien sûr permet de les identifier selon leur masse moléculaire. Les 

différents motifs de fragmentation de la molécule contribuent à leur identification structurale. La 

spectrométrie de masse couplée à la spectrophotométrie UV-visible suffit souvent à identifier un 

caroténoïde sous sa forme trans et certaines formes isomériques en cis mais comme nombre de 

caroténoïdes différents ont la même masse molaire et des formes isomériques cis nombreuses et 

peu évidentes à séparer, les analyses ultra-détaillées de profils caroténoïdiques dans les matrices 

biologiques sont pour ainsi dire inexistantes dans la littérature.  

Les otifs de f ag e tatio s d pe de t du ode d io isatio  et de la o positio  de la phase 

o ile. Diff e ts odes d io isatio  o t t  utilis s pou  l ide tifi atio  de p i ipes a tifs à pa ti  

des matrices biologiques, par CHLP-MS : i  l io isatio  pa  le t o  EI , ii  le o a de e t 

atomique rapide (connu sous le nom de  FAB, fast atom bombardment), (iii) désorption/ionisation sur 

matrice assistée par laser (MALDI), (iv) ionisation par électro-spray (ESI), (v) ionisation chimique à 



Chapitre I : Fruits & Caroténoïdes 

 

96 
 

pression atmosphérique (APCI), (vi) photo-ionisation à pression atmosphérique (APPI) et (vii)  analyse 

solide par sonde à pression atmosphérique (ASAP) (Cacciola et al.,  2012). 

(Osawa et al., 2010) ont utilisé le mode FAB-MS pour la caractérisation de caroténoïdes spécifiques 

tel que la sarcinaxanthine (C50) et sa forme monoglicoside dans Microsoccus yunnanensis. (Maoka et 

al., 2011) ont utilisé la même techni ue pou  l ide tifi atio  des a ot oïdes et leu  fo e este  

d a ide g as da s les p tales de l Adonis aestivalis. Récemment (Maoka et al., 2012) ont identifié les 

caroténoïdes dans 4 espèces de fruits de mer utilisant la FAB-M“. L a a tage de e ode d ionisation 

est la limitation de la dégradation des caroténoïdes pendant leur analyse. 

Pa i les te h i ues d io isatio  o pati les a e  la h o atog aphie li uide, o  t ou e les odes 

ESI et APCI. Généralement, l io isatio  pa  le t o-spray positif (ESI+) est souvent utilisée avec des 

a ot oïdes polai es a thoph lles  et a ot es ui po de t ie  à e ode d io isatio . Les 

a ot es e s io ise t pas e  ode gatif. Cepe da t, le ode APCI fo e des ions moléculaires 

chargés négativement ou des molécules protonées ou déprotonées des carotènes ou xanthophylles 

(Amorim-Carrilho et al., 2014), e ui justifie l utilisatio  f ue te de e ode d io isatio  da s 

l ide tifi atio  des a ot oïdes (Inbaraj et al., 2008)(De Rosso & Mercadante, 2007)(Breithaupt & 

Bamedi, 2002)(Breithaupt et al., 2004)(Kao et al., 2012)(Lineau et al., 2003)(Liu et al., 2014). 

I.4.8.2.4 Identification des caroténoïdes par résonance magnétique nucléaire (RMN)  

La résonance magnétique nucléai e ‘MN  est u e te h i ue d a al se sou e t utilis e da s 

l ide tifi atio  de a ot oïdes inconnus, cette technique étant couplée souvent à une analyse  

CHLP-M“. Elle essite a oi s de ussi  à o te i  l esp e à ide tifie  sous fo e t s pu e et 

e  ua tit  assez i po ta te uel ues g  e ui est pas toujou s ais , su tout ua d o  t a aille 

sur une matrice biologique complexe.  

(Aman et al., 2005) ont utilisé la CLHP-PAD, CHLP-APCI-MS, 1D et 2D-CLHP-‘MN pou  l ide tifi atio  

et l a al se des stéréo-isomères de la lutéine et la zéaxanthine à partir des épinards et du maïs. 

(Sivathanu & Palaniswamy, 2012) ont utilisé la CLHP-RMN et LC-MS-APCI dans la purification et la 

a a t isatio  des a ot oïdes à pa ti  de l algue e te Chlorococcum humicola 6 pigments ont été 

caractérisés et purifiés : la iola a thi e, l asta a thi e, la lut i e, la z a a thi e, l α-carotène et le 

β-carotène. 

Récemment, (LaFontaine et al., 2013) ont utilisé la RMN pour identifier six nouveaux caroténoïdes 

dans le plumage du Pompadour Cotinga (Xipholena punicea). La RMN a été utilisée dans la 

détermination des structures des six méthoxy caroténoïdes. 
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II Contexte général 

II.1 Histoire du cancer   

L histoi e du a e  est ie  plus a ie e ue certains le pensent. La relation entre le cancer et les 

caractéristiques génétiques de l'hôte est un peu complexe, due aux conditions environnementaux et 

les a a t isti ues de la populatio  hu ai e ui o t ha g  à t a e s l histoi e (Capasso, 2005). 

Des analyses paléo-pathologiques de restes pré-humains et de restes anciens, ainsi que de fossiles, 

o t pe is de t a e  l e iste e du a e  da s l a ti uit , a a t e l appa itio  de l esp e 

humaine. Ces observations restent cependant sujettes à controverse. La première hypothèse 

concerne la présence de néoplasme dans un fossile de Dinichthys (un poisson pacoderme) qui revient 

à l e p i ai e data t de  illio s d a es. La p se e d u e tu eu  a t  d el e e  

découvrant une lésion au niveau de la mâchoire inférieure du Dinichthys. Le Dinichthys ou le poisson 

pla ode e, d u e faço  g ale, ep se te l u e des p e i es espèces de vertébrés apparue sur 

te e. U e aut e o se atio , effe tu e su  le fossile d u  poisso , le Phanerosteon mirabile, datant 

d e i o   illio s d a es, a o t  u e h pe ostose fo ale. Les o se atio s effe tu es su  

des fossiles data t de l e pal ozoï ue o t e t ai si ue le oplas e est ie  p se t hez les 

vertébrés aquatiques. D'autres confirmations ont t  appo t es su  des fossiles d u  eptile de 

osasau e de l e Ju assi ue et de C ta , ui p se te u  ost o e au i eau d u e e t e, 

ai si ue hez d aut es eptiles de la e esp es, Platecarpus sp, et  le Pachyrhinosaurus 

(Capasso, 2005)( Ming-Tu, 2010), (Olszewski, 2010). 

L h pe ostose fo al a t  o se e hez les di osau es data t de l âge du Ju assi ue et du C ta e. 

Un cas de métastase bien documenté est celui observé chez un dinosaure théropode (Allosaurus 

fragilis), au i eau de l u  de es hu us: u e la ge asse osseuse a t  d ou e te autou  d u  os 

sain, et ce cas a été interprété comme un chondrosarcome (une tumeur maligne du cartilage). Le 

traçage de la présence des tumeurs à travers les espèces vivantes sur des millions de fossiles a 

permis ainsi de détecter des cas de néoplasmes chez des animaux (mammifères, vertébrés 

a uati ues,…  du a t les es te ai e et uate ai e (Capasso, 2005). 

Le premier vrai cas de néoplasme observé par des paléo-pathologistes hez l t e hu ai  à été 

découvert chez un Homo erectus nommé Kanam mandible le 29 mars 1932, au Kenya, qui date 

d e i o  ,  illio s d a es Figu e II. . La région symphysaire présentant une croissance 

pathologique anormale et cette lésion a été attribuée à un possible lympho e de Bu kitt s ou à u  

sarcome osseux. Cepe da t, d aut es he heu s o t att i u  ette l sio  à u e su a o da e 

osseuse sui ie d u e f a tu e (Capasso, 2005)(Tu, 2010)(Olszewski, 2010). 
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Figure II.1 : Reste de Kanam mandible. 

Un autre reste fossilisé appartenant à un Homo erectus  (appelé Java man) a été trouvé en Indonésie, 

data t d e i o    a es et p se te u e oissa e au i eau de l os post ieu  du f u  

gauche,  attribuée à un début de prolifération osseuse (Figure II.2.) (Tu, 2010)(Olszewski, 2010)( 

David & Zimmerman, 2010)(Capasso, 2005). 

 

Figure II.2 : Reste fossilisé de Java Man. 

U e tu eu  a t  d ou e te ap s u e tude su  des illie s d os fossilis s appa te a t à l ho e 

de Néandertal en Europe par des a th opologistes, ui o t ide tifi  u e l sio  au i eau d u  os 

pa i tal data t d e i o   a es BP su  le site de “tette  II e  Alle ag e. Cette l sio  a t  

attribuée à un méningiome (tumeur cérébrale) (Tu, 2010)(Olszewski, 2010)(Capasso, 2005). 

Les travaux et les recherches des archéologues et des paléontologues sur des restes fossilisés 

hu ai s ou a i au  o t pas t  le seul he i  pou  t a e  l te due du a e  à t a e s le te ps, 

l appa itio  de l itu e à e du ette tâ he plus fa ile. En effet, le plus vieux texte décrivant à cette 

époque le cancer date de 1600 année avant J.C, alors que  les traitements médicaux étaient un 

mélange de magie et de religion (Olszewski, 2010)(Tu, 2010). Cette ancienne référence au cancer a 

été citée dans le Papyrus de Edwin Smith, dans le quel le sens hiéroglyphique du terme tumeur  de la 

poitrine a été dépeint (Figure. II.3). 



Chapitre II : La Thérapie photodynamiqe (PDT) et les caroténoïdes en PDT 

123 
 

 

Figure II.3 : Sens hiéroglyphique du terme tumeur (Tu, 2010). 

Deux types de traitements tumoraux étaient réalisés à cette époque : pour une tumeur chaude et 

rouge, l'élimination était assurée par cautérisation utilisant du fer rouge, tandis que pour une tumeur 

froide, non purulente, aucune intervention n'était prévue (Olszewski, 2010). Un grand nombre de 

t aite e ts est d it da s le pap us de Geo ge E e s Figu e. II.  ui date d e i o   av. J.-C. 

Ce papyrus contient environ 876 remèdes médicaux et 500 substances pour le traitement des 

maladies. Un cas intéressant est celui décrit pou  t aite  le a e  de l ut us, app o he palliati e 

consistant à insérer un mélange de dattes dans le vagin (Olszewski, 2010). 

La confirmation de la présence du cancer pendant cette période est apparue vers 2006 

lo s u e i o   tu eu s alig es ont été identifiées dans des restes de squelettes egyptiens 

datant de différentes périodes. 

 

 

 

 

 

Figure II.4 : A gauche le Papyrus de George Ebert, à droite George Ebert. 

La première différenciation entre tumeur bénigne et maligne a eu lieu pendant la période gréco-

romaine (460-370 av. J.-C). Hippocrate le physicien grecque, considéré comme le père de la 

médecine, est le premier qui a clairement identifié la différence entre les tumeurs bénignes et 

malignes. Hippocrate a remarqué que les vaisseaux sanguins entourant une tumeur maligne 

esse le t au  g iffes de a e, d où l att i utio  du te e Karkinos (en grecque crabe) afin de 

décrire ces tumeurs, la traduction de ce terme en anglais deviendra ensuite carcinos ou carcinoma 

(Tu, 2010). 
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Les dix-sept livres écrits par Hippocrate de Cos et autres physiciens, connus comme le Corpus 

hippocratum, sont les premiers textes dans lesquels sont utilisés les termes Karkinos ou karkinoma 

pour décrire une forme de grosseur inguérissable. Hippoc ate a aussi utilis  le te e schirrus   pou  

décrire les tumeurs difficiles à traiter (Olszewski, 2010). 

Les grecs ont préconisé des interventions chirurgicales dans le cas de tumeurs superficielles alors que 

ces interventions n'étaient pas recommandées dans le cas des tumeurs oculaires (David &  

Zimmerman, 2010). Certaines tumeurs devraient être traitées par des onguents externes, faits à 

partir de cuivre, plomb, soufre ou d'arsénique, ainsi que d'autres produits naturels. 

Pe da t l po ue o ai e, le savoir en médecine a été préservé par  Aulus Cornelius Celsus (25 

avant J.C- 50 après J.C) un encyclopédiste médical qui écrit un texte De Medicina, décrivant le cancer 

et so  t aite e t. D ap s Celsus, les tu eu s a euses so t diffi iles à t aite  et c'est pour cette 

aiso  u'il faut utilise  la de i e austi ue d s u elles appa aisse t (Olszewski, 2010). 

Pe da t le deu i e si le, les t a au  d Hippo ate o t t  ep is pa  Claudius Gale   ap s J.C-

199 après J.C), qui a utilisé pour la première fois le terme cancer dans ses textes, du latin 

« cancrum ». Il a aussi introduit le terme « sarcoma » pour décrire les tumeurs qui présentaient une 

appa e e t a s e sale. Gale  a ep is le o ept d it pa  Hippo ate e  l affi a t, pa  la 

classification des tumeurs en trois types majeurs  (Olszewski, 2010)(Tu, 2010). 

 Tumores secundum naturam (selon la nature des tumeurs, ex : croissance des seins pendant 

la puberté), 

 Tumores supra naturam (tumeurs dessus de la nature ex : abcès et inflammations), 

 Tumores praeter naturam (tumeurs au-delà de la nature). 

 

Ap s la hute de l e pi e ‘o ai  e   ap s J.C, la médecine a connu une stagnation pendant le 

moyen âge (500 - 1400 après J.C). Cette période a été caractérisée par le retour aux sorts magiques 

et autres superstitions qui ont dominé la médecine du temps des Pharaons. 

Ce est u à la fi  du o e  âge u il   eu u  etou  à l utilisatio  du te e a e  pou  d i e 

diff e ts so te de ga g es, tu eu s, a s… a e  Gu  de Chaulia  -1370), le chirurgien 

français qui définit le cancer comme « une tumeur dure, vascularisée et de forme arrondie de 

couleur foncée, et qui présente une croissance rapide ». 

Pendant le 17ème et le 18ème  siècle, la théorie de la lymphe a été proposée par René Descartes (1596-

1650) suivie par Henry François le Dran (1685-1770), expliquant que la prolifération de certains 

a e s e se fait pas pa  l i te diai e des hu eu s ais pa  le s st e l phati ue. Plusieurs 

travaux du physicien anglais John Hill (1761) et Giovanni Battista Morgagni (1761) ont été réalisés sur 

le cancer du sein, de l esto a , du e tu  et du pancréas basés sur des résultats  compilés à partir 

de 700 autopsies (Olszewski, 2010). Ce est ue pe da t le éme siècle que les physiciens et les 
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scientifiques ont commencé à étudier intensivement et systématiquement le cancer, profitant de 

l i e tio  du microscope par van Leeuwenhoek fin du 17éme siècle. Le chirurgien-pathologiste 

Français Marie François-Xa ie  Bi hat d it l a ato ie de plusieu s oplas es et sugg e u ils 

sont dûs à une formation accidentelle de membranes ou de tissus au niveau des organes. Son travail 

a été étendu par Johannes Müller utilisant le microscope, démontrant que les tissus du cancer sont 

formés de cellules (Tu, 2010). 

L tudia t de Mülle  ‘udolf Vi ho  -1902), un physicien pathologiste désapprouva les 

résultats de Müller et stipula que la cellule est la petite unité à partir de laquelle la maladie doit être 

localisée, et que le cancer est localisé dans la cellule et non dans des fibres ou des fluides corpulaires. 

En 1865, Karl Thiersch (1822-  d sapp ou a l id e de Virchow en étudiant les métastases de 

tumeur épithéliale au niveau de la peau, et conclut que les cellules malignes des ganglions 

lymphatiques atteignent un site secondaire par embolie cellulaire (Olszewski, 2010). Karl von 

Rokitansky (1804-1878) identifia les deux principaux composants cellulaires du cancer qui détermine 

son type : la masse du cancer ou le parenchyme composé par le noyau et les cellules nucléées, et le 

st o a le seau o jo tif de suppo t d u e ellule, d u  tissu ou d u  o ga e . D ap s ‘okita sk , 

si le st o a est p i ipale e t fait de fi es, o  pa le d u  a e  fi eu  ta dis ue si pa e h e 

p do i , o  pa le d u  a e  dullai e ou g lati eu  (Olszewski, 2010). Les travaux de Müller, 

Virchow et Rokitansky, pendant le 19 ème siècle, ont construit la classification  moderne des tumeurs 

utilisées dans la pathogenèse du cancer. 

II.1.1 Définition du cancer 

Comme nous l'avons mentionné, le terme cancer, vient du mot latin "crabe". Il désigne une 

prolifération anormale de cellules. La totalité des tissus de l'organisme humain peut être affectée par 

un déséquilibre physiologique dont les causes sont multiples (tabagisme, organismes infectieux, 

p oduits hi i ues, p oduits adiologi ues… . O  peut d fi i  le a e  o e u  g oupe de 

maladies caractérisées par une prolifération anarchique de cellules anormales. Dans le cas où la 

propagation n'est pas contrôlée, elle peut entraîner la mort. Au niveau de l'organisme humain, les 

cellules (qui sont de l'ordre de 100 000 milliards) se multiplient et meurent suivant un équilibre 

mort/naissance, connu sous le terme "apoptose". Cependant, dans le cas des cellules cancéreuses, la 

prolifération se fait d'une façon anarchique et une série de mutations génétiques chez une cellule 

anormale provoque le processus de cancérisation. Ceci est traduit par une insensibilité à l'apoptose 

et une incapacité de réparation d'erreur au niveau de l'ADN, donc la cellule perd ses caractéristiques 

initiales et ses fonctions cellulaires. La cellule à l'origine du cancer va se multiplier d'une façon 

irrégulière et forme un amas de cellules qui va ensuite détruire les cellules normales voisines, et 
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envahir ensuite les tissus et les organes environnants. On parle alors de métastases (apparition des 

nouvelles tumeurs).   

II.1.2 Comment guérir le cancer? 

Le traitement du cancer varie suivant la nature du cancer, son emplacements, son type ainsi suivant 

son stade. De nos jours, il existe différents stratégies pour le traitement du cancer: 

 La chirurgie ou l'ablation. Cette stratégie est la première qui est appliquée ; elle consiste à 

enlever la masse tumorale et ses extensions, 

 La radiothérapie : cette stratégie fait intervenir des rayons X, qui permettent d'irradier la 

tumeur afin de provoquer la mort cellulaire. Cette stratégie peut être utilisée avant l'exérèse 

d'une tumeur pour la destruction de la masse tumorale ou après pour détruire les cellules 

résiduelles, 

 La chimiothérapie : il s'agit de l'administration par voie intraveineuse de substances 

(molécules) chimiothérapeutiques, ciblant la destruction des cellules néoplasiques qui 

présentent une croissance anarchique, 

 L'immunothérapie : c'est une stratégie qui vise la stimulation des défenses immunitaires de 

l'organisme contre les cellules cancéreuses, 

 L'hormonothérapie : cette stratégie consiste à empêcher l'action stimulante des hormones 

sur les cellules cancéreuses souvent observé dans le cas du cancer du sein, cancer des ovaires 

et de prostate, 

 Le traitement anti-angiogéniques : cette stratégie consiste à bloquer et inhibée les facteurs 

de croissance de la vascularisation tumorale, 

 La thérapie photodynamique,  que nous allons détailler dans le paragraphe suivant. 

II.2 La thérapie photodynamique 

II.2.1 Rappel historique 

II.2.1.1 Photothérapie et photo-chimiothérapie 

Les effets thérapeutiques de la lu i e ou la phototh apie so t o us depuis l a ti uit , 

l utilisatio  de la lu i e o e u  age t th apeuti ue e ie t à des illie s d a es. Elle a t  

utilis e depuis  a s pe da t l a ie  Eg pte, l I de et la Chi e pou  t aite  des aladies 

uta es, o e le pso iasis, le itiligo aladie  de l pide e , le a e , le  a hitis e et la 

psychose (Aycord et al.,  2001) (Moan & Peng, 2003). 
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Pendant le deuxième siècle avant J.-C, les grecs anciens utilisaient les rayons solaires dans le 

traitement des maladies par exposition du corps entier. Pendant les 18 ème et 19 ème si les, est e  

France que les rayons solaires furent utilisés pour la première fois pour traiter la tuberculose, le 

rachitisme, le scorbut, le rhumatisme, la paralysie, l œd e et la fai lesse musculaire. La 

photothérapie a été développé par le physicien Danois Niels Finsen qui a décrit le traitement pour la 

variole. En 1903, Finsen reçoit le Prix Nobel pour son travail sur le traitement du lupus vulgaris, une 

tuberculose uta e e  utilisa t la lu i e de l a  au a o e (Moan & Peng, 2003)(Aycord et al.,  

2001). 

Cepe da t, les p e ie s as d utilisatio  de l i te a tio  ol ule-lumière date depuis 1400 ans 

avant JC, mentionnée dans le livre indien sacré (Atharva Veda) décrivant comment les pépins de la 

Psoralea corylifolia qui contiennent des psoralènes (formes de coumarine), peuvent être utilisés pour 

traiter le vitiligo. La Psoralea corylifoila et l Ammi majus (Figure II.5) qui poussent sur les bords du Nil, 

ont été utilisés par les Égyptiens pour traiter le vitiligo. En exposant le corps aux rayons solaires après 

ingestion de l’A i ajus, un effet de dépigmentation artificielle est observé (Pearl & Crimes, 1997) 

(Aycord et al.,  2001)(Moan & Peng, 2003). 

 

 

 

 

 

Figure II.5 : L A i ajus à gau he , la Psoralea corylifolia et ses pépins (à droite). 

II.2.1.2 Les premiers jours de la  thérapie photodynamique  

Le concept de la PDT est connu depuis environ 100 ans. Les premiers travaux ont été publiés en 

allemand, français et Danois (Aycord et al.,  2001). 

Le terme « action photodynamique » ou « photodynamische Wirkung » a été introduit par le 

photobiologiste allemand, le Professeur Hermann von Tappeiner et son groupe, pour différencier les 

réactions photosynthétiques en biologie des processus physicochimiques qui se produisent dans les 

films photographiques (Dougherty et al., 1998). 

L histoi e du g oupe alle a d o e ça pa  Os a  ‘aa , tudia t de Vo  Tappei e . E  , ‘aa  

observa accidentellement ue l i adiatio  de paramécies par la lumière blanche en présence 
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d a idi e o a ge Figu e II.  i duisait la pe te apide de leu  o ilit  et de leu  di isio . En effet, la 

o t de es o ga is es u i ellulai es i te ie t ap s u e heu e et de ie d e position, alo s u il  

faut attendre 15 heures pour le même résultat par temps orageux, donc couvert. Ce i l a a e  à 

pe se  ue la lu i e est essai e, e  plus de l a idi e, pour détruire les paramécies. Après 

quelques années, il démontra par ailleurs le ôle p i o dial de l o g e da s l effet 

photodynamique (Aycord et al., 2001)(Moan & Peng, 2003)(Gannon & Brown, 1999)(Denis & 

Hamblin, 2013). 

N

acridine

N NN

acridine orange  

Figure II.6 : Structure chimique de l'acridine et l'acridine orange. 

II.2.1.3 L’utilisatio  de l’ osi e 

En même temps que Raab fait sa découverte e  , le eu ologiste f a çais P i e utilise l osi e 

pou  la p e i e fois pou  t aite  l pilepsie. Il d ou e u ap s ad i ist atio  o ale de l osi e 

(Figure II.7), une dermatite apparaît à la surface de la peau après exposition aux rayons solaires. 

Cette découverte amena la première application médicale faisant intervenir un composé 

photosensible et la lumière (Aycord et al., 2001) (Moan & Peng, 2003). 

 

 

Figure II.7 : Structure chimique de l'éosine. 

Dans les années 1903- , le g oupe de Vo  Tappei e  tudia l i te a tio  ol ule-lumière de 

plusieurs colorants : l osi e, la fluo es i e, le di-chloro-anthracène et de disulfonate sodium pour 

t aite  des tu eu s a euses et d autres maladies cutanées comme le lupus et les condylomes. 

(Aycord et al.,  2001) (Baltazar et al., 2015)(Dougherty et al., 1978). 
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II.2.1.4 L’h atopo ph i e et es d iv es 

O  peut di e ue l histoi e de la PDT o te po ai e a o e  a e  l h atopo ph i e (Figure 

II.8). Ce composé a été isolé sous forme impure par Scherer en 1841, par élimination du fer par 

attaque acide (H2SO4  d u  ha tillo  de sa g s h  sui ie d u  t aite e t pa  l al ool. E  , 

Thudichum décrit pour la première fois ses propriétés de fluorescence et Hoppe-Seyler lui attribue le 

nom d'hématoporphyrine (Hp) en 1871 (Baltazar et al., 2015)(Aycord et al,  2001)(Moan & Peng, 

2003). 

N

N

NH

HN

CH3

R

R

H3C

H3C

O

OR
CH3

O

O
R'  

Figure II. 8 : Structure chimique d'un monomère de l'hématoporphyrine. 

Il a fallu attendre la période 1908-1913 pou  ue l h atopo ph i e soit test e e  photo iologie, 

les premiers travaux étant réalisés par Hausmann. En 1911, il publia son premier rapport décrivant 

l effet phototo i ue de l h atopo ph i e su  les pa a ies hez des sou is ap s ad i ist atio  

et exposition à la lumière (Hausmann, 1911). 

La ise e  ide e des sultats pu li s pa  Haus a  su  l effet photose si ilisateu  de 

l h atopo ph i e fut faite e   pa  le do teu  alle a d  F ied i h Me e -Betz. Il démontra 

l effet de l h atopo phyrine (Hp) o e photose si ilisateu  e  s i je ta t  g de Hp, et e  

s'exposant aux rayons solaires. Il resta sensible à la lumière pendant deux mois (Figure II.9). Il 

o se a di e s s ptô es ûlu es…  li s à u e h pe se si ilit  à la lu i e  au iveau des surfaces 

de son corps (Baltazar et al., 2015)(Aycord et al,  2001)(Moan & Peng, 2003)(Svanberg et al., 2010). 

I : R= CH(OH)CH3              R'= H 

II : R= CH(OCH3)CH3       R'= H 

III : R= CH(OH)CH3            R'= CH3 

IV : R=CH(OCH3)CH3       R'=C H3 
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Figure II.9 : Photographie de Meyer-Betz à droite juste après injection, à gauche après diminution des 

symptômes d'hypersensibilité 5 jours après. 

E  , Poli a d pu lia la te da e de es ol ules à s a u ule  au i au  des tu eu s. Il utilisa 

u e la pe de Wood pou  d te te  u e fluo es e e ouge d u  sa o e hez des ats ap s 

l appli atio  de Hp (Svanberg et al., 2010)(Baltazar et al., 2015). 

Après les travaux de Policard, Auler et Banzer montrent que l'hématoporphyrines dans certaines 

tumeurs se situent au niveau de la peau, décrivant la localisation et la fluorescence des Hp après son 

administration dans des tumeurs malignes (Aycord et al,  2001)(Moan & Peng, 2003). 

Ces travaux ont servi à Figge et Weiland en 1948 à l'étude de la localisation des tumeurs. Ils ont 

montré qu'un certain nombre de porphyrines présentent une affinité non seulement pour les tissus 

néoplasiques, mais aussi pour les tissus embryonnaires chez les rats. Ils o t sugg  l utilisatio  des 

po ph i es o e outil de diag osti  et de t aite e t des tu eu s hez l ho e (Figgie & 

Witherman, 1955). 

E  , “ h a tz et es olla o ateu s o t e t ue l h atoporphyrine commerciale est impure. 

Après purification, ils découvrent que la forme pure présente une faible sélectivité tumorale. Le 

t aite e t de l'Hp a e  u  la ge d a ide a ti ue et sulfu i ue do e alo s de ou eau  

composés qui présentent, eux, une forte sélectivité tumorale. Ces composés sont présentés comme 

les d i s de l h atopo ph i e HpD  (Gregorie et al., 1968)(Baltazar et al., 2015)(Aycord et al.,  

2001)(Moan & Peng, 2003). 

Ce travail a été repris par Lipson et son groupe en 1960, et en 1967, Lipson et al., publièrent leurs 

t a au  su  l effet des HpD da s la d te tio  du a e  (Lipson et al., 1967). L h atopo ph i e fut 

brevetée et ensuite commercialisée sous le nom de Photofrin® (Philippe & Roberts, 2000). Elle est 

toujours utilisée de nos jours. 
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E  , Dia o d et so  uipe pu li e t ue l h atopo ph i e a ti e pa  u e lu i e la he 

p o o ue u e di i utio  de la taille d u  glio e hez les ats. En 1975, Dougherty et son équipe 

administrèrent de l'HpD chez des rats activés par de la lumière rouge. En 1978, la même équipe 

alisa les p e ie s essais hez l ho e, e  utilisa t l HpD et la lu i e ouge su   tu eu s 

cutanées et sous-cutanées (Figgie & Witherman, 1955)(Aycord et al., 2001)(Dougherty et al., 1978). 

En 1985, la p se e de l o g e si gulet da s le a is e de la PDT e  p se e de HpD  fut 

confirmée par Moan et Sommer, en étudiant la photo-activation des cellules à différentes 

concentrations en oxygène (Moan & Sommer, 1985). 

En 1993, le Photofrin® fut le premier photosensibilisateur approuvé pour des usages cliniques au 

Canada suivit par autres pays (Baltazar et al., 2015). Depuis, d'autres PS ont été approuvés pour des 

usages cliniques (Tableau II.1). 

Tableau II.1 : Les photosensibilisateurs appliqués en  traitement clinique (Agostinis et al., 2011). 

Photosensibilisateur Structure 

Longueur 

d'onde (nm) Approuvé essais Type de cancer 

      

Photofrin (HPD) Porphyrine 630 

Monde 

entier  

Pou o , œsophage, voie biliaire, 

Vessie, cerveau, ovaire 

ALA 

Porphyrine 

précurseur 635 

Monde 

entier  Peau, Vessie, e eau, œsophage 

ALA esters 

Porphyrine 

précurseur 635 Europe  Peau, Vessie 

Temoporfin (Foscan) (mTHPC) Chlorine 652 Europe US 

Poumon, peau, voie biliaire, 

cerveau, tête et cou, vessie 

Verteporfin Chlorine 690 Europe UK ophtalmique, pancréatique, peau 

MPPH Chlorine 665 

Monde 

entier US T te et ou, œsophage, essie 

SnEt2 Chlorine 660  US peau, sein 

Talaporfin (LS11, MACE, NPe6) Chlorine 660  US Foie, côlon, cerveau 

Ce6-PVP (Fotolon), Ce6 dérivées 

(Radachlorin, Photodithazine Chlorine 660  Russie cerveau, sarcome,  

Silicon Phthalocyanine (Pc4) Phthalocyanine 675  US Lymphome cutané à cellule T 

Padofrin (TOOKAD) Bactériochlorine 762  US Prostate 

Motexafin lutetium (Lutex) Texaphirine 732  US Sein 

II.2.2 Principe de base 

La thérapie photodynamique (PDT) (Figure II.10) fait intervenir trois composants clés : le 

photose si ilisateu  P“ , la lu i e et l o g e. Ap s ad i ist atio  du P“ et u  te ps essai e 
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à u e iodist i utio  ad uate de l'o d e de uel ues heu es à deu  jou s , l a ti atio  du P“ est 

assurée par i adiatio  lu i euse à u e lo gueu  d o de et u e puissa e do es, e a t à la 

fo atio  d'esp es a ti es de l o g e, les E‘Os, ui e ge d e t la dest u tio  des tissus 

tumoraux par nécrose ou apoptose (Splanger et al., 2008)(Thomas et al, 1998)(Oleinick et al., 

2001)(Huang et al., 2013). 

 

Figure II. 10 : Principe de la PDT suivant (Agostinis et al., 2011). 

 

II.2.3 Applications courantes et espoirs de la PDT 

II.2.3.1 Dermatologie 

La PDT fut appliquée en premier lieu sur différents types de cancers cutanés. Dougherty et son 

uipe so t les p e ie s à t aite  des a e s uta s pa  PDT e  , e  utilisa t o e P“ l HpD 

et de la lumière rouge, sur des patients souffrant de cancers de peau primaires et secondaires. Cette 
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étude a démontré que le cancer cutané en phase primaire montre une réponse complète, y compris 

le carcinome à cellules squameuses, ainsi que le carcinome à cellules basales et les mélanomes 

malins. La  PDT peut donc être une option pour le traitement des tumeurs cutanées et sous-cutanées 

de larges volumes (Dougherty et al., 1978) (Lowdell et al., 1993). 

La d ou e te de l a ide a i ol uli i ue ALA  et de l'a ide th le a i ol uli ate MAL , ui se 

t a sfo e t e  p otopo ph i e IX PpIX, Figu e II.  a e t aî  u e e udes e e de l utilisation 

de la PDT en dermatologie. Ces ol ules o t t  app ou es pa  l U“ Food a d D ug Ad i ist atio  

en 2000 pour application en dermatologie (Wan & Lin, 2014). 
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Figure II.11 : Structures chimiques de la protoporphyrine IX (PpIX) à gauche et de l'acide 

aminolévulinique (ALA) à droite. 

Les lésions pré- alig es et alig es de la peau so t de e us la i le d appli atio  de l ALA-PDT, à 

l e eptio  des la o es ali s pig e t s e  aiso  de la p t atio  li it  de la lumière. Le 

traitement de la kératose actinique hypertrophique au niveau du visage et du cuir chevelu devient la 

première application approuvée en dermatologie par PDT en Amérique du Nord (Huang, 2005) 

(MacCormack, 2008)(Wan & Lin, 2014). 

En dermatologie, la PDT et aussi appliquée pour le traitement des cancers cutanés non mélaniques, 

tel que le carcinome baso- ellulai e ais est pas e o e app ou e pa  la FDA. Différents travaux 

o t o t  l effi a it  de la PDT e  utilisa t % d ALA da s u e solutio  d huile et d'eau, a e  

activation par de la lumière rouge. Le carcinome baso-cellulaire superficielle (sBCC) présente une 

bonne réponse vis-à-vis du traitement PDT avec un taux de réponse compris entre 50 et 100% 

(Cairnduff et al., 1994)(Svanberg et al., 1994)(Lui et al., 1995). 
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II.2.3.2 Ophtalmologie 

La thérapie photodynamique est utilisée en ophtalmologie et approuvée pour le traitement de la 

d g es e e a ulai e li e à l âge, depuis  . La Ve tepo fi  BPD-MA, dérivé de benzo-

porphyrine monoacide) ou Visudyne® (Figure II. 12) est le PS utilisé par administration intraveineuse, 

sui ie d u e a ti atio  à l'aide d u e diode lase  à  . L appli atio  de la PDT utilisa t la 

Visudyne pour le traitement de la maladie néovasculaire choroïdienne (CNV) a prouvé son efficacité 

da s la p e tio  de la pe te de ue da s le as d u e t ofo olai e lassi ue ou da s le as de la 

o as ula isatio  ho oïdie e aus e pa  la d g es e e a ulai e li e à l âge (Huang, 2005) 

(Lim, 2002)(Keam et al., 2003)(Bessler, 2004). 
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Figure II. 12 : Structure chimique de la Visudyne. 

II.2.3.3 Cancer de la tête et du cou 

Il existe divers tumeurs malignes qui se développent au niveau de la cavité orale, le pharynx, la cavité 

nasale et le larynx. Le Foscan®et le Photofrin® sont les photosensibilisateurs les plus utilisés pour le 

traitement du carcinome à cellules squameuses qui apparaissent au niveau de la tête et du cou. 

L appli atio  de la PDT utilisa t le Fos a ® pour le traitement de ces cancers à été approuvé en 

Eu ope e   pou  u  t aite e t palliatif. Da s e as, l appli atio  de la PDT est e o a d e 

car elle présente un effet mineur sur les structures fonctionnelles sous-jacentes et un excellent 

résultat esthétique (Lou et al., 2003). 

II.2.3.4 Tumeur cérébrale 

Les glioblastomes et les astrocytomes ont tendance à former des foyers tumoraux qui se propagent 

au-delà du site tumoral principal. Le problème majeur rencontré par les cliniciens est de pouvoir 
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retirer non seulement la tumeur mais les parties infiltrantes, en prélevant les fonctions vitales du 

patient. La première application de la PDT a été introduite par Muller et Wilson en 1990. Ils ont 

utilisé du Photofrin®, irradié à l'aide d'une fibre optique immédiatement après résection de la tumeur 

pou  t aite  les patie ts attei ts de glio lasto e et l ast o to e anaplasique. Ceci permet de traiter 

les zo es i filt a tes sa s eti e  des tissus sai s. L appli atio  de la th apie photod a i ue a 

a lio  l esp a e de ie des patie ts après traitement, 10 semaines dans le cas des patients 

a a t u  glio lasto e a e  appli atio  PDT,  se ai es da s le as d u  ast o to e ali  et  

semaines pour les patients traités présentant des oligodendrogliomes (Huang, 2005). 

L'utilisatio  del a ide a i ol uli i ue ALA  a t  alis e pa  “tu e  et al. en 1990, qui ont 

montré que la fluorescence de la PPIX permettait un diagnostique des tissus du gliome malin. La 

fluorescence de la PPIX peut être utilisée pour guider le geste chirurgical et de nombreuses études 

sont en cours (Stummer et al., 2003)(Uzdensky et al., 2015). 

II.2.3.5 Cancer des poumon et  mésothéliome 

La première application de la PDT dans le traitement du carcinome bronchique a été réalisée en 1980 

au Japon, en utilisant u  d i  d h atopo ph i e HpD, pa  Kato et so  uipe (Kato et al., 1985). 

Depuis, la thérapie photodynamique bronchoscopique est devenue une thérapie curative pour le 

cancer de poumon de cellules à petite taille (>1 cm) au Japon (Kato et al., 2004). 

Le soth lio e pleu al alig e MPM , sou e t li  à l a ia te, p se te u e fai le po se au  

thérapies conventionnelles. Le Photofrin® a été testé comme une modalité per-opératoire adjuvante 

dans plusieurs pays, principalement aux Etats Unis par l'équipe de Friedberg. Les patients après 

chirurgie, chimiothérapie et PDT ont vu leur survie globale moyenne s'élever à 54 mois (contre 10 

mois sans PDT) (Friedberg et al., 2012). 

II.2.3.6 Cancer gastro-entérologique 

La PDT endoscopique est une thérapie efficace en gastroe t ologie, du fait de l a essi ilit  au  

lésions malignes ou pré- alig es lo alis es au i eau de l œsophage, de l esto a , de la oie iliai e. 

Le traitement du rectum est difficile et le geste chirurgical est risqué (Ell et al., 1998)(Berr, 2004) 

(Webber & Fromim, 2004)(Wiedmann & Caca, 2004). 

Le premier photosensibilisateur approuvé dans plusieurs pays est le Photofrin®.  Le Photofrin® est 

utilis  pou  l adi atio  du a e  de l œsophage à u  stade p o e et l œsophage de Ba ett.  

Dans ces cas, la thérapie photodynamique est assistée avec un diffuseur en pointe ainsi une lumière 

centrée (Xcell PDT Balloon ; Wilson-Cook Medical Inc). Des résultats préliminaires ont confirmé que 



Chapitre II : La Thérapie photodynamiqe (PDT) et les caroténoïdes en PDT 

136 
 

l'utilisation de l'endoscopie des voies biliaires est une alternative efficace pour traiter le 

cholangiocarcinome non opérable (Huang, 2005). 

II.2.3.7 Cancers urologiques 

En 1993, le Photofrin® a été utilisé avec succès au Canada pour traiter une tumeur de la vessie 

(McBridge, 2002). 

D aut es photose si ilisateu s o t e suite t  utilis s pou  le t aite e t des tu eu s de la essie 

o e l ALA et ses d i es est ifi s. Plusieu s t a au  o t o t  ue l ALA-PDT est efficace dans 

le traitement des cancers superficiels de la vessie (Kriegmair et al., 1996)(Berger et al., 2003) et il a 

t  d o t  ue l appli atio  p titi e d u  t aite e t PDT i hi e la p og essio  de la tu eu  

(Waidelich et al., 2001). 

Par ailleurs, la PDT est également étudiée pour traiter le cancer de la prostate. Les premières études 

utilisant le Photofrin®(Muschter, 2003), le Foscan® et l ALA o t t  o t gale e t o t  u e 

diminution du gène spécifique de la prostate (PSA) (Nathan et al., 2002)(Zaak et al., 2003). L effet 

PDT de la ote afi e lut tiu  a t  aussi utilis  pou  l a latio  de la gla de p ostati ue e ti e 

(Stripp et al., 2004)(Gertner et al., 2004). 

Le développement d'un nouveau PS, le Pd-bactériophéophorbide ou Tookad® (WST09 ; Negma 

Lerads/ Steba Biotech) a permis une grande avancée de la PDT dans le traitement du cancer de la 

prostate. La phase III est terminée et les résultats de l'étude sont attendus pour fin 2015. 

II.2.3.8 Gynécologie 

E  g ologie, l i t t de la PDT s est o tis  da s le t aite e t de la dysplasie du col de 

l ut us ap s u e ad i ist atio  i t a ei euse de Photof i ® et excitation à 630 nm au niveau du 

canal cervical assisté par coloscopie (Huang, 2005). D aut e pa t, l ALA-PDT est une bonne alternative 

dans le traitement de la néoplasie intra-épithéliale cervicale (Hillemanos et al., 1999). 

Notre équipe s'intéresse également au développement de PS couplés à l'acide folique pour traiter les 

carcinomes péritonéaux induits par le cancer de l'ovaire. 

II.2.4 Mécanisme et mode de fonctionnement 

La PDT se ase su  u  photose si ilisateu , la lu i e et l o g e. Aucun de ces trois composants 

est to i ue i di iduelle e t, ais e se le ils i itie t u e a tio  photoph si ue ui e à la 

formation des produits hautement réactifs et cytotoxiques, les esp es a ti es d o g e E‘Os  

dont l'oxygène singulet (Agostinis et al., 2011). Les photosensibilisateurs, ou plus généralement les 
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ol ules photose si les, o t la apa it  d a so e  des photo s. L'état fondamental des PS est un 

état singulet S0, possédant 2 électrons non appariés avec des spins opposés (antiparallèles). 

L'irradiation lumineuse la formation d'u  P“ à u  i eau d e gie plus le  t a sitio  de l tat 

fondamental S0, à un état singulet excité (Sn avec n= , ,  de ou te du e de ie, sui i d u e 

désexcitation non radiative pour passer à l'état excité le plus stable (S1). Plusieurs voies de 

désexcitation sont alors possibles : (1) afin de retourner à son état fondamental S0 le PS va émettre 

de la fluores e e issio  d u  photo ,  le P“ etou e à so  tat “0 par désexcitation non 

radiative, (3) le photose si ilisateu  peut aussi passe  à u  tat t iplet T d u e du e de ie plus 

longue, par un croisement intersystème (CIS) (Agostinis et al., 2011) (Baltazar et al., 2015). A partir 

de l tat t iplet T1, le P“ peut se d se ite  de faço  o  adiati e et e e i  à l tat sta le “0 (T1→ “0) 

ou il peut se désexciter par émission de phosphorescence (Figure II.13). Il peut également céder son 

énergie par transfert d'énergie à des molécules environnantes (par exemple l'oxygène, qui passera à 

son tour à l'oxygène singulet 1O2) (réaction de type II). Des transferts d'électrons ou de protons 

donnent lieu, quant à eux, à des réactions de type I, que nous allons détailler. 

 

Figure II. 13 : Diagramme de Jablonski simplifié décrivant les transferts énergétiques conduisant à la 

formation d'1O2. 

Comme nous l'avons mentionné, deux types de réactions peuvent intervenir dans l'état triplet : 

 Réactions de type I 

 Réactions de Type II 
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Dans la réaction de type I, le P“ à l tat t iplet a t a sf e  des le t o s et/ou des ato es 

d h d og e au io ol ules o ga i ues ui se situe t au i eau i o-cellulaire environnant, 

conduisant à la formation d'espèces réactives de l'o g e E‘Os  tels ue l a io  supe  o de O2
-), 

le peroxyde de dihydrogène (H2O2), le radical hydroxyle (OH∙ , l o de it i ue NO∙) et le nitrate 

peroxyde (ONOO∙) (Hamblin & Hassan, 2004) (Baltazar et al., 2013). 

Dans la réaction de type II, le P“ à l tat t iplet T1 transfert son e gie à u e ol ule d o g e. A 

l tat fo da e tal, l o g e se t ou e e  t iplet 3O2. Le t a sfe t d e gie e a t du P“ a fo e  

l o g e si gulet 1O2), qui est un oxydant hautement réactif avec une faible durée de vie, qui peut 

réagir avec différents biomolécules tels que les lipides et les protéines (Hamblin & Hassan, 2004) 

(Foote, 1968). La production d'oxygène singulet et de radicaux libres dépend de la nature du PS, de la 

concentration du milieu en O2, et du type du PS.  

Il est ad is u e  ajo it , 'est l'o g e si gulet ui est espo sa le de l'a tio  photod a i ue. 

Nous allons à présent nous focaliser sur l'oxygène singulet. 

II.3 L o g e si gulet 

II.3.1 Historique 

L o g e da s la atu e ep se te le t oisi e l e t le plus a o da t e  asse de l u i e s 

ap s l h d og e et l h liu , il o stitue ai si  % de la asse des o a s, ,  % de la asse de 

l o e te est e sous fo e d o des et de sili ates et ,  % de la asse de l ai  sous fo e de 

diox g e ou d ozo e, soit p s de % du olu e total de l at osph e.  

La d ou e te de l o g e si gulet fut e  , ais le te e o g e a tif a t  i t oduit pa  

“hö ei  ui a d ou e t l ozo e e t e  et . Le principe et le concept des mécanismes 

d a ti atio  de l o g e pa ti ipa t à des processus biologiques et chimiques sont apparus au cours 

du XIXéme siècle. En 1897, Bach et Engler ont postulé la théorie de la peroxydation, qui a représenté 

une étape importante dans la compréhension des a is es d a ti atio  de l o g e si gulet.  

Bat h s est i t ess  au  a is es de la fi atio  du CO2 et de l olutio  de l o g e da s les 

a is es de photos th se e  tudia t la fo ulatio  de l o g e pe o de da s les pla tes, et 

il a proposé que la lumière engendre une réaction entre le CO2 et le H2O pour donner un composé 

type peroxyde « l a ide pe  carbonique et le formaldéhyde ». Il a ensuite proposé que les réactions 

p i ai es de l o g e a e  des o pos s o ga i ues o d s e ge d e t une accumulation des 

peroxydes (Krasnovsky, 2007). Trois ans  après, Oscar Raab et Hermann von Tappeiner découvrent le 

nouveau ph o e u ils o t appel  ensuite « action photodynamique » (Krasnovsky, 2007). 

Ce est u e   ue la p e i e th o ie d o itales ol ulai es de l o g e fut postulée par 

Mulliken (Krasnovsky, 2007). Il d it l o g e o e u e ol ule p se ta t deu  tats si gulet 
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et un état triplet. En 1933- , Mullike  o fi e la th o ie e  tudia t le spe t e d a so ptio  de 

l at osph e te est e et l o g e, et il o se e u e ou elle a de d a so ptio  à  . 

E  , Ha s Kautsk  p opose ue l o g e si gulet, e  aiso  d u  t a sfe t d e gie d u e 

molécule photosensible, puisse initier une réaction photodynamique. Au cours de ces expériences 

conduites avec Bruijin, ils ont montré que les molécules de H2O dans la réaction engendrée par la 

trypaflavine et le leucomalachite green e so t pas la sou e de l O2 intervenant dans la réaction 

(Greer & Foote., 2006). Ils ont dé o t  ue la fluo es e e de la t pafla i e di i ue e  l i adia t 

e  p se e d u e ua tit  oissa te d o g e ta dis ue la leucomalachite green devient 

fluo es e te lo s ue la t pafla i e est i adi e e  p se e d o g e. 

Entre 1933 et 1935, Jablo ski e e di ue ue les deu  tats e it s d u e seule ol ule e iste : (i) 

un état de fluorescence de durée de vie faible et (ii) un état métastable plus long appelé 

phosphorescence (Krasnovsky, 2007). 

Les travaux sur les mécanismes impliqués dans la r a ti it  d o g e o t p is u e aut e tou u e 

lorsque Khan et Kasha ont interprété la chimioluminescence rouge observée lors de la réaction du 

peroxyde hyper- hlo ite a e  le pe o de d h d og e e  , o e o s ue e de la li atio  

d o g e si gulet (Khan & Kasha., 1963). En 1964, Foote et Wexler mènent des expériences sur le 

mélange de ClO- et H2O2 et trouvent que les produits oxygénés formés sont les mêmes que ceux 

fo s au ou s d u e  a tio  photo hi i ue. Ils p ou e t ai si la possi ilit  d o te i  de 

l o g e si gulet sui a t deu  oies : soit par photo-o datio  d u e ol ule photose si le, soit 

pa  a tio  hi i ue e t e l h po hlo ite de sodiu  et le pe o de d h d og e (Greer & Foote, 

2006) (Krasnovsky, 2007). 

II.3.2 Propriétés photophysiques 

II.3.2.1 St u tu e le t o i ue de  l’o g e si gulet 

L o g e ol ulai e O2) présente deux états excités singulet, un premier état 1Δg  (95 KJ mol-1) soit 

22,5 Kcal mol-1 et un deuxième état excité 1Σ+
g  (158 KJ mol-1) soit 31,5 Kcal mol-1  au dessus de l tat 

triplet. La configuration électronique de ces deux états diffère uniquement par la structure des 

orbitales π antiliantes. L'oxygène singulet correspond donc à plusieurs états excités électroniques 

(1Δg  et 1Σ+
g ). Cependant, le ni eau de g o t ie Σ se d sexcite ve s le i eau Δ t s apide e t 

(Figures II. 14 et II. 15) ; La t a sitio  de l tat 1Δg à l tat 3Σ-
g,  est interdite ce qui justifie le temps de 

vie long de l'état 1Δg, alors que la transition de 1Σ+
g

1Δg est permise avec un temps de vie est très 

court (Herzberg, 1950)(Arnold et al., 1968)(Merkel & Kearns, 1972). 
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Figure II.14 : Les orbitales moléculaires de l'oxygène à l'état triplet ou singulet. 

 

Figure II. 15 : Diagramme d'énergie potentielle des trois états électroniques de l'oxygène moléculaire. 

La désexcitation de l'oxygène singulet vers son état fondamental peut s'accompagner de l'émission 

d'un photon de phosphorescence. L'énergie d'excitation de l'1O2 
1Δg  par rapport à l'état fondamental 

est de 22,4 Kcal mol-1. La relaxation correspondante se situe donc dans le proche infrarouge à 1269 

nm (Figure II.15). 

II.3.2.2 I hi itio  de la p odu tio  de l’o g e si gulet 

Out e la lu i es e e, lo s ue l o g e ol ulai e passe à so  tat e it  si gulet, sa 

désactivation peut se faire suivant deux mécanismes : soit par quenching physique, soit par 

quenching chimique. 
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II.3.2.2.1  Quenching physique de 1O2 

Ce mécanisme permet une désactivation de 1O2 e  o g e à l tat t iplet  sa s o so atio  d O2 

ou fo atio  de p oduits de a tio . Ce a is e sulte d'u  t a sfe t d e gie o  adiatif de 

l o g e si gulet e s u e ol ule tie e, sa s a tio  hi i ue (équation 1). 

1O2 A 3O2   + A*
kp

+

              (1) 

II.3.2.2.2  Quenching chimique de 1O2 

Au ou s de e a is e d i hi itio , le ue he  agit a e  l 1O2 pour donner un nouveau 

produit suivant la réaction (2). 

1O2 A P
kc

+
 

Ce a is e d o datio  est o se  e  p se e de o pos s insaturés, au cours des réactions 

d additio  d 1O2 sur un diène (1,3 addition), de cycloaddition [4+2], de réactions de Diels –Alder. Un 

autre intérêt de ce type de réaction est donné par la synthèse de dibenzol benzène à partir du 1,3-

diphény-lisofurane (Rawls & Vansanten, 1970). Il peut aussi agi  e  p se e d ol fi es ui 

possèdent deux substituant allyliques ou plus pour donner des hydroperoxide allyliques. 

Au niveau des systèmes biologiques, ce mécanisme de réaction a lieu principalement sur le 

tryptophane, l histidi e et des a ides g as i satu s (Rawls & Vansanten, 1970). L o datio  des 

ph ols peut do e  des h d ope o ides. E  p se e d o g e si gulet, les sulfides s o de t 

également pour donner des sulfoxides (DeRosa & Crutchley, 2002). 

II.4 Le ciblage en PDT 

Une des pistes actuelles pour améliorer le traitement par PDT est de cibler l'action photodynamique. 

Ce ciblage peut se faire de différentes façons : 

- Cibler la lumière, 

-Améliorer l'accumulation du PS au sein de la tumeur ou des néovaissaux en greffant au PS un 

module d'adressage spécifique de récepteurs membranaires surexprimés dans la zone à traiter, 

- Cibler la formation de l'1O2.  

(2) 
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II.4.1 La lumière en PDT et son ciblage 

La majorité des PS couramment utilisés en PDT sont excités par de la lumière visible proche 

infrarouge. La lumière présente une pénétration limitée dans les tissus biologiques. En effet,  les PS 

entrent en compétition avec les constituants (Hémoglobine, les fla i es, la i es…..  des tissus 

vivants qui absorbent de la lumière visible entre 400 nm et 700 nm (Figure II.16). La lumière bleue 

pénètre faiblement à travers les tissus tandis que les radiations rouge et infrarouge pénètrent plus 

profondément. La région située entre 650 et 900 nm est appelé fenêtre thérapeutique, zone où les 

tissus biologiques absorbent peu (Agostinis et al.,2011). Pour traiter des tumeurs profondes, il est 

do  i t essa t d utilise  de la lu i e ouge ou la lu i e NI‘ ui p se te une meilleure 

pénétration (Juzeneine et al., 2006). 

 

Figure II.16 : Pénétration de la lumière dans les tissus biologiques en fonction de la longueur d'onde 

(nm) (Agostinis et al.,2011). 

Pou  u  P“ do , il e iste pas de sou e de lu i e u i ue ou idéale, le choix de la lumière 

d a ti atio  a d pe d e p i ipale e t des a a t isti ues photoph si ues du P“ et du t pe de la 

pathologie (localisation, taille de la lésion, accessibilité). L'effet photodynamique dépend aussi de la 

dosimétrie, du temps d e positio  à la lu i e et du ode de d li a e de la lu i e o ti ue, 

fractionnée, métronomique) (Agostinis et al., 2011). 

Afi  d a lio e  le i lage de la lu i e e  PDT, de ou elles te h i ues se d eloppe t o e 

l'utilisation de la lumière NIR par excitation biphotonique.  Dans cette technique, le PS est excité par 

une absorption simultanée de deux photons NIR de faible énergie donc de grande longueur d'onde. 

L e itatio  à deu  photo s e ui e l utilisatio  d u  lase  puls  o e sou e lu i euse, ce qui 

peut présenter un frein à l'utilisation chimique d'une telle technique. Il faut cependant signaler que 

les  lase s so t les sou es de lu i es les plus utilis es e  PDT, puis u ils p oduise t u e lu i e 
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o o h o ati ue d u e puissa e élevée à u e lo gueu  d o de a e  u e a de passa te t oite 

pour un PS spécifique (Huang, 2005). 

Une autre approche pour avoir une pénétration plus profonde à travers les tissus, est l'utilisation de 

nanoparticules excitables dans le proche infrarouge et qui peuvent faire de l'upconversion (NIR 

excitable upconversion nanoparticles). Dans ce cas, deux photons sont également nécessaires mais 

leur absorption n'est pas simultanée (Liu et al., 2014). Ces nanoparticules sont souvent des nano-

cristaux dopés par des lanthanides, qui émettent des photons de forte énergie après excitation par 

une lumière NIR (Figure II.17, Figure II.18). Cette nouvelle approche présente un potentiel 

remarquable en biomédeci e. Du a t les de i es a es, l UCNPs s'est p i ipale e t d elopp e 

pou  l i age ie des tissus p ofo ds. Des a opa ti ules dop es pa  du T 3+ peuvent être détectées 

par fluorescence à plus de 3,2 cm de profondeur. En outre, les  nanoparticules dopées par les ions 

Ln3+ présentent des propriétés optiques uniques de multi-bandes à conversion ascendante de 

lu i es e e UCL  alla t de l ult a iolet à l i f a ouge NI‘  et le spe t e peut t e odul  e  

a ia t les io s de dopage E , T , HO…(Liu et al., 2014)(Wang et al., 2013)(Wang & Liu., 2008)(Li et 

al., 2008)(Chen et al., 2013)(Cheng et al., 2011). 

 

 

 

 

  

Le ciblage passe également par le développement de fibres avec des cônes  de diffusion, de tissus 

lumineux (développés à Lille, INSERM U 1081). 

Afin, d'autres études s'intéressent à l'utilisation de rayons X plus pénétrants à la place de la lumière. 

II.4.2 Ciblage du photosensibilisateur : passif et actif 

Les stratégies de ciblage du PS sont souvent divisées en deux catégories : le ciblage actif et le ciblage 

passif. 

Figure II.17 : UCNPs doppé avec des lanthanides, 

les ions dopants confinés à l'interieur d'une 

structure noyau/enveloppe par surface de 

revêtement (lin et al., 2012). 

Figure II.18 : UCNPs comme support de 

photosensibilisateur pour application en PDT (lin et 

al., 2012). 
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II.4.2.1 Le ciblage actif  

Le ciblage actif s'intéresse aux interactions spécifiques entre le PS et les cellules cibles, par le biais 

d'interactions spécifiques ligand-récepteurs. Le ciblage actif est un guidage du PS vers le site à traiter 

(Beduneau et al., 2007)(Deckert, 2009)(Hong et al., 2009)(Zensi et al., 2009). 

L a u ulatio  des P“ au i eau de la zo e i le est e due possi le pa  l'utilisatio  de ol ules 

d ad essage ui p se te t u e g a de affi it  pou  des epteurs cellulaires surexprimés au niveau 

des cellules cibles. Différents vecteurs peuvent être utilisés. Les peptides présentent une grande 

affinité pour des récepteurs membranaires présents à la surface des cellules comme le H-Arg-Gly-

Asp-OH (RGD) et le H-Asn-Gly-Arg-OH(NGR  ui so t utilis s pou  i le  les i t g i es αvβ 3 

CD /CD  et l a i opeptidase N C  espe ti e e t. L a ide foli ue peut se lie  à des 

récepteurs de folate, récepteurs membranaires surexprimés dans divers tumeurs cancéreuses 

(Leamon & Reddy, 2004). Les anticorps monoclonaux sont des glycoprotéines capables de 

reconnaître une variété de cibles avec une forte affinité. Les récepteurs EGFR et VEGFR sont 

surexprimés dans diverses malignités et so t li s à la p olif atio , l a gioge se, l i asio  et la 

métastase de cellules tumorales (Fay & Scott, 2011). L a ide h alu o i ue AH  est aussi e o u pa  

un récepteur membranaire spécifique, le CD44, qui est surexprimé dans diverses tumeurs des 

cancers du poumon, intestins, sein, côlon et cerveau (Ossipov, 2010). 

Nous allons décrire les principaux récepteurs qui intéressent les chercheurs en PDT. 

II.4.2.2 Le ciblage actif direct  

 Les epteu s à l œst og e 

Plusieurs stratégies de ciblage ont été adoptées en PDT, parmi lesquelles le ciblage des récepteurs à 

l œst og es E‘ : nuclear receptor for oestrogen) surexprimés dans le cancer du sein, du cerveau et 

de l'ovaire (Ferguson et al., 1998)(Murphy et al., 1998). La première étude ciblant les récepteurs à 

l œst og e, e  pa  (Swamy et al., 2002) a o t  ue l i te alisatio  d u  P“ fo  d u e 

porphyrine P1-COOH et d u  otif œstradiol couplés par un bras-espaceur (Figure II.19) dans des 

cellules sur-e p i a t des epteu s à œst og e MCF-7) est supérieure à son internalisation dans 

des cellules saines qui n'expriment pas ce récepteur.  
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Figure II.19 : Structure chimique d'un composé porphyrine-œstradiol d'après (Swamy et al., 2002). 

Une autre étude qui fait intervenir le phéophorbide-a o jugu  à l œstradiol a démontré, en utilisant 

la microscopie confocale, que ce conjugué se localise préférentiellement au niveau des cellules 

tumorales, engendrant un effet photodynamique sept fois supérieur à celui du PS seul (El-Akra et al., 

2006). 

 Le récepteur à l a ide foli ue  

Le i lage du epteu  à l a ide foli ue ep se te u e aut e st at gie e  PDT, e epteu  ta t 

surexprimé dans certaines cellules cancéreuse l o ai e, l ut us, le e eau, le ei , le pou o , et les 

cellules myéloïdes) (Schneider et al., 2005). Cette stratégie présente plusieurs avantages. En effet 

l'acide folique est : (i) capable de reconnaître son récepteur in vitro avec une grande constante 

d'affi it , ii  la petite taille de l a ide foli ue i duit pas d e o e e t à la su face du vecteur, 

iii  le o ple e a ide foli ue/ epteu  de l a ide foli ue est i te alis  pa  e do tose d s sa 

formation au niveau des endosomes (la libération du ligand à travers le cytoplasme cellulaire permet 

le recyclage du récepteur à la surface membranaire) et (iv) l'acide folique est peu cher et est déjà 

utilisé comme agent de ciblage en clinique (Vandam et al., 2011). 

Le ciblage par l'acide folique a fait l'objet de plusieurs publications dans notre équipe, lors des thèses 

de Julien Gravier (2004-2008), Vincent Morosini (2007-2010). Cette étude se poursuit avec des 

cliniciens de Lille (H. Azaïs  et  S. Mordon). 

Les résultats ont montré que des PS de type porphyrine couplés à de l'acide folique via un bras 

espaceur de type PEG ont une activité photodynamique sur des cellules KB (+) 3 fois supérieure à leur 

activité sur les cellules saines. In vivo, la sélectivité du composé s'est révélé être 9 fois supérieure 

pour les tissus cancéreux que les tissus sains (Azaïs et al., 2015). 
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 Les récepteurs aux sucres : les lectines 

Les epteu s au  su es, les le ti es, ep se te t u e aut e oie de i lage, puis u il a t  p ou  

que dans les cellules cancéreuses du cancer du sein,  du foie, des poumons et de la prostate, les 

récepteurs aux sucres sont surexprimés à la surface des cellules (Medina & Owen., 2002). 

Cette voie de ciblage consiste à coupler un PS avec des sucres, les photosensibilisateurs résultants 

sont appelés des PS glycoconjugués. Certains ont été synthétisés par notre équipe de recherche lors 

de la thèse de Benoît Di Stasio (2003-2007). U  P“ gl o o jugu  a t  s th tis , fo  d u e 

po ph i e et de otifs glu osa i e. L tude e e a o t  ue le P“ e to is  s i o po e 

préférentiellement dans les cellules HT29 sur-exprimant des lectines, par rapport au PS seul (Frochot 

et al., 2003)(Di Stasio et al., 2005). 

  

 

Figure II.20 : Schéma de synthèse d'une tétraphénylporphyrine glycosylée (Maillard et al., 1989). 

L'équipe de P. Maillard développe des composés glycosylés depuis des années (Figure II.20) (Laville et 

al., 2003)(Laville et al., 2004)(Maillard et al., 2007). Les travaux ont montré que les PS triglycosylés 

présentent une activité photodynamique plus grande que les conjugués tétra-glycosylés, les 

conjugués tri-glycosylés possèdent une meilleur internalisation dans les cellules de carcinome 

humain HT29 avec un effet photodynamique 4 fois supérieur au PS seul (m-THPC), grâce au 

a is e d e do tose (Momenteau et al., 1999)(Laville et al., 2003). L'équipe de J. O. Durand 

utilise le α-D-mannopyranose couplé à des nanoparticules méso-poreuses pour des applications en 

thérapie photodynamique mono et biphotonique (Brevet et al.,  2009)(Gary-Bobo et al., 2012)(Gary-

Bobo et al., 2012a). 
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 Le ciblage des métabolites cellulaires 

Contrairement aux oies de i lage d jà d ites i lage des epteu s à l œst og e, des 

epteu s de l a ide foli ue, des le ti es , le i lage des ta olites ellulai es utilise pas les 

récepteurs surexprimés à la surface des cellules cancéreuses mais leur hyperactivité métabolique. 

Ai si, au i eau des ellules a euses e  d eloppe e t, u  ta olis e fa o ise l a u ulatio  

des pol a i es ui i te ie e t da s leu  oissa e, pa  l i te diai e d u  s st e de t a spo t 

appelé PAT (polyamine transport system). Les polyamines sont des petites molécules organiques 

cationiques qui sont essentielles pour la croissance et le développement des cellules. Au niveau des 

tumeurs, le métabolisme des polyamines est déséquilibré et des concentrations élevées en 

polyamines (spermine, spermidine et putrescine) ont été associées aux divers cancers (cancer du 

sein, du côlon, du poumon, de la prostate  et de la peau) (Shannon et al., 2013). 

Des travaux utilisant des PS conjugués à des polyamines ont été développés par l'équipe de V. Sol 

(Sol et al., 2006). Le PS utilisé est la protoporphyrine IX (PpIX) couplée à un motif de spermine et un 

otif de spe idi e. L tude iologi ue de e o jugu  su  des ellules K  de leu ie i log e 

hu ai e a l  u il p se te u e i te alisatio  et u e tophototo icité supérieure à celle du 

Photofrin®. Récemment, il a été également montré que les conjugués à base de protoporphyrine IX 

(PpIX) couplés à 2 ou 4 spermidines ou spermines en position cis ou trans possèdent une bonne 

internalisation dans les cellules HaCat et MCF7 (Sarrazy et al., 2011). 

II.4.2.3 Ciblage actif indirect  

II.4.2.3.1 Ciblage de la néovascularisation 

Il est connu que les tumeurs solides ne peuvent pas dépasser 1 à 2 mm3 sans développer un réseau 

vasculaire spécifique (Siemman et al., 2004), afin de satisfaire leurs besoins nutritionnels et apport en 

l o g e, tout e  li i a t des d hets ta oli ues. Ce ph o e est appel  oa gioge se. Il 

est d fi i o e la fo atio  de ou eau  aisseau  à pa ti  d u  seau as ulai e p e ista t. Ce 

phénomène de vascularisation est indispensable dans plusieurs processus physiologiques (réparation 

tissulai e i at isatio , g atio  de l ut us, fo atio  du o ps jau e et du pla e ta, etc.) 

(Reynolds et al., 2001)(Kojda et al.,2005). 

Il y a plus que 30 ans, Folkman postula ue les tu eu s solides taie t d pe da tes de l a gioge se 

et u u  t aite e t a tia giog i ue pou ait t e u e th apie a ti a euse effi a e, pa  

inhibition de la néovascularisation. Dans le cas de la PDT, cette stratégie de ciblage est nommée VTP 

pour Vascular Targeted Photodynamic therapy, qui vise la destruction de la néovascularisation (Chen 

et al., 2006). 
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L a gioge se tu o ale est le sultat d u  d s uili e e t e fa teu s a ti-angiogéniques et pro-

angiogéniques favorisant la prolifération de la tumeur et stimulant la croissance des cellules 

cancéreuses. Ce processus présente différentes étapes : i  tape d i itiatio , o duisa t à la 

s tio  des g es a giog i ues, tels ue le fa teu  de oissa e de l e doth liu  as ulaire 

(VEGF) et le facteur de croissance des fibroblastes (FGF), (ii) étape de dégradation au cours de 

laquelle la sécrétion des facteurs angiogéniques, majoritairement le VEGF, vont activer les cellules 

endothéliales des capillaires préexistants pour produire des métalloprotéinases matricielles, qui vont 

assurer la dégradation de la membrane basale ce qui va permettre la migration des cellules 

endothéliales vers le stimulus, (iii) étape de prolifération, au cours de laquelle les cellules 

endothéliales prolifèrent et forment des germes vasculaires, enfin (iv) la dernière étape, dite de 

remodelage vasculaire, permettant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (Weiss et al., 

2012)(Hanahan et al., 1996). La figu e II.  su e les diff e tes tapes de l a giogenèse tumorale. 

 

Figure II.21 : Les différents étapes de l'angiogenèse (Weiss et al., 2012). 

Les cellules endothéliales dans une tumeur expriment des marqueurs différents des cellules 

endothéliales normales parmi lesquelles : les i t g i es αv β 3, les récepteurs des tyrosine kinases, les 

récepteurs des éphrines et ceux au VEGF. 

 Ciblages des intégrines αv  3 

Les intégrines représentent une famille de récepteurs de la matrice extracellulaire qui sont 

exprimées au niveau des cellules endothéliales activées lo s de l a gioge se (Brooks et al., 1994). Ce 

sont des protéines hétérodimères. Il existe environ 24 intégrines hétérodimères différentes qui se 

forment par la combinaison de 18 sous-unités α et  sous-unités β. Ce tai es intégrines spécifiques 

se lient préférentiellement à des protéines de la matrice extracellulaire. Une grande variété 

d i t g i es o t i ue à la p og essio  tu o ale o e α6β4, α6β1, αvβ5, α2β1, et α3β1).  
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Figure II.22 : La contribution des intégrines dans la progression et la métastase tumorale (Desgroellier 

& Cheresh, 2010) 

Les i t g i es joue t le ôle d u  gulateu  de plusieu s fo tio s au sei  des ellules tu o ales,  

compris leurs migration, invasion, prolifératio  et su ie. Da s e tai s t pes de tu eu s l e p essio  

de e tai s i t g i es sp ifi ues αvβ3, α5β1 et αvβ6) est en corrélation avec la progression tumorale 

(Desgroellier & Cheresh., 2010).   

U e i t g i e sp ifi ue, la αvβ3 se lie au H-tri-peptide Arg-Gly-Asp-OH (RGD) et est surexprimée au 

i eau des ellules e doth liales a giog i ues. Le i lage des i t g i es a fait l o jet de e tai s 

travaux au sein de notre équipe.  Au cours de ces études, des PS conjugués à deux motifs de type 

RGD ont été synthétisés utilisant la tétraphénylchlorine et la tétraphénylporphyrine comme PS, et un 

bras espaceur (Ahx) (Boisbrun et al., 2008)(Frochot et al., 2007). L tude in vitro a révélé une bonne 

internalisation des conjugués synthétisés dans des cellules HUVEC, ainsi u u e i o po atio  

cellulaire très élevée de PS couplé au motif linéaire RGD par rapport au PS seul. 

 

 Les récepteurs au VEGF (VEGFRs et NRPs) 

- Les récepteurs au VEGF 

Le  VEGF est u  fa teu  ui i te ie t da s l a ti atio  des protéases impliquées dans la dégradation 

de la at i e e t a ellulai e MEC . E  i hi a t l apoptose, il fa o ise la su ie des ellules 

endothéliales, leur prolifération et leur migration, en se liant à des récepteurs localisés à la surface 

des cellules endothéliales. Il induit la transduction du signal responsable de la prolifération et la 

migration des cellules. Ainsi il favorise la croissance des cellules vasculaires endothéliales qui dérivent 

des artères, veines et des vaisseaux lymphatiques (Sawano et al., 2001) (Huang et al., 2001). 

Parmi ces récepteurs, on trouve les VEGFR-1 et VEGFR-2 qui sont des récepteurs au VEGF à activité 

tyrosine kinase (TK), ainsi que le VEGFR-3. Le VEGFR-2 est exprimé dans la majorité des cellules 

e doth liales, d où l intérêt de son ciblage. 
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- Les neuropilines (NRP) 

Les neuropilines sont des corécepteurs au VEGF. Elles sont connues comme des facteurs de la 

guidance axonale qui participent au développement des vaisseaux sanguins et à la progression 

tumorale. Elles présentent une affinité élevée envers la famille des sémaphorines de classe 3 qui 

jouent un rôle essentiel pour la motilité et la migration cellulaires. 

Les NRPs sont des glycoprotéines transmembranaires qui sont classées en deux familles, les NRP1 et 

les NRP2. Les NRP1 sont identifiées comme des récepteurs qui présentent une grande affinité envers 

les sémaphorines de classe 3 (SEMA) et comme corécepteurs au VEGF ce qui explique ainsi leur 

localisation au niveau des cellules endothéliales. Quant aux NRP2, ils sont situés au niveau de 

l e doth liu  ei eu  et l phati ue, ce qui explique leur rôle régulateur de croissance des 

vaisseaux sanguins lymphatiques (Djordjevic & Driscoll, 2013)(Thomas, 2009)(Raimondi & Ruhrberg., 

2013).  

Not e uipe s est i estie da s le ciblage des récepteurs NRP1. Au cours de ces études, un conjugué 

sélectif du corécepteur NRP1 a été synthétisé ; il est constitué d u e hlo i e et d u  peptide H-

ATWLPPR-OH  eli s e t e eu  pa  l a ide a i ohe a oï ue Ah .  Ce conjugué a montré une bonne 

i o po atio  da s les ellules e doth liales et da s l e doth liu  tu o al de tu eu  ales 

xénogreffées chez des souris mais il présente une stabilité insuffisante  in vivo (Thomas et al., 2009). 

Depuis, d aut es peptides de i lage o t t  tudiés par modélisation moléculaire (Kamarulzaman et 

al., 2015a) et leur affinité in vitro et biodistribution in vivo ont été décrites (Kamarulzaman et al., 

2015b). 

II.4.2.3.2 Le ciblage de l o g e si gulet  

- Ci lage passif de l o g e si gulet (pH) 

Une autre stratégie consiste à élaborer des macromolécules qui ne vont produire de l'1O2 qu'au 

niveau de la zone tumorale. L a u ulatio  du P“ da s di e s o ga ites est affe t e pa  le pH 

interne. Il a été montré que le pH des tissus cancéreux est légèrement acide <6,4. Koo et al., (2010) 

o t utilis  le pH pou  i le  la p odu tio  d o g e si gulet. L app o he o siste à d eloppe  des 

micelles chargées en PpIX. A l i t ieu  de la i elle, les photose si ilisateu s s ag ge t i hi a t 

ai si l issio  de fluo es e e et la p odu tio  d o g e si gulet. Ap s d g adatio  de la i elle, 

la PpIX est relarguée dans le milieu et ses propriétés photophysiques sont restaurées. Cette étude a 

o t  u à u  pH= ,  le pou e tage de ela gage de la PpIX est de  % ap s 24h, tandis qu'en 

milieu acide (pH= 6,4 après 6h), 60 % de relargage est observé. Les tests in vivo et in vitro ont prouvé 

l a u ulatio  du P“ au i eau des ellules tu o ales e  aiso  de leu s pH acide (Figure II.23). 
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Figure II.23 : Schéma de la micelle polymérique MPEG poly-(acides aminés) chargée avec le 

photosensibilisateur (PpIX), puis sa destruction en milieu acide. 

U e aut e st at gie o siste à o t ôle  l ag gatio  et la d sag gatio  des photose si ilisateu s. Le 

principe epose su  le ouplage des P“ à des pol es, ui e  ilieu a ueu , s ag ge t et fo e 

une nanoparticule dégradable. Les PS enfermés dans la nanoparticule perdent leur activité 

photoph si ue et e est u ap s i te alisatio  au i eau des ellules cancéreuses que la 

nanoparticule formée se dégrade et libère les PS qui retrouvent leurs phototoxicité et propriété de 

fluorescence (Figure II.24). 

 

Figure II. 24 : Schéma de la stratégie de désagrégation passive des nanoparticules dégradables. 

(Lee et al., 2011) ont utilisé le glycol chitosane comme polymère et la PpIX comme PS. En milieu 

a ueu , es ol ules s auto-assemblent pour former des nanoparticules de 280 nm, qui ne 

p se te t au u e p odu tio  d o g e si gulet. Ces a opa ti ules o t t  testées in vitro et in 

vivo et ont engendré un taux élevé de nécrose avec une bonne sélectivité envers des cellules 

tumorales chez les souris.  
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La même stratégie a été utilisée par (Li et al., 2011). Les a opa ti ules so t o pos es d u  

polymère de sulfate de chondroïtine acétylée et de chlorine e6 comme PS, la taille des 

nanoparticules est de 140 nm. L'action photodynamique a été restaurée après internalisation au 

niveau des cellules cancéreuses. 

- Régulation active de l o g e si gulet  (PMB) 

Comme nous l a o s u p de e t, l'effet photod a i ue est dû à la fo atio  d'esp es 

a ti es de l o g e E‘Os  plus pa ti uli e e t l o g e si gulet. U e aut e piste pou  

améliorer la sélectivité du traitement est donc de cibler la formation d'1O2. Pour ce faire, des 

constructions moléculaires particulières, appelées PMBs, peuvent être élaborées. 

De point de vue structural, les photomolecular beacons ou PMBs sont des édifices moléculaires, 

a a t is s pa  leu  apa it  à p odui e l o g e si gulet u i uement dans la zone tumorale. 

On peut définir un PMB comme un assemblage de 3 composants chimiques : (i) un 

photose si ilisateu  P“ , ii  u  ue heu  Q  ui a joue  le ôle d u  a epteu  d e gie afi  

d e p he  le P“ de fo e  de l'1O2 et/ou de la fluorescence, et (iii) un lien peptidique sensible à un 

sti ulus e dog e sp ifi ue de la zo e tu o ale Figu e. II. . E  i hi a t l tat e it  du P“ pa  

le ue heu  Q , la p odu tio  d o g e si gulet est i hi e et la estau atio  des p op i t s 

photo toto i ues du P“ se fait lo s u il attei t la i le iologi ue. 

 

 

Figure II.25 : Schéma simplifié du principe d'action d'un photomolecular beacon. 

Le principe des molecular beacons est la ge e t utilis  pou  l i age ie de l ADN, l A‘N, l a al se 

g ti ue des e eu s au i eau des s ue es d oligo u l otides, et les i te a tio s p ot i es-ADN. 

Le p e ie  od le d u  ole ula  ea o  a t  p opos  e   pa  T agi et K a e  (Tyagi et al., 

1998) (Marras et al., 1999) (Li et al., 2000). 

De o euses tudes o t utilis  l h idatio  sp ifi ue des i s d ADN ou d A‘N pou  o se e  

l olutio , la p se e ou la lo alisatio  du i  o pl e tai e i l , g â e à des molecular 
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beacons ce qui représente une révolution dans le domaine du marquage biomoléculaires. On peut 

citer : 

 La PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel (Tyagi et al., 1998) (Tyagi et al., 1996), 

 L a al se g ti ue, ota e t da s la d te tio  et l ide tifi atio  d u e e eu  da s une 

s ue e d oligo u l otides (Marras et al., 1999), 

 Les « DNA biosensors » (Liu & Tan, 1999), 

 Les interactions protéine – ADN (Li et al., 2000), 

 La d te tio  de l A‘N in vivo (Matsuo, 1998), 

 La d te tio  d e z es. 

Divers molecular beacons ont été synthétisés pour des applications en imagerie. Par exemple, 

l uipe de Weisslede  a s th tis  u  MB o stitu  d u e pol l si e su  la uelle so t g eff s des 

peptides substrat de la MMP-  et des fluo es i es pou  alise  l i age ie des MMP-2 (Figure II.26) 

(Bremer et al., 2001). 

 

Figure II.26 : Schéma du molecular beacon clivé par les MMP-2 et MMP-9. Sur le squelette de 

polylysine est attaché le peptide GPLGVRGKC (en vert). Sur la lysine du peptide est greffé le 

fluorophore FITC (en rouge). 

La même stratégie a été utilisée par Chen et al., en 2005 utilisant le peptide SGKPRQITA substrat des 

MMP-2 et MMP-9 (Chen et al., 2005)(Kridel et al., 2001). 

Une autre stratégie ciblant les MMPs utilise une cyanine 5.5 (CY5.5), le peptide GPLGVRGKGG 

substrat des MMPs sur lequel est greffé le BHQ-3 (le Black Hole Quencher) (Ryu et al., 2010). 

Si les molecular beacons sont largement décrits dans la littérature, les photomolecular beacon pour 

des applications en PDT sont très peu étudiés et toutes les études décrites dans la litérature sont 

résumées dans le tableau II.2. Seules quatre équipes développent ces structures, dont la notre. 
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TableauII.2 : Les PMBs 

PS Q Lien Cible Ref. Equipe 

Pyrophéophorbide Caroténoïde GDEVDGSGK Caspase-3 2004  

(Chen et al., 

2004) 

Zheng 

(Canada) 

Pyrophéophorbide BHQ-3 GDEVDGSGK Caspase-3 2006  

(Steffolva et al., 

2006) 

Pyrophéophorbide BHQ-3 GPLGLARK MMP-7 2007  

(Zheng et al., 

2007) 

Pyrophéophorbide BHQ-3 TSGPNQEQK Fibroblastes 2009  

(Lo et al., 2008) 

Pyrophéophorbide BHQ-3 GPLGLARK –

structure 

hairpin 

MMP-7 2009  

(Chen et al., 

2009) 

Pyrophéophorbide BHQ-3 Phospholipide Phospholipase

s 

2010  

(Popov et al., 

2010) 

Delikatny 

(Etats-Unis) 

Pyrophéophorbide nanoparticules 

d o  

GPLGVRG MMP-2 2012 

(Jang & Choi, 

2012) 

Choi 

(République 

de Corée) 

TPC-COOH BBQ-650 GPLGIAGQK MMP-2 et 

MMP-9 

2012  

(Verhille et al., 

2012) 

Notre équipe 

(France) 

  

Le premier PMB développé par (Chen et al., 2004) est constitué d'une molécule de 

pyrophéophorbide-a liée à un caroténoïde grâce à un peptide spécifique de la caspase-3. La même 

équipe a continué le développement des PMBs et a synthétisé un PMB qui présente une structure en 

pi gle de he eu , i la t l A‘N essage  ‘AF-1 avec le pyrophéophorbide-a comme 

photosensibilisateur et un caroténoïde comme quencher (Figure II.27) (Chen et al., 2008). Par la suite, 

(Lovel et al., 2010) ont utilisé ce principe en améliorant la partie quencher et en synthétisant un PMB 

de structure épingle à cheveux (Figure II.28) utilisant le pyrophéophorbide-a comme PS et des BBQ 

comme quencher liés par le biais de liaisons phosphodiester. Cet assemblage permet une diminution 
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de fluo es e e de  fois et u e estau atio  de fluo es e e d e i o   fois. D aut e pa t, la 

p odu tio  d o g e si gulet du PMB s'est l e i f ieu e au seuil de d te tio . 
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Figure  II.27 : Oligo u l otide d A‘N auto- o pl e tai e a ti  pa  h idatio  a e  l A‘N 

messager cRAF-1. 

 

Figure II.28 : Oligonucléotides d A‘N auto- o pl e tai e a ti  pa  h idatio  a e  l A‘N 

messager cRAF-1. 

Un autre PMB a t  d elopp  pa  l uipe de )he g de l U i e sit  de To o to i la t les MMP-7 ; il 

est o pos  d u  P“ le p oph opho ide-a), un peptide GPLGLARK substrat de la MMP-7 et le 

BHQ-3 comme quencher. Ce PMB a été utilisé aussi pour la détection des métastases dans la colonne 

vertébrale issues du cancer du sein (Liu et al., 2011). 

D aut es PMBs o t t  s th tis s ga da t la st u tu e pi gle à he eu  i la t l A‘N  de la 

survivine. (Gao et al., 2011) ont synthétisé un PMB comportant une chlorine e6 « quenchée» par le 

BHQ- , et u  deu i e PMB o po ta t deu  e tit s hlo i e e  s i hi a t utuelle e t. L tude 

de la toxicité de ces deux PMBs sur une lignée cellulaire SK-BR-3 a révélé que le PMB comportant les 

deu  hlo i es p se te l effi a it  photod a i ue la plus le e. 

U e aut e app o he utilise les p op i t s de ue hi g de a opa ti ules d o  pou  l i hi itio  de la 

p odu tio  d o g e si gulet (Jang & Choi., 2012). Le molecular beacon synthétisé (Figure II.29) est 
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fo  d u e a opa ti ule e  o  su  la uelle so t g eff s des p oph opho ide-a via le peptide H-

GPLGVRG-OH, spécifique de la  MMP-2. Le PMB synthétisé présente une inhibition efficace de la 

fluo es e e et de l o g e si gulet. L tude in vitro de l effet photod a i ue de e PMB su  des 

cellules (-) BT20  et (+) HT1080 a révélé une survie cellulaire de 63% et 16 % respectivement.  

 

 

Figure II.29 : Schéma du PMB utilisant le pyrophéophorbide-a ue h  pa  u e a opa ti ule d o , 

liés par le peptide GPLGVRGK, substrat des MMP-2 (site de clivage indiqué en italique). 

Notre équipe s'est investie dans l'étude et l'amélioration du couple PS/quencher permettant une 

meilleure inhibition de la production d'oxygène singulet, pendant la thèse de M. Verhille (2008-2012) 

et la th se d A. Stallivieri (2012-2015). Au cours de ces travaux, une famille de PMB ciblant les MMP-

2, 9 et 14 a été synthétisée à partir de différents PS, peptides et que he s. L utilisatio  d espa eu  

sa été également abordée pour évaluer l'influence de la distance entre le PS et le quencher sur les 

propriétés photophysiques et l'activation enzymatique des PMB. La recherche de meilleurs 

quenchers est le sujet principal de cette thèse, qui vise à isoler de nouveaux caroténoïdes comme 

quenchers potentiels d'oxygène singulet pour des applications en particulier en PDT. 

II.5 Les caroténoïdes 

II.5.1 Propriétés anti-radicalaire des caroténoïdes 

Les caroténoïdes ont un rôle clé dans la photos th se, t a sf a t l e gie lu i euse à la 

chlorophylle. Ces pigments participent aussi dans la photo-p ote tio  de l appa eil photos th ti ue, 

e  ue ha t l tat t iplet des hlo oph lles, l o g e si gulet et e  i hi a t les adi au  li es 

(Böhm et al., 2012). La propriété caractérisant les caroténoïdes probablement la plus connue est leur 



Chapitre II : La Thérapie photodynamiqe (PDT) et les caroténoïdes en PDT 

157 
 

apa it  d a so e  la lu i e pou  la t a sf e  sous fo e d e gie adiati e (Krinsky, 1994). Les 

couleurs des fruits, légumes, la coloration du plumage de certains oiseaux ainsi chez certains 

invertébrés sont dues aux caroténoïdes. 

II.5.2 Les caroténoïdes comme antioxydants 

Les a ot oïdes so t se si les à l o datio  ais elati e e t sista ts à la réduction. La 

formation de radicaux peut être dûe soit à u  effet ue he  du teu  d u  tat e it , soit à 

l'inhibition directe de radicaux libres. Les radicaux issus des caroténoïdes présentent une durée de 

vie courte. En général, la production de ces radicaux s'effectue selon quatre mécanismes : 

l o datio , la du tio , l' li i atio  d u  ato e d h d og e et l additio  d u  aut e ato e 

d h d og e. 

(i) Par oxydation 

Les radicaux qui présentent un potentiel red/ox élevé peuvent arracher un électron à partir du 

caroténoïde pour donner un cation radical (équations 3 et 4). 

CAR-e
-      CAR 

. +                   (3) 

CAR + R
.+  CAR 

. +
   +  R(4) 

(ii) Par réduction 

L additio  d u  le t on à une molécule de caroténoïde donne un anion radical par réaction de 

réduction (équation 5). 

CAR    +   e
-
      CAR 

. -
(5) 

(iii) Pa  t a sfe t d u  ato e d'h d og e 

L li i atio  d u  ato e h d og e à pa ti  d u  a o e satu  en position allylique de la chaîne 

pol e d u  a ot oïde peut g e  u  adi al sta ilis  pa  résonance, neutre, par clivage 

homolytique de la liaison C-H (équation 6). 

CAR + ROO
.
 CAR(-H)

.
 +ROOH        (6) 
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(iv) Par addition  

L additio  d u  adi al, o e le adi al pe o de ‘OO. ou le radical hydroxyle, sur la chaîne polyène 

peut générer un radical caroténoïde adduit (équation 7). 

CAR   + ROO
.
 CAR

.
-OOR          (7) 

La chaîne polyène des caroténoïdes est hautement réactive ; ceci est dû au système conjugué riche 

en électrons. Ce chromophore est donc susceptible de subir des attaques électrophiles, 

g ale e t espo sa les de l i sta ilit  des a ot oïdes e  solutio  e  p se e d o g e.  

(Burton et Ingold, 1984) ont propos  l h poth se ue le β-carotène réagit avec les radicaux 

pe o des e  solutio . U e a tio  d additio  di e te p e d pla e pou  fo e  u  adi al a e  u  

carbone asymétrique, qui peut ensuite réagir avec un autre radical peroxyde pour donner un produit 

non radical. 

Dans un milieu où la concentration en oxygène est faible, ce mécanisme d'addition va consommer le 

peroxyde radical et le caroténoïde va se comporter comme un antioxydant. Cependant, à des 

concentrations élevées en oxygène, le radical caroténoïde peut agi  a e  l o g e pou  do e  u  

caroténoïde radical peroxyde : o  pa le alo s d u  p o essus d auto-oxydation, le CAR-OO
.
 réagit 

comme un pro-oxydant pa  e e ple l o datio  des lipides i satu s e  p se e des a ot oïdes  

(équation 8).  

CAR-OO
.
  + LH   CAR-OOH + L

.       (8) 

L
.
O2  L-OO

. 

La réaction des caroténoïdes avec les radicaux libres dépend de la nature du radical, la polarité du 

solvant et la nature du caroténoïde (nombre de doubles liaisons, présence de groupes hydroxyles). 

II.5.2.1 Réaction des caroténoïdes radicaux 

 Radical caroténoïde cation (CAR 
.+

) 

a) Réaction avec les agents nucléophiles 

On peut observer des réactions  avec des agent nucléophiles pour les CAR.+ issues des caroténoïdes 

de petite chaîne polyène comme les rétinoïdes. La constante de vitesse de ces réactions diminue 

lorsque la chaîne polyène conjuguée augmente (Bobrowski & Das, 1987)(Bobrowski & Das, 1985). 
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b) Réaction de dé-protonation 

CAR
.

+
CAR

.
     + H+

 

c) Réactions avec les acides aminés et les peptides 

Divers CAR.+ so t apa les d o de  la t osi e et la st i e. Ce tai s CA‘.+ peuvent réagir 

réversiblement avec le tryptophane pour former le cation radical TyrO .+ (Burke et al., 2001) (Edge et 

al., 2000). 

CAR
.
+    +  TyrOH CAR + TyrO

.
 + H+

 

CAR
.
+    +  CysH CAR + Cys

.
 + H+

 

CAR
.

+    +  TrpH CAR + Trp
.

+ + H+

 

d) Réaction avec les porphyrines 

Certains dérivés de porphyrines comme la chlorophylle a, peuvent êtres oxydés en présence du CAR.+ 

suivant l'équation 13. 

 

CAR
.

+    +  POR CAR +     POR
.

+

 

 Radical anion caroténoïde (CAR 
.-

) 

a) ‘ a tio  a e  l o g e 

Le anion radical caroténoïde est i hi  pa  l o g e, via u  t a sfe t d le t o , pou  do e  l io  

superoxide O2 
.-. La constante de vitesse de cette réaction dépend de la chaîne polyène et  diminue 

lorsque la chaîne polyène augmente (équation 14). 

CAR
.

-    +  O2 CAR +   O2

.
-

 

 

 

(9) 

(10) 

(11) 

(12) 

(13) 

(14) 
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b) Réaction avec les porphyrines 

Les radicaux caroténoïdes anions réagissent avec les porphyrines via u  t a sfe t d le t o s suivant 

l'équation 15 (Mc Vie et al., 1979)(Lafferty et al., 1976). 

CAR
.
-    +  POR CAR +     POR

.
-

 

II.5.2.2 Effet quencher des caroténoïdes  

Le système de doubles liaisons qui forme la chaîne polyène des caroténoïdes est riche en électrons, 

ce qui engendre une forte réactivité des caroténoïdes pour les agents oxydants et les radicaux libres. 

Les a ot oïdes pa ti ipe t ai si à la p ote tio  d aut es s st es se si les à l o datio , et joue t 

un rôle essentiel dans le système photosynthétique des plantes, algues et bactéries. On les trouve 

sou e t asso i s a e  les a t io hlo oph lles sous fo e d u  o ple e sp ifi ue a ot oïde-

protéine. Ils participent ainsi dans la collection de la lumière pendant la photosynthèse. A des 

intensités élevées de lu i e, l e gie est a so e a e  u  g a d e de e t e ui peut e e  à 

la photo-i hi itio  pe te de l effi a it  photos th ti ue  et la fo atio  de l o g e si gulet. 

Da s e p o essus de ue hi g, la a t io hlo oph lle a joue  le ôle d u  sensibilisateur (SENS) 

qui va absorber de la lumière pour générer un état singulet excité 1SENS*qui peut, par conversion 

intersystème, passer à un état triplet 3SENS*(équation 16). 

SENS 3SENS*1SENS*
h

 

E  p se e d o g e ol ulai e, e i peut g e  de l o g e si gulet pa  t a sfe t d e gie 

(équation 17). 

3SENS*  + 3O2 SENS   + 1O2
*
 

E  p se e de a ot oïdes, l e gie de l tat t iplet du 3SENS* peut être inhibée par transfert 

d'énergie (équation 18). De plus, les caroténoïdes peuvent réagir avec l'1O2 (équation 19).  

3SENS*  + CAR SENS   + 3CAR*
 

1O2
*+ CAR 3O2  + 3CAR*

 

L tat t iplet des a ot oïdes est de fai le e gie fai le et e peut pas g e  d o g e singulet. 

Il dissipe cette énergie sous forme de chaleur (equation 20). 

(15) 

(16) 

(17) 

(18) 

(19) 

(20) 
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 CAR  + Chaleur 3CAR*
 

Les caroténoïdes C40 et leurs dérivés oxygénés (les xanthophylles) représentent la majorité des 

antioxydants naturels en i hi a t l o g e si gulet. Ce mécanisme de quenching peut être observé 

chez les plantes supérieures en présence de chlorophylle, ou en présence de protoporphyrine IX  

hez les a i au  et l t e hu ai  (Böhm et al., 2012) (Britton et al., 2008) (Krinsky., 1994). 

Dans un environnement aérobique, les caroténoïdes jouent un rôle protecteur en évitant la 

fo atio  d o g e si gulet pa  u  ue hi g apide de l tat t iplet des hlo oph lles, et e  

i hi a t l o g e si gulet fo . Au i eau e a ai e, l o g e si gulet o de les p otéines et 

les lipides de la e a e, e ui d t uit l appa eil photos th ti ue (Britton et al., 2008). En effet, 

dans des conditions naturelles, toutes les chlorophylles forment des complexes avec les protéines et 

sont souvent liées à des molécules de carot oïdes a e  u  atio d u e ol ule de a ot oïdes 

pour 3-4 chlorophylles. Ce mécanisme de protection est présent dans la majorité des organismes 

oxygénés, et est appelé quenching non-photochimique (Figure II.30). 

 

Figure II. 28 : Modèle de la dissipation de l'énergie des différents états excités des caroténoïdes et 

chlorophylles après excitation photonique, CarQ : mécanisme de quenching non photochimique NPQ 

(Britton et al., 2008). 

Le β-carotène représente le quencher le plus connu parmi la famille des caroténoïdes. Foote et al, 

sont les premiers à avoir étudié les propriétés photophysique ainsi que les mécanismes de quenching 

de l o g e si gulet. Ils o t o t  ue le ue hi g de l o g e si gulet pa  le β-carotène peut se 

dérouler suivant deux mécanismes : i  soit pa  ue hi g de l tat t iplet du P“ e  i hi a t la 

p odu tio  d o g e si gulet soit ii  pa  a tio  di e te su  l o g e si gulet lui-même (Foote et al., 
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1970a)(Foote et al., 1968)(Foote et al., 1970b). Ils ont prouvé que le cis-β-carotène pouvait 

s iso ise  e  trans-β- a ot e ap s t a sfe t d e gie a e  l o g e. 

E  , Foote a t ou  u'u e ol ule de β-carotène peut inhiber de 250 à 1000 molécules 

d o g e si gulet a e  u e itesse de a tion de 1,3  1010 M-1 S-1. Le t a sfe t d e gie de  

l o g e si gulet e s u  ue he  sulte e  la fo atio  de l o g e à l tat t iplet et u  

ue he  à l tat t iplet (Min & Boff, 2002) 

Le que hi g de l o ygène singulet dépend de la nature et le nombre des groupements fonctionnels 

présents sur les cycles terminaux des caroténoïdes. Kobayachi et Sakamoto o t o pa  l a ti it  de 

ue hi g du β- a ot e et l asta a thi e et o t o t  ue le ue hi g de l asta a thi e di i ue 

lo s ue l h d opho ie aug e te. Cepe da t, elle du β-carotène augmente avec l'hydrophobie du 

solvant (Min & Boff, 2002).  

Une autre étude menée par (Lee et Min, 1990) sur le quenching de la réaction de photooxydation 

se si ilis e pa  la hlo oph lle da s l huile de soja, o t e u'il aug e te sui a t le o e de 

doubles liaisons et la quantité de caroténoïde ajouté. Les caroténoïdes avec 7 doubles liaisons ou 

moins so t i apa les de ue he  l tat t iplet de la hlo oph lle (Min & Boff, 2002). Récemment, 

une étude menée par (Ramel et al., 2012) s'intéresse au quenching chimique des caroténoïdes. Au 

cours de cette étude, différents produits générés par une oxydation in vitro du β-carotène et 

quelques xanthophylles par 1O2 ont été identifiés (Figure II.31). (Ramel et al., 2012) confirment la 

fo atio  d u  e dope o de o e le p oduit ajeu  issu de l o datio  du β–carotène et des 

xanthophylles. Ainsi, il a été prouvé ue l 1O2 est capable de cliver chaque double liaison de la chaîne 

pol e du β–carotène conduisant à la formation de divers caroténals. Les mêmes observations sont 

valables pour les xanthophylles. Le caroténoïde endoperoxyde est formé par réaction de 

cycloadditio  de l 1O2 su  le a ot oïde. L o datio  in vitro des xanthophylles (zéaxanthine et 

lutéine) montre que la vitesse de formation des formes aldéhydes pour la zéaxanthine et la lutéine 

est faible par rapport à la formation des caroténals, ce qui explique que les xanthophylles sont moins 

oxydable que les carotènes (Ramel et al., 2012). 
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Figure II.31 :  Molécules issues de l'o datio  du β– a ot e pa  l 1O2 avec leur masse molaire 

correspondantes (Ramel et al., 2012). 

(Chen et al., 2004) sont les premiers et les seuls à avoir utilisé les caroténoïdes comme quencher 

dans un PMB (Figure II. 32). Ils ont synthétisé un PMB formé d'un PS (pyrophéophorbide-a) lié à un 

peptide clivable par la caspase 3 (GDVDGSGK) et à un carotène synthétique. Cette étude a montré 

que la génération de l'oxygène singulet est inhibée par le caroténoïde, ainsi que l'état triplet du PS. 
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Figure II.32 : Structure du PMB contenant un caroténoïde comme quencher (Chen et al., 2004). 

II.5.2.3 Structure électronique des caroténoïdes 

E  photos th se, les a ot oïdes se e t d a te e h o opho i ue au i eau du do ai e 

spectral visible (500 nm) ou le spectre de la lumière solaire est très intense. Les fortes transitions de 

type électrique-dipôle permettent au caroténoïde de passer de l tat fo da e tal “0 (1
1A-

g  à l tat 

excité S2 (1
1B+

g) (Figure II. 33 , sui i pa  u  t a sfe t d e gie e s les tats si gulet QX ou Qy des 

ol ules photose si les hlo oph lle, a t io hlo oph lles, po ph i es…. . 

 

Figure II. 33 : Différents niveaux d'énergies d'excitation et de désexcitation des caroténoïdes en 

présence de la chlorophylle (Beck et al., 2015). 

Les caroténoïdes présentent une chaîne polyène conjuguée de C40, et appartiennent au groupe de 

symétrie C2h. Il a été démo t  ue l tat e it  le plus as des pol es est pas l tat B+
u  mais A-

g , 

ui p se te u e fai le e gie pa  appo t à l tat B+
u . L tat A-

g présente la même symétrie que 

l tat fo da e tal “0, la t a sitio  est do  i te dite d où l att i utio  de  S1 et S2 respectivement 

pou  l tat A-
g et B+

u . Le spe t e d a so ptio  des a ot oïdes o espo d au  t a sitio s “0S2. La 
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fo atio  di e te de l tat t iplet T1 des caroténoïdes à partir des états excités S2 ou S1 via le 

croisement intersystème n est pas fa o a le (Britton., 1995)(Jomova & Valko., 2013)(Britton et al., 

2008). 

II.5.3 Rôle des caroténoïdes dans la prévention du cancer 

Il a été montré que les caroténoïdes sont impliquées dans la prévention du cancer, depuis 1981, 

lorsque Peto et al., expliquent que la prévention du cancer peut se faire via un gi e i he e  β-

a ot e. Depuis , les tudes su  l i pli atio  des a ot oïdes da s la p e tio  du a e  

sont nombreuses. 

Des études épidémiologiques ont montré une relation inverse entre la présence de divers cancers et 

le taux de caroténoïdes présents dans le sang. Une étude mené par (Blot et al., 1993), a montré 

u u  gi e i he e  β-carotène, vitamine E et sélénium mène à une réduction significative de la 

mortalité par le cancer e t e % et % da s le as du a e  d esto a .  

α et β-carotènes 

Une étude menée sur des modèles animaux (Murakoshi et al., 1992) (Narizawa et al., 1996), montre 

ue le α-carotène possède une activité plus le e ue le β-carotène dans la surpression de la 

tumorigenèse au niveau de la peau, du poumon, foie et du colorectum. 

β-cryptoxanthine 

Il a t  epo t  u u  gi e i he e  β-cryptoxanthine affecte la carcinogenèse du colon après une 

accumulation au niveau de la mucose clonique. Des études menées sur des rats ont montré que 

l ad i ist atio  de  pp  de β-cryptoxanthine pendant 30 semaines dans le régime nutritionnel 

supprime la N-méthylnitrosourée, responsable du cancer du colon (Narizawa et al., 1999). 

Lycopène  

Le lycopène est un carotène acyclique linéaire qui présente des effets inhibiteurs pour certains 

cancers (côlon, et vessie). Un apport élevé en lycopène est associé à des risques faibles de divers 

cancers, puisque le lycopène peut être converti en acide apolycopénoïque par clivage à des 

a ot es ou g â e à l e z e o g ase pou  do e  l a ide apo- -lycopénoïque qui représente 

un inhibiteur du cancer de vessie in vivo et in vitro (Hu et al., 2006) (Lian et al., 2007). D aut e pa t, 

un apport en lycopène diminue le risque du cancer de prostate à 53% (Giovannucci et al., 2002). Dans 

u e aut e tude e e su  u  od le hu ai , les auteu s o t o t  ue l appo t uotidie  de  

g de l op e di i ue la oissa e du a e  de p ostate. L appo t de  g de l op e pa  jour 
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augmente sa concentration au niveau du sérum et de la prostate 2 fois et 2,9 fois respectivement, et 

l a tig e sp ifi ue de la p ostate P“A  a di i u  de  % (Kucuk et al., 2001). 

Lutéine et zéaxanthine 

Dans une étude de 14 ans menée sur 120 000 hommes et femmes en Amérique, une réduction 

significative de risque de cancer du poumon a été observée chez les patients qui présentent un 

apport élevé en caroténoïdes contenant de la lutéine et de la zéaxanthine (Michaud et al., 2000). 

Une étude a montré qu u  appo t de ,  % du gi e uotidie  hez des sou is i hi e la 

croissance et la latence des tumeurs mammaires (Park et al., 1998). 

Fucoxanthine 

Différents études in vitro ont démontré les effets inhibiteurs de la fucoxanthine sur une lignéede 

cellules tumorales humaine développées dans le foie (HepG2) (Das et al., 2008), côlon (Caco-2, HT-29 

et DLD-1) (Hosokawa et al., 2004) et la vessie (Zhang et al., 2008). L a ti it  a ti a euse du 

fu o a thi e est as e su  l effet gulateu  des io ol ules li es au le ellulai e et à l apoptose 

(Miyashita et al., 2011) (Liu et al., 2009). 

II.6 Contexte et objectif : l'utilisation des caroténoïdes comme inhibiteurs 

d'
1
O2 pour des applications potentielles en PDT 

Comme nous l'avons décrit, la Thérapie Photodynamique (PDT) est une technique non-invasive de 

t aite e t de e tai s a e s, etta t e  jeu l a ti atio  d u e ol ule photo-activable le 

photose si ilisateu  ou P“, e  p se e d o g e. Ap s i adiatio  lu i euse du P“, des esp es 

réactives de l o g e so t g es do t l o g e si gulet 1O2), supposé être le principal agent 

toto i ue. Afi  d a lio e  la s le ti it  du t aite e t, ous d eloppo s u  age t 

photodynamique appelé « photodynamic molecular beacon » (PMB), conçu pour ne pas exprimer ses 

p op i t s photod a i ues jus u à e u il ait attei t sa i le iologi ue. Le photose si ilisateu  

est associé via u  peptide à u  i hi iteu  d 1O2, pe etta t u e i hi itio  de la fo atio  d 1O2 tant 

ue le o pos  a pas attei t sa i le, à savoir les cellules cancéreuses.  

Les propriétés photophysiques particulières des caroténoïdes et leur pouvoir inhibant d'oxygène 

singulet représente un atout dans leur utilisation comme quencher d'1O2 en PDT. L'objectif de cette 

étude est d'évaluer le pouvoir inhibant de certains caroténoïdes extraits des  fruits de Diospyros kaki. 

L, Prunus armeniaca. L et Prunus persica. L cultivées en Tunisie.   
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Ces fruits présentent des propriétés antioxydantes potentiellement intéressantes. Afin de valoriser 

ces f uits, l o je tif de la th se est d e t ai e, d a al se  et d ide tifie  les a ot oïdes p se ts da s 

les fruits. Une utilisation potentielle de ces caroténoïdes serait leur couplage à des 

photose si ilisateu s, e  ue d u e appli atio  e  th apie photodynamique ciblée.  

 Verrous 

1. Maîtriser l'extraction des caroténoïdes par différents techniques, utilisant des plans 

d'expériences afin de déterminer les paramètres clés de l'extraction.  

2. Identification  des caroténoïdes  

3. Analyser leurs propriétés photophysiques  

 Démarche 

Afin de maîtriser l'extraction des caroténoïdes, trois procédés d'extraction ont été choisies, 

l'extraction conventionnelle (par solvant organique), l'extraction accélérée avec solvant (ASE), et 

l'extraction par fluide supercritique. Après optimisation des méthodes d'extraction, l'identification 

des caroténoïdes s'avère une étape clé dans notre démarche qui va nous donner une idée claire sur 

les profiles caroténoïdiques de nos fruits. La purification des caroténoïdes va nous permettre ensuite 

d'étudier les propriétés photophysiques des principes actifs purifiés. La Figure II.34 représente le 

schéma simplifié de la démarche adaptée dans notre étude. 

 

 Figure II. 34 : Schéma simplifié de la démarche adaptée dans notre étude. 
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III P o d s d e t a tio  des a ot oïdes 

Par définition, l e t a tio  est u e thode (ou procédé) utilisée dans le but d isole  des composés à 

pa ti  d u  la ge de solides ou d u e solutio  complexe. L e t a tio  joue u  ôle l   da s la 

recherche expérimentale du poi t de ue p pa atio  d ha tillo s et a al ses qualitative et 

quantitative de divers produits naturels ou synthéti ues. Qua d il s agit de i les a ti es atu elles 

tel que les caroténoïdes, il existe plusieurs p o d s d e t a tio  pa i les uels l e t a tio  pa  

solvants organiques à pression atmosphérique, qui représente la technique la plus conventionnelle 

utilisée. Le d eloppe e t e t des ou elles te h i ues o e l e t a tio  a e  sol a t 

a l e A“E , ou l e t a tio  a e  le dio de de a o e supe iti ue ie t de po d e à des  

atte tes s ie tifi ues o e a t la du tio  du te ps d e t a tio , l augmentation du rendement 

d e t a tio , la li itatio  de l usage des sol a ts o ga i ues d où dui e le is ue de pollutio  et la 

du tio  du oût de l e t a tio . Cepe da t, p es ue toutes les te h i ues d e t a tio  des 

caroténoïdes suivent une même voie impliquant la libération des pigments à partir de la matrice par 

destruction tissulaire, suivie pa  l li i atio  des o pos s i d si a les et e fi  u e e t a tio  

liquide-liquide ou liquide-solide. 

Not e app o he o siste à opti ise  l e t a tio  et l analyse des caroténoïdes à partir de trois fruits 

connus pou  leu  i hesse e  es pig e ts, utilisa t l e t a tio  o e tio elle a e  sol a t 

organique à pression atmosphérique (Soxhlet), l e t a tio  avec solvant accélérée sous pression, et 

l e t a tio  par CO2 supe iti ue. L extraction par Soxhlet est utilisée comme méthode de référence. 

Pou  se fai e, u e thodologie de pla  d e p ie e a t  ise e  pla e à partir de plusieurs 

facteurs i flua t à p io i la ualit  de l e t a tio .   

Dans ce qui suit, nous allons détailler les différentes te h i ues d e t a tio  utilis es da s ette 

thèse Puis nous aborderons les différentes te h i ues d a al ses et e fi  la thodologie des plans 

d e p ie e. 

III.1 Préparation et caractérisation des poudres de fruits 

L échantillonnage  des trois fruits Diospyros kaki L. (persimmon), Prunus persica L., (pêche) et Prunus 

armeniaca L., (abricot), est effectué à maturité. 27 fruits ont été cueillis sur trois arbre différents.  Les 

trois fruits sont ensuite traités de la même façon : après collecte, chaque lot est divisé en sous-lots, 

après avoir été rincé et lavé à l eau. Ils sont ensuite été stockés à -20°C dans des récipients 

hermétiques en polystyrè e o te a t de l azote li uide. 
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III.1.1 Lyophilisation 

 

La lyophilisatio  o siste e  l li i atio  p og essi e par sublimation de l eau li e à pa ti  de la 

matrice végétale préalablement congelée phase solide . Afi  d li i e  l eau des f uits,  

kilogrammes de chaque espèce (fruits entiers : chaire et pelure) sont découpés manuellement en 

petits o eau  d e i o   3, et congelés di e te e t pa  ajout d azote li uide -196 °C), et 

immédiatement lyophilisés pendant 48 à 72 h par un lyophilisateur (Cryotec, Saint-Gély-du-Fesc 

France). La température du piège à eau est maintenue à -70°C. Une fois la pression abaissée à 15 Pa, 

la température des plateaux de la chambre de sublimation est progressivement réchauffée afin de 

lutter contre le caractère endothermique de la sublimation. 

Après lyophilisation les matrices déshydratées obtenues sont placées chacune dans un dessiccateur 

contenant du P2O5 afi  d e p he  la ep ise d hu idit . U e s ie de pes s est effe tuée avant et 

après dessiccation afin de déterminer le pourcentage de  matière sèche et la teneur en eau avant 

broyage. 

III.1.2  Broyage des poudres lyophilisées 

Après la lyophilisation, les morceaux de fruits subissent une étape de broyage immédiate avec un 

broyeur à café (Moulinex, France) jusqu'à obtention d u e poud e fi e et ho og e. De petites 

ua tit s d azote li uide so t ajout es afi  d ite  l o datio  du a t le o age. E suite, les 

poudres de chaque fruit obtenues sont placées dans un dessiccateur contenant du  P2O5 , sous vide et 

à l a i de la lu i e, a a t étude de leur granulométrie. 

III.1.3  Détermination des % en matière sèche et eau 

Après lyophilisation et dessiccation, le pourcentage en matière sèche (% MS) et eau (% eau) sont 

mesurés gravimétriquement suivant les équations 1 et 2 : 

% �� =
� ∙�  (1) 

% ��� =  � −��  ∙  (2) 

Avec m1 : masse de la matière fraîche, et m2 : masse de la poudre après lyophilisation. L eau 

résiduelle dans la poudre est d te i e ap s s hage à l tu e pe da t  h à °C. 

III.1.4 A tivit  de l eau aw 

La esu e de l a ti it  d eau dans les poudres lyophilisées est effectué grâce à un aw mètre 

Labmaster (Novasina, Suisse). Lo s d u e esu e, l ha tillo  est i t oduit da s la ha e de 
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esu e ui est he ti ue et poss de u e te p atu e sta le à °C. La so de i te e de l appa eil 

mesure ensuite l olutio  de l hu idit  elati e de l ai  e  uili e a e  le p oduit. A l uili e,  

ette hu idit  elati e di is e pa   o espo d à l a ti it  de l eau aw. 

III.1.5 Granulométrie 

La distribution de la taille des particules des poudres est mesurée dans un liquide (l tha ol a solu) 

par diffusion dynamique de la lumière. Elle est effectuée à l aide d u  granulométrie laser  Malvern 

Mastersizer 2000 (Malvern, Royaume-Unis). Cette méthode est basée sur la diffusion quasi-élastique 

de la lumière au o ta t d u e pa ti ule (Figure III. 1). L a gle  issu de la diffusion de la lumière est 

relié à la taille de la particule par la relation de Stokes-Einstein faisant elle même intervenir les 

constantes de Boltzman, la température et la viscosité de l tha ol. Le t aite e t du sig al pe et 

d ta li  u e dist i utio  de taille des pa ti ules. 

 

 

Figure III.1 : Principe de la diffusion dynamique de la lumière. 

III.1.6 Préparation des extraits caroténoïdiques avant analyse HPLC-PDA-MS 

Quelque soit la méthode d e t a tio  utilis e (extraction avec ASE : MeOH/THF, extraction avec 

Fluide supercritique : CO2+ EtOH, extraction avec Soxhlet : (MeOH/THF)), (voir plus loin) l e t ait tait 

toujours préparé  comme suit : a a t d t e soumis à une analyse HPLC-PDA-MS, il tait d a o d 

mélangé à 13,500 rpm durant une minute utilisant un vortex puis filtré à vide sur papier filtre de 

porosité 2 µm.  A un volume V de filtrat ainsi obtenu, était ajouté 1 volume V d u e solutio  a ueuse 

de chlorure de sodium (NaCl) à 10 % en empoule à décanter. Puis trois extractions liquide-liquide 

successives étaient effectuées avec, à chaque fois, 1 volume V d ther de pétrole, afin de transférer 

complètement les caroténoïdes dans la phase éther de pétrole. On obtenait ainsi un volume 

d e i o  *V d ther de pétrole, contenant les caroténoïdes. Cette phase d'éther de pétrole était 

alo s la e  fois, a e  u  olu e V d eau ult apu e sous pH eut e afi  d li i e  toute trace de 

chlorure de sodium, puis évaporée à 30°C sous flu  d azote pe dant 15 min à l aide d un système 

Turbovap (Biotage AB, Uppsala, Suède). Le résidu obtenu était ensuite rapidement dissout dans 5 mL 

de (MeOH/MTBE) ; (1 :1), (v:v) contenant 0,1 % de BHT, mélangé par vortex, puis filtré avec un filtre 

seringue de porosité 0,45 µm.  A 2 mL de filtrat ainsi obtenu étaient ajoutés 1 mL de MeOH à 0,1 %  
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de BHT. Puis avec 1 L d u e solutio  tha oli ue de KOH à  % était ajouté. Le tout était soumis 

à u  ullage sous flu  d azote pendant une heure, à température ambiante et à l o s u it , afi  

d effe tue  u e sapo ifi atio . La figure III.2 représente un schéma simplifié du protocole 

d e t a tio . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.2 : Différents étapes de transformation d'un extrait des caroténoïdes avant analyse HPLC-

PDA-MS. 

III.1.7 Extraction par solvant organique à pression atmosphérique 

 Extraction Soxhlet 

Nous a o s utilis  l extraction par Soxhlet comme une méthode de référence pour la détermination 

des rendements d e t a tio  à pa ti  des aut es thodes d e t a tio  e plo es. C est une 

thode lassi ue pou  l e t a tio  solide-liquide qui s effe tue à chaud (à la température 

d ullitio  du sol a t d e t a tio  à p essio  at osph i ue. C est u  p o d  semi-continu, 

couplant une distillation avec une cartouche de type Soxhlet, qui va contenir la matrice solide. 

Lo s ue le sol a t d e t a tio  atteint la te p atu e d ullitio , la apeu  g ée va se condenser 

au niveau de la colonne de distillation et alimenter ainsi la cartouche contenant le solide. La 

Etape 2 : Filtration à vide sur papier 

filtre 

Ajout de V mL Na Cl 10% (v :w) 

Etape (4) : [Lavage avec V mL de 

H2O]* 3 

Etape 3 : Partition avec  l'éther de 

pétrole (V mL) * 3 

Etape (5) : Evaporation sous flux d'azote 
(40 min à 30°C) 

Etape (6) : Ajout  de  5mL de 
(MeOH/MTBE) ;(1 :1) à 0,1 BHT (v : w) 

Ajout de 1 mL KOH 20% (v:w) 

Etape (7) : Saponification pendant 1h sous flux 

d'azote à T(°C) ambiante 

Etape (8) : Filt atio  filt e ,   Filtrat près pour analyse 

2 mL du mélange + 1 mL MeOH à 

0,1 BHT (w:v) 
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cartouche se remplit ainsi progressivement avec le solvant provoquant ainsi un contact entre le 

solide et le solvant liquide chaud, et donc un transfert de solutés du solide vers le solvant. A partir 

d une certaine hauteur, le solvant chargé en soluté  se vide automatiquement par siphonage puis 

retourne dans le ballon òu le solvant sera à ou eau po t  à l ullitio  pou  u  ou eau cycle 

d e t a tio  (Figure III.3)(Luque de Castro & Priego-Capote, 2010)(Cardenas-Toro, & Alcazar-Alay, 

2015). 

Afi  d e t ai e les a ot oïdes, nous avons placé 2 g de poudre de fruit lyophilisé dans la cartouche 

après mélange préalable avec 2 g de florisil (100-200 mesh). 250 mL d u  lange (MeOH : THF), 

(1 :1 ; v : v), sont placés dans le ballon. Le mélange est porté à ébullition à 66°C. Cette température 

o espo d à la te p atu e d ullitio  du THF. L e t a tio  est ai te ue pe da t  h jus u à 

décoloration totale de la poudre. Ensuite, la préparation des extraits pour analyse est effectuée 

suivant le protocole déjà décrit dans la section (III.I.6). 

 

Figure III.3 : Mo tage d e t a tio  “o hlet. 

III.1.8 Extraction par solvant accélérée (Accelerated Solvent Extraction, ASE) 

III.1.8.1 Principe 

 

L e t a tio  pa  sol a t a l e est u e te h i ue d e t a tio  ui utilise des solvants 

organiques, à pression assez élevée, pou  a l e  le p o essus d e t a tio . Da s la litt atu e, 

on trouvera souvent le terme ASE, pour « Accelarated Solvant Extraction ». Mais on peu aussi tout 

si ple e t pa le  d e t a tio  pa  u  li uide sous p essio , PLE, pou  « Pressurized Liquid 

Extraction ». Cette technique a été décrite pour la première fois en 1996 par Richter et al. (Richter 

et al., 1996). O  peut o sid e  l'A“E o e u e ou elle odalit  d e t a tio  pa  “o hlet 

Siphon 

Source de chauffage 

Condensateur 

Echantillon 

Extracteur 

Ballon de 

distillation 
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mais en opérant à des pressions et températures élevées. La pression permet de garder le solvant 

sous forme liquide même au-delà de so  poi t d ébullition. L aug e tatio  de la te p atu e 

d e t a tio  fa o ise la solu ilisatio  du o pos  i l . D aut e pa t, la is osit  et la te sion de 

surface du solvant diminuant lorsque la température augmente, la diffusion du solvant au niveau 

des surfa es de la at i e d e t a tio  est do  fa ilit e. Ceci engendre une extraction rapide 

tout en limitant fortement les quantités de solvant utilisées. 

III.1.8.2 Description technique 

L e t a tio  des a ot oïdes est assu e pa  u  e t a teu  A“E  Thermo Scientific Dionex), 

(Figure III.4) L e t a teu  ASE  est uip  d u  pa eau de o t ôle ui se t à ajuste  les 

paramètres de la méthode souhaitée : température du four, débit, pression, nombre de cycles 

d e t a tio  et pou e tage de sol a t pour le rinçage. L A“E 350 est uip  d u  se oi  de 

solvant avec trois pompes A, B et C ce qui permet de travailler avec un mélange binaire ou ternaire 

e  sol a t d e t a tio . 

Le caroussel de cellules d e t a tio  peut o te i  jus u à  ellules de diff e ts olu es. Dans 

notre cas, nous avons utilisé des cellules en acier inoxydable de 22 mL en volume. Le caroussel de 

collecte contient les tubes de collecte (60 mL). 

Une vanne statique au niveau du bac de collecte permet de contrôler le débit du solvant passant de 

la cellule au tube de collecte. La zone four se t ou e de i e l appa eil là òu on trouve le bras 

a i ue ui pe et de d pla e  les ellules à l i t ieu  et à l e t ieu  du fou  du a t l e t a tio  

et egalement de selle  la ellule au ou s de l e t a tio . 

Le passage du solvant après extraction de la cellule au tube de collecte est assuré par un mécanisme 

d aiguille: quand elle se positionne sur le tube de collecte, elle t a spe e le septu  afi  d assu e  

l oule e t du sol a t da s le tu e. 

 

Figure III. 4 : Extracteur ASE 350 (Thermo-Scientific-Dionex). 

Réservoirs de solvant 

Panneau de commande 

Caroussel avec tubes  

de collecte 

Bouclier de sécurité 

Caroussel avec 

cellules d e t a tio  
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III.1.8.3 Extraction des caroténoïdes 

Pour réaliser une ASE, une masse m=2 g de poudre lyophilisée (taille de particule < 500 µm), 

mélangée avec 2 g de florisil (100-200 mesh) dans le cas de la poudre de persimmon (Diospyros kaki. 

L), est introduite dans la cellule (v=22 mL). La cellule est ensuite fermée par les embouts qui 

contiennent des frités e ou e ts d u  filt e e  ellulose. Les extractions sont réalisées suivant un 

plan d'expériences (2²), est-à-dire un plan à deux facteurs (température et % de méthanol dans un 

mélange méthanol/THF) et deux niveaux par facteur, en utilisant un point central répété 3 fois pour 

é alue  la ou u e de la elatio  e t e le e de e t d e t a tio  et les deu  fa teu s. Les différents 

essais d'extraction sont consignés dans le tableau III.1. Les extractions sont menées en triplicata 

(n=3) ce qui revient à effectuer 4*3=12 expériences aux limites du domaine expérimental et 3*3=9 

expériences  dans les conditions du point central, soit un total de 21 expériences par fruit. 

Tableau III. 1 : Différents essais du plan factoriel complet et les niveaux associés à chaque facteur. 

Essais Température °C % MeOH  Codification Codification 

1 40 20 -1 -1 

2 40 100 -1 1 

3 60 60 0 0 

4 60 60 0 0 

5 60 60 0 0 

6 80 20 1 -1 

7 80 100 1 1 

 

La cellule remplie est placée sur le caroussel porte-cellule. D s ue l e t a tio  est la e, un bras 

mécanique transfert la cellule dans le four. Dans ce dernier, la température est maintenue à la 

consigne fixée par la méthode. Dès que la cellule est placée dans le four, la pompe délivre 

immédiatement le solvant. Dès que le solvant atteint son he i  à t a e s l ha tillo  et atteint le 

tube de collecte, la vanne statique se referme pour permettre la pressurisation de la cellule à 1500 

psi (103 bar) durant le chauffage. Le solvant atteint la température fixée, ce qui implique que la 

pression de la cellule augmente puisque la vanne statique est fermée. 

Quand la pression atteint 200 psi (14 bars) au dessus de la pression de consigne, la vanne statique 

s ou e apide e t pou  a aisse  la p essio  et se efe e de ou eau. La po pe d li e, de son 

coté, du solvant frais dans la cellule afin de compenser la perte de pression. 

La premiè e phase de l e t a tio  onsiste à chauffer le contenu de la cellule, à la température fixée, 

pendant un temps t=5 min d e t a tio  stati ue. 

Après les 5 minutes, du solvant frais est délivré dans la cellule afin de vider le contenu en extrait 

(solvant + caroténoïdes) encore chaud, cette étape est l tape de i çage. 
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Le volume de rinçage Vr est un pourcentage fixé en fonction du volume de la cellule. Si ''n'' cycles 

d e t a tio  stati ue successifs sont utilisés, ce volume de solvant de rinçage  Vr est divisé en ''n'' 

sous-volumes de rinçage de volume Vr/n, chacun appliqué à une extraction statique. Après rinçage 

du de ie  le d e t a tio  stati ue, le solvant est purgé de la cellule vers le tube de collecte (en 

utilisa t de l azote à  psi  à t a e s u  filt e. Pour toutes les expériences, le pourcentage de 

rinçage et le temps de purge sont maintenus respectivement à 60% et 60s (valeurs courantes en 

ASE). Les tubes de collecte sont des tubes ambrés de 60 mL. 

Environ 2 g de chaque poudre de fruits est placé dans une cellule de 22 mL qui contient un filtre de 

25 mm. Un deuxième filtre est placé après remplissage de la cellule, le reste du volume est ajusté 

avec des billes de verre d'une granulométrie de 2 mm (Figure III. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III. 5 : Remplissage de la cellule avant extraction. 

Le sol a t  d e t a tio  utilis  est u  la ge i ai e MeOH/THF . Chaque solvant est complété 

avec du BHT à 0,1%. Dans le tableau III. 2 sont listés les paramètres d'extraction maintenus fixes 

durant les extractions relatives à notre pla  d e p ie e. 

 

Tableau III. 2 : Paramètres maintenues fixe durant l'extraction 

Durée du cycle 

(min) 

Rinçage 

(%volume)  
Purge (s) 

Chauffage de la 

cellule (min) 
Masse de l e t ait g  

5 60 60 5 2 

 

III.1.9 Extraction par CO2 supercritique avec cosolvant 

III.1.9.1 Principe 

Comme expliqué dans le chapitre I, qui décrit les propriétés du CO2 supercritique et ses applications 

e  e t a tio  “FE=“upe iti al fluid E t a tio , ette e t a tio  epose su  l usage du CO2 

supe iti ue o e sol a t d e t a tio  p i ipal, e  p se e d u  peu d tha ol utilis  o e 
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cosolvant afin de pouvoir extraire les caroténoïdes polai es a thoph lles  plus fa ile e t. L o je tif 

est i i de li ite  l usage de sol a ts organiques. 

III.1.9.2 Des iptio  du p o essus d’e t a tio  

Nous avons utilisé un petit pilote d'extraction par CO2 supercritique (SFC-CO2) adapté à de petits 

débits de CO2, allant du mL/min à 10 mL/min au maximum (Figure III. 6). L'installation est composée 

d'une pompe CO2 (Pu-2080-CO2 Plus u it, JA“CO, Japa  et d une pompe semi-micro HPLC (Pu-2085 

Plus unit, JASCO, Japan) pour le cosolvant (éthanol). La pompe CO2 est équipée d'un système Peltier 

permettant le  refroidissement du fluide à -4°C. Un cryostat RM6 (Lauda-Königshofen, Allemagne) est 

placé entre la bouteille de CO2 et la pompe CO2 pour assurer le refroidissement du fluide à -4°C et 

son pompage à l'état liquide. La pression est contrôlée par un régulateur de pression automatique 

(Back Pressure Regulator, BPR, BP-2085 Plus Unit, JASCO, Japan), autorisant la régulation de pression 

à ± 0, 02 MPa (0,2 bar) de la pression de consigne par micro-ouvertures successives permettant de 

up e  l e t ait à p essio  et débit constants. 

Le régulateur de pression (BPR) est basé sur l'utilisation d'un mécanisme de valve de commutation de 

débit (Flow Switch Valve, FSV), qui permet un contrôle stable de la pression aux débits choisis (CO2 et 

éthanol), et une collecte efficace de l'extrait dans des tubes ambrés. 

Pour éviter la formation de carboglace à la sortie du BPR, suite à la décompression endothermique 

du CO2 (effet Joules-Thomson) à des débits massiques élevés, le régulateur de pression est équipé 

d'un système interne de chauffage Peltier qui maintient la température à 60°C. L'extracteur utilisé 

est un tube cylindrique en acier inoxydables de volume 1 mL,  de diamètre ¼ de pouce (6,35/4,6 mm 

diamètre externe/ diamètre interne) avec une section de tube de 65 mm de longueur connectée à 

une section de tubes en acier inoxydable de diamètre 1/16 de pouce par des raccords réducteurs 

inox VCR Swagelock (Solon, Ohio, USA). Un filtre en fritté inoxydable (sintered stainless steel) est 

pla  au  deu  e t it s de l e t a teu . L'ensemble de l'extracteur et la section de tube sont 

placés dans une étuve pour une régulation de température avec une précision de ± 0,15 °C. Le 

mélange CO2 supercritique/éthanol est préalablement mis à une température de consigne identique 

à elle de l tu e, en utilisant un bain-marie thermostaté, avant de rentrer dans cette dernière. La 

température doit être supérieure à celle du point critique du CO2, est-à-dire 31 °C. La figure III.6 

d it la totalit  de l i stallatio . Pour chaque extraction, 0,5 g de poudre de fruit était placé dans 

l e t a teu . Le CO2, a e  u  peu d tha ol, tait po p  à d it et p essio  o sta ts da s 

l e t a teu . Les e t aits a ot oïdi ues taie t olle t s da s des tu es d A“E a  de  L de 

olu e, à la so tie du BP‘. L e t a tion était effectuée en utilisant du CO2 à 99.995 % de pureté et de 

l tha ol a solu à % de pu et . A la fi  de ha ue e t a tio , l e t a teu  tait id  up atio  

de poudre de fruit décolorée), désassemblé, et chaque élément le constituant était nettoyé avec de 
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l eau distill e puis de l a to e a a t s hage. U e so i atio  da s de l eau distill e tait e  plus 

utilisée pour bien nettoyer les frittés inox. 

U  des a a tages p i ipau  de e pilote est sa g a de fa ilit  d usage et de etto age asso i e à 

une excellente régulation de pression, débit et température, tout en permettant une collecte 

auto ati ue de l e t ait. Ces a a t isti ues so t pa ti uli e e t o pati les a e  la alisatio  

de o eu  essais et l usage de la thodologie des pla s d e p ie es appliqués à la SFE. 

 

Figure III.6 : Schéma technique du pilote d'extraction CO2. 

III.1.9.3 Pla  d’e p ie e appli u  à l’e t a tio  des a ot oïdes pa  CO2 supercritique 

Afin i  de d te i e  u  od le p di tif d e t a tio  et ii  de rechercher les conditions optimales 

d e t a tio  des caroténoïdes par CO2 supe iti ue a e  de l tha ol e  ta t ue osol a t, nous 

avons réalisé un plan d'expériences faisant intervenir 5 facteurs et 3 niveaux par facteurs. Les 

facteurs étaient : Pression (P), Température (T), Débit (D), temps d'extraction (t), et % en cosolvant 

éthanol (%E).  

L app o he utilis e, en utilisant le logiciel JMP 10 de SAS institute Inc. (Cary, NC, USA), est celle des 

surfaces de réponses. Le plan utilisé est un plan central composite (Central Composite Design) à faces 

centrées nécessitant 28 expériences (26 points aux sommets des arrêtes de l h pe u e et au  

e t e des fa es de l h pe u e +  poi ts e t au . Toutes les expériences sont réalisées en 

duplicata (n=2) comme indiqué dans le Tableau III. 3. 
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Tableau III. 3 : Les essais relatifs au plan composite à faces centrées et les différents facteurs associés 

au modèle. 

Essai P (bar) T (°C) Débit (mL/min) Temps (min) Ethanol  (%) 

1 100 40 1 30 5 

2 100 40 1 110 25 

3 100 40 3 30 25 

4 100 40 3 110 5 

5 100 50 2 70 15 

6 100 60 1 30 25 

7 100 60 1 110 5 

8 100 60 3 30 5 

9 100 60 3 110 25 

10 200 40 2 70 15 

11 200 50 1 70 15 

12 200 50 2 30 15 

13 200 50 2 70 5 

14 200 50 2 70 15 

15 200 50 2 70 15 

16 200 50 2 70 25 

17 200 50 2 110 15 

18 200 50 3 70 15 

19 200 60 2 70 15 

20 300 40 1 30 25 

21 300 40 1 110 5 

22 300 40 3 30 5 

23 300 40 3 110 25 

24 300 50 2 70 15 

25 300 60 1 30 5 

26 300 60 1 110 25 

27 300 60 3 30 25 

28 300 60 3 110 5 
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III.2 Analyse 

III.2.1 Spectroscopie UV-VIS et spectrophotométrie 

III.2.1.1 Mesure d'absorption UV-visible 

Les spe t es d a so ptio  UV-visible ont été effectués sur un spectrophotomètre à double faisceau 

Perkin Elmer EZ 210 avec des cuvettes en quartz de 1 cm de largeur. 

III.2.1.2 Mesure de la fluorescence statique 

Les spectres de fluorescence ont été enregistrés sur un spectrofluorimètre SPEX Fluorolog-3 (Jobin-

Yvon) (FL3-222), équipé d'un compartiment thermostaté  à 25 °C et d'une lampe  Xénon 450 W, d un 

photomultiplicateur UV-visible R928, d un détecteur infrarouge InGaAs refroidit par azote liquide et 

d u  dou le o o h o ateu . 

III.2.1.3 Mesure de durée de vie de l'oxygène singulet 

La mesure de la durée de vie de la production d'oxygène singulet de la porphyrine (P1COOH) en 

présence ou absence des caroténoïdes est effectuée sur un spectrophotomètre TEMPRO-01 (Horiba 

Jobin-Yvon) constitué d'une source d'excitation de type diode pulsée SpectraLED-415 émettant à 415 

nm, d un compartiment de porte cuve, d un monochromateur d'émission (600-2000 nm) de type 

Seya-Namioka, d un tube photomultiplicateur proche infrarouge avec refroidissement 

thermoélectrique (effet Peltier) comme système de détection. Le système est contrôlé par un 

contrôleur de comptage à un photon FluoroHub-B avec deux logiciels de commande DataStation et 

DAS6 (Horiba Jobin-Yvon). 

III.2.2 Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC) 

L'analyse des caroténoïdes est effectuée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) en 

phase inverse. L'équipement est composé d'une pompe HPLC (LC-20 AD) avec dégaseur, d un 

contrôleur CBM-20A, d un four à colonne CTO-20A et d un détecteur à barette de diode (PDA) SPD-

M20A. La colonne utilisée pour l'analyse des caroténoïdes est une colonne C30 YMC (250 X 4,6 mm 

DI, 5 µm) couplée à une pré-colonne de même phase stationnaire (10 X 4,0 mm DI, 5 µm). La 

température d'analyse est maintenue à 25°C par le four, la phase mobile est composée de (A) : 

MeOH à 0,1% BHT (w : v), (B) : MTBE à 0,1 % BHT (w : v). Le profil du gradient d'élution commence 

par une augmentation linéaire de 5 % de (B) à 30 % de (B) pendant 30 min, sui i d une augmentation 

linéaire du gradient de 30 % de (B) à 50 % de (B) pendant 20 min, puis d une diminution immediate 

de 50 % de (B) à 5 % de (B), et e fi  de  i  d équilibrage à 5 % de (B). Le débit est fixé à 1 mL/min. 
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Entre chaque lot d'injections, le temps de stabilisation de la colonne est de 30 min.  Le volume 

d i je tio  est de  µL. Cha ue at h u  at h = n run) programmé sur le logiciel LC-Solution 

(Shimadzu, Japa  o e e pa  u  u  sa s i je tio  puis u  u  a e  i je tio  d u  blanc 

consititué de (MeOH : MTBE) ; (1:1), (v: v). 

La limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ) des standards utilisés dans 

l'identification et la quantification des caroténoïdes sont déterminées suivant la méthode US-EPA 

(Hubaux et Vos, 1970) en tenant compte des écart-t pes su  la pe te et l o do e à l o igi e des 

droites de régression. 

III.2.3 Analyse par chromatographie liquide haute performance couplée à la 

spectroscopie de masse (LC-MS) 

Les analyses par LC-PDA-MS sont effectuées à l'aide d'un système composé d'un module de 

chromatographie liquide haute performance (LC-20 AD), couplé à un spectromètre de masse LC-MS-

2020 (Shimadzu, Japan). La source d'ionisation utilisée est une source d'ionisation chimique à 

pression atmosphérique (APCI), toutes les analyses sont réalisées en mode positif. Un taux de 

balayage de 2143 µ/s est utilisé dans un intervalle de 50-2000 mAu. Le débit du gaz de nébulisation 

est maintenu à 1,5 mL/min. La tension de l'interface et la température sont maintenues à 4,5 kV et 

250 °C, respectivement.   

III.2.4 Purification par chromatographie préparative 

 

La purification des caroténoïdes est effectuée par chromatographie en phase inverse sur un système 

de chromatographie préparative GILSON HPLC GX-271 (Gilson Inc., Middleton, WI, USA) contenant 

un injecteur/collecteur automatique GX-271 équipé d'une pompe à seringue (modèle 402), d une 

pompe HPLC semi préparative (modèle 322), et d un détecteur à barettes de diodes (Diod Array 

Detector, DAD) de a ue Gilso  utilis  à  . L ensemble est contrôlé par un logiciel Trilution 

LCv.2.1. La colonne utilisée est une colonne YMC C30 semi-préparative (25010 mm DI, 5 µm) 

couplée à une pré-colonne (1010 mm DI, 5µm) de la même phase stationnaire. 

Les purifications sont effectuées à une température de 25°C. La phase mobile consiste en un gradient 

d'élution à base de MeOH (A) et de MTBE (B). Les deux solvants A et B contiennent 0,1 % de BHT 

(w/v). Le débit est de 4,0 mL/min et le volume injecté est de 3,5 mL. Le profil du gradient de la phase 

mobile a été défini comme suit : gradient linéaire croissant de 2 % de B à 20 % B en 60 min ; gradient 

linéaire croissant de 20 % de B à 95 % B en 20 min ; phase isocratique à 95 % de B en 10 min;  

diminution de 95 % de B à 2 % de B en 5 min ; phase isocratique à 2 % de B en 5 min (équilibrage de 

la colonne dans les conditions initiales). Avant chaque lot de purification par HPLC semi-préparative, 
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le temps de stabilisation de la colonne est de 30 min et un blanc de (MeOH : MTBE 1: 1, v / v) est 

injecté. 

La durée de collecte pour chaque tube de collecte (tubes en verre de 10 mL) est fixée à 4 min, ce qui 

équivaut à 4 mL de volume maximum par tube. Selon la largeur des pics, un ou plusieurs tubes 

collecteurs peuvent être utilisés. Les tubes de collecte correspondants à chaque pic sont versés dans 

des tubes ambrés de 60 mL stockés à -  °C à l abri de la lu i e, ap s a oi  li i  l ai  da s 

l espa e de t te à l aide d u e se i gue au t a e s du septu  du ou ho  issa le des tubes. Pour 

chaque pic, plusieurs tubes de 60 mL sont au final utilisés après une quarantaine de séparation par 

HPLC préparative. 

III.3 Planifications d'expériences 

III.3.1 Définition 

Les plans d'expériences constituent essentiellement une stratégie de planification d'une série 

d'expériences dans le but d'obtenir des conclusions solides et adéquates de manière efficace et 

économique. Cette méthodologie repose sur le fait qu'une expérience convenablement organisée, 

conduira ensuite à une analyse et à une interprétation statistique simple des résultats (Goupy, 1990) 

(Goupy & Creighton, 2006). 

III.3.2 Principe 

La méthodologie des plans d'expériences est un outil qui permet l'organisation des essais qui 

accompagnent une recherche scientifique spécifique ou des études industrielles. A partir du moment 

où l'on recherche le lien qui existe entre une grandeur d'intérêt Y (réponse), et des variables Xi 

(appelé facteurs ou variables de prédiction), on cherche donc à mieux comprendre la fonction : 

Y = f(Xi) 

Cette méthodologie regroupe généralement un ensemble de méthodes et d'outils statistiques de 

modélisation expérimentale afin de collecter un maximum de données quantitatives utilisées 

ultérieurement pour mettre au point un modèle mathématiques de type :    

                                   Y= Z + E 

                                    Z= b0 + b1X1 + b2X2 +b11 X1
2 +b22X2

2 + b12X1X2 
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Avec Y la réponse à expliquer, (X1, X2) sont les variables explicatives. E est une variable aléatoire qui 

suit généralement une loi normale centrée, souvent utilisée pour décrire la variabilité de la réponse. 

Z est la réponse théorique prédite par le modèle avec les termes bi, les coefficients associés à Z. 

L'objectif principal de cette méthode peut être résumé par la devise : " obtenir un maximum 

d'informations en un minimum d'expériences". 

On qualifie de facteur toute variable, obligatoirement contrôlable, susceptible d'influer sur la 

réponse observée. La différence  fondamentale entre la notion classique de variable et celle de 

facteur tient donc dans le fait que tout facteur doit pouvoir être modifié sans difficulté ; on parle 

donc de la variation de niveau. 

On distingue différents type de facteurs (Figure III.7) (Dagnielle, 2000)(Goupy, 1993) : 

 Les facteurs contrôlables qui dépendent directement du choix de l'opérateur, 

 Les facteurs non contrôlables qui varient indépendamment du choix, 

 Les facteurs d'entrée dont on cherche à analyser une influence sur le modèle. 

 

Figure III. 7 : Différents type de facteurs. 

D'une façon générale, L app o he pa  pla ifi atio  d e p ie es, out e la li itatiio  du o e 

d e p ie es à alise ,  po d à trois problématiques principales : 

 le criblage qui consiste à isoler parmi un grand nombre de facteurs impliqués dans l'étude, 

ceux qui sont les plus influents, 

 L'analyse des effets qui consiste à mesurer et à comparer l'influence des facteurs ainsi que 

leurs interactions. Cette tape pe et d a outi  à u e od le p di tif de t pe Y = f(Xi), 

 L'optimisation de la réponse dont l'objectif principal est de minimiser ou maximiser la 

réponse. Parfois une valeur cible de la réponse peut-aussi être recherchée. 
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III.3.3 Application de l'approche des plans d'expériences dans notre étude 

Les paramètres influents pris en compte lors de l'élaboration du plan d'expérience dépendent de la 

nature et du type du procédé d'extraction mis en jeu. 

Dans le cas de la modélisation de l'extraction par solvant accéléré (ASE), les facteurs choisis sont les 

suivant : 

 Température (°C), 

 Pourcentage de méthanol dans le solvant binaire (MeOH : THF). 

Pour l'extraction par CO2 supe iti ue e  p se e d éthanol comme cosolvant, les paramètres 

choisis sont les suivants : 

 Température (°C), 

 Pression (bar), 

 Débit (mL/min), 

 Pourcentage en éthanol (% massique), 

 Temps d'extraction (min). 

Afin d'explorer l'éventail des opportunités à  plusieurs facteurs, nous avons utilisé les fonctionnalités 

du logiciel JMP 10 de SAS institute Inc. (Cary, NC, USA) pour (i) choisir des plan d'expériences 

app op i s à os p o l ati ues d e t a tio  et ii  a al se  les esultats issus de es pla  

d e périences (validité des modèles par ANOVA, analyses des résidus, optimums). 

III.3.4 Plan pour surface de réponse : plan factoriel complet et plan central 

composite à face centrée 

III.3.4.1 Plan factoriel complet 2² avec point central répété utilisé en extraction ASE 

Un plant factoriel complet est un plan pour lequel toutes les combinaisons possibles aux limites du 

domaine d'étude sont réalisées, c'est le nombre maximal d'essais pour un plan d'expériences 

factoriel.  Soit N le nombre d'essais, il se calcule suivant la formule : 

N= 2K 

Òu K est le nombre de facteurs, 2 le nombre de niveaux. Dans le cas où l on utilise 3 niveaux par 

facteur le nombre d'essais N est alors : 

N= 3K 

Dans le cas d'un plan factoriel à deux facteurs et 3 niveaux, 9 combinaisons possibles sont à traiter. 
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Dans notre cas nous avons choisi un plan factoriel complet tout simple à 2 facteurs et 2 niveaux (22) 

mais avec ajout d'un point central répété 3 fois, ce qui donne un plan à 7 expériences (4 points aux 

limites du domaine expérimental, et 3 points centraux). L utilisatio  du poi t e t al a pou  ut 

d alue  le i eau de ou u e elia t la réponse aux facteurs. Géomitriquement parlant, cela 

pe et d alue  si la surface de réponse peut être assimilée à un plan (aucun terme quadratique 

et/ou interaction de facteur dans le modèle) ou bien à une surface non plane (présence de termes 

quadratiques relatifs à un ou plusieurs facteurs et/ou à une ou plusieurs interactions de facteurs 

dans le modèle).  

Chaque expérience est effectuée en triplicata (n=3) ce qui donne un total de 21 expériences à réaliser 

par poudre de fruit étudiée. Pour nos 3 fruits, nous avons donc effectué un total de 21*3=63 

expé ie es d e t a tio  A“E. La réponse à optimiser était la concentration des caroténoïdes C en 

µg/ g de poudre de fruit. Le tableau (III.4) résume les paramètres choisis et leurs niveaux. Après 

essais de divers modèles, les surfaces de réponses ont finalement été obtenues à partir d'un modèle 

linéaire de premier degré avec simple interaction suivant l'équation : 

C = a. T + b. M + c. T.M + Cste 

Tableau III.4 : Les paramètres associés au plan factoriel choisi et leurs niveaux codifiés 

CODE T (°C)  (%) MeOH 

-1 40 20 

0 60 60 

1 80 100 

 

III.3.4.2 Plan central composite à faces centrées utilisé dans le cadre de l’e t a tio  
de caroténoïdes par CO2 supercritique (SFE) 

Ce type de plan (central composite design CCD) à face centrée (Centered faces), qui fait partie des 

pla s d e p ie es pe etta t de g e  des od les a e  su fa es de po ses tout o e les 

plans de type Box-Benkhen ou Doehlert) est souvent utilisé quand le nombre de facteurs est élevé. Il 

né essite ette e t oi s d e p ie es ue les pla s fa to iels o plets.  

Dans ce type de plan, chaque facteur nécessite 3 niveaux qui sont -1, 0 et 1 (voir figure III.9), le 

domaine expérimental est un domaine carré dans le cas de 2 facteurs, cubique dans le cas de 3 

facteurs (et hypercubique pour plus de 3 facteurs). Les points expérimentaux sont positionnés (i) aux 

extrémités (angles) du domaine, (ii) au centre de chaque face du domaine et  (iii) au centre du 

domaine. 
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Avec 5 facteurs et 3 niveaux par facteur, l usage d u  pla  fa to iel o plet au ait essit  5= 243 

experiences, ce qui aurait été beaucoup trop. Dans le cas du plan central composite à faces centrées 

proposé par JMP 10, « seulement » 28 expériences ont été nécessaires (26 sur les angles et faces du 

domaine expérimental et 2 au centre du domaine expérimental). Chaque experience a été réalisée 

en duplicata (n=2). Un total de 56 exp ie es d e t a tio   a do  t  utilis . 

La alidit   du od le a t  e alu e pa  l ANOVA, le ‘², les p-values appliquées à chaque coefficient, 

et enfin la normalité des résidus du modèle (réponses prédites=f (réponses expérimentales)).   

L usage du profiler de prevision de JMP  s est a  p ieu  pou  apide e t isualise   les effets 

de ha ue fa teu  su  la po se e de e t d e t a tio , C µg a ote oides/g de poud e de f uit , 

et identifier les o ditio s opti ales d e t a tio  da s ot e do aine expé i e tal. L usage du 

p ofile  d i te a tio  de JMP   s est a  t s utile pour étudier les interactions entre facteurs. 

 

Figure III.9 : Points expérimentaux pour d'un plan CCF pour 2 facteurs. 

Le modèle retenu dans la cadre de notre étude sur l e t a tio  de a ot oïdes à pa ti  de la poud e 

de persimmon a été le suivant : 

� = �1 ∙ � + �2 ∙ � + �3 ∙ + �4 ∙ + �5 ∙ ��� + �6 ∙ �2 + �7 ∙ �2 + �8 ∙ 2 + �9 ∙ 2 + �10 ∙��� 2 + �11 ∙ � ∙ � + �12 ∙ � ∙ + �13 ∙ � ∙ + �14 ∙ � ∙ ��� + �15 ∙ � ∙ + �16 ∙ � ∙ + �17 ∙� ∙ ��� + �18 ∙ ∙ . +�19 ∙ ∙ ��� + �20 ∙ ∙ ��� + �21                    (3) 

Avec : 

� , le e de e t d e t a tio  e  µg de a ot oide pa  g de poud e de pe si o . 

P, la pression (bar) ; T, la température (°C) ; F, le débit de CO2 (mL/min); E, la teneur massique 

d tha ol da s le la ge CO2/ethanol (%) ; temps, temps (min). 

a1 à a21 les coefficients du modèle identifié par régression-non linéaire. 
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IV Extraction des caroténoïdes avec solvant accélérée (ASE) 

IV.1 Contexte 

L'extraction des caroténoïdes à partir de matrices biologiques complexes tels que les fruits 

ep se te u e tape d li ate et pou ta t u iale e  ue d u e tude ualitati e et ua titati e de 

es de ie s. Les ua tit s e t aites so t sou e t de l o d e de quelques dizaines de microgrammes 

par gramme de matière sèche, seulement.  

Du a t les i  de i es d e ies, la o u aut  s ie tifi ue s est i t ess e de a i e 

croissante aux propriétés physico-chimiques et biologiques des caroténoïdes. Ces pigments sont en 

effet impliqués dans la prévention de plusieurs maladies chroniques, dont certains types de cancers, 

et peu e t t e utilis s e  ta t u additifs ali e tai es e  ali e tatio s humaine ou animale. De 

nombreuses études ont été menées afin de mieux comprendre les liens entre caroténoïdes et santé 

humaine d'une part, et leur activité biologiques in vivo et in vitro, d aut e pa t. Ces travaux ont 

contribué au développement de diverses méthodes d'extraction et d'identification des caroténoïdes 

et de leurs formes isomères. Cependant, l'extraction et de quantification des caroténoïdes demeure 

une tâche complexe en raison (i) de la complexité des matrices biologiques les contenant, (ii) de leur 

photose si ilit , iii  de leu  sus epti ilit  à l o datio  en présence d'oxygène et d'acides, (iv) de 

l i suffisa e de sta da ds o e iau  de pu et  le e et aussi du oût des a es sta da ds 

dispo i les su  le a h . Les diffi ult s li es à l e t a tio  et au dosage des a ot oïdes so t do  

à la fois d o dre technique et financier. 

D'une façon générale, trois techniques majeures d'extraction peuvent être utilisées : (i) l'extraction 

solide-li uide à p essio  at osph i ue pa  “o hlet a e  usage d ult aso s ou o , ii  l'e t a tio  

par solvant accélérée par usage de la pression (ASE : Accelerated Solvent Extraction), et (iii) 

l'extraction par fluide supercritique (SFE : Supercritical Fluid Extraction). 

Da s le ut d e t ai e et o pa e  les te eu s e  a ot oïdes de pe si o s Diospyros kaki L.),  

pêches (Prunus persica L.) et abricots (Prunus armeniaca L.) produits en Tunisie, nous nous sommes 

tout d a o d i t ess s à l usage de l'e t a tio  pa  sol a t a l e sous p essio  A ele ated 

“ol e t E t a tio , A“E  o e o e  d e t a tio .  

L'intérêt de e p o d  d'e t a tio  side da s l usage d u e p essio  le e  a s , e ui : 

 facilite la pénétration du solvant d'extraction à travers la matrice, sous forme liquide même 

on opérant à des températures supérieures au point d'ébullition du solvant, 

 accélère sig ifi ati e e t l e t a tio , 

 pe et de dui e la ua tit  de sol a ts o ga i ues essai e à l e t a tio  pa  appo t à 

u e thode d e t a tio  pa  sol a t à l at osph e de t pe “o hlet. 
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Dans ce chapitre, pour chaque fruit et plusieurs ca ot oïdes, ous a o s he h  à opti ise  l usage 

de l A“E pa  u e app o he de t pe pla  d e p ie es en faisant appel à la méthode des surfaces de 

po se “u fa e ‘espo se Methodolog . Les fa teu s i pli u s da s e pla  d e p ie es o t t  

la te p atu e, la o positio  du sol a t, le te ps d e t a tio  lui-même dépendant du  nombre de 

cycles d e t action statique utilisé. Trois niveaux par facteurs ont été utilisés. L'extraction par Soxhlet 

a été utilisée comme méthode de référence pour évaluer le rendement d'extraction par ASE.  

Les profils caroténoïdiques de chaque fruit (xanthophylles et carotènes) ont ainsi pu être comparés 

de a i e ua titati es pou  uat e a ot oïdes lut i e, z a a thi e, β- pto a thi e et β-

carotène, tous sous leur forme all-trans) en utilisant des standards commerciaux, et de manière 

ualitati e pou  d aut es a ot oïdes identifiés par HPLC-PDA-MS. 

Ce hapit e a fait l o jet d u e pu li atio  a ept e da s Food Che ist  e  , ui o stitue le 

corps de ce chapitre. 
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2015. Accelerated solvent extraction of carotenoids from Tunisian Kaki (Diospyros kaki L.), peach 
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Ktyoon:lt: 
<:.arotenc·lds 
Acœlerated solvent e.~euactlm ( ASE) 
Desl!7! <lf experlment (001:3 

""" I~Ch 

F'rtr .lrti on of r..l rf'tPn ni fl<: from h iol re:i r..l l m ..1t-rin><: ..1n fl q u ..lnri!Ît"..lt-ion <: rf'm .lin<: ..1 rl i A'kult ~;~<:Ir 

Aa::elerated solventutractîon wa..s used as an etlkient extrattîon process ror camte.noîds extraction ITom 
three rntîts culôvated in Tunîsîa: kaki ( Diospyros l«Jki L ), peach ( Prunus p ersim L ) and aprîcot ( Prunus 
annmiaca L } 8a.sed on a design or experiment (OoE) approadl, and using a bînary solvent consîstîng 
or methanol and tetrahydrofuran. we oould îdentil'y the b~-r extraction oo"ldi tîons as being 40<>c., 
20:80 (v: v) methanol/ tetrahydrofuran and 5 min or extraction t îme. Surpôs îrq;ly and lîkely d ue to the 
high extraction pressure u.sed ( 103 bats~ th ese oonditîons appeared to be the btst ones both ror extract
îng xanthophylls such as lutein, uaxanthin or jl-cryptoxa.nthin and caro tenes such as lkarotenl!, whk h 
present q uîtedi ffennt polarî t îes. Tv.-elve surrace re.sponses v.-ere generatcd ror ILtein, zeaxanthîn, fl-ay j> 
toxanthîn and 1ka1otene in kaki, peach and aprîcot Further LC- MSanalysis aUcv.'ed comparîsons in car
otenoids profi les brtv.-œn the rruî ts. 

ApriCOI 

1. Introduction 

Over the l.ast decades, the interesc for ~tural & biOclctive com
pounds such clS carotenoids grew up, driven by the increclSe of con
sumers' demand for he.althy diets. Next to the ir coloring propi!nies 
applied in food and cosme tic industry, caroœnoids .are iO\()I\ed in 
the prevention of sewral diseases such olS cancers. .age-rel.ued 
m.x:ul~r degeneration, catar.x:ts. cardiov.ascular diseases and other 
dise.tS-es rel.tted to low immune fuoction (Perera & Yen, 2007). 
They provide photoprotection to the eye skin and photosynthetic 
organisms through che quenchingof singlet oxygen and da:mlging 
of free radicals (Bôhm, Edge, & Truscott, 2012: jomova & Valko. 
2013) lt i.s cherefore not surpri.sing thar the current m.trlœc 
value or commercially used Cèlrotenoids was estimated at nearly 
S12 billion in 2010. w ith a chance to grow up ro S1.4 billion in 
2018 and a compound annual growth rate of 2.3% (BCC Research 
ll.C 2011}. Except for canthaxanth in. who.se u.se for colorization 

* cor respondlngautOOr. Tel.: .. 33 (0)3 83 17 SI 90: fax: .. 33 ( 3)83 3129 75. 
f -modl oddms: yanf\.&).ILnarchOuniv- tonalne.&- (Y. Culavarcb~ 

hnp:Jfd :.doingt 10. t o 16(JJoodche m.20 15.03.072 
0308.-8 H6/0 201.5 Els.evler IJ d. Ali 11g hts rese IVed. 

e 20 15 Elsevîe: ltd. AU rîghts reserved. 

of s.tl:monid fish and shrimps is likely to be strongly regulated 
or e~n rorbrOCJen rn t:urope, e~ry octter top 1 u caroteno1as 
markets (tJ.-<:.lrotene > lute in> .astaxanchin > capsanchin > annan o> 
ca.nthaxanthin > lyropene > tl--apo-8-c.lroten.tl > zeaxanrhin > ,:hl~ 
caroten.tl ester) should increase by 2018. jl-Cclrotene, lutein .md 
asraxanchin represent more chan 80% of the m.lrket ,~a lue (BCC 
Research llC. 2011 ~ 

Carotenoids are lipid soluble pigments produced as secondary 
met.lbolites in fru its, vegecables. .tlgae, rurgi and sorne b.x:teria. 
Anim.tl are incapable or carotenoids biosynchesis and hence 
depend on diec.uy Cèlrotenoids. which are more or less absorbed 
a fier the ir ingestion and, For sorne or them, cooven ed to pro.rita
min A. ln Food. arotenoids are generall;t c., cecracerpenoids 
Formed From eight Cs isoprenoid units joined head-to-t.liL except 
at the center where a tai 1-to-c.aillinkèlge reverses the order. result
ing in a symmecriCèll molecule ( lbanéz, Herrero, Mendiola, & 
Ca.scro-Puyana, 2012 ; Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004). 
Carotenoids' attractive color ( red, yellow or orange) is due to the ir 
extended conjugated double-bond system which constitutes che 
light absorbing chromophore chat provides the visible absorption 
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spectrum that ser~s .tS cl basi.s for their identification .1nd QUclJ\
titic::ation. They c.tn be div ided in rwo groups: oxygena red carote
noi:ds, u lled xanthophylls. and noo..oxygenated carotenoids. 
ca lied ca rote nes. To date. cl bout 600 carotenoids have been id en ti
fied in nature .1nd humans h.we access to about 40 c.uotenoids 
through thei r diet. mainly through fruits and vege[clbles (Brinon, 
1995: Femandez-Carcia et aL. 2012) Among these carotenoid.s, 
~rotene, a.<.arotene, lutein . zeaxanthin. ~cryptoxamhi n and 
lycopene are the most found in hum.m dier wirh a good dierary 
intake and it w.ls evaluated that 80- 90%oftheirintake was coming 
from fruits .md veget.tbles in developed countries (Maiani ec al, 
2009). 

'Many investigations on caroœnoids were undertaken in order 
to better understand their chemistry and the health benefits due 
to ·the biologic.tl activity of these secondar:y metabolites. These 
st udies were based on .and contributed to the de\~lopment of vari
ous extraction .and identification methods of carotenoids .and the ir 
related isomers in food m;urices soch as fruits & vegetables but 
.also algae .and sorne b.lcteri<J (Amorim-Glrrilho, Cepeda, fente. & 
Regal, 2014). As lipophïlic compounds. carotenoids .are insoluble 
in water and show .a high solubility in organic solvents. 
Carotenes are for inst<Jnce highly soluble in petroleum ether. hex
clne <Jnd toluene white xanthophylls dissolve better in methanol 
and ethanol (Rodri8J'z-Amaya, 2001} 

()ver the l.lst SOyears many elforu were put on the develop
ment of improved carotenoids extraction processes as weil as on 
their bener identification through v<Jrious analytical methods. 
However, reprcxlucible extraction/quantification of such pigments 
from v.arious & complex biological food matrices stiJl remains a 
com plex, time .and cost demanding tclSk (Amorim-t:arrilho, 
Cepeda, Fenre, & Regal, 2014: Taylor, Brackenridge, Vivier. & 
Oberholster. 2006: Kimura & Rodriguez-Amaya. 2oon 
Carotenoids <Jre relatively st<Jble in the matrix, but in solution they 
m<Jy be ~r:y sensitiw to ligtu . heat acid or oxygen exposure and 
they e.tn under~ isomerization during extractionf.al\cllysis (Dias 
et at. 2010: Zerlotti Mercadclnte, 1999). 1n a general m<Jnner. shon 
excraction time and protection from light and oxy~n are the re fore 
necess.uy for reli ablequantitie.ttions. Qrotenoids can be found in 
their free form (carotenes) or in a more stable fany-..acid esœritied 
fonn (xanthophylls} These compounds are frequently analyzed 
a fier s.tponification. which is an extraction step aimed at removing 
chl.orophylls and lipids to release carotenoids in a dean prepara
tion for analysis, free from conj ugated forms, fatty .acids and li pids 
th.tt make the chromatography separation d ifficult (Murillo et cll, 

2013} 
As far as possible, .and due to their moderate to high hydropho

bicil)', convemional extractions of Cdrotenoids requires the use of 
organic solvents, which is costly. not environmentally friendly 
and somewhat contradictory with the "green touch" èlSsociated 
wit h these natural compounds. Usually, non-polar solvents, such 
as 'hexane or THF . .are .t good choice for extraction of non-polar 
(carotenes) or esterified carotenoids. white polar solvents. such 
as methanol. ethanol and acetone, are more appropria te for extrac
tion of polar carotenoids (xanthophylls). Dilferent extractions pro
ces ses and chromatographie methods to assay carotenoids in food 
m.a trices were the copie of severa! recent reviews (Amorim
Carrilho, Cepeda, Fente. & Regal, 2014: Arvayo-Enriquez, 
M~>ndaca.f'emande, Gort.trez-Moroyoqui, Lopez-Cervantes, & 
Rodriguez Ramirez, 2013: Mustafa & Turner, 2011} ln a brier .md 
non-exhaustive way, three main categories of e>a:raction tech nies 
.are· reponed in the 1 iter ature, which .are ( i) the atmospheric liquid 
excraction with Soxhlec. maceration or ultrasound methods 
(Mezzomo, Maestri, dos Santos, Ma.raschin, & ferreir~ 2011 ). ( ii) 
the PlE for pressurized liquid extraction, also mown as accelerated 
solvent extraction (ASE) and so called in this study (Must.lfa, 
Trevino, & Turner, 2012: Breithaupt, 2003). and { iii) the 

supercritical Huid extraction. which i.s often based ~>n the use of 
supercritical C02 as solvent with slight use of organic cosolvent 
such as e thanol (Guedes er al, 2013} 

Uquid extraction technics at atmospheric pressu re are often 
time-demanding but the Soxhlet method, which is b.lsed on che 
recirculation of che organic solvent through the s.tmple, using 
phase transition (evaporation- condensation). can reduce the 
a mount of organic solvent co be used. ASE, is an in terres ting alter
nati \oe to extractions at atmospheric pressure since it makes use 
of pressure vessels containing the s.unple to be extracted and high 
constant pressure {often 103 b.us). which greatly fac:ilitates the 
penetration or the extracting sol\~nt, in a liquid form e\~n when 
working above its boiling cemperature, through the food matrix. 
This drèlStically speeds up the extraction process whil:e decreasing 
the .amou nt of solvent to be used (Mendiola, Herrero, Ofuentes. & 
lbanez, 2007). Automated laboratory scale equipmen'ts have been 
designed. which allow cl perfect control of pressure, t emperature. 
cime of extraction. and sol\~nt composition togettler with the 
possibility to program an extraction run for up to 24 samples 
placed in high pressure stainless-steel vessels where t hey are pro
tected from light and oxygen. Finally, the increclSing use of super
critical C02 èlS totally inert reqdable and non-toxic solvent for 
carotenoids extraction. after few decades of evolution. is now used 
both at the laboratory and indu striai scales. The possi bili ty to tune 
CO, properties (densiry. viscosiry, dilfusiviry) by playingon pres
sure & cemperature makes it possible to produce .. organic sot ... 
vent-free" essential oils)oleoresins, m<Jinly from wgetal matrices. 
But thi.s extraction method i.s somt."'Nhat less s.electi\~ than extrac
tions based on organic solvents and still requires the use of .about 
10% wJw or ethanol èlS cosolvent and funher liquid)liquid extrac
cions for carotenoids isolation. 

Despite its interesting features. in the !elSt 10ye.trs. only few 
research papers on carotenoids eJ«ractioo using ASE were pub
lished and the firs t paper dealing with the use of ASE in molecules 
extraction from food matrices is still quite recent (Breith.aupt, 
2004). ASE was for instance used for extraction or carotenoids from 
carrot by-products (Mustafa et al., 201 n from peppers (Barbero, 
Palma, & Barroso. 2006), from beverages, cornaro pas te .and cere .ais 
(Breithaupt, 2004), .md from microalgae (Koo. Cha, Song, Chung, & 
Pan. 2012: Cha et al., 2010: Denery, Dragull, Tang, & Il. 2004} 
Unfortunately, these articles do not describe accurat ely che food 
matrices submitted toextraction processes. For instaoce, humidity 
of fresh (non.-dehydrated) tissues minced in homogenizers is never 
given. which can however greatly influence the extr<Ktion perfor
mances. With regards to dehydrated samples. information is also 
1 imited m the fact that pieces of the food matrix are freeze-dried 
and theo grinded in order to obtain a powder whose g:ranulometry 
i s not studied. Howewr, granulometry is of obvious im portance on 
the packing surface area (expres.sed in m-1 as a resu lt of powder 
surface are a divided by the high pressure cell volume) and there
fore on the cont.x:t berween the food matrix and the solvem with 
direct effect on extraction performances. Granulom etr:y below 
05 mm is recommended by ASE equipment m.anufacturers 
(Thermo Flsher Scientiftc, 2013} 

The aim of thi.s investigation i.s to use ASE for determining the 
major carotenoids content of three fruits cultivated in Tunisia 
and known for their richness in carotenoids pigments: kaki <Jiso 
known èlS k.lki)Japanese/Asian Persimmon (Diospy,rœ kaki l.). 
peach {Prunus persica L). apricot (Prunus amu.>nioca l.~ After an 
accurate description of our samples preparation. the influence of 
extraction temperature, SOI\~nt composition .and number of 
extraction cycles on extraction yields of carotenoids w ill be inves
tigated through an ex peri mental design. focusing on fOur standard 
caroteooids: three Xilnthophylls in all-rrans form (lutein, zeax
anthin. jk'r:yptoxanthin ) and one carotene (aU.tmns-j3-carotene). 
BèlSed on l C-MS analysis, recommendations will finally be 
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prolided For the ASE extraction or other c.uotenoids identitied in 
the three Fruits matrices. 

2. M.nerial and methods 

2.L O!emicars 

All-tnms-tk'.uorene (Type U synthe tic. purity > 95%). aii-D'ans
luœin From marigold & all-rrons-~cryptoxanthi n (purity> 97%), 
all-rrons-zeaxanthin (puricy > 95%). burylated hydroxytolueœ 
(BHT, puriry ;> 99%) and criethyl amine (TEA. puri !y ;> 99%) were 
obtained from Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Germany~ IIPLC 
organic solvents were or arlcllytical grade: methanol (MeOH) w<E> 
from C.rlo Erba (Val~e-Reuil France~ methyl-cert-butyl~cher 
(MTBE) was from Fisher Scientific ( loughborough. UK), petroleum 
ether (PE) was From VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois. Francel 
Ultrapure water WclS obtained From a puritied water system 
Arium• 6 11 UV From Sanorius (Gôttingen. Germany) with a resis
tiviry or 18.2 Mfh cm. Sodium chloride (NaO, purity>99%) and 
pot.tssium hydroxide (KOH, purity > 99%) were obt.tioed From 
VWR Prolabo (Fonterlcly-sous-Bois. France) Florisil 100- 200 mesh 
(Sigma-Aldrich. Schnelldorf. Germany). liquid Ni trogen was From 
Air Uquicle (Nancy. France~ 

22. Ptanr mar-trials 

The present study Focused on three Fruits cultivated in Tunisi.l, 
O. kaki L (persimmon var. Triumph From the Nonh region). P. per
sica L (peach var. c.uamel From the Nonh region). and P. armeniam 
L (apricot var. Chachi From the Middle region). For each specie. 27 
Fruits were harvested at Full m.uuriry From chree selected crees. 

2.3. Samp(es prepamrion & dlaracœnZarion 

Selected Fruits were immediately WclShed with distill.tted water 
and placed in hermetiCcll polysr.yrene boxes in which we .xlded 
sorne liquid nitrogt'n in order to pre\tent oxidation reactions. 
beFore to be stored at - 200C. Fi\~ ~lograms or each whole fruits 
(flesh and peal) were manuaUy cut into apprCDCi muel y 2 g pieces, 
Frozen at -80<>(' .1nd at once Freeze-dried du ring 48 h with a pilot 
Cr}OTec Freeze-dryer(Saint-Cély-du-Fesc:. France) with a separated 
cold trap at -70 OC. plates temperature set to -20 OC and.1 worki~ 
pressure or 15 Pet. Freeze--dried Fruits pieces were then plclCed i n~ 

desiccator containing P20s in order to prevent water sorption. They 
wcrc wcighrcd be fore and aftcr dcssicarion for dry martcr ~ dctcr
mirlcl tion. AFter Freeze-drying. Fruits pieces were immediatel;r 
grounded with .1 Moulinex cofFee grinder (Ecully, France) Small 
amou nt or liquid nitrogen were .tdded to prevent oxidation duri~ 
grinding. Powders were stored in a desiccator containing M s in 
order to prevent water sorption .1nd thei r residual water content 
WclS meclSured after 24 h at 105 OC. Panicle size distribution or 
Fruits powders were measured chrough dyrlclmic light scaneri~ 
with a Malvem Mastersizer 2000 apparatus (Malvem. UK) in abso
lute ethanoL 

2.4. Acctferared sorwnr txrmcrion process 

Ali Carotenoid extraction e.xperiments were carried out in a std
tic mode with a DionexASE 350 extrclCtor (Salt Lake Ciry, ur. USA). 
using 12 stainless steel ceUs or 22 ml w lume. GO ml amber vials 
were used For ext rclCts collection. Common ext raction parameters 
were clS Follows: ( i) 2 gor Fruit powder WclS loaded into the cell 
and residual ceU volume was p.1n ially filled with 2 mm glclSs 
beèlds: ( ii) the cell was filled with solvent to a pressure or 
1500 psi ( 103 bars): ( iii) heclt was applied For a initial heat-up ti rœ 

or 5 min: ( iv) static extraction with aU system valves closed WclS 
performed with a 5 min cycle cime; (v) the cell was rinsed with 
60% or the cel! volume with extraction solvent ( in case or 5 static 
cycles were appli ed. this 60%oFthecell volume was thenautomati
cally divicled in tive times 12%of che œil volume): ( vi) the sol \\>nt 
was pur~d From the ceU with N2 gas For 60s: and ( vi i) the system 
was depressurized. Extraction solvents. methanol (MeOH) andTHF, 
were degassed For 30min by ultrclSonic bath Sonodean• Labo 
Moderne (Paris. France) beFore use. For Kaki powder 1 g or 
Florisil WclS added as dispersing agent Although methanol is a 
toxic sol ~nt. we decided to use it in combirlcl tion with THF 
because ( i) it WclS shawn to be highly eFficient and more efficient 
than ethanol For carotenoids extractions when used incombirlcl tion 
wi th THF (Ri"'ra & C.nela. 2012) and ( ii) because the use of ASE 
dœ s not require large amounts or organic solvents as compared 
to extractions at armospheric pressure. Besicles, we decided to 
use methanol combined with lHF in various proportions in order 
to rune che polariry or our sol\tent mixture in the perspective or 
X.lnthophyUs (pol.1r c.1rotenoids) extraction. l clSt but not least, 
the purpo.se oF the present study is to provide .1 convenient method 
For the identifica tion or the carotenoids content in small samples or 
k.11d . peach and apricot powders. The objective is not to generate .t 
large scale extraction method. which would consume l.1rge 
.1mounts or methanol. This would be contradictory with the clim 
to li mit the use oFtoxicorganic solvents. lt Ls howeverobvious that, 
For preparative extractions or largt' amounts or carotenoids From 
Fruits. only Food compatible organic sol\tent sue:h .ts ethel nol should 
be used. 

2.5. Soxhltr exrrocrion 

ln arder to eval'uate the efficiency or the extrclction or carote
noids using the ASE extraction method. we used a reFerence excrac
tion method based on a dassical soxhlet extraction. This type or 
extraction based on the use or organic solvents at atmospheric 
pressure is indeed oFten used clS a reFerence method leading co a 
total extraction or carotenoid.s. Two grams or orange colored Fruit 
po.vder were mb<ed with 2 g oFflorisil 100- 200 mesh .1nd submit
ted toa soxhlet extraction with 2 50 ml or solvent (MeOH:THF. 1: 1, 
vfv) during6 hat 66 OC (boiling temperature oFTHF at atmospheric 
pressure) up to st.lbilization or the extract absorbance and strong 
discoloration or the Fruit sample, which curned clear grey. ASE 
extraction yields were calculated as a perœnt.tge. taking soxhlet 
extraction results dS .1 reFerence. 

2.6 Expertmenrar aesrgn 

For each Fruit .1nd carotenoid.. a rwo F.actors-rwo levels Full Fac
torial design with additi orlcll cenual points was applied with JMP 
10 soFtware From SAS lnstitute lnc. (C.ary, NC. USA). Temperature 
was set co 40<>(. 60 OC. or SO<>C: volume % or MeoH in the 
MeOH:THF bi nary solve nt was set to 20%. 60% or 101.l%. This design 
cont.tined 7 experiments ( 4 corner points, 3 central points). For 
each or the three Fruits. experi ments were performed in triplicates 
leèlding to 7.3 =2 1 extractions ( total or 63 extractions For the 
three Fruits). Responses tooptimize were che respective concentra
tions. C, in each carotenoid. expressed in !Jg/g Fruit powder. f-or all
rrans-lutein. all-aans-ze.axanthin. all-rrans-f:k:ryptoxanthin and 
all-rrans-~<.arotene. surface responses resulting From a tirst order 
li ne ar model with sim ple interaction. .ts introduced in Eq. ( 1 ). were 
plotted together with experimentcll points using Matlab 7.1 soFt
W.lre From MathWorks (Natick, Ma. USA). Signitic.mce c1 residuals 
normaliry was tested using .1 Shapiro-Wilk test with a a risk or 
0.05. Eq. ( 1) is: 

C = o · T + b · M + c · T · M + este (1 ) 
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WbereC is the concentr.ltion foond in the fruit powder ScliTlple 
( f.lll/gfruit powder): T is the temper.mue ("C): M is the X me th.> nol 
in the binary soiYeru: medla:noiJ"'1TBE: o. b. c and d .ue coeffic:i enl3 
to iden<ify. 

2.7. Standards pœparocim and mlibn:rion curve 

Ali standards stock solutions v.-ere prepared md kept under 
nirrogen .tonosphereat -20"'C until.m.)]ysis. All-trans-J\-C.lrotene 
( 5 mg) w.ts dissotved in 50 ml ofhex.ane. c1LI-rrans-fkJypl:oxanthin 
( 1 mg) W.lS dissotved in 10 ml of helQne, aU-tni'IS-ze.lXanth in 
( 1 mg) W.lS d issofved in 10 ml Of cfllorofonn md aJl-uons-lutein 
( 1 mg) w.ts dissotved in 10 ml or .tbsoJure e th.tnol. Accur.1te con
ceno:ation of the stock solution was mea..sured widl c1 Shim.xizu 
UV 3600 spectropllocometer (K}O<O. j.>p.>n) using .tppropri.ue 
extinction coetfideru: (t) in l mol-' an-1 and w.tvelengrh (nm) 
for eêiCh stclnd.ards .as follows: cliJ-crons-j'karOlene-2592 .u 
450 nm in hex•ne (John Scott, Finglds. Se• le. H•tt. & de 
Froidmont..Gôrtz. 1996): .tli- D'"ans-zeët:Unthin -2480 a 451 nm in 
hexme (H.ut &john SCott, 1 995~ •11-auns-lutein-2550 .r 445 nm 
in eth.lnol •nd .ùl-trons-jkryptoxmtltin-2460 .r 451 nm in hex
,)ne (Heinonen, Ollibinen. Linkol.t, VMo, & Koivisloinen. 1989). 
Ali sr:odc solutions weresubdivided inro 1 ml aliquors. rransFerred 
in .tmber vi.clls and srored under niuogen atmosphere .u -20 "'( 
be fOre etncllysis. Wortông solutions of e.tch stand.trdwere daily pre
pa red from ;di quots .and clbsorb.mce was checked. DiJution were 
made in HPLC i njection sol\.,nt (MeOH:MTBE, 1:1. vJv) w ith ,)(Jdi
tion of 0.1 X BHT (wJv) in or der to prevent oxiœtion SL>OO.rds 
curves were bu ile widl sew-n differenrcmcentrouions br e.ach ar
otenoid (1.4. 1.6. 2.0. 2.5. 3.3. 5, 10 pg/ml ) 

2.8. Preparoo·on tf cœtlcenoiŒ ASE and soxhJer exD'Ucrs 

Pressurized liquid c.uotenoid exu .actS .tnd soxhler extracts wete 
prep.ued for HPLC .o.lysis •ccording ro the merbod described by 
Di.\s et •L (2010) with slight modific.adons •nd w.s conducted 
under Jimjted Lighr. Al first. ASE extract was homogenized with a 
vonex (Scientific lndusrri<?s l nc.. New York. U.S.A.) .r 13.500 rpm 
du ring 1 mi n be fore being fi l te red under VCKuum duough .t AP 
25 gl.>ss fiher filter dise of 2 pm porosiry (Millipore. D.umst~t. 
Germany~ Then, 10 ml of the filtr.><e w.s ~ded to 10 ml or 10X 
(wfv) èiC[Ueous sodium chloride solution .lnd caroœnoids were 
cransferred co .t l Oml petroleum erher phclse conLtining 0.1% 
BHT (w/v) usi ng • liquid- liquid exttaction. This liquid/liquid 
exuaction wc1s repe.ued .u leasr 3 times in or der to dehie~oe d tocdl 
cransrer o r caroœno1as towara the peuoleum ether pn.ase (extr .l([ 
w.s dten tot>lly discolored~ Orgmic ph.>se w.s subsequently 
wa.shed three times with 10ml of uJtupure water in order to 
remove residu.ll. NaO tuees under neurral pH. Peuoleum ether 
was dlen ev.tpor .ued on 30 OC under nir.rogen now using .1 Turbo 
V•p'"lV (Bi ot"e AB. Upps•l• . Sweden~ The residue w.s r.pidly 
dissolved in 5 ml of mobile ph.>se(MeOH:MTBE. 1:1. vJv)cont.Un
ing 0.1 X BHT (w:v) md filtered througb 0.45 flm PVDF syringe fil
tees (P.ù l Ure Sciences. Ann Arhor. PN. USA~ Theo 2 ml of the 
fi ltered solu tion W.)S mixed with 1 ml o f MeOH contdining 0.1% 
BHT (w/v) .nd s.tponified w ith 1 ml of 2tn: (wfv) meth.ùonic 
KOH solution und er niuogen. in the dar k. fo r 1 h. .n roan tempera
ture. Fin.lUy 20 ~l of dle s.1ponified sample was injea:ed for HPlC 
ëUlalysi!.. 

2.9. LC- IDA and LC-POA-MS onalysis 

CarOlenoids .an.tlyses were periOrmed by reverse ph.ase ch ro
matcgr.aphy on .a Shim.1d:zu HPlC equipment consisting o f a l C-
20 AD pump. CBM-2M controller. CI0-20A oven •nd SPD-M20A 
PDA detector ., 450 nm (Shim~zu. France~ We used • 

250 x 4.6 mm ID S-Spm YMC C30 column cou pied with • 
10 x 4.0 mm ID S-5 11m gu..-d c.rtridli" column ( lmChem. 
Vers• Hies. France~ An.ùysis w.s perrormed "'25 "C. Mobile pluse 
consisted in • gradient of MeOH (A~ •nd MTBE (B~ Both solvent A 
•nd B conraiœd 0.1% BHT (w/v~ Flow r.tte w.s 1.0mljmin. The 
gradient profile o f the mobile phase W.)S ser dS follows: linear 
iocre.tsinggradient from S%8ro30X B in 30min: linea.r incre.asing 
gradien t frcm 30X B to 50% Sin 20 min: decrea..siog from sœ 8 to 
5% B in 0.01 min. The cofurm WdS equilibr.ued fo r 10 min on the 
sr.uting conditions before e.ach injection. Before eèK'h b.ucb o f 
HPlC an.llysis. sta.bili u tion time o f the column W.tS 30 min .tnd 
• bl.lnk (MeOH: MTBE. 1 :1. vfv) w.s injected. A mixture of our four 
sr.tndclrds (all-uoru-lu tein. all-mJns-ze~andlin. .11 1-rrons-~oyp. 
toxëlnthin, ëlll-mJns-j:k:.trotene) WdS injected. e-.oery 4 sdmples. in 
or der to coru:roJ e~ntual retention times devi.ttions. 

ln o rder to identify .addiôonal carorenoids ëllld compare the 
fruits c.uotenoids profiles. LC- PDA- MS runs were performed in 
positive APCI mode wi th .t Sbimad:zu l CM.>2020 m.tS.s spectrome
te.r (Shimadzu. frëlnce}. A sca.nning rate of2t 43 ujs WdS used in the 
rmli" 50-2000.unu. Nebulizing gas flow w.s fixed to 1.5 rrL/min. 
Inte rface wlr:age ëlOd temperature were 45 kV .tDd 250 "'C. respec
ti-.oely . The elu ô on profile ofdle mobile phase WclS the s.une a.s with 
HPl C atone. The column was equilibr.ued forS min at the suning 
conditions bei>re each injection. 

2 JO. limiB of detection and qumtificarion 

The detection •nd qumtilicodon (LOO md LOQ) were deter
mj ned for ali standards according [0 .1: LIS-EPA method (Hu~x 
& Vos, 1970~ LOD •nd lOQ were c.l cuLued .s (6 as..Jo( •nd 
110 • socJal respectively , witb ~0 ëllld a the st.tndclrd devi.ltion on 
che intercel)l et:nd the slope oftbe a librettion auve. respeaivefy. 

tllble 1 
Swf.ns respotl1leS roodel Meflicieou .-:1 tbeù ~~,...,~ btrwef'ft br;adoers., 
lor each frui t-<..liO&e!fiiC-.d comb•~ .-1 œrre$pl)ndq ~~~UfS.. 

K4kJ (DWpJros h:â:J) 

"""" 0.2791 - D.2 17 1 QtmS 15.5867 OJ9 
(o.otm) (O.ooo6) (O.IXDI ) (<0.0001) 

zeax.amlllf'l 0.4472 0.3379 QID43 39.0709 Q.l8 

(<UtAlûl) ( <U.OUUI) { <Ut.IIJU 1 ) (<O.ûUol) 
~ayptox.atldlta 0.7867 O.S748 QID74 66.1>49 0.07 

(<0.0001) (<0.0001) (<00001 ) (<0.0001) 

~C.Vt'lent 0.1413 O.m91 0.0013 14.1762 O.JiS 
(<0.0001) (0.0005) ( <WXJOI) (<0.0001) 

1\'och (Prwlld pmtcJJ) 
Lute in - 0.1S30 0.1110 0.0013 16.3796 0.01 

(<0.0001) {0.0001) (ll.llOII ) (<0.0001) 
li'ax.ant ruo 0.16SS 0.1ZJ1 0.0015 17.1176 Q.85 

(<0.0001) (0.0002) (11.0016) (<0.0001) 
~C!ypto:x.aodlln 0.1991 0.1320 0.0016 19.9505 o.&1 

(<Q.ODDI) (0.0001) ( 11.0014) (<0.0001) 

~C.Vt'lent . Q.1349 0.1438 0.0017 23.3559 0.01 
(<0.0001) (OJI009) (0Jlll!7) (<0.0001) 

A,rJctX (P'r'wtus Otmhl1«4) 
Lute in 0.()875 0.0106 Qlll05 11.1671 o.n 

(<0.0001) (D.04 1B) (0Jll04) (<0.0001) 
haJC.anl llln .....0.0557 - o.œos QIIliM 75447 Q.85 

(<0.0001) (0Jl061) (ll.lllll5) (<0.0001) 
~CryplOXMidli:ft O.ll90S O.aJ97 QID05 10.4761 o.so 

(<QODCH ) (0.0:581) (ODJ4C) (<0.0001) 

~caruene 0.9959 0.34:!3 QID41 90.7016 Q.91 

(<Q.ODDI) (0.010 1) (ODI:O) (<0.0001) 
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Fig.. 1. SUrface responses-and the ir assoc:Lu ed 21 e xpet1mem al potnrs.. a. a ll -r.ttlll:rf« lu rein and<tll·tniJtt ...Ze.lXanlhin exu actiGn byASE..CarOieooid.sœmemsareexpressed in 
l«fgof fruh powder, as a funcrl ()n o frell'C)erarute. T in~ and Sof merl\aool in tlle b inary sni~ ni ( Mec>lt/TIIF): a ll -uon:s-lureln in kaki ( 2.a). peaeh( 2b) .md <tprirol (2(): <t ll 
cran.s-:reaxanthin in kaki ( ik1). peach ( le) and aprlcol (2f). 

3. Re-sult s and di scussion 

3.1. Sampfe charaaerizaDon prior ro ASE 

Particle sile distribu tion (see cldditionill figure not included in 
the m.muscript) of the three fruits powders showed thclt these 
powders are almost totally(>95%ofthe total volume) made of par
ticles below 500 llm as recommended for ASE extractions on pow
der. Particles size ranged from 1 1J-m to about 1000 !Jffi. B<lSed oo 
trip lic.u es. measured mois cure conte ne of fru its (skin + ftesh). 
expressed .tS g ri water per 1 OOg of fresh weight, were found co 
be 77.66 < 1.63%. 85.85 < 2.79%>nd 87.01H 5.08% for k>ld (D. kaki} 
peclC:h ( P. persica) and c1pr icoc ( P. armeniaro). respectively. The sig
nificclntly lower water content o f kaki clS comp.ued to peclC:h and 
apricot is in clCcordclnce with delta from the Danish food 
composition databclnk. 2009 (www.foodcomp.dk), which indiCo)ces 
thclt this lower water content is bcllanced by a higher urbohydrate 
concenc of about 2:3 gJg or fresh product in IGlki against only about 
10gjg or fresh product in peach and apricot This could explain 

why we experienced clogging when running prelimin.uy ASE 
experiments w ith kaki powder, especially at 80 "'C. ln or der to pre
vent th is clogging (scicky aspect at che boctom of the extraction 
ceU) we the re fore mix:ed our 2 g of kaki powder with 1 g of Hori.sil 
(100- 200 mesh~ 

3.2 Calibration curves and quanrificadons 

R2 values of 0.99 were clChieW!d with the Four quantified urote
noids. limit of quanciticcltion (detection) were found to be 0.41 
(0.25~ 0.2 1 (0.13 } 0.25 (0.15) >nd 0.63 (038) ~g}ml. for all -rrans
lu tein at 11.9min, all-trons-zeaxanchin at 142 min, aU. trans-f\
cryptoxanthin at 22.9 min, c1nd clll -rrons-jk'arotene at 33.9min, 
res.pectively. 

3.1 Carotenoids exrraclion in kaki. peach and apricot 

Table 1 lists the surfaces responses mode! coefficients and the ir 
associated p-value for eclCh fruit-urotenoid combin.ltion. Fig. 1 
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Fig. 2. surb œ respooses~nd thelr .1$0C'!Iared 21 experl~m.a l points. ._ for <~ ll --adlt~jH:lrypu.xanthin and .liiHrorn~jk..arorene extraction~ ASE.carorenoids m'tems are 
expressM ln J-1818 d fruit po-wder, au functl6ndremper<~rure. T in ~c.aoo x d. mer ll.nll in 11W blrwy.solvem (Me0H{I11f): a ll --rrartHH~ryptoc.anthln in kaki ( 2.a). f!t.lllh (2b) 
and apl1rot (2c): ai i- UtlJtS·~caruene in k.lld (2d). peach (le) and .:tpricot (1f). 

presents the experimentcll points and surfèiCes responses 
representing the arr.ount, in !Jg, of .tll- rrans-lutein ( l .t. 1 b, l e) 
c1nd all- rrons-zeax.mthin ( l d. 1 e. l f) extracted per gor fruit pow
der. Fig. 2 presents the experiment.tl poims cl nd surfaces res panses 
represenring the amount, in ~Jg, of a.ll -rrnns-~ryp[Oxanthin ( 2.a, 
2b, 2c) and all- rrans-fkarotene (2d. 2e. 21) extracted per gram of 
fruit powder. Figure 3 presems c.uorenoids profiles obtained by 
HPLC with kaki, peach aod apri cot, .lfter exrr èK't ion und er d'le opti
mal condit ions idenritied i n our experiment~l dom.lin. ln any cases, 
the variabilicy of carotenoids extractions as a function of tempera
ru re and % of methanol in the solv enr could be appropriately 
explained by a first order linear mode! w ith in terèK'tion berween 
temperature a.nd mer.ha.nol % ( R2-val ues ranging from o.n up to 
0.92). p-Values mucb lower rh.ln 0.05 showed thar temperature, 
% meth.lnol bu t .lls() the i nteracti on between these rwo fclCtors 
clearly inHuenced the extrclCtion y iel d wh.uever the Fruits .md car
orenoids under concern. 

Severa! observations can be made From the surface responses. 
At first. when using a high e>.trclCtion temperature ( 800C). the 

b ioary solvent composition did not influence the carC~tenoids 

extraction. whatever the frui t Similarly when using 100% metha
nol ~ a solve nt, excepted w ith all-rrans-~-carotene i n apr im t. tem
per c1rure did nor or slightly affected che extraction of arorenoids. 
l n addition and surprisingly , both xa.nthophylls, whether they are 
dioxy~nated ( all- rrans-lu tein and .tll-rmns-zeaxanthin) or 
monoxygenated ( aU- rrons-tk'ryptoxanth in), and cll l -rrons-j'k:.lro
rene. were ali better extrclCted using MeOH:THF, 20:80, vjv. at 
40""C. Wich regard to the solvent. we expected ( i ) a better extrclC
tion of xanthophylls wirh h igher proportions ( 60 or 100%) of the 
prolic aod polar solvent th.lt is methanol : (ii) ~ ben er extraction 
of ~11-rrons-f'-carorene when using h igher proportions or tbe a pro
tic and moderately polar s.olvent that i s U IF. Nevertheles; it w~s 
not :he case as presented in Figs 1 and 2, which de arly show that. 
at 40<>C and when using high pressure extraction (103 bars). THF is 
a more efficient sol\\'! nt than methanol For xanthophylls clS weil as 
For .:1 Cclrotene such as aU-rrons-j'k:.lrotene. 

J'Jchough carotenoi d.s content of a fruir can be affected by many 
factors such as variety. agronomie tech nies aod cl im;nic conditions, 
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Fig. 3. carotenolds profi les. obtainect ·wlrh the separatim condi tions ttsed ln this 
srudy, ln Oe:sh • pe.3l o f kak:l(a). peach (b) and aprlrot (c) When us.iog methaool[fHF, 
20:80. v.v and 40~ temperature (optimal exrract b n ooOOitlons in o ur experl· 
mental domain). Quamll\ed camtenolds: a ll--uarrs-t.utein ( 1). all· uons-zeaxamhin 
(2). all --u41tS-~H"SYPtocanthin (3~ aii-UOJ~-1}-c.arotene ( 4). UnquamiRed l dem iRed 
carou~oolds by LC-I>DA-MS: ai J.uuns-neox.amhln (5). au--uons..vb laxanthln (6). 13-
d s-j!.-carorene (7). !k'S-jH'.arorene (8). 

post-harvest conditions and resulting maturity. our resui[S are 
quite in clCCordclnce Wi[h recent published studies where liquid 
extrclCtions at atmospheric pressures were used in place or ASE 
exu clCtion (see Table 2). For instance. based on a recent anatysis 
or carotenoids coment in 32 diFFerent astringent kaki cultivars 
where c.trotenoids content was expressed in !Jg/100 g or Fresh 
weigtu . and considering a % dry matter or 23%. it was round d \èH 
all-rrans-jl-cryptox.mthin. Followed by all-rrons-zeaxanth in. were 
the most abundclnt carotenoids in kaki. which we also observed 
in our astringent D. kaki L var. Triumph (Zhou. Zhao. St.eng, Tao. 
& Y .mg, 2011 } ln peach we observee! th.>t aii-O'ans-~-c.>ro.tene. rol
lowed by all-rrons-f\.-cryptox.mthin . were the most abundant caro
tenoids. which is in accord ance with recent data From campbell & 
Padilla-Zakoor (2013 ) on three diFFerent peclCh varieties. ln aprico[, 
as currently and recently observed (Frati.mni et al~ 2013). all
rrons-jk.clrotene is by Far the most abundclnt arotenoid with more 
[han 70% or [he sum or cll l-rrans-lutein. all-rrans-zeaxan thin. ali-

[rans-jl-cryptoxanthin and all-rrons-f\.-carotene. ln addition and 
according to table 2 it seems thclt ASEis .tn appropriate method 
in order to achieve a better extraction or all-rrons-lutein. as com
pared to extractions at .umospheric pressures observed by other 
authors. But this higher concentration or lutein that we obserwd 
can also be due to other steps such as the way we perFormed oor 
transFer or extracted lutein in petroleum ether. the way we per
Formed our saponific.ttion step which is crucial to hydrolyze 1 utein 
esters and cher er ore detect lutei n. and finally the HPlC conditions. 
We used a250 • 4.6 mm C30column with a long gradient program. 
which is much more resolu[ive as compared to a ClS column with 
simil.tr dimensions. With a C18 column. when one attempts to 
separate both polar (xanthophylls) and non polar (carotenes) aro
tenoids in one single HPl C run. it i.s dilficult co find appropriate 
gradient and highly polar Xclnthophylls such clS lutein may be not 
retained by the column. being directly tost in the injection pe.tk 
wirhout possible quantiftc:a tion. ln our case. as presented below. 
we could For instance alsodetect violaxanthin. which is more polar 
than lutein. 

3.4. Influence of exiTaction cycles number on exrracr:ion yiefd 

ln order to assess the influence or the number or scatic extrac
tion cycles on carotenoids extraction yields. we performed extrac
tions based on 1 or 5 static extt action cycles under the best 
conditions identified in our experimental domain (Methanol: 
THF. 20:SO, vjv .md 40"C). Table 3 shows averal:l' and st.tndard 
deviations or the extrclCtioo yields (n = 3) and mention whether 
the difFerence berween these average yields is significant or not 
(p < 0.05 or a Student test). As can be seen. and as somewhat sur
prising at firs t sight. increasing cycles number hcls no eFFect on 
lutein extractions and even shows a negative effect on the three 
other carotenoids extractions. This observation is likely due to 
the ract (i) thclt we used 22 ml ASEcells For only 2 goFfruit powder 
at the bottom or the cells with glass beads up to the top or the cell s 
and (ii) that in static mode the rinse 'o{)(ume. which was fixed to 
~or the cell volume (i.e. 13.2 ml ) is automatically divided by 
5 (i.e. 2.6 ml ) For each extraction cycle. Whether we used 1 or 5 
extractionc}(':les. the final solvent volume collected remained close 
to 30 ml (30:!: 15 ml ). Using 5 cycles instead or one just results in 
five small rinsing volumes instead or a large one. For each rinsing 
step, that is each extraction cy:le. the pressure drop is rapidly 
readjusted by addition or sol,~ nt at 103 bars. ln our experimental 
conditions. it thereFore appears thclt 5 smaU rinsing volumes or 
2.6 ml are less eFfic ient than one single and large rinsing \Oiume 
or 13.2 mL Visua.lly, when opening the cells after extrclCtion. the 
c.tkes or fruits powder were sr:rongly di.scolored (grey- whi[e) and 
d id not appear more discolored atter 5 extraction cycles as com
pared to 1 extraction cycle. Using extraction cell s with a smaUer 
volume doser from our samples volumes might however have 
shown an eFfect of the number or extraction cycles. lt should also 
be stressed thclt longer ASE extraction ti me (10 [ 0 25 min ) ci caro
tenoids from algae and red pepper in static mode was al:re.ldy 
shown to be or non-significant effect on the extrac[ion yield (Cha 
et ai, 201 0} According to Table 3. it a ppears th.>t the best ASE 
extraction conditions identified in our experimental domain give 
quite satisFactory extr clCtion yield clS compared to the reFerence 
soxhlet extrclCtion. This is especially true with all-rrons-f\.<arotene 
( 101%) and all-trans-~-cl}'ptoxanthin (84%), the less polar carote· 
noids quantitied in this study. But the extraction yields or lutein 
and zeaxanthin. much more polar. remain èiCCeptable (79%" and 
71%}. The overall enrclCtioo yield considering the Four quantitied 
carotenoids and the three Fruits. is 87%. This high extraction yield 
can be considered as excellent si nee it was achie\t!d in one extrac
tion cycle or s min at 400C. and usingonly 30ml or organic sol \t'! nt 
(MeOH :THF. 20:SO. v:v} 
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Table 2 
A.U--rro,u brm of l ut eln. zuxanth.ln. ~crypu.amhin.md jk".ilrOltntronrems ur.der tM best ASE CU'KIJ(I()ns idenrl6ed in6u.rexperlmen.Lil domain(T ~ «PC and 2<»: Me011/8ot 
11if fe. 1 extrM:tlon cycle) aoo comp.arlson "''ith <Uta from three reœm .~ ltl cles b.ased on llqukt extr.lction at atmosphtric preuure. 

Fruil C.UOitnolds ln !JtJS: d fruil powderl and assocl.:ued !f' Y fou r c.araeoolds 

Lm~n zeaxamhin ll-(:ryptoxa nrhi n jH:.a rote ne 

K.'lkl 12.67:t3.7S 17.891" 3.96 29.44 t7.1 1 7.84t 1.0 1 fil .84 t 9.03 
(Dl014tyros hlM) (1 8.67S) (16.37S) (43.39.X) ( II .SSS) ( J ()()'l;) 

this srudy 

"""" 9 .3510.22 7.8.5:1 1.0 1 10 .38 t 0 .28 12..2.5 :10.29 .39.83 1 1.11 
( PrtlntfS perslro) (2J.47S) ( 19.7 1S) (26.06l<) (30.751:) ( 100'1) 
Lhissrudy 

Aprirot 727t0.33 4.99:10.50 6.4 1 :10.79 47.55:13.91 66.22 :14.03 
( Prtlliii'S Œlt~.kiC4) ( 10.98S) (7.53S) (9.68S) (7l.SUi) ( 100'1) 
this srudy 

Kaki 0.69:t0.64 7.05:14.93 16.87:19.39 1.86 :1 1.10 26.48t. 10.68 
( DJospyJO:S .bl.l:f) 
(Zhou er .aL 2011)on 32 astrlngefll kaki cultivars' 

(2.611) (26.63.\:) ( 63.72%) (7.011%) ( J{)());) 

Pel ch NO 6.3 1 :t 1M 11.90:tOA I 66.90:15.02 85.12:15.24 
(Pnmus ptJSIOO) (OS) (7.4 1SJ ( 13.990) (78.fim) ( 1 OO'.l) 
(Campbell and Padllb *z.akour(201l) o n l peach culli\Ors<4 

Aprlror 4..301" 1.10 2.70 :1 0 .60 10..60:1 1.70 6 1.201" 5.60 78..815.9& 
(Prunus (lrrtaeJt.iaco) (5.45!1;) (3.42S) ( 13.45!1;) (n.6l;) ( 1001) 
( fral liulnler al, 201l) 

ND: 001 dt:!a:ted.. 
1 'Ni th sr.and.ud deviai iOn basai on n ~ 3 exu actlons.. 
1 !li d the sum of the 4 qu.amifled caror:eoolds(!Jg)per gof frull powder. 

,_.. catuenGidscœrenrsexpressed o n .a fresh weig:hl b.ttls .andconven edon.a drywelghl bas1s usingdsy welghl perœnt.l#SOf 23S and 10: ldemlfled ln this siUdy fU' kald 
and pe.leh, res pee rivel y ( sfmllar d.at.a found on hnp:Jj'www.f~p..dk~ 

Ta ble 3 

lnftl!il"nœof the nSLmber o f ASEstallc (')(~a lonqdes ( 1 or S)on..all-rta!IS c.amrer.oids exu~ctlon(f.lt:Woteooldjg fruit pow<ter)·when u.slng 20S methaool .and 4 0'"C rempe:rarure 
(opltm.al exuacdon œnd.itlons in our (')(pel'imenral domain) .and f'xtrM:tÎI)n ylelcls (!li) comp.arlng t f)f' bes1 ex~cOOn resu.l ts achleved using ASE ~·lth OILr referenœ mracrion 
methOd ( soxhlel ). 

Frui ts C~les number l u teln Zeaxamhin !'--Cryprox.amhln ~camrene 

A'iE exuocud coJŒerX'l ifs 111 prJg of jruJt powŒr(avmge-% srd>~ J' 

"""' 1 12.6813.78 17.901" 3.97' 29Aol :t 7.11 ' 7.SS:i 1.0 1' 
(Dlo~yros hl.ld) 5 7.6<1 :t 1.1 3 4.38:10.<16 14.96%3.50 5.SS:t0.74 

Pel ch 9.35:1022 9 .06 1 0.26' 10.37 t 0.27' 1225:10.29. 
(Pnmus ptJSIOO) 5 &A2::o.n 3.02 t-0.05 8.21 :tO.SO 9 .62:10.55 

Apr1ror 7.27 :1 0 .33 4..991"0.50' 6.4 1 t-0.79' 4 7 . .561"3.91' 
(Prunus onnenJoco) 5 6.621 1.16 3.86:10.94 4.98 :1 0.82 9.tD19.67 

A'iE extracdon yJtld> usirtg s001Je1 exrr«r.Jott as o œfeJ-ence (%f 
Kaki 1 .. 79 99 101 

(DJo~yros J.:okf) 

Pel ch 89 ... 67 .. 
(Prunus perslco) 

Aprlror ... 68 81 lW 
(Prun.us (lrrtaeJt.iaco) 

Avera&e yleld per camreoold 79 7 1 83 101 

OVerall .alkrage yield 87 

1 Jt .. J. 

• etn actlon yleld wlth œe cycle ls S.it:JliRcantly bener thln extractiOn yield wlth 5 qclesWheo s.tudenr test p-v.alue Js below 0.05. 
1 Dctractionyleldexpressed in !li andc.ak!ulared as l(cœcentr.ltlon in ICJgoffruil powder.lehieved withASE ext ractlm )/(œncemratlon in !Jgfgof 6'-uil powder achleved 

wlth the sox.hlet reference extf.'lctiOn)) • 100. 

3.5. Othtr carotenoids idenrijicarion wirh LC- PDA- MS 

Nexc co our rour qu.mc1nec1 carocenolels, LC- MS clnatysLS made it 
possib l e to idencifyocher Cclr otenoids extrèiCted in our three fruits 
matrices. The HPLC profil es or carocenoids (Figure 3) reveal the 
presence of clddit ionat xanthophyll.s such as .tll-rrons-neoxanthin 
(RT = 6.14min. m/z =583, (M# I- 18(. ;-=413/ 441/ 470nm) 
and all-rrons-violaxanthin (RT = 9.8 min. mfz = 583 . ( M+fl- 1 8(, 
lmu =425/445/469 nm) . .unong other unidentified peaks likely 
also corresponding co xamhophylls. We al so i dentified two clddi
t ional Ccl rote nes such as 13 <is-~..caroteoe (RT = 29.6 min. m} 
z = 537, (M•Hr. !.,,= 426/452/ 476 nm) and 9<is-fkarotene 

(RT = 36.2 min. nt/Z= 537. (M+Hr . .i., = 342/ 425/446/472 nm~ 
All-rrons-neoxanthin ( 3 hydroxyl and 1 epoxy functions) and clll
rmtTS-vtolaxclnchln ( 2 hyelroxyl ana 2 epol\.Y ru nectons) cll'e noccom
mercicllly clVclilable in h ighly purified form According to Fig. 3. it 
seem.s thclc kilki represents c1 good candidate for violclx.tnth in 
extraction}purification using pre par .uive chromatography. 

4. Conclusi on 

This scudy shows che efficiency of accel erated solvent extr èiC
ci on (ASE) for the extrclCti on of food compounds or in terest such 
as Cclrotenoids from chree dif ferent fruits (ttesh + peel) largely 
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produced in Tunisi• : k•ki (D. kaki L~ peach ( P. persim L~ • pr icot 
(P. armtniaca L ). l n our experimental domai n and bclSed on our 
design or experiment. common optimal conditions were round to 
be 5 min static extraction at 400C with consumption or only 
30 ml or org•nic solvent (MeOH:THF~ (20:80); ( v:v) under 1 03 
bars. Surpr isingly , these conditiore which shoul d have been more 
appropri.ue For carotenes also.tppeared to be the best ones For xan
thophylls with average extraction s ields or79%. 7 1%. 8 4% •nd 101% 
For clll- rrans-lutein. aU-rrans-zeaxanthin . a.ll-rrans-jl-cryptoxanthin 
.md aU- rrons-jl-c.trotene. respectively. As .tbove discussed. this i.s 
likely to be due to the high pressure used but also to the t'act that 
THF, as a moderately polar and aprotic solvem. is ali simply an 
excellent .sol\~nt For carotenoids extractions. The t~Nel~ respon.se 
surfclCe showed R2-values in the range o.n-0.92 with highly sig
ni ficant coefficients both For temperature and % methanol but also 
For thei:r interclction. From the three studied Fruits. all-rrans-jl-cryp
toxanthin and aU-rrons-zeaxanthiJl are predomi~ntly round i n 
kaki, wh ile .tll-rrons-jl-carotene is predomi nantly round in .tpricot. 
Peach showed the lowest content in the Four quantitied carote
noids w ith 39.83 :!: 1 .11 tJg}g powder. as comp.tred co 
67.84 • 9.03 Wl}g powder •nd 6622 • 4.03 ~g}g po.vder with kaki 
and apricot, respectively. Finally l C- PDA- MS allowed a better 
characterizil tion or the carotenoi ds contents or kaki. pe.ach and 
apricot. 

Acknowk'dgemeots 

This study WclS gr.mted by tŒ Tuni si an Min isuy cf Higher 
Education & Rese.trch and the University Agency For 
Francophonie (AUF~ 

Appendix A. SUpplemenral)' d.lra 
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V Extraction des caroténoïdes avec CO2 supercritique 

V.1  Contexte 

Da s le hapit e p de t ous a o s is e  ide e l i t t de l e t a tio  a l e pa  sol a t 

sous pression (ASE). Trois facteurs ont été étudiés : la température (40, 60 ou 80°C), le % de 

méthanol dans un solvant binaire MeOH : THF (20, 60 ou 100 % , et le te ps d e t a tio  au t a e s 

du nombre de cycles d e t a tio s statiques de  i  ,  ou . Le o e de les d e t a tio s 

stati ues i flua t pas su  les o e t atio s e  a ot oïdes ua tifi s, ous a o s i  fi  le 

nombre de cycles d e t a tio s de  i  à , ii  effe tu  u  pla  d e p ie e testa t u i ue e t 

les effets de la te p atu e et du % de tha ol su  les e de e ts d e t a tio  des  a ot oides 

pour lesquels nous possédions des standards (forme all-trans de la lutéine, de la zéa a thi e, de la β-

pto a thi e et du β-carotène). Ce plan était constitué de 7 expériences (4 points extrêmes et un 

point central répété 3 fois). Chaque combinaison étant testée en triplicata pour chaque fruit, un total 

de 63 extractions a donc été effectué. 

Dans notre domaine expérimental, des su fa es de po ses o t t  ta lies su  la ase d u  od le 

linéaire de premier ordre avec interactions simple. Les conditions optimales trouvées pour les 

a thoph lles aussi ie  ue pou  les a ot es so t :  seule le d e t a tio  de 5 min à 40°C avec 

un ratio volumique (MeOH : THF) de (20 : 80 ; v:v) impliquant une consommation de seulement 30 

mL de solvant d'extraction (MeOH : THF) à une pression de 103 bars. Pour les trois fruits, le 

e de e t elatif d e t a tio  exprimé en  % du rendement observé par extraction Soxhlet, était de 

87% et  % pou  le β- a ot e . Les a a tages de l A“E so t i i évidents dans la mesure où 

l e t a tio  est o sid e o e a he e au out de  i utes d e t a tio  au lieu de  h environ 

avec le Soxhlet, à plus basse température (40 °C au lieu de 66°C avec le Soxhlet), en utilisant 

seulement 30 mL de solvant au lieu de 250 mL avec le Soxhlet. Ce procédé consomme donc 

ette e t oi s de te ps, d e gie the i ue et de sol a t. 

De a i e su p e a te, des o ditio s d e t a tio  opti ales si ilai es o t t  o se es pour les 

xanthophylles (polaires) et les carotènes (apolaire) vis-à- is du sol a t d'e t a tio .  L usage d u e 

p essio  d e t a tio  le e  a s  d u e pa t, et d u  sol a t  assez peu polai e et ap oti ue tel 

que le THF, efficace aussi bien pour les xanthophylles que les carotènes, peut expliquer ce résultat.  

Des R² de 0,77 à 0,92 ont été obtenus pour toutes les surfaces de réponse  avec une distribution 

normale des résidus mise en évidence par un test de Shapiro-Wilk. Des effets significatifs sur le 

e de e t d e t a tio  o t t  o se s aussi ien pour le % de méthanol que pour la température 

et leur interaction. 
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La comparaison des profils caroténoïdique des trois fruits témoigne de la richesse du persimmon en 

all-trans-β-cryptoxanthine et en all-trans-zéaxanthine, tandis que l'abricot est le plus riche en all-

trans-β-carotène. La pêche, elle, présente un profil caroténoïdique assez équilibré entre 

xanthophylles et carotènes, sans caroténoïdes très majoritaires et aussi abondants que ceux trouvés 

da s le pe si o  ou l a i ot. Les so es des  teneurs en caroténoïdes quantifiés (lutéine, 

zea a thi e, β- pto a thi e et β-carotène) sont de de 67,84 ± 9,03, 66,22 ± 4,03 et 39,83 ± 1,11 

µg/g de poud e de f uit hez le pe si o , l a i ot et la p he, espe ti e e t. 

L'extraction par solvant accélérée (ASE), rarement appliquée à des matrices alimentaires dans la 

litt atu e, s est l e pa ti uli e e t effi a e pou  l tude des p ofils caroténoïdiques des 3 

f uits tudi s. Cette thode d e t a tio  de eu e toutefois u e thode essita t l usage de 

solvants organiques en quantités qui, bien que beaucoup plus faibles que celles utilisées en Soxhlet, 

e  de eu e t pas oi s o  gligea les. 

Nous avons donc choisi de nous intéresser à un autre procédé d'extraction : l'extraction par fluide 

supercritique (Supercritical Fluid Extraction : SFE) en utilisant le CO2 comme fluide supercritique. Ce 

sol a t p se te l a a tage d t e o  i fla a le, peu he , o  e plosif et o  to i ue tout e  

étant recyclable après décompression et séparation des p oduits d e t a tio . L u e des 

caractéristiques fondamentales du CO2 supercritique (CO2 à plus de 73 bar et 31 °C) est de pouvoir 

p se te  u e de sit  p o he de  do  p o he de elle d u  li uide  tout e  p se ta t u e 

is osit  p o he de elle d u  gaz, ce ui lui o f e u e aptitude à diffuse  au œu  de la at i e 

avec une grande facilité tout en entraînant les composés apolaires et de masse molaire faible à 

modéré avec lui. Comme vu en partie bibliographique, les propriétés du CO2 supercritique (densité, 

diffusivité, pouvoir solvant) peuvent varier fortement selon le couple Pression-Température 

o sid . Il est sou e t utilis  e  p se e d u  peu de osol a t, e  g al de l tha ol, afi  de 

pouvoir aussi extraire des composés plus polaires ou apolaires et de forte masse molaire, que le CO2 

seul ne peut pas entraîner. 

Etant donné la grande variété et la quantité de caroténoïdes (xanthophylles mais aussi carotènes) 

o se s da s le pe si o  lo s de l tude d e t a tio  pa  thode A“E, ous a o s décidé de 

fo alise  ot e tude d e t a tio  pa  CO2 supercritique sur la matrice persimmon. 

Pour ce faire, nous avons décidé d'utiliser une approche par plan d'expérience basée sur la définition 

de surfaces de réponse via un plan central composite à faces centrées (α=1). Cinq facteurs ont été 

considérés : pression (P, bars), température (T, °C), débit de CO2( D, mL/min), pourcentage en 

cosolvant (E, % éthanol), temps d'extraction (t, min), avec trois niveaux par facteur. 

Le plan composite contenait 28 expériences (26 points sur les sommets et les faces d'un hypercube 

plus 2 points centraux). Toutes les expériences ont été réalisées en duplicata (n=2), nécessitant ainsi 
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56 expériences. La réponse à optimiser était la concentration des caroténoïdes, C, en µg/ g de 

matière sèche (poudre de fruit). 

Un modèle linéaire de second ordre avec interaction à deux facteurs, a été appliqué avec des effets 

significatifs considérés pour des valeurs de p inférieure à 0,05. La normalité de la distribution des 58 

résidus a été testée par un test de Shapiro-Wilk, pour chacun des quatre caroténoïdes quantifiés. 

Les o ditio s d e t a tio  opti u  o t ai si pu t e ide tifi es da s ot e do ai e e p i e tal, 

pour les xanthophylles et pour les carotènes. Les rendements d'extraction relatifs à chaque 

caroténoïde ont ensuite été comparés à ceux obtenus par Soxhlet. 

Cette tude a fait l o jet d'u  a us it sou is pou  pu li atio  da s Food Che ist  e  , et 

qui compose le corps de ce chapitre. 
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Abstract:  23 

Supercritical carbon dioxide with ethanol as co-solvent was used to extract carotenoids from persimmon 24 

fruits (Diospyros kaki L.). Based on a response surface methodology (RSM), a predicting model describing 25 

the effects of CO2 temperature, pressure, flow rate, ethanol percentage and extraction time was set up 26 

for each of the four carotenoids of interest. The best extraction yields in our experimental domain were 27 

found at 300 bars, 60 °C, 25 % (w/w) ethanol, 3 mL/min flow rate and 30 min for xanthophylls (all-trans-28 

lutein, all-trans-zeaxanthin and all-trans-β-cryptoxanthin). The yields were 15.46 ± 0.56, 16.81 ± 1.74 and 29 

33.23 ± 2.91 µg/g of persimmon powder for all-trans-lutein, all-trans-zeaxanthin and all-trans-β-30 

cryptoxanthin, respectively. As a non-oxygenated carotenoid, all-trans-β-carotene was better extracted 31 

using 100 bars, 40°C, 25 % (w/w) ethanol, 1 mL/min flow rate and 30 min extraction time, with an 32 

extraction yield of 11.19 ± 0.47 µg/g of persimmon powder.  33 

 34 

Chemicals 35 

all-trans-lutein (PubChem CID: 6433159) 36 

all-trans-zeaxanthin (PubChem CID: 5280899) 37 

all-trans-β-cryptoxanthin (PubChem CID:5281235) 38 

all-trans-β-carotene (PubChem CID:5280489) 39 

 40 

Keywords: persimmon, carotenoids, supercritical fluid extraction (SFE), surface response methodology 41 

(SRM), modeling. 42 

43 
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1. Introduction 44 

Carotenoids are lipid soluble pigments produced as secondary metabolites in fruits, vegetables, algae, 45 

fungi and some bacteria. They are widely used in food Industry, for their coloring property (yellow, 46 

orange, red), but also as ingredients in nutraceuticals and cosmeceuticals, for their anti-oxydative 47 

properties and especially protection against photooxidative reactions (Anunciato & Da Rocha Filho, 48 

2011). Indeed, when exposed to ultraviolet (UV) irradiation, skin is also exposed to photooxidative 49 

damage induced by the formation of reactive oxygen species such as singlet molecular oxygen (1O2), 50 

superoxide radical anion (O2˙–),and peroxyl radicals (Darr & Fridovich, 1994). Photooxidative damage 51 

affects cells lipid, proteins, nucleic acids and are considered to be involved in various skin pathologies  52 

such as erythema, premature aging of the skin, and skin cancer (Taylor, Dawsey & Albanes, 1990). 53 

Carotenoids are considered with great interest because of their excellent ability to scavenge singlet 54 

molecular oxygen and peroxyl radicals generated during photooxidation (Jomova & Valko, 2013).They 55 

can be divided in two groups : oxygenated carotenoids, called xanthophylls, and non-oxygenated 56 

carotenoids, called carotenes. To date, about 600 carotenoids have been identified in nature and 57 

humans have access to about 40 carotenoids through their diet, mainly through fruits and vegetables 58 

(Fernandez-Garcia, Carvajal-Lérida, Jarén-Galan, Garrido-Fernandez, Pérez-Galvez & Hornero-Méndez, 59 

2012). 60 

Many efforts were put on the development of improved carotenoids extraction processes from complex 61 

vegetal/animal food matrices as well as on their better identification through various analytical methods. 62 

Different extractions processes and chromatographic methods to assay carotenoids in food matrices 63 

were the topic of several recent reviews (Amorim-Carrilho, Cepeda, Fente, & Regal, 2011; Arvayo-64 

Enriquez, Mondaca-Fernández, Gortarez-Moroyoqui, Lopez-Cervantes & Rodriguez-Ramirez, 2013). In a 65 

brief and non-exhaustive way, three main categories of extraction technics are reported in the literature, 66 

which are (i) the atmospheric liquid extraction with Soxhlet, maceration or ultrasound methods 67 

(Mezzomo, Maestri, dos Santos, Maraschin, Ferreira, 2011), (ii) the pressurized liquid extraction (PLE), 68 

also known as accelerated solvent extraction (ASE) (Zaghdoudi et al, 2015; Mustafa, Tervino, Turner, 69 

2012; Breithaupt, 2004), and (iii) the supercritical fluid extraction (SFE), which is often based on the use 70 

of supercritical CO2 as solvent with addition of organic co-solvent  such as ethanol (Guedes et al, 2013). 71 

Supercritical CO2 is increasingly used as non-flammable, non-toxic and recyclable solvent for the 72 

extraction of biomolecules such as carotenoids. The possibility to tune CO2 properties (density, viscosity, 73 

diffusi it   pla i g o  p essu e a d te pe atu e e a les the e t a tio  of o ga i  sol e t-f ee  74 
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essential oils/oleoresins, mainly from vegetal matrices. However, many factors can affect the extraction 75 

process efficiency. Next to pressure and temperature these factor are the % of co-solvent used (often 76 

ethanol), the CO2 flow rate, the extraction time, the matrix characteristics (water content, particles size, 77 

po osit , he ist … , the e t a to  shape a d di e sio s a d o iousl  the o pou ds to e t a t. 78 

Consequently, SFE extraction of carotenoids is a complex process requiring knowledge on the 79 

importance of these factors as well as of their interactions. In order to face such multifactorial 80 

conditions, Design of Experiment (DoE), and especially Response Surface Methodology (RSM), can be 81 

useful to optimize extraction process. To date, only few studies on SFE extraction of carotenoids from 82 

vegetal matrices made use of DoE (RSM) in order to achieve a better control of the extraction process. 83 

Furthermore, when RSM is used, it is often taking into account three factors only (pressure, temperature 84 

with time or % co-solvent) according to a recent review on SFE extraction from De Melo, Silvestre, & 85 

Silva, (2014). Regarding SFE extraction of carotenoids, we found only two published studies, both 86 

focusing on lycopene extraction from tomato skin (Kassama, Shi, & Mittal, 2008) and tomato pomace 87 

(Huang, Li, Niu, Li, & Zhang, 2008). Pressure, temperature and % co-solvent with two levels per factors 88 

were considered for tomato skin whereas, pressure, temperature and extraction time with 3/5 levels per 89 

factor were considered for tomato pomace. The only one study on SFE extraction of carotenoids in 90 

persimmon (Diospyros kaki) was performed by Takahashi et al. in 2006. Nevertheless, these authors did 91 

not use RSM and studied the influence of two factors only (temperature and ethanol %) at the only 92 

pressure of 300 bars. 93 

The major aim of this study was to investigate the potential of SFE techniques for the extraction of 94 

carotenoids from persimmon (Diospyros kaki L.) through the use of RSM involving 5 different factors. 95 

After an accurate description of our sample preparation and particle size distribution, the influence of 96 

extraction temperature, pressure, time, together with CO2 flow rate and ethanol % on SFE extraction was 97 

investigated through a response surface methodology approach (five factors, three levels per factor), 98 

focusing on four carotenoids: three xanthophylls (all-trans-lutein, all-trans-zeaxanthin, all-trans-β-99 

cryptoxanthin) and one carotene (all-trans-β- a ote e . Fo  o e ie e, the all-trans  spe ifi atio  ill 100 

not be used in this article. Extraction performances were also compared, mainly in terms of time and 101 

solvent consumption, with extraction results achieved with a classical Soxhlet extraction used as a 102 

reference. 103 

2. Material and Methods 104 

2.1. Chemicals 105 
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β-carotene (Type II synthetic, purity > 95%), lutein from marigold, β-cryptoxanthin (purity > 97%), 106 

zea a thi  pu it  > % , a d ut lated h d o tolue e BHT, pu it  ≥ %  e e o tai ed f o  “ig a-107 

Aldrich (Schnelldorf, Germany). HPLC organic solvents were of analytical grade: methanol (MeOH), 108 

absolute ethanol (EtOH), chloroform and hexane were from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France), methyl-109 

tert-butyl-ether (MTBE) was from Fisher Scientific (Loughborough, UK), petroleum ether (PE) was from 110 

VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). Ultrapure water was obtained from a purified water system 111 

Arium®611UV from Sartorius (Göttingen, Germany) with a resistivity of 18,2 MΩ*cm. Sodium chloride 112 

(NaCl, purity > 99%) and potassium hydroxide (KOH, purity > 99%) were obtained from VWR Prolabo 113 

(Fontenay-sous-Bois, France). Liquid Nitrogen was from Air Liquide (Nancy, France). Carbon dioxide 114 

pu it  ≥ , %  as f o  Messe  Na , F a e . 115 

2.2. Plant materials 116 

The present investigation was focused on persimmon (Diospyros kaki L.) fruits cultivated in Tunisia 117 

(persimmon a . T iu ph f o  the No th egio , k o  u de  the appellatio  K i a . T e t  se e  118 

persimmons were harvested at full maturity from three selected trees. 119 

2.3. Samples preparation and characterization 120 

Selected fruits were washed with distillated water and stored at -20 °C under a steam of nitrogen in 121 

order to prevent oxydation. Six kg of persimmon whole fruit (flesh and peel) were manually sliced in 122 

small pieces, frozen at -80°C and, then freeze-dried during 48 hours with a CryoTec freeze-dryer (Saint-123 

Gély-du-Fesc, France) with a separated cold trap at -70°C, plates temperature set to -20°C and a working 124 

pressure of 15 Pa. Freeze-dried fruits pieces were then placed in a desiccator containing P2O5 in order to 125 

prevent water sorption; before extraction, fruits pieces were milled with a Moulinex coffee grinder 126 

(Ecully, France) with adding small amount of liquid nitrogen to prevent oxidation during grinding. 127 

Powders were stored in a desiccator under extraction. Particle size distribution of kaki powder was 128 

measured through dynamic light scattering with a Malvern Mastersizer 2000 apparatus (Malvern, United 129 

Kingdom) in absolute ethanol. The residual water content of the fruit powder was gravimetrically 130 

measured after 24h convection drying at 105°C of 0.5 g of persimmon sample in triplicate. 131 

2.4. Supercritical Fluid Extraction process 132 

For each process condition, extractions of carotenoids from Persimmon fruit powder were conducted in 133 

duplicate by using a continuous automated high-pressure supercritical fluid equipment (SFC-CO2) from 134 



Chapitre V : Extraction des caroténoïdes avec le CO2 supercritique 

231 
 

JASCO (Tokyo, Japan).  This equipment consisted in a CO2 pump (Pu-2080-CO2 Plus unit, JASCO, Japan) 135 

and a semi-micro HPLC pump for ethanol as co-solvent (Pu-2085 Plus unit, JASCO, Japan). The CO2 pump 136 

was equipped with an internal Peltier cooling system for cooling at -4°C. In order to be sure that CO2 137 

coming from the CO2 bottle was in the liquid form, before pumping by the CO2 pump, an additional 138 

cooling of CO2 at -4°C was performed with a Lauda RM6 cryostat (Lauda-Königshofen, Germany). The 139 

pressure was controlled with an automated back pressure regulator (BP-2085 Plus unit, JASCO, Japan) at 140 

a precision of ± 0.2 MPa of the setting value. This back pressure regulator (BPR) is based on the use of a 141 

CO2 flow-switching valve (FSV) mechanism that enables stable system pressure control together with 142 

efficient collection of the SFE extract in a glass tube. Because CO2 decompression is highly endothermic 143 

(Joule-Tho so  effe t , espe iall  he  usi g high  CO2 mass flow, and can generate CO2 dry ice at the 144 

exit of the BPR, the latter was equipped with an internal Peltier heating system maintained at 60°C in 145 

order to avoid CO2 solidification during decompression. Stainless steel cylindrical extractor vessel of 1 mL 146 

(TOP Industries, France) was used for carotenoids extraction. This vessel was made of a ¼ inch (6.35/4.6 147 

mm external/internal diameter) * 65 mm length tubing section connected to 1/16 inch stainless steel 148 

tubing with Swagelok VCR adaptors (Solon, Ohio, USA) equipped with stainless steel pieces placed on 149 

both extremities of the reactors. Extractors and tubing were placed in a L-7350 Merck oven (Lyon, 150 

France) for temperature regulation with a precision of ± 0.15 °C of the setting value. Figure 1 shows the 151 

schematic flow diagram of the extraction equipment. For each extraction 0.5 g of freeze dried powder 152 

was loaded in the extractor. CO2 was pumped at constant flow rate and pressure into the extractor 153 

vessel. Carotenoids extracts were collected in 60 mL amber vials at the exit of the BPR. Extraction of 154 

carotenoids was conducted using pure CO2 (99,995 %) and absolute ethanol (99 %). At the end of each 155 

e pe i e t the e t a to  as e ptied dis olo ed sa ple e o ed , disasse led, a d e t a to s 156 

elements were thoroughly washed with distilled water and acetone before drying. Sonication in water 157 

was used for the cleaning of sintered stainless steel filters.  158 

 159 
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 160 

Figure 1: Schematic view of the SFE installation. M: manometer, HP V1 to HP V4: high pressure manual 161 

valves, BPR: Back Pressure Regulator, SEP: Separator heated at 60°C with a Peltier system. Solid black 162 

lines represent tubing for CO2 and ethanol as cosolvent. Dashed lines represent BPR and pumps control 163 

from ChromNAV software. 164 

 165 

2.5. Soxhlet extraction 166 

In order to evaluate the efficiency of the carotenoids extraction using the SFE extraction method, we 167 

used a reference method based on a classical Soxhlet extraction. Indeed, this method based on the use 168 

of organic solvents at atmospheric pressure is often used as a reference method leading to a total 169 

extraction of carotenoids. Two grams of orange colored fruit powder were mixed with 2 g of florisil 100–170 

200 mesh and submitted to a Soxhlet extraction with 250 mL of solvent (MeOH:THF, 1:1, v/v) during 6 h 171 

at 66 °C (reflux temperature of THF at atmospheric pressure) up to stabilization of the extract 172 

absorbance and strong discoloration of the fruit sample, which turned to slightly pink-clear grey color. 173 

SFE-CO2 extraction yields were calculated as a percentage, taking Soxhlet extraction results as a 174 

reference. 175 

2.6. Experimental design 176 
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According to a recent review based on 600 peer reviewed papers published between 2000 and 2013 and 177 

dealing with supercritical extraction processes, De Melo, Silvestre, & Silva, (2014), observed that factors 178 

pressure and temperature were chosen for experimental designs in 94 % and 92 % of the works, 179 

respectively. The third most chosen factor is extraction time, which was present in 42 % of the works. Co-180 

solvent concentration, matrix particle diameter and flow rate followed the latter with only 20 %, 15 % 181 

and 13 %, respectively. The most found factor combination was pressure-temperature-extraction time. 182 

In this study, we decided to use a design of experiment including 5 factors: pressure, P (bars), 183 

temperature, T (°C), CO2 flow, F (mL/min), mass % of ethanol, E, mixed with CO2, and extraction time, 184 

time (min). Three levels were applied to each of the five factors as introduced in Table 1. 185 

Table 1. Independent factors and coded levels 186 

Symbol Factor 

Coded levels 

-1 0 1 

Uncoded levels 

T Temperature (°C) 40 50 60 

P Pressure (bar) 100 200 300 

E Ethanol (%) 5 15 25 

F Flow rate (mL/min) 1 2 3 

time Time (min) 30 70 110 

 187 

The response to maximize was the carotenoids yields, C, expressed in µg of carotenoid/g of freeze-dried 188 

f uit po de  fo  lutei , zea a thi , β- pto a thi , β-carotene and the sum of these four carotenoids. 189 

With help of JMP 10 software from SAS institute Inc. (Cary, NC, USA), we used a response surface design, 190 

which was a Central Composite Design (CCD) with an axial value of 1 (centered faces). This DoE required 191 

28 experiments to run (26 corner and centered face points, 2 central points) and all experiments were 192 

conducted in duplicate, thus requiring 56 SFE extraction runs.  193 

As seen later, second order linear model with only two-factor interactions (equation 1) was shown to 194 

provide satisfying predictions, of the experimentally observed carotenoids yields. Equation 1 was 195 

significantly simplified by just keeping terms with factors and two-factor interactions showing p-value 196 

below 0.05. Finally, a Shapiro-Wilk test was performed on each set of regression residuals in order to 197 

assess their normal distribution. 198 
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(Equation 1) 199 � = �1 ∙ � + �2 ∙ � + �3 ∙ + �4 ∙ + �5 ∙ ��� + �6 ∙ �2 + �7 ∙ �2 + �8 ∙ 2 + �9 ∙ 2 + �10 ∙ ���2 + �11∙ � ∙ � + �12 ∙ � ∙ + �13 ∙ � ∙ + �14 ∙ � ∙ ��� + �15 ∙ � ∙ + �16 ∙ � ∙ + �17 ∙ � ∙ ���
+ �18 ∙ ∙ . +�19 ∙ ∙ ��� + �20 ∙ ∙ ��� + �21  

   200 

2.7. Standards preparation and calibration curve 201 

All standards stock solutions were prepared and kept under nitrogen atmosphere at -20 °C until analysis. 202 

β-carotene (5 mg) was dissolved in 50 mL of hexane, β-cryptoxanthin (1 mg) was dissolved in 10 mL of 203 

hexane, zeaxanthin (1 mg) was dissolved in 10 mL of chloroform and lutein (1 mg) was dissolved in 10 mL 204 

of absolute ethanol. Accurate concentration of the stock solution was measured with a Shimadzu UV 205 

3600 spectrophotometer (Kyoto, Japan) using appropriate extinction coefficient ( ) in L.mol-1.cm-1 and 206 

wavelength (nm) for each standard as follows: β-carotene-2592 at 450 nm in hexane (Scott, Finglas, 207 

Seale, Hart, & de Froidmont-Görtz, 1996); zeaxanthin-2480 at 451 nm in hexane (Hart & Scott 1995), 208 

lutein-2550 at 445 nm in ethanol and β-cryptoxanthin-2460 at 451 nm in hexane (Heinonen, Ollilainen, 209 

Linkola, Varo, & Koivistoinen, 1989). All stock solutions were subdivided into 1 mL aliquots, transferred in 210 

amber vials and stored under nitrogen atmosphere at -20 °C before analysis. Working solutions of each 211 

standard were daily prepared from aliquots and absorbance was checked. Dilution were performed in 212 

HPLC injection solvent (MeOH: MTBE, 1:1, v/v) with addition of 0.1 % BHT (w/v) in order to prevent 213 

oxidation. Standards curves were built with seven different concentrations for each carotenoid (1.4, 1.6, 214 

2.0, 2.5, 3.3, 5, 10 µg/mL). 215 

2.8. Preparation of SFE & Soxhlet carotenoids extracts for HPLC analysis 216 

SFE and Soxhlet carotenoid extracts were prepared for HPLC analysis according to the method described 217 

by Zaghdoudi et al, (2015) conducted under limited light. At first, SFE-CO2 extract was homogenized with 218 

a vortex (Scientific Industries Inc., New York, U.S.A ) at 13,500 rpm during 1 min and adjusted to required 219 

volume with absolute ethanol, (for Soxhlet extraction no adjustment volume was added). Carotenoids 220 

were then partitioned to petroleum ether phase containing 0.1 % BHT (w/v) by adding an appropriate 221 

volume of 10% (w/v) aqueous sodium chloride solution. This liquid/liquid extraction was repeated at 222 

least 3 times in order to achieve a total transfer of carotenoids toward the petroleum ether phase. 223 

Organic phase was subsequently washed three times with an appropriate volume of ultrapure water in 224 

order to remove residual NaCl traces under neutral pH, and concentrated to dryness at 30 °C under 225 

nitrogen flow using a Turbo Vap® LV (Biotage AB, Uppsala, Sweden). The residue was dissolved in 5 mL of 226 
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mobile phase (MeOH:MTBE, 1:1, v/v) containing 0.1 % BHT (w:v)  and filtered through 0.45 µm PVDF 227 

syringe filters (Pall Life Sciences, Ann Arbor, PN, USA). Then 2 mL of the filtered solution was mixed with 228 

1mL of MeOH containing 0.1 % BHT (w/v) and saponified with 1 mL of 20 % (w/v) methanolic KOH 229 

solution under nitrogen, in the dark, for 1 h, at room temperature.  20 µL of the saponified sample was 230 

injected for HPLC analysis. 231 

2.9. LC-PDA analysis 232 

The carotenoids quantitative analyses were performed by reverse phase chromatography on a Shimadzu 233 

HPLC equipment consisting of a LC-20 AD pump, CBM-20A controller, CTO-20A oven and SPD-M20A PDA 234 

detector at 450 nm (Shimadzu, Marne La Vallée, France), using a 2504.6 mm ID S-5 µm YMC C30 column 235 

coupled with a 104.0mm ID S-5µm guard cartridge column (ImChem, Versailles, France). Analysis was 236 

performed at 25°C. Mobile phase consisted in a gradient of MeOH containing 0.05 M of ammonium 237 

acetate (A), and MTBE (B). Both solvent A and B contained 0.1% BHT (w/v) and 0.05 % of triethylamine 238 

(w/v). Flow rate was 1.0 mL/min. The gradient profile of the mobile phase was set as follows: linear 239 

increasing gradient from 5 % B to 30 % B in 30 min; linear increasing gradient from 30 % B to 50 % B in 20 240 

min; linear decreasing gradient from 50 % B to 5 % B in 0.01 min. The column was equilibrated for 10 min 241 

at the starting conditions before each injection. Before each batch of HPLC analyses, stabilization time of 242 

the column was 30 min, and a blank of (MeOH: MTBE, 1:1, v/v) was injected. A mixture of our four 243 

sta da ds lutei , zea a thi , β-crypto a thi , β-carotene) was injected, every 5 samples, in order to 244 

control eventual retention times deviations. Carotenoids in the extracts were quantified using external 245 

calibration curves. 246 

 247 

2.10. Limits of detection and quantification  248 

The detection and quantification (LOD and LOQ) were determined for all standards according to a US-249 

EPA method (Hubaux & Vos 1970). LOD and LOQ were calculated as [6*sa0 /a] and [10*sa0 /a] 250 

respectively, with sa0 and a, the standard deviation on the intercept and the slope of the calibration 251 

curve, respectively. 252 

3. Results and discussion 253 

3.1. Sample characterization 254 
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The water content of persimmon fruits (skin + flesh) was found to be 75.45 ± 0.48 %, which is in 255 

accordance with our previous results (Zaghdoudi et al,  2015).The residual water content of the freeze-256 

dried powder was found to be 13.67 ± 0.94 % by additional drying at 105°C during 24h. Particle size 257 

distribution is available in supplementary materials, and showed that the powder is totally (>95 % of the 258 

total volume) made of particles with sizes below 500 µm with a majority of particles around 100 µm. 259 

Particle size ranged from 1 µm to 1000 µm (Figure 2). 260 

 261 

Figure  2: Persimmon freeze-dried powder particle size distribution 262 

 263 

3.2. Calibration curves and quantifications 264 

Calibration curves of the four quantified carotenoids presented R2 values of 0.99. The limits of 265 

quantification (detection) were found to be 0.41 (0.25) µg/mL for lutein, 0.21 (0.13) µg/mL for 266 

zeaxanthin, 0.25 (0.15) µg/mL for β-cryptoxanthin and 0.63 (0.38) µg/mL for β-carotene. A 267 

chromatogram showing peaks corresponding to these carotenoids extracted from persimmon is 268 

available in Figure 3. 269 
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 270 

Figure 3 : Carotenoids profile obtained by HPLC in (flesh + peel) of persimmon (Diospyros kaki L.). Lutein 271 

 at .  i , zea a thi   at .  i , β- pto a thi   at .  i , β-carotene (4) at 34.04 272 

min. 273 

3.3. SFE extraction of carotenoids from persimmon 274 

3.3.1. Xanthophylls extraction 275 

 276 

As can be seen from Table 2, the best experimental conditions for the extraction of lutein, zeaxanthin 277 

and β-cryptoxanthin were found to be the same i.e. 300 bars, 60°C, 30 min, 25 % ethanol (w/w) and 3 278 

mL/min CO2 flow. In these conditions, extraction yields of 15.46 ± 0.56, 16.81 ± 1.74 and 33.23 ± 2.91 279 

µg/g of persimmon powder were observed with lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin, respectively. 280 

Takahashi et al., (2006) also observed that xanthophylls from persimmon peel were better extracted at 281 

300 bars and 60°C with 10 % ethanol but they tested one single pressure of 300 bars at 5 five different 282 

temperatures (40, 50, 60, 70, 80°C). 283 

 284 

 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 

 292 
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Table 2. “FE e t a tio  ields i  a thoph lls lutei , zea a thi , β- pto a thi  a d β-carotene under 293 

the best and worst SFE extraction conditions identified in our experimental domain. 294 

SFE 

experimental conditions 

Experimental carotenoids yields in µg / g of fruit powder 
a
 and 

their associated % 
b four 

carotenoids 
lutein zeaxanthin β-cryptoxanthin β-carotene 

Best SFE 

conditions for 

xanthophylls 

300 bars 

60 °C 

3 mL/min 

25 % EtOH (w/w) 

30 min 

15.46 ± 0.56 

(20.23 %) 

16.81 ± 1.74 

(22.09 %) 

33.23± 2.91 

(43.68 %) 

10.56 ± 0.62 

(13.88 %) 

76.07± 3.49  

(100 %) 

Best SFE 

conditions for 

β-carotene 

100 bars 

40 °C 

1 mL/min 

25 % EtOH (w/w) 

30 min 

8.72 ± 0.25 

(16.78 %) 

11.16 ± 0.26 

(21.48 %) 

20.95 ± 0.97 

(40.32 %) 

11.19 ± 0.47 

(21 %) 

51.95 ± 1.13 

(100 %) 

Worst SFE 

conditions for 

xanthophylls 

and β-

carotene
c 

100 bars 

60°C 

3 mL/min 

5 % EtOH (w/w) 

30 min 

5.01 ± 0.01 

 

(22.61 %) 

4.36 ± 0.00 

 

(19.68 %) 

6.42 ± 0.15 

 

(28.98 %) 

6.36 ± 0.24 

 

(28.71 %) 

22.15 ±0.28 

 

(100 %) 

a with standard deviation based on n = 2 extractions. 295 
b % of the sum of the 4 quantified carotenoids (µg) per g of fruit powder. 296 
c the set of factors levels corresponding to the worst SFE conditions was found to be the same for xanthophylls and β-carotene. 297 

 298 

It is interesting to note that decreasing the temperature to 40°C while increasing time to 110 min led to 299 

slightly lower or equivalent extraction yields of 14.77 ± 0.48, 16.87 ± 0.11 and 29.38 ± 0.10 µg/g of 300 

persimmon powder for lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin, respectively (data not shown, see Annex 301 

II). We see here that this is not with the highest density of CO2, 0.927 g/mL at 300 bars and 40°C vs  302 

0.830 g/mL at 300 bars and 60°C,  that the best extraction is achieved, even with a longer extraction time 303 

and therefore a higher amount of ethanol used as co-solvent. This observation may be due to a higher 304 

vapor pressure of xanthophylls at 60°C, which counterbalances the decay in CO2 density as compared to 305 

extraction at 40°C, with an overall positive effect on xanthophylls solubility in CO2 at 60°C. This is a clear 306 

example showing that density is not the only one element on which attention should be paid to increase 307 

solutes solubility when working on SFE. Table 2 also shows that the worst experimental conditions for 308 

the extraction of lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin were found to be the same: 100 bars, 60°C, 30 309 
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min, 5% ethanol (w/w) and 3 mL/min CO2 flow. In these conditions, extraction yields of 5.01 ± 0.01, 4.36 310 

± 0.00 and 6.42 ± 0.15 µg/g of persimmon powder were observed for lutein, zeaxanthin and β-311 

cryptoxanthin, respectively. These low extraction values could be expected since in these conditions, the 312 

CO2 density is only 0.291 g/mL and the solvent power of the mixture ethanol-CO2 is therefore much 313 

lower too. It is interesting to note that, this time, decreasing the temperature to 40°C while increasing 314 

time to 110 min led to significantly higher extraction yields of 7.52 ± 0.08, 8.88 ± 0.07 and 15.44 ± 0.25 315 

µg/g of persimmon powder for lutein, zeaxanthin and β-cryptoxanthin, respectively (data not shown, 316 

see Annex II). Once more, at such low pressure of 100 bar, a decay in temperature significantly increases 317 

the CO2 density (it becomes 0.558 g/mL) and, in turn, its solvent power together with the amount of 318 

ethanol used. In this case, this is the CO2 density which prevails on xanthophylls vapor pressure to favor 319 

their extraction. 320 

As discussed later in the part on the modeling of SFE extraction (Figure 4), extraction time of 110 min did 321 

not lead to significantly better yields in xanthophylls as compared to what is observed with 30 min 322 

extraction time. This means that xanthophylls extraction is already completed or almost completed at 30 323 

min of extraction time. Therefore, it seems useless to waste CO2 and ethanol with longer extraction 324 

times. After 30 min of SFE in the best conditions for xanthophylls extraction, a consumption of 30 min* 3 325 

mL/min*0.830=74.7 g CO2 is already achieved, which comes down to 149 kg CO2 per kg of sample. Such 326 

CO2 consumption, although being quite high, is in accordance with the summary of CO2 consumptions in 327 

SFE applied to fruits and vegetables matrices performed by De Melo, Silvestre, & Silva, (2014). CO2 328 

recycling can be used in pilot-scale or industrial-scale installations. 329 
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 330 

Figure 4: P e isio  p ofile s outputs of JMP  soft a e afte  a i izatio  of the desi a ilit  fu tio  331 

for extraction yields, C, in µg/g of fruit powder: Optimum extraction conditions are given while curves 332 

show how factors level changes affect the extraction yield. Lutein (a), zeaxanthin (b), β-cryptoxanthin (c), 333 

β-carotene (d). 334 
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Finally, it was somewhat surprising to observe that a CO2 flow of 3 mL/min instead of a CO2 flow of 1 335 

mL/min was part of the worst experimental extraction conditions (100 bars, 60°C, 30 min, 5% ethanol 336 

(w/w) and 3 mL/min CO2 flow). To explain this counter-intuitive observation, we hypothesize that the 337 

residence time of CO2 in the extractor is too low with such extraction conditions thus limiting the 338 

available time for solutes to solubilize into the mixture CO2-ethanol. Our DoE did not contain an 339 

experiment with 100 bars, 60°C, 30 min, 5% ethanol (w/w) and 1 mL/min CO2 flow. So we could not 340 

check this hypothesis experimentally. However and for example, when applying 1 mL/min in the 341 

prediction profiler of our DoE in JMP10 (Figure 4), a predicted extraction yield of 7.40 ± 0.83 µg lutein/g 342 

of persimmon powder was obtained. This predicted yield is significantly higher as compared to the yield 343 

of 5.01 ± 0.01 µg lutein/g of persimmon powder experimentally observed (see Table 2) when using 3 344 

mL/min CO2 flow. This tends to show that, in some conditions, increasing the CO2 flow does not 345 

systematically increase the extractions yields and that the residence time of CO2 in the extractor must 346 

also be considered, especially when using low density CO2. 347 

 348 

3.3.2. β-carotene extraction 349 

As can be seen in Table 2, the experimental SFE conditions leading to the best β-carotene extraction 350 

yield of 11.19 ± 0.47 µg/g of persimmon powder were 100 bars, 40 °C, 30 min, 25 % EtOH and 1 mL/min 351 

CO2 . However, this  yield is not significantly different from the one (10.56 ± 0.62 µg/g) achieved with the 352 

best experimental SFE conditions observed for xanthophylls (300 bars, 60 °C, 30 min, 25 % Ethanol (w/w) 353 

and 3 mL/min CO2).Table 2 clearly shows that a good extraction yield of β-carotene can be achieved with 354 

moderate CO2 density (d=0.558 g/mL at 100 bars-40°C) and CO2 flow (1 mL/min) ensuring a sufficient 355 

contact time between CO2 ethanol and the solutes to be extracted. Although β-carotene is a nonpolar 356 

molecule, its high molecular weight implies the use of high mass % of ethanol as co-solvent (25 %). Once 357 

more, extraction time of 30 min only was enough to achieve the best experimental β-carotene extraction 358 

yield. In accordance with our observations on xanthophylls extraction, this means that β-carotene 359 

extraction can be completed before or at 30 min extraction time, in appropriate conditions. Taking a look 360 

to the worst SFE conditions for β-carotene extraction, which were found to be the same as for 361 

xanthophylls (100 bars, 60°C, 30 min, 5 % ethanol (w/w) and 3 mL/min CO2 flow), we can observe that an 362 

increase from 40°C (best conditions) to 60°C (worst conditions), together with a CO2 flow increase and 363 

decrease of the ethanol %, has a negative effect on the β-carotene extraction yield, which falls from 364 

11.19 ± 0.47 to 6.36 ± 0.47 µg /g of persimmon powder. Next to the smaller amount of ethanol used, this 365 

observation is also likely to be due to (i) a strong decay of the CO2 density (d=0.291 g/mL at 100 bars-366 
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60°C) not counter-balanced by the β-carotene vapor-pressure increase and (ii) to a moderate CO2 flow of 367 

2 mL/min. According to Table 2 it however appears that, passing from the best to the worst 368 

experimental condition tested, β-carotene extraction is less affected in relative value as compared to 369 

xanthophylls. Indeed, β-carotene extraction yield is less than two times decreased whereas lutein, 370 

zeaxanthin and β-cryptoxanthin extraction yields are about three times, four times and five times 371 

reduced, respectively.  372 

3.3.3. SFE Extraction modeling  373 

3.3.3.1 Xanthophylls SFE extraction modeling 374 

As can be seen in Table 3 and data in supplementary materials, the use of a second order linear model 375 

with only two-factors interactions (equation 1) was shown to provide satisfying predictions, of the 376 

experimentally observed carotenoids yields. Only terms with factors and two-factor interactions showing 377 

p-value below 0.05 were kept. R² values of 0.90, 0.91, 0.88, 0.89 and 0.89 were hence observed with 378 

lutein, zeaxanthin, β-cryptoxanthin, β-carotene and the sum of the latter, respectively. Average 379 

extraction yields over the 56 extractions were found to be 9.46 ± 2.41, 11.08 ± 2.81 , 19.36 ± 5.42, 8.89 ± 380 

1.26  and 48.82 ± 11.46 µg/g of persimmon powder with lutein, zeaxanthin, β-cryptoxanthin, β-carotene 381 

and the sum of the latter, respectively. These results are quite in accordance with Zhou, Zhao, Sheng, 382 

Tao, & Yang, (2011) who used organic solvent extraction at atmospheric pressure, and Zaghdoudi et al, 383 

(2015), who used pressurized organic solvent extraction, also called accelerated solvent extraction (ASE). 384 

Both authors observed that all-trans-β-cryptoxanthin was the most abundant of the four carotenoids in 385 

persimmon (Diospyros kaki), followed by zeaxanthin. However, and as observed with accelerated solvent 386 

extraction, the SFE extraction gives much better extraction results for lutein as compared to what was 387 

observed by Zhou , Zhao, Sheng, Tao, & Yang, (2011) with extraction at atmospheric pressure (9.46 ± 388 

2.41 µg/g in this study versus 0.69 ± 0.64 µg/g in Zhou and others study). 389 

Next to the quantitative aspects and quality of the predictive model for the four carotenoids and their 390 

sum, it can be seen from Table 3 and Figure 4 that, whatever the studied carotenoids, pressure, P, and % 391 

ethanol, E, are the most significant factors affecting extraction (strong coefficient with associated p-value 392 

< 0.0001). Time comes in third position, while Temperature (T), and CO2 flow (F), do not appear as 393 

significant factors, excepted for β-carotene. The extraction models of the three xanthophylls are, except 394 

for few minor interactions, quite similar in terms of trends and, as seen previously in Table 3, the best 395 

experimental SFE conditions for their extraction are the same (P= 300 bars, T=60°C, time= 30 min, 396 
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E=25%, F=3 mL/min) and are close to the ones (based on the model) suggested by the outputs of the 397 

prevision profiler of JMP10 software presented in Figure 4. 398 

Table 3.  Model parameters coefficients (and their associated p-values between brackets) for the 399 

prediction of the SFE extraction yields of carotenoids from persimmon. Coefficients have to be used with 400 

coded levels for each factor (for instance 100 bars is equivalent to - , et … . 401 

Model 

parameters 

Parameters coefficients and their associated p-value 

lutein  zeaxanthin β-cryptoxanthin β-carotene   4 carotenoids 

P (bar) 2.1202 
(< 0.0001) 

2.3123 
(< 0.0001) 

4.1043 
(< 0.0001) 

0.4723 
(< 0.0001) 

9.0092 
(<0.0001) 

E (%) 1.1482 
(< 0.0001) 

1.5522 
(< 0.0001) 

3.1322 
(<0.0001) 

0.7031 
(< 0.0001) 

6.5357 
(< 0.0001) 

time (min) 0.3581 
(0.0140) 

0.5482 
(0.0019) 

NS 0.2528 
(0.0053) 

1.7972 
(0.0171) 

T (°C) NS NS NS -0.4221 
(<0.0001) 

NS 

F (mL/min) NS NS NS -0.1825 
(0.0397) 

NS 

P*P 2.2788 
(< 0.0001) 

2.5277 
(< 0.0001) 

3.9110 
(<0.0001) 

0.3551 
(0.1145)* 

9.7094 
(< 0.0001) 

P*E 0.6807 
(< 0.0001) 

0.5416 
(0.0036) 

0.9344 
(0.0181) 

NS 2.2593 
(0.0053) 

P*F 0.5980 
(0.0002) 

0.7222 
(0.0002) 

1.5491 
(0.0002) 

0.3591 
(0.0003) 

3.2285 
(0.0001) 

T*F NS -0.4619 

(0.0117) 

-0.7666 

(0.0499) 
NS -1.5802 

(0.0457) 

F*E 0.5158 
(0.0012) 

0.5425 
(0.0035) 

1.1592 
(0.0039) 

NS 2.3372 
(0.0040) 

T*T -1.0244 

(0.0073) 

-1.0921 
(0.0150) 

NS NS -3.2855 
(0.0884)* 

time*E NS -0.4306 
(0.0182) 

-1.3052 
(0.0014) 

-0.1748 
(0.0576)* 

NS 

F*F -0.9515 
(0.0168) 

-1.7150 
(0.0005) 

-3.7862 
(<0.0001) 

-1.7700 
(<0.0001) 

-7.3162 
(0.0006) 

P*time NS -0.3858 
(0.0333)* 

-0.9676 
(0.0146) 

-0.2248 
(0.0161) 

-1.7754 
(0.0257) 

F*time NS NS -0.9068 
(0.0215) 

-0.4066 
(<0.0001) 

-1.7658 
(0.0264) 

P*T 0.3258 
(0.0334) 

0.3805 

(0.0356) 

1.0996 
(0.0060) 

0.3832 
(0.0001) 

NS 

T*time NS NS -0.7780 
(0.0467) 

(-0.2292) 
(0.0143) 

-1.4961 
(0.0578) 

T (°C) NS NS NS -0.4221 
(<0.0001) 

NS 

T*E NS NS NS -0.3489 
(0.0004) 

NS 

E*E NS NS NS 0.8536 
(0.0004) 

NS 

R² 0.90 0.91 0.88 0.89 0.89 
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NS: Non significant parameters (coefficient p-value < 0.05). 402 

*: these parameters were kept because their coefficient p-value was only slightly higher than 0.05, with non-negligible 403 

improvement of the absolute yields in carotenoids. 404 

For instance, for lutein, the best extraction conditions identified through our design of experiment and in 405 

our experimental domain are P=300 bars, T=51.6 °C, time=110 min, E=25% and F=2.6 mL / min, leading 406 

to a predicted extraction yield, of 16.19 ± 0.90 µg of lutein per g of persimmon powder. But since time 407 

only slightly affects the extraction yields between 30 and 110 min, it appears much more appropriate to 408 

fix it at 30 min. Doing so, a predicted extraction yield of 15.47 ± 0.89 µg of lutein per g of persimmon 409 

powder is obtained, which is not significantly different from what is predicted using 110 min instead of 410 

30 min extraction time (Figure 5) and also not so different from the  15.46 ± 0.56 µg lutein per g of 411 

persimmon powder effectively observed in the best experimental conditions mentioned in Table 2. This 412 

also confirms that (i) the lutein extraction is completed before 30 min of extraction and (ii) that it is 413 

therefore possible, by using 30 min or less as extraction time instead of 110 min, to also significantly 414 

decrease CO2 and ethanol consumption. According to the prediction profiler, using (P=300 bars, T=51 °C, 415 

time=30 min, E=25%, F=2.4 mL/min) would lead to 18.67 ± 1.19 µg of zeaxanthin per g of persimmon 416 

powder, which is not significantly different from the experimentally observed 16.81 ± 1.19 µg of 417 

zeaxanthin per g of persimmon powder effectively observed in our best experimental conditions. In the 418 

same way, using (P=300 bars, T=60°C, time=30 min, E=25%, F=2.4 mL/min) would lead to 35.98 ± 2.55 µg 419 

of β-cryptoxanthin per g of persimmon powder, which is not significantly different from the 420 

experimentally observed 33.23 ± 2.91 µg of β-cryptoxanthin per g of persimmon powder effectively 421 

observed in the best experimental conditions.  422 

 423 

 424 

 425 

 426 
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 427 

Figure 5: Extracted vs predicted extraction yields of carotenoids (in µg/g fruit powder) for the four 428 

individual carotenoids and their sum. Dotted lines represent the average extraction yields over 56 429 

e t a tio s. Lutei  a , zea a thi  , β- pto a thi  , β-carotene (d), sum of the four carotenoids 430 

(e). 431 
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3.3.3.2 β-carotene SFE extraction modeling. 432 

As seen in Table 3, the model equation describing β-carotene SFE extraction yields is different as 433 

compared to what was observed with xanthophylls. β-carotene extraction is affected by the five factors 434 

of the odel, espe iall  etha ol, te pe atu e a d p essu e. Whe  looki g at JMP  p edi tio  p ofile s 435 

outputs on Figure 4, one clearly visualizes that, after maximization of the desirability function (which 436 

corresponds to a maximization of the predicted extraction yield  based on coefficients from Table 2 in 437 

our experimental domain), the prediction profiles are quite similar for xanthophylls extraction and these 438 

profiles are strongly different from the one of β-carotene extraction, showing the importance of the lack 439 

of polar groups in β-carotene as compared to xanthophylls. According to this prediction profiler, the best 440 

predicted extraction conditions for β-carotene are P=100 bars, T=40°C, time=110 min, E=25 % and F=1.73 441 

mL/min. In these conditions, a predicted extraction yield of 12.48 ± 0.47µg of β-carotene per g of 442 

persimmon powder is observed, which is only very slightly better than the best β-carotene extraction 443 

yield of 11.19 ± 0.69 µg/g, which was experimentally observed in almost similar and more economical 444 

conditions: 100 bars, 40°C, 30 min, 25% ethanol and 1 mL/min CO2 flow.  445 

Since, for xanthophylls as well as for β-carotene, no significant differences were found between the best 446 

extraction yields experimentally observed (and the corresponding extraction conditions) and the best  447 

extraction yields predicted by the models (and their corresponding extraction condition), it appeared 448 

useless to perform validation experiments in the best predicted conditions. One can finally note that the 449 

best extractions yields experimentally observed or predicted are often requiring extreme levels for the 450 

factors of our  DoE, which means that the optimum conditions leading to maximized extraction yields are 451 

somewhere outside of our experimental domain. For instance and besides other factors, it is obvious 452 

that it would have been interesting to use pressure above 300 bars and temperature above 60 °C in 453 

order to find the real technical (not economical) optimum conditions instead of the best conditions in 454 

our experimental domain. We could not do so due to materials limitations and related safety aspects. 455 

3.3.4. Factors interaction in our experimental domain 456 

Factors interactions are often not really discussed in most of articles on SFE extraction. Figure 6 shows 457 

the interaction matrices generated with JMP10 for β-cryptoxanthin and β-carotene. For xanthophylls, 458 

only interactions related to β-cryptoxanthin extraction are discussed below because the three 459 

xanthophylls extractions are very close in terms of modeling (key factors, factors interactions and factors 460 

levels). When two interaction curves are parallel this means that there is no significant interaction 461 

between corresponding factors. The main observations below, besides other observations, are made in 462 

our experimental domain only. 463 
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3.3.4.1 Trends in factors interactions related to β-cryptoxanthin extraction.  464 

Many observations can be made from Figure 6a. Whatever the temperature, the yield strongly increases 465 

when pressure increases. At 300 bars, the best yield is achieved at 60°C, while at 100 bars the yield is 466 

higher at 40°C. The intercept between both curves at about 250 bars means that, above this pressure, 467 

the decay in CO2 density (and therefore solvent power) when working at 60°C instead of 40°C, is 468 

counterbalanced by the increase in β-cryptoxanthin vapor pressure, thus leading to a better solubility of 469 

β-cryptoxanthin in a CO2 that is however less dense at 60°C (0.832 g/mL at 300 bars) than at 40°C (0.929 470 

g/mL at 300 bars). In a more general standpoint, for any other factor, much better yields are always 471 

observed at 300 bars than at 100 bars. For a given CO2 flow, better yields are always observed when 472 

pressure increases. When pressure rises from 100 to 300 bars, the use of 3 mL/min CO2 flow gives a 473 

much better yield than 1 mL/min. Whatever the other factors, there is no positive effect of a rise of 474 

extraction time from 30 min to 110 min on the yield, meaning that 30 min extraction time is enough to 475 

complete the extraction. Better yields are always observed with 25% ethanol. There is never a positive 476 

effect of a rise in extraction time from 30 min to 110 min on the yield, meaning that 30 min extraction 477 

time is enough to complete the extraction. Whatever the other factor, better yields are observed at 3 478 

mL/min CO2 flow. 479 

 480 

 481 

 482 

 483 

 484 

 485 

 486 

 487 

 488 

 489 

 490 
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 503 

 504 

 505 

 506 

 507 

 508 

 509 

Figure 6: JMP  i te a tio s p ofile s output at i  fo  β-cryptoxanthin (a) and β-carotene (b) SFE 510 

extraction (P, Pressure; T, Temperature; F, Flow; time; E, Ethanol %). 511 

 512 

(a) 

(b) 
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3.3.4.2 Trends in factors interactions related to β-carotene extraction.  513 

According to Figure 6b, whatever the other factor, the yield is always better at 40°C (high density CO2) 514 

than at 60°C. The difference between yields at 40°C and 60°C, at 1 mL/min and 3 mL/min, at 110 min and 515 

30 min extraction time, decreases when pressure increases. Whatever the pressure, high CO2 flow rate 516 

of 3 mL/min is never the good choice and1 mL/min is preferable. Whatever the pressure between 100 517 

and 300 bars, 110 min extraction time provides slightly but not significantly better extraction yields than 518 

30 min extraction time. Whatever the other factor, 25% ethanol (w/w) gives significantly and logically 519 

better extraction yields. Not surprisingly, because of changes in density, the yield decreases more at 100 520 

bars than at 300 bars, when the temperature increases. At 60°C, the CO2 density is still of 0.832 g/mL at 521 

300 bars while it is only 0.293 g/mL at 100 bars. In any case, 100 bar and 40°C appears as a good choice 522 

for β-carotene SFE extraction because in these conditions, the CO2 density (0.565 g/mL) is much lower 523 

than the one of CO2 at 300 bars and 40°C (0.929 g/mL) for equivalent extraction yields. So using low 524 

pressure (100 bars) CO2 at 40°C is technically and economically preferable (lower energy consumption 525 

for the pumps and CO2 saving).  526 

3.4 Comparison of SFE extraction yields with Soxhlet extraction yields 527 

Data shows the relative extraction yields achieved in the best SFE extraction conditions identified in our 528 

experimental plan for xanthophylls and for β-carotene are not shown (Figure 7) In this case the yields 529 

achieved with the Soxhlet extractions were taken as a 100 % reference. Under the best SFE conditions 530 

identified for xanthophylls extraction (300 bars, 60°C, 3 mL/min, 25 % ethanol (w/w), 30 min), relative 531 

extraction yields of 128 %, 124 %, 153 %, 121 % and 135 % were observed with lutein, zeaxanthin, β-532 

cryptoxanthin, β-carotene and their sum, respectively. When using the best SFE conditions for β-533 

carotene extraction (100 bars, 40°C, 2 mL/min, 25% ethanol (w/w), 30 min), significant decay in relative 534 

yields were observed for xanthophylls relative yields, which felt in the range [70-90%], while β-carotene 535 

reached a relative yield of 126 %. These good relative yields show the efficiency of the SFE extraction 536 

since they were achieved in one step extraction with environmentally friendly solvents (CO2 and 537 

ethanol), after only 30 min extraction time instead of 6 hours with the Soxhlet method. SFE extraction 538 

also required 33 mL ethanol for the xanthophylls extraction and 15 mL for the β-carotene in their 539 

respective best extraction conditions, which is preferable as compared to the 250 mL of methanol: THF 540 

1:1 (v/v) mixture used for each Soxhlet extraction.  541 
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 542 

Figure 7: Best relative SFE extraction yields expressed in % for xanthophylls (black bars) and all-trans-β-543 

carotene (white bars).Soxhlet extraction was used as the reference method (n=2) and the relative 544 

extraction yields was expressed in % as [(yield in µg/g of fruit powder achieved with SFE 545 

extraction)/(yield in µg/g of fruit powder achieved with the Soxhlet reference extraction)]*100 546 

4. Conclusion 547 

With help of a response surface methodology and based on the use of a small scale SFE installation with 548 

accurate control of process factors, we could investigate the effect of 5 key factors (pressure, 549 

temperature, CO2 flow, co-solvent mass %, extraction time) on the extraction yield of carotenoids from 550 

persimmon as well as their interactions in the experimental domain 100-300 bars , 40-60°C, 1-3 mL/min 551 

CO2 flow, 5-25 % (w/w) ethanol, and 30-110 min extraction time. Next to the identification of the best 552 

extraction conditions in our experimental domain, the DoE revealed that the SFE extractions of 553 

xanthophylls such as β-cryptoxanthin and of carotenes such as β-carotene require quite different factors 554 

levels in pressure and temperature, with different consequences in terms of CO2 density (solvent power) 555 

and likely carotenoids vapour pressure, but also in terms of CO2 flow. β-cryptoxanthin was better 556 

extracted at 300 bars, 60°C, 3 mL/min CO2, 25 % ethanol and 30 min (high CO2 density at high 557 

temperature with high CO2 flow). β-carotene was better extracted at 100 bars, 40°C, 1 mL/min CO2, 25 % 558 

ethanol and 30 min (moderate CO2 density at low temperature with low CO2 flow). In the best extraction 559 

conditions of our experimental domain, carotenoids extraction from our 0.5 g fruit powder was already 560 

completed after 30 min with better yields than the ones observed with the reference Soxhlet method. 561 

Such information obtained with a small scale installation may be helpful for the design of large scale 562 

carotenoids SFE extraction processes. 563 
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VI Propriétés de quenching d'oxygène singulet des caroténoïdes 

VI.1 Contexte 

Dans les deux chapitres précédents, ous a o s is e  ide e l i t t de l e t a tio  a l e pa  

solvant sous pression (ASE). Trois facteurs ont été étudiés : la température (40, 60 ou 80°C), le % de 

méthanol dans un solvant binaire méthanol : THF ,  ou  % , et le te ps d e t action au travers 

du nombre de cycles d e t a tio s statiques de 5 min. Ainsi nous avons utilisé le CO2 supercritique en 

ta t ue sol a t supe iti ue, e  p se e d tha ol o e osol a t afi  d e t ai e aussi ie  les 

carotènes que les xanthophylles à partir des persimmon. Afin de rechercher les conditions optimales 

d e t a tio , ous a o s utilis  avec succès une approche par plan d'expériences basée sur la définition 

de surfaces de réponse via u  pla  e t al o posite à fa es e t es α= . Cinq facteurs ont été 

considérés : pression (P, bars), température (T, °C), débit de CO2 (D, mL/min), pourcentage en cosolvant 

(E, % éthanol), temps d'extraction (t, min), avec trois niveaux par facteur.  

Après avoir acquis une meilleur compréhension et une maîtrise de l'extraction des caroténoïdes à partir 

des persimmon, abricot et pêche et la comparaison de leur profils caroténoïdiques après l'optimisation 

de l'extraction par ASE et CO2 supercritique + solvant, ces études nous ont permis de mettre en évidence 

l i t t des deu  p o d s d'e t a tio  o pa  à la thode de f e e e t a tio  pa  “o hlet  

pou  l e t a tio  de a ot oïdes issue des t ois f uits. 

L'extraction par solvant accélérée (ASE), rarement appliquée à des matrices alimentaires dans la 

litt atu e, s est l e pa ti uli e e t effi a e pou  l tude des p ofils a ot noïdiques des 3 fruits 

étudiés. Le modèle d'extraction optimisé à 40°C, (MeOH/THF) (20/80) (v/v) pendant 5 min en 

consommant des petits volumes de solvant (30 ± 1,5 mL) comparé à l'extraction conventionnelle à 

pression atmosphérique, nous a servi comme un support de départ pour la purification et la séparation 

des caroténoïdes à partir des fruits de persimmon, étant donné la grande variété et la quantité de 

caroténoïdes (xanthophylles mais aussi carotènes) observés dans ce fruit.  

Dans le but d'étudier le potentiel des caroténoïdes extraits et purifiés à partir des fruits de persimmon, 

nous avons utilisé le modèle déjà obtenu au cours de l'extraction avec ASE. La purification a été 

effectuée pour les caroténoïdes extraits via de o eu  u s d HPLC se i-préparative sur phase C30, 

en adaptant le gradient aux nouvelles conditions opératoi es olu e d i jection = 3,5 mL et débit de 

phase mobile = 4 mL/min).  
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Afin d'évaluer le potentiel d'inhibition d'oxygène singulet des caroténoïdes extraits et purifiés, nous 

utilisons la porphyrine P1COOH pour la production d'oxygène singulet. Ce photosensibilisateur est 

synthétisé par notre équipe et présente des rendements quantique de formation d'1O2 de 0,70 dans 

l'éthanol et 0,87 dans le toluène. Au cours de cette étude, les spectres de fluorescence des caroténoïdes 

sont enregistrés ainsi que les durées de vie d'1O2 en présence de concentrations croissantes en 

caroténoïdes. Nous avons estimé l'efficacité de quenching  à travers la constante KQ determinée à partir 

des courbes de Stern-Volmer. 

 

Cette tude a fait l o jet d u  a us it sou is à  la e ue Photochemistry and Photobiology en 

octobre 2015.
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Abstract 35 

Carotenoid pigments were extracted and purified from persimmon fruits using accelerated solvent 36 

extraction (ASE). 11 pigments were isolated and 5 of them could be identified as all-trans-37 

violaxanthine, all-trans-lutein, all-trans-zeaxanthin all-trans-cryptoxanthin and all-trans-β-carotene. 38 

Absorption and fluorescence spectra were recorded. In order to evaluate the potential of 1O2 39 

quenching of the purified carotenoids, we used a porphyrin (P1COOH) as photosensitizer to produce 40 

1O2. The rate constants of singlet oxygen quenching (Kq) have been determined by monitoring the 41 

near-infrared (1270 nm) luminescence of 1O2 produced by photosensitizer excitation. The lifetime of 42 

singlet oxygen were measured in the presence of increasing concentrations of carotenoids using 43 

hexane as solvent. Results of the recorded Kq values shows that, all-trans-β-cryptoxanthin, all-trans-44 

β-carotene, all-trans-lycopene and all-trans-zeaxanthin quenches singlet oxygen efficiently in hexane 45 

with associated Kq values of 1.6 109, 1.3 109, 1.1 109 and 1.1 109 M-1s-1 respectively, whereas low Kq 46 

(less than 109 M-1s-1) were recorded for lutein, violaxanthin, 5,6-epoxy-α-carotene and the not 47 

identified xanthophyll. 48 

 49 

 50 

Keywords: persimmon, carotenoids, purification, singlet oxygen, quenching, porphyrin. 51 
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1. Introduction 69 

Carotenoids are one of the most widespread lipidic soluble pigments in nature; more than 750 70 

naturally occurring carotenoids have been identified. They are produced as secondary metabolites by 71 

all photosynthetic organisms (plants, fungi, yeasts and non-photosynthetic bacteria) but there are 72 

merely accumulated from the diet in human and animals (Rodriguez-Amaya, Rodriguez, & Amaya-73 

Farfan, 2006; Rodriguez-Concepcion, 2010). Carotenoids contribute to both organoleptic and 74 

nutritional properties of food and food by-products providing red, yellow or orange colors for fruits 75 

and vegetables. They are used as food colorants in other foods and animal products such as egg yolk, 76 

butter, crustaceans, trout, salmon and shrimp (Britton, Liaaen-Jensen, & Pfander, 2009). They 77 

o t i ute also to the pig e tatio  of i ds  plu age (LaFountain, Pacheco, Prum, & Frank, 2013). 78 

Generally most carotenoids can be derived from C40 tetraterpenoids polyene backbone including a 79 

system of conjugated double bonds in which the  electrons are effectively delocalized over the 80 

entire chain; the skeleton can carry cyclic ends groups with substitution of functional groups 81 

containing oxygen (W. Stahl & Sies, 2003). Through their structure, carotenoids are classified into 82 

two main groups (i) carotenes called also carotenoids hydrocarbon containing only carbon and 83 

hydrogen (ii) xanthophylls or oxygenated carotenoids which may contain different functional groups 84 

(epoxy, methoxy, hydroxy, carbonyl and carboxyl acid groups) (Ibañez, Herrero, Mendiola, & Castro-85 

Puyana, 2011; Rivera & Canela, 2012). The most characteristic feature of carotenoids is light 86 

absorption of the long conjugated double bonds system in the high-energy zone of the visible region 87 

(400-500 nm). Such conjugated chain structure is crucial for the functioning of carotenoids especially 88 

in photosynthetic organisms and photoprotection in all living organisms, (Fiedor & Burda, 2014). 89 

Carotenoids are involved in photosystem assembly, light harvesting providing protection from excess 90 

light absorption through the energy dissipation and radical detoxification (Namitha & Negi, 2010). 91 

Besides the role of carotenoids in photosynthesis and photoprotection, they are involved in 92 

prevention of several human diseases. Many lines of evidence support their cardioprotective role, 93 

higher levels of serum carotenoids has shown to be associated with decreased risk of NT-pro and 94 

BNP le els suggesti g the p e e tio  f o  a dia  o e load. High le el of lutei  a d β-cryptoxanthin 95 

in human plasma were suggested to prevent from the acute myocardial infarction (Koh, Yuan, Wang, 96 

Lee, Lee, Yu, et al., 2011; Suzuki, Ishii, Kitagawa, Kuno, Kusuhara, Ochiai, et al., 2013).  97 

(Fuhrman, Elis, & Aviram, 1997) have shown that the antioxidant e ha is  of β-carotene and 98 

lycopene is responsible both in reducing the LDL cholesterol level and in the inhibition of HMG-CoA 99 

edu tase.  µM o e t atio s of β-carotene and lycopene have shown to lowers the risk of 100 

cardiovascular disease (CVD) by inhibiting the synthesis of cholesterol in microphage cell lines. Many 101 
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investigation and epidemiologic study has proven that carotenoids reduce and prevent the 102 

development of ROS-mediated disorders related to oxidative stress through their antioxidant activity, 103 

and represent a part of the antioxidant defense system in the human organism (Perera & Yen, 2007). 104 

Some prospective studies have shown a correlation between the consumption of carotenoids rich 105 

fruits and vegetables and a decreased risk of many types of cancer (Block, Patterson, & Subar, 1992; 106 

Key, 2011; Steinmetz & Potter, 1996; Temple, 1999; Temple & Gladwin, 2003; Willett, 2010). 107 

Lycopene is regarded as a potent agent against the risk of prostate cancer, through the enhancement 108 

of the oxidation stress defense system (Wertz, Siler, & Goralczyk, 2004), α, a d β-carotene was 109 

reported to decrease liver tumor development (Murakoshi, Nishino, Satomi, Takayasu, Hasegawa, 110 

Tokuda, et al., 1992). Other epidemiological data suggest the anticancer properties of canthaxanthin, 111 

it was reported that canthaxanthin exerted cancer chemopreventive activities in UV-B induced 112 

mouse skin tumorigenesis and breast carcinogenesis (Grubbs, Eto, Juliana, & Whitaker, 1991; 113 

Santamaria, Bianchi, Arnaboldi, Ravetto, Bianchi, Pizzala, et al., 1988), it can also suppress human 114 

colon cancer cells proliferation (Onogi, Okuno, Matsushima-Nishiwaki, Fukutomi, Moriwaki, Muto, et 115 

al., 1998), astaxanthin exhibit inhibitory activity in relation to cancer development in urinary bladder 116 

(Kuno, Hirose, Yamada, Hata, Qiang, Asano, et al., 2006; Tanaka, Morishita, Suzui, Kojima, Okumura, 117 

& Mori, 1994), and colorectum (Tanaka, Kawamori, Ohnishi, Makita, Mori, Satoh, et al., 1995) 118 

through cell proliferation suppression. 119 

High on the list of carotenoids functions is protection against damage mediated by light, they can act 120 

as quencher to prevent the formation of 1O2, in biological systems (plants chloroplast, photosynthetic 121 

bacteria and blood serum) and in presence of sensitizers such as bacteriochlorophyll, chlorophyll or 122 

protoporphyrin IX, which absorb light and generate 1O2, carotenoids can quench the triplet state 123 

energy from the sensitizer or from 1O2 (Britton, Liaaen-Jensen, & Pfander, 2008). Foote et al. were 124 

the first to carry out a comprehensive study of 1O2 quenching mechanisms by β-carotene (Foote, 125 

Chang, & Denny, 1970a, 1970b; Foote & Denny, 1968; Foote, Denny, Weaver, Chang, & Peters, 126 

1970). They observed two mechanisms: quenching of triplet state PS or 1O2 by carotene and 127 

isomerization of cis-β-carotene to trans-β-carotene after energy transfer with oxygen. 128 

Most of the carotenoids extraction process follows a standard path: (i) release of carotenoids 129 

pigments from their matrices, (ii) impurities removal with liquid-liquid or solid-liquid extraction 130 

(Oliver & Palou, 2000), (iii) the saponification of the extract to remove chlorophylls and lipids to 131 

release pigments in a clean form specially xanthophylls which are usually found in fatty-acid 132 

esterified form. Traditional extraction techniques using organic solvent are reported to consume a 133 

huge solvents volumes, time demanding and present low extraction yield, selectivity and 134 

reproducibility (Amorim-Carrilho, Cepeda, Fente, & Regal, 2014; Murillo, Giuffrida, Menchaca, Dugo, 135 
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Torre, Melendez-Martinez, et al., 2013). However automated laboratory scale such as accelerated 136 

solvent extraction (ASE) remains a good alternative for carotenoids extraction since it involves the 137 

use of liquid solvents at elevated temperature and pressure which allow a liquid extraction solvent 138 

form above its boiling point (Mendiola, Herrero, Cifuentes, & Ibanez, 2007; Mustafa & Turner, 2011). 139 

Other problems associated with carotenoids analysis is the unavailability of standard compounds 140 

with high purified form, due to their instability as well as the presence of the cis isomers in such 141 

compounds, (Oliver & Palou, 2000). Extensive research detailing extractions steps from plant tissues 142 

and analytical methods to assay carotenoids in food matrices are well reviewed (Amorim-Carrilho, 143 

Cepeda, Fente, & Regal, 2014; Arvayo-Enriquez, Mondaca-Fernandez, Gortarez-Moroyoqui, Lopez-144 

Cervantes, & Rodriguez-Ramirez, 2013; Kimura & Rodriguez-Amaya, 2002; Mustafa & Turner, 2011). 145 

One particular application of these carotenes for 1O2 quenching is their use in the construction of 146 

Photo Molecular Beacons (PMB). PMB are molecular structures characterized by a change in the 147 

photophysical properties after activation by a biological target. They are composed of an energy 148 

acceptor and an energy donor, connected by a link (usually a peptide) sensitive to an endogenous 149 

stimulus. In the initial state, the acceptor and the donor are maintained sufficiently close to allow a 150 

transfer of energy and thus prevent the photophysical properties of the donor to be expressed. In 151 

the field of photodynamic therapy (PDT), this concept has been developed by the Zheng's team to 152 

increase the selectivity of the treatment (Zheng, Chen, Stefflova, Jarvi, Li, & Wilson, 2007). Indeed, 153 

they coupled a pyropheophorbide-a as a donor to a carotenoid as an acceptor via a peptide 154 

selectively cleaved by caspase-3. GDEVDGSGK was chosen as the peptide sequence. In proximity of 155 

the PS, the carotenoid quenches 1O2 generation through PS triplet-state energy transfer and/or 1O2 156 

scavenging. In presence of caspase-3, a cleavage of the peptide was observed and the 157 

pyropheophorbide's photophysical properties restored (Chen, Stefflova, Niedre, Wilson, Chance, 158 

Glickson, et al., 2004). Since then, different PMB have been designed using pyropheophorbide-a and 159 

Black Hole Quencher 3 (BHQ3) as donor/acceptor pair, targeting different substrates (Chen, Jarvi, Lo, 160 

Stefflova, Wilson, & Zheng, 2007; Chen, Liu, Lo, Wilson, & Zheng, 2009; Lo, Chen, Stefflova, Warren, 161 

Navab, Bandarchi, et al., 2009; Lovell, Chen, Huynh, Jarvi, Wilson, & Zheng, 2010; Lovell, Chen, Jarvi, 162 

Cao, Allen, Liu, et al., 2009). Our team also developed a PMB triggering Matrix Metalloproteinases-2 163 

and -9 (Verhille, Benachour, Ibrahim, Achard, Arnoux, Barberi-Heyob, et al., 2012). 164 

The aim of the study was to try to find new carotenoids, which would have a potential application in 165 

PDT as 1O2 quenchers. We extracted and purified 11 carotenoids from persimmon fruit cultivated in 166 

Tunisia and known for its richness in carotenoids pigments, using accelerated solvent extraction 167 

(Zaghdoudi, Pontvianne, Framboisier, Achard, Kudaibergenova, Ayadi-Trabelsi, et al., 2015). After 168 

purification, we could determine the structure of 5 of them and evaluated their potential as singlet 169 
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oxygen quencher in hexane. 170 

 171 

2. Materials & Methods 172 

2.1. Chemicals 173 

All-trans-β-carotene (Type II synthetic, purity > 95%), lutein from marigold, β-cryptoxanthin (purity > 174 

97%), zeaxanthin (purity > 95%), lycopene from tomato (purity > 90 %), butylated hydroxy toluene 175 

BHT, pu it  ≥ %  a d t ieth la i e TEA, pu it  ≥ %  e e o tai ed f o  “ig a-Aldrich 176 

(Shnelldorf, Germany). HPLC organic solvents were of analytical grade: methanol (MeOH), absolute 177 

ethanol (EtOH), chloroform and hexane were from Carlo Erba (Val-de-Reuil, France), methyl-tert-178 

butyl-ether (MTBE) was from Fisher Scientific (Loughborough, UK), petroleum ether (PE) was from 179 

VWR Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). Ultrapure water was obtained from a purified water 180 

system Arium® UV f o  “a to ius Götti ge , Ge a  ith a esisti it  of .  MΩ* . “odiu  181 

chloride (NaCl, purity > 99%) and potassium hydroxide (KOH, purity > 99%) were obtained from VWR 182 

Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). Florisil 100-200 mesh (Sigma-Aldrich, Shnelldorf, Germany). 183 

Liquid Nitrogen was from Air Liquide (Nancy, France). The synthesis of 5-(4-carboxyphenyl)-10,15,20-184 

triphenyl porphyrin (P1COOH) has been described elsewhere (Chouikrat, Champion, Vanderesse, 185 

Frochot, & Moussaron, 2015). 186 

2.2. Fruit materials 187 

The present study focuses on persimmon fruit (Diospyros kaki. L) cultivated in Tunisia (persimmon 188 

k o  u de  the appellatio  K i a ;  pe si o s f uits e e ha ested at full atu it  f o  189 

three selected trees. 190 

 191 

2.3. Samples preparation & characterization 192 

Selected fruits were immediately washed with distillated water and placed in hermetical polystyrene 193 

boxes in which we added some liquid nitrogen in order to prevent oxidation reactions, before to be 194 

stored at -20°C. 5 kg of each whole fruits (flesh and peel) were manually sliced into approximately 2 g 195 

pieces, frozen at -80°C and at once freeze-dried during 48 hours with a pilot CryoTec freeze-dryer 196 

(Saint-Gély-du-Fesc, France) with a separated cold trap at -70°C, plates temperature set to -20°C at a 197 

working pressure of 15 Pa. Freeze-dried fruits pieces were then placed in a desiccator containing 198 

P2O5 in order to prevent water sorption. After freeze-drying, fruits pieces were immediately 199 

grounded with a Moulinex coffee grinder (Ecully, France). Small amount of liquid nitrogen were 200 

added to prevent oxidation during grinding. Powders were stored in a desiccator containing P2O5 in 201 

order to prevent water sorption and their residual water content was measured after 24 h at 105°C. 202 
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Particle size distribution of fruits powders were measured through dynamic light scattering with a 203 

Malvern Mastersizer 2000 apparatus (Malvern, UK) in absolute ethanol. 204 

2.4. Accelerated solvent extraction of carotenoids  205 

Carotenoid extraction experiments were carried out in a static mode with a Dionex ASE 350 extractor 206 

(Salt Lake City, UT, USA), using 12 stainless steel cells of 22 mL volume. 60 mL amber vials were used 207 

for extracts collection. Common extraction parameters were as follows: (i) 2 g of fruit powder was 208 

loaded into the cell and residual cell volume was partially filled with 2 mm glass beads; (ii) the cell 209 

was filled with solvent to a pressure of 1500 psi (103 bars); (iii) heat was applied for a initial heat-up 210 

time of 5 min; (iv) static extraction with all system valves closed was performed with a 5 min cycle 211 

time; (v) the cell was rinsed with 60% of the cell volume with extraction solvent;  (vi) the solvent was 212 

purged from the cell with N2 gaz for 60 s; and (vii) the system was depressurized. Extraction solvents, 213 

MeOH and THF were degassed for 30 min by ultrasonic bath Sonoclean® Labo Moderne (Paris, 214 

France) before use. 2 g of Florisil was added as dispersing agent for persimmon powder. Extraction 215 

parameters were set according to the common optimal conditions found in our previous study 216 

through an experimental design (Zaghdoudi, et al., 2015) as follow: temperature was set at 40°C, 5 217 

min static time extraction (1 cycle), binary extraction solvent (MeOH/THF, 20/80, v/v) under 103 218 

bars. 219 

2.5. Preparation of ASE carotenoids extracts for HPLC semi-preparative purification 220 

Pressurized liquid carotenoids extracts were prepared according to the method described in 221 

(Zaghdoudi, et al., 2015) and was conducted under limited light. At first, ASE extract was 222 

homogenized with a vortex (Scientific Industries Inc., New York, U.S.A) at 13,500 rpm during 1 min 223 

before being filtered under vacuum through a AP 25 glass fiber filter disc of 2µm porosity (Millipore, 224 

Darmstadt, Germany). Then, 10 mL of the filtrate was added to 10 mL of 10 % (w/v) aqueous sodium 225 

chloride solution and carotenoids were transferred to a 10 mL petroleum ether phase containing 0.1 226 

% BHT (w/v) using a liquid-liquid extraction repeated at least 3 times in order to achieve a total 227 

transfer of carotenoids toward the petroleum ether phase. Organic phase was subsequently washed 228 

three times with 10 mL of ultrapure water in order to remove residual NaCl traces under neutral pH. 229 

Petroleum ether was then evaporated at 30 °C under nitrogen flow using a Turbo Vap® LV (Biotage 230 

AB, Uppsala, Sweden). The residue was rapidly dissolved in 5 mL of mobile phase (MeOH/MTBE, 1/1, 231 

v/v) containing 0.1 % BHT (w/v) and filtered through 0.45 µm PVDF syringe filters (Pall Life Sciences, 232 

Ann Arbor, PN, USA). Then the filtered solution was mixed with 2.5 mL of MeOH containing 0.1% BHT 233 

(w/v) and saponified with 2.5 mL of 20 % (w/v) methanolic KOH solution under nitrogen, in the dark, 234 
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for 1 h, at room temperature. Finally the saponified sample was injected for the semi preparative 235 

assay. 236 

2.6. Semi preparative HPLC reversed phase carotenoids purifications 237 

Carotenoids purification were performed by reverse phase chromatography on a preparative Gilson 238 

HPLC system GX-271 consisting, a GX-271 Handler injector/collector equipped with a single syringe 239 

pump 402, a 322 Semi-preparative HPLC pump and a 156 DAD detector at 450 nm from Gilson 240 

(Middelton, USA) controlled with a Trilution LCv2.1 software. We used a 2504.6 mm ID S-5 µm 241 

YMC C30 semi preparative column coupled with a 104.0 mm ID S-5µm guard cartridge semi 242 

preparative column (ImChem, Versailles, France). Purification assay was performed at 25°C. Mobile 243 

phase consisted in a gradient of MeOH containing 0.05 M of ammonium acetate (A), and MTBE (B). 244 

Both solvent A and B contained 0.1% BHT (w/v) and 0.05% of triethylamine (TEA) (w/v). Flow rate 245 

was 4.0 mL/min and injected volume was 3.0 mL. The gradient profile of the mobile phase was set as 246 

follows: linear increasing gradient from 2% B to 20 % B in 60 min; linear increasing gradient from 20 247 

% B to 95 % B in 20 min; linear gradient at 95% B in 10 min; decreasing from 95% in B to 2% in B in 5 248 

min and linear gradient at 2 % B in 5 min. The column was equilibrated for 10 min at the starting 249 

conditions before each injection. Before each batch of HPLC semi preparative purification, 250 

stabilization time of the column was 30 min, and a blank (MeOH/MTBE, 1/1, v/v) was injected. The 251 

same pooled fraction of each carotenoids were collected and then concentrated at 30 °C under 252 

nitrogen flow using a Turbo Vap® LV (Biotage AB, Uppsala, Sweden) in amber glass vials prior to 253 

characterization. 254 

2.7. Identification of unknown carotenoids 255 

In order to identify additional carotenoids and compare the fruits carotenoids profiles, LC-MS runs 256 

were performed in positive APCI mode with a Shimadzu LCMS-2020 mass spectrometer (Shimadzu, 257 

France). A scanning rate of 2143 u/s was used in the range 50-2000 amu. Nebulizing gaz flow was 258 

fixed to 1.5 mL/min. Interface voltage and temperature were 4.5 kV and 250°C, respectively. The 259 

gradient profile of the mobile phase was set as follows: linear increasing gradient from 5% B to 30 % 260 

B in 30 min; linear increasing gradient from 30 % B to 95 % B in 20 min; linear decreasing gradient 261 

from 95 % B to 5 % B in 10 min. The column was equilibrated for 5 min at the starting conditions 262 

before each injection. 263 

2.8. Photophysical properties 264 

Absorption spectra were recorded on a Perkin-Elmer (Lambda EZ 210) double beam UV-Visible 265 
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spectrophotometer. Fluorescence spectra were recorded on a Horiba JobinYvon Fluorolog-3 (FL3-266 

222) spectrofluorimeter equipped with a 450 W Xenon lamp, a thermostated cell compartment 267 

(25°C), a R928 (HAMAMATSU Japan) UV-visible photomultiplier and a liquid nitrogen cooled InGaAs 268 

infrared detector (DSS-16A020L Electro-Optical System Inc, Phoenixville, PA, USA). The excitation 269 

spectrometer is a SPEX double grating monochromator (1200 grating/mm blazed 330 nm). The 270 

fluorescence was measured by the UV-Visible detector through a SPEX double grating 271 

monochromator (600 grooves /mm blazed 1 nm). Singlet oxygen lifetime measurements of 5-(4-272 

carboxyphenyl)-10,15,20-triphenyl porphyrin (P1COOH) with or without carotenoid have been 273 

performed on a TEMPRO-01 spectrophotometer (Horiba JobinYvon – Palaiseau France) composed 274 

with a pulsed diode excitation source SpectraLED-415 emitting at 415 nm, cuvet compartment, a 275 

Seya-Namioka type emission monochromator (600–2000 nm) and a H10330-45 near-infrared 276 

photomultiplier tube with thermoelectric cooler (HAMAMATSU) as detection system. The system is 277 

monitored by a single photon counting controller FluoroHub-B and the software DataStation and 278 

DAS6 (Horiba JobinYvon). 279 

Stern Volmer equation was used to evaluate the constant quenching Kd of 1O2 by the different 280 

carotenoids 0/ = 1+ Kd[Car] with 0 is the 1O2 lifetime after excitation of P1COOH in toluene without 281 

carotenoid,  is the 1O2 lifetime after excitation of P1COOH in hexane with carotenoid and [Car] is the 282 

concentration of carotenoid. Concentration of P1COOH was kept to 1.5 10-7 mol/L. Carotenoids was 283 

added with a ratio of [Car]/[P1COOH] equal to 1,100,500,1000,3000,5000,10000. 284 

 285 

3. Results and discussion 286 

3.1. ASE carotenoids extract & Semi-preparative purification of carotenoids 287 

Figure 1 shows the particle size distribution of persimmon freeze dried powder used for carotenoids 288 

extraction. All the particles present a diameter below 500 µm (>95 % of the total volume). 289 

 290 

 291 

Figure 1: Particle size distribution of persimmon freeze dried powder 292 
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Analytical HPLC separation conditions of persimmon carotenoids are well described previously 293 

(Zaghdoudi, et al., 2015). We used the same analytical YMC C30 column 250*4.6 mm ID S-5 µm 294 

coupled with a 10*4.0 mm ID S-5 µm guard cartridge column. Figure 2 shows the ASE carotenoids 295 

extracts chromatogram. 11 carotenoids could be detected due to their absorption at 450 nm and 296 

retention times are given in Table 1. Their masses were calculated and are also given in Table 1. Five 297 

of the 11 purified carotenoids were identified using commercial standards and LC-PDA-MS (APCI 298 

positi e ode  that is to sa  o pou d , , ,  a d  as iola a thi , lutei , zea a thi , β-299 

ptho a thi  a d β-carotene respectively (Zaghdoudi, et al., 2015). 300 

 301 

 302 

Figure 2: C30 semi preparative chromatogram of carotenoids extract from persimmon 303 

 304 

3.2. Identification of purified carotenoids  305 

 306 

Each of the 11 compounds was isolated and their absorption and fluorescence spectra were 307 

recorded. 308 

3.2.1. UV-visible and fluorescence spectrum 309 

In Figure 3 we collected the absorption spectra of identified compounds. The maximum of 310 

absorption bands and ratio band III/band II are gathered in Table 1. Due to the retention time and 311 

the analysis of the absorption spectra, it was possible to determine the nature of some compounds. 312 

All trans-violaxanthin (peak 1): [M+H]+ m/z, max, absence of cis-peak, and short retention time are in 313 

perfect accordance with the identification of all-trans-violaxanthin, which contains 2 hydroxyl and 2 314 
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epoxy groups.  All-trans-violaxanthin was already identified in persimmon. However the observed % 315 

(III/II) is of 50 instead of 98, which may be due to the origin of the petroleum ether that we used. 316 

Petroleum ether is not a well-defined molecule but a mixture of C5 and C6 hydrocarbons. 317 

All trans-lutein (peak 2): [M+H]+ m/z, max, absence of cis-peak, and short retention time similar to the 318 

one of the standard are in perfect accordance with the identification of all-trans-lutein, which 319 

contains 2 OH groups and should indeed have a slightly longer retention time as compared to 320 

violaxanthin. All-trans-lutein was already identified in persimmon. However the observed % (III/II) is 321 

of 25 instead of 60, which may also be due to the origin of the petroleum ether that we used.  322 

All trans-zeaxanthin (peak 3): collected characteristics perfectly fit the data from literature. The 323 

retention time is also in accordance with the one of the standard. 324 

Not identified (peak 4): The [M+H]+ m/z of 601 indicates a xanthophyll with 4 oxygens. The fact that, 325 

despite these fours oxygens, this xanthophyll has a longer retention time than lutein and even 326 

zeaxanthin indicates that this is a cis-form of xanthophyll and we indeed observed a slight cis-peak at 327 

330 nm and an associate % AB/AII of 14 %. 328 

5,6-epoxy-α-carotene suspected (peak 5): [M+H]+ m/z, max, absence of cis-peak as well as % III/II 329 

suggest the presence of 5,6-epoxy-α-carotene. 330 

All-trans-β-cryptoxanthin (peak 6): collected characteristics fit the data from literature. The retention 331 

time is also in accordance with that of the standard. This xanthophyll is known to be the most 332 

present carotenoid in persimmon. 333 

Not identified (peak 7): [M+H]+ m/z of 553 and 537 indicate a mixture of one single-oxygenated 334 

xanthophyll and of one carotene, with retention times not allowing separation with the fractions 335 

collector of the preparative chromatography equipment. A very slight increase in absorbance is 336 

observed at 330 nm, which could indicate a cis-form. It is not possible to say more. 337 

cis-iso e e of β-carotene, position 13 supposed (peak 8): mass indicates that this is a carotene and 338 

the presence of a slight peak at 330 nm indicates a cis-form of carotene. max as well as % (III/II) 339 

indicate that it is very likely a cis-iso e e of β-carotene. However, the % AB/AII is lower as compared 340 

to the one found by De Rosso (de Rosso & Mercadante, 2007) but in a different solvent. Therefore, 341 

this position 13 of the cis-isomerization can only be supposed. 342 

 343 

All-trans-β-carotene (peak 9): collected characteristics perfectly fit the data from literature. The 344 

retention time is also in accordance with that of the standard. 345 



Chapitre VI : Propriétés de quenching d'oxygène singulet des caroténoïdes 

 

270 
 

Cis-iso e e of β-carotene, position 9 supposed (peak 10): mass indicates that this is a carotene and 346 

the presence of a slight peak at 330 nm indicates a cis-form of carotene. max as well as % (III/II) 347 

indicate that it is very likely a cis-iso e e of β-carotene. But the % AB/AII is higher as compared to the 348 

one found by De Rosso (de Rosso & Mercadante, 2007) but in a different solvent. This % should also 349 

be lower than the one of 13-cis-β-carotene, which is not the case. So the position 9 of the cis-350 

isomerization can only be supposed. 351 

All-trans-lycopene (peak 11): all-trans lycopene was perfectly identified, especially with its 352 

characteristic set of max. 353 

 354 

Figure 3: Absorption spectra of all the purified carotenoids in petroleum ether 355 

 356 

Table 1. Characteristics of carotenoids from persimmon obtained from preparative chromatography 357 

λ max and fine spectral data were observed on UV-VIS spectrum of each collected carotenoid, in a 358 

powder form, in petroleum ether. 359 

Peak Carotenoid 
OH / 

epoxy  

tR 

(min) 
λ max (nm)

a
 % III/II

a,b
 % AB/II

a, c
 

[M+H]
+
 

(m/z) 

1 all-trans-violaxanthin 2/2 18 
416/440/465 

(416/440/465) 
50 (98) 0 601 

2 all-trans-lutein 2/0 23 
420/443/469 

(421/445/474) 
25 (60) 0 569 

3 all-trans-zeaxanthin 2/0 28 
424/448/475 

(424/449/476) 
25 (25) 0 569 
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4 
not identified (cis-

xanthophyll with 4 oxygens) 
4 32 330/422/444/469 43 14 601 

5 
5,6-epoxy-α-carotene 

suspected 
0/1 43 

421/445/470 

(418/441/469)* 
0 (10)* 0 553 

6 all-trans-β-cryptoxanthin 1/0 52 
426/449/476 

(425/449/476) 
36 (25) 0 553 

7 

not identified (mixture of  

monoxygenated xanthophyll 

and carotene) 

? 62 330/423/444/470 10 18 
mixture 

537/553 

8 
cis-isomere of β-carotene, 

position 13 (supposed) 
0/0 67 

332/421/443/470 

(338/420/444/470)

* 

16 (12)* 20 (47)* 537 

9 all-trans- β-carotene 0/0 74 
426/449/476 

(425/450/477) 
23 (25) 0 537 

10 
cis-isomere of β-carotene, 

position 9 (supposed) 
0/0 75 

331/424/445/469 

(330/420/444/472)

* 

11 (20)* 26 (18)* 537 

11 all-trans-lycopene 0/0 86 
444/470/502 

(444/470/501) 
66 (65) 0 537 

 360 
a
 values between brackets without * correspond to spectral characteristics also found in petroleum ether and compiled by 361 

Rodriguez Amaya (2001). Values between brackets with * correspond to spectral characteristics along a methanol/MTBE 362 

gradient observed by De Rosso and Mercadante (2007), who also used a C30 column. 363 

b
 ratio of the height of the longest-wavelength absorption peak, designated III, and that of the middle absorption peak, 364 

designated II, taking the minimum between the two peaks as baseline, multiplied by 100. 365 

c 
the relative intensity of the cis-peak is expressed as %AB/AII  (Figure 3), which is the ratio of the height of the cis-peak, 366 

designated AB, and that of the middle main absorption peak, designated AII, multiplied by 100. 367 

 368 

Figure 4 shows fluorescence spectra of the different carotenoids purified from persimmon fruits in 369 

petroleum ether. 370 

 371 
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 372 

Figure 4: Fluorescence spectra of all compounds in petroleum ether 373 

 374 

3.3.  Singlet oxygen quenching by carotenoids 375 

In order to evaluate the potential of 1O2 quenching, we used a porphyrin (P1COOH) to produce 1O2 376 

and we add different amounts of carotenoid. As an example, we presented in Figure 5, the 1O2 decay 377 

of P1COOH without all-trans-β-carotene and with increasing amount of all-trans-β-carotene.  378 

Due to this decay, the Stern-Volmer plot can be built and the quenching constant evaluated. Data are 379 

already available in the literature and reported in table 2. Nevertheless, no evaluation of quenching 380 

constant in hexane has been done. We reported our values in table 3.  381 

 382 

 383 

Figure 5: 1O2 decay of P1COOH without all-trans-β-carotene and with increasing amount of all-trans-384 

β -carotene, exc= 408 nm, [P1COOH]= 1.5 10-7 mol/L in hexane.  385 
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We chose a photosensitizer able to produce large amount of 1O2 the porphyrin (P1COOH). Indeed, 387 

this molecule has been synthesized by our group and we found that the 1O2 quantum yield in ethanol 388 

is 0.70 and 0.87 in toluene. Others photosensitizers have been taken in the literature to evaluate the 389 

potential of fluorescence or 1O2 quenching of various carotenoids. Dreuw et al. (Dreuw, Fleming, & 390 

Head-Gordon, 2003) studied the chlorophyll fluorescence quenching by xanthophylls by time-391 

dependent density-functional theory (TDDFT) and configuration interaction singles (CIS).  Naqvi et al. 392 

also used the chlorophyll a (Naqvi, Melo, Raju, Javorfi, Simidjiev, & Garab, 1997). Cantrell et al. 393 

excited Bengal Rose and (4-(1-pyrene)butyric acid), (Cantrell, McGarvey, Truscott, Rancan, & Bohm, 394 

2003) like Ramel (Ramel, Birtic, Cuine, Triantaphylides, Ravanat, & Havaux, 2012) to produce 1O2. 395 

Fiedor et al. used bacteriopheophytin-a (Fiedor, Fiedor, Haessner, & Scheer, 2005) and Scholz et al. 396 

TPP (5,10,15,20-tetraphenyl-porphin) to e aluate β-carotene quenching (Scholz, Dedic, Svoboda, & 397 

Hala, 2011). Chantrell et al. also used another porphyrin, the protoporphyrin IX dimethyl ester 398 

(Chantrell, McAuliffe, Munn, Pratt, & Land, 1977). 399 

 400 

To detect 1O2 quenching, we recorded the decay of 1O2 in presence of increasing amounts of 401 

carotenoids. Others techniques are described in the literature such as thermal dissociation of NDP02 402 

and are reported in Table 2. I  this ta le, e gathe ed all lite atu e data e fou d fo  β-403 

ptho a thi , β-carotene, lycopene, lutein, zeaxanthin and violaxanthin. We observed myriad 404 

values of Kq recorded for investigated carotenoids. The differences between the values might be 405 

attributed to the different experimental conditions used for 1O2 production and detection. In our 406 

stud  all the o pou ds i  he a e a d he ked the alidit  of ou  e pe i e ts ith β-carotene in 407 

toluene. We found a value similar to the one of the literature (3.9. 109 M-1s-1 in our case, 14. 109 M-1s-408 

1 for (Conn, Schalch, & Truscott, 1991). 409 

 410 

According to our results, the rate constants of quenching of 1O2   β- ptho a thi , β-carotene, 411 

and lycopene recorded in hexane showed that this pigments quenches efficiently 1O2 production, 412 

with associated (Kq) values of 1.6 109, 1.3 109 and 1.1 109 M-1s-1. β-crypthoxanthin showed the higher 413 

quenching efficiency (1.6 109 M-1s-1). In organic solvents carotenoids with 10 or 11 conjugated double 414 

o d ue h si glet o ge  at ea  the diffusio  li it. β- ptho a thi , β-carotene, lycopene 415 

contained between 11 C=C and 13 C=C conjugated double bonds (table 3), which explain the high Kq 416 

values obtained. The little differences in the rate constants between the three carotenoids in hexane 417 

can be explained by the similarity of the number of C=C conjugated double bonds for these 418 

carotenoids. The hydroxylated forms of carotenoids lutein, zeaxanthin, violaxanthin, 5,6-epoxy-α-419 

carotene and the not identified xanthophyll (peak 4) revealed smaller quenching rate constants. This 420 
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could be explained by a possible chemical reaction between 1O2 and the hydroxyl group of 421 

xanthophylls. Moreover, xanthophylls are well dissolved in polar solvent but not in non-polar solvent 422 

such as hexane. This might lead to aggregation and decrease of the quenching rate constants.   423 

 424 

Table 3: Bimolecular rate constants Kq of the quenching of 1O2 by carotenoids from persimmon fruits 425 

in hexane. 426 

Carotenoids Nb of C=C and OH group Kq (M
-1

 s
-1

) 

β-carotene in toluene 11 C=C 3.9 10
9
 

β-carotene in Hexane 11 C=C 1.1 10
9
 

β-cryptoxanthin 11 C=C and 1 OH 1.6 10
9
 

lycopene 13 C=C 1.1 10
9
 

Lutein 11 C=C and 2 OH 8.0 10
8
 

Zeaxanthin 11 C=C and 2 OH 6.0 10
7
 

Peak 4 - 7.2 10
7
 

5,6-epoxy-α-carotene 10 C=C and 1 OH, 2 epoxy 3.8 10
7
 

Violaxanthin 9 C=C, 2 OH and 2 epoxy group 5.8 10
7
 

 427 
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Table 2: Kq of carotenoids in different solvent, methods of 1O2 production and 1O2 quenching 428 

Carotenoides kQ 10
9 

M
-1

s
-1

 (solvent) 
1
O2 production 

Method of 
1
O2 

quenching 

detection 

References 

lycopene 

17 (C6H6) Phenazine 
1
O2 emission 

(Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

18 (C6H5CH3) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

19(C6H14) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

9.0 (CHCl3) NDPO2 
1
O2 emission 

(Devasagayam, Werner, 
Ippendorf, Martin, & Sies, 

1992) 

19 (CHCl3) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

14 (CCl4) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

13.8 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

EP-1 DPBF 
(Ouchi, Aizawa, Iwasaki, 

Inakuma, Terao, Nagaoka, 
et al., 2010) 

31(EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2 emission
 

(Di Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989; Di Mascio, 

Sundquist, Devasagayam, 
& Sies, 1992) 

8.8 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

DMNO2 
1
O2 emission 

(Beutner, Bloedorn, Frixel, 
Blanco, Hoffmann, Martin, 

et al., 2001) 

17.5(EtOH/CHCl3/H2O 
50/50/1) 

Phenazine
 1

O2 emission
 (Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

31 (EtOH/CHCl3/H2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2 emission
 (Di Mascio, Kaiser, & Sies, 

1989) 

0.13 (ascorbic acid in 
methanol) 

NN 
1
O2 emission

 (Böhm, Edge, & Truscott, 
2011) 

23-25 (reverse micelle 
(RM)) 

RB DMA
 

(Montenegro, Nazareno, 
Durantini, & Borsarelli, 

2002) 

8.8 (CHCl3) DMNO2 
1
O2 emission (Beutner, et al., 2001) 

9 (EtOH/CHCl3/H2O  
50/50/1) 

NDPO2 
1
O2 emission 

(Wilhelm Stahl & Sies, 
1993) 

 

β-carotene 

13.0 (C6H6) 
 

Phenazine 
1
O2 emission 

 
(Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

13.8 (C6H6) 
Anthracene/Naphtale

ne 
Radiolysis / 

1
O2 emission

 (Rodgers & Bates, 1980) 

12.5-14 (C6H6) 
Anthracene/Naphtale

ne 
Radiolysis / 

1
O2 emission

 (Wilkinson & Ho, 1978) 

13 (C6H6) Anthracene DPBF
 (Farmilo & Wilkinson.F, 

1973) 

14 (toluene) Phenazine 
1
O2 emission

 
(Conn, Schalch, & Truscott, 
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1991) 

14 (C6H14) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

5.0 (CHCl3) NDPO2 
1
O2 emission

 
(Devasagayam, Werner, 

Ippendorf, Martin, & Sies, 
1992) 

14.0 (EtOH/CHCl3/H2O 
50/50/1) 

NDPO2 
1
O2 emission

 (Di Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989) 

12 (EtOH/CHCl3/H2O : 
50/50/1) 

Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

10.8 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

EP-1 DPBF (Ouchi, et al., 2010) 

4.2 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2 emission
 

(Di Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989; Di Mascio, 

Sundquist, Devasagayam, 
& Sies, 1992) 

8.4 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

DMNO2
 1

O2 emission
 

(Beutner, et al., 2001) 

30 (MeOH/C6H6 1/4) MB 
2-methyl-2-

penten
 Foote et al., (1970)  

5 (MeOH/C6H6  1/4) 
Anthracene/Naphtale

ne 
Radiolysis / 

1
O2 emission

 (Foote & Denny, 1968) 

13 (MeOH/C6H6  1/4) 
Anthracene/Naphtale

ne 
Radiolysis / 

1
O2 emission

 Foote (1979) 

10.9 ±0.5 (THF) TPP 
1
O2 emission 

(Scholz, Dedic, Svoboda, & 
Hala, 2011) 

2.3 (DPPC) RB and  PBA
 1

O2 emission
 

(Cantrell, McGarvey, 
Truscott, Rancan, & Bohm, 

2003) 

9.9 (CCl4) Phenazine
 1

O2 emission
 (Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

5.9 (CCl4) 1H-P + RB 
1
O2 emission

 
(Murasecco-Suardi, 

Oliveros, Braun, & Hansen, 
1988) 

0.7 (CCl4) Porphyrin 
1
O2 emission

 
(Krasnovsky, 1979) 

11 (CHCl3) Phenazine 
1
O2 emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

8.1 (CHCl3) DMNO2
 1

O2 emission
 

(Beutner, et al., 2001) 

23 (C6H6 / MeOH : 3/2) MB / RB
 1

O2 emission
 Mathews-Roth et al., 

(1974) 

1.5 (CD3OD) 1H-P / RB 
1
O2 emission 

(Murasecco-Suardi, 
Oliveros, Braun, & Hansen, 

1988) 

0.35 (Ascorbic acid in 
MeOH) 

NN 
1
O2 emission 

(Böhm, Edge, & Truscott, 
2011) 

5 (H2O/ (CH3)2CO  12/88) Riboflavin 
GC with thermal 

conductivity  
(Li, King, & Min, 2000) 

12.67 (reverse micelle 
(RM))  

RB DMA 
(Montenegro, Nazareno, 
Durantini, & Borsarelli, 

2002) 
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5 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2 
1
O2 emission 

(Wilhelm Stahl & Sies, 
1993) 

 

Lutein 

11.0 (C6H6) TPP 
1
O2 emission 

(Oliveros, Braun, 
Aminiansaghafi, & Sliwka, 

1994) 

16 (C6H6) Phenazine
 1

O2 emission 
(Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

8.0 (EtOH/CH2Cl2/H2O; 
50:50:1) 

NDPO2 
1
O2 emission 

(Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989) 

0.11 (DPPC) RB and  PBA 
1
O2 emission

 
(Cantrell, McGarvey, 

Truscott, Rancan, & Bohm, 
2003) 

9.24 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

EP-1 DPBF (Ouchi, et al., 2010) 

2.4 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2 emission 
(Di Mascio, Sundquist, 
Devasagayam, & Sies, 

1992) 

21 (MeOH/C6H6  1/4) 
Anthracene/Naphtale

ne
 

Radiolysis / 
1
O2 emission

 Foote 1979 

1.3 (ascorbic acid in 
methanol) 

NN  
1
O2 emission

 (Böhm, Edge, & Truscott, 
2011) 

10-33 reverse micelle 
(RM) 

RB DMA
 

(Montenegro, Nazareno, 
Durantini, & Borsarelli, 

2002) 

 

β-cryptoxanthin 

7.31 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

EP-1 DPBF
 

(Ouchi, et al., 2010) 

1.8-6  (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2 
1
O2emission 

(Di Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989; Di Mascio, 

Sundquist, Devasagayam, 
& Sies, 1992) 

 

Zeaxanthin 

12.6  (C6H6) Phenazine
 1

O2emission 
(Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

12 (C6H6) Phenazine 
1
O2emission

 (Conn, Schalch, & Truscott, 
1991) 

2.8 (C6H6) 
Anthracene/Naphtale

ne 
Radiolysis /

1
O2 

emission
 (Rodgers & Bates, 1980) 

10 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2 
1
O2emission 

(Di Mascio, Kaiser, & Sies, 
1989) 

0.23 (DPPC) RB and PBA 
1
O2emission

 
(Cantrell, McGarvey, 

Truscott, Rancan, & Bohm, 
2003) 

10.5 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

EP-1 DPBF
 

(Ouchi, et al., 2010) 

3.0 (EtOH/CHCl3/D2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2emission 
(Di Mascio, Kaiser, & Sies, 

1989) 

10 (EtOH/CHCl3/H2O 
50/50/1) 

NDPO2
 1

O2emission
 (Di Mascio, Kaiser, & Sies, 

1989) 

0.77 (ascorbic acid in 
methanol) 

NN
 Radiolysis / 

1
O2 emission

 
(Böhm, Edge, & Truscott, 

2011) 
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Violaxanthin 

16 (C6H6) Phenazine
 1

O2 emission 
(Conn, Schalch, & Truscott, 

1991) 

9 reverse micelle (RM) RB DMA
 

(Montenegro, Nazareno, 
Durantini, & Borsarelli, 

2002) 

DHIR: -3,3-dihydroxyisorenieratene; DMNO2: 1,4-dimethyl-1,4-naphthalene endoperoxide; DPBF: 1,3-429 
Diphenylisobenzofuran; DMA: 9,10-dimethylanthrancene; EP-1: 3-(1,4-epidioxy-4-methyl-1,4-dihydro-1-naphtyl 430 
propionic acid); EtOH: ethanol; 1-HP: 1H-Phenalen-1-one; MB : methylene blue ; NDPO2: , -(1,4-naphtalylene 431 
dipropionate); NN: (1-nitronaphtelene); PBA: 4-(1-pyrene)butyric acid; RB: Rose Bengal, RM : system of sodium 432 
(bis-2-ethylhexanyl)sulfosuccinate) in (hexane/H2O); TPP: tetraphenylporphyrin. Hex: hexane; Car: carotenoid. 433 
 434 

 435 

 436 

 437 

4. Conclusion 438 

In summary, the photophysical properties (absorption, fluorescence, quenching of singlet oxygen) of 439 

carotenoids extracted and purified from persimmon fruits were investigated in hexane using porphyrin 440 

as photosensitizer for 1O2 production. From the 8 investigated a ote oids, β- pto a thi , β-carotene 441 

and lycopene showed high quenching efficiency compared to xanthophylls (lutein, violaxanthin, 442 

zeaxanthin, 5,6-epoxy-α-carotene and the not identified xanthophyll). The kinetic analysis of results 443 

obtained from Stern-Volmer plot showed that β- pto a thi  ue h as effi ie tl  si glet o ge  as β-444 

carotene and lycopene with Kq values of 1.6 109, 1.3 109, and 1.1 109 M-1s-1. Lower values than 109 M-1s-1 445 

were recorded for xanthophylls in hexane. We should notice that the bimolecular rate constants of 446 

quenching of 1O2 (Kq) depend on the carotenoids structure such as the number of conjugated double 447 

bonds and the presence or absence of hydroxyl and epoxy group. 448 

 449 
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Conclusions et Perspectives 

 

Bref rappel du contexte et des objectifs de la thèse  

La thérapie photodynamique (PDT) est une technique utilisée cliniquement pour traiter certaines 

aladies de la peau, la d g es e e a ulai e li e à l âge et e tai s t pes de a e . Elle fait 

intervenir trois composants : une molécule photosensible ou photosensibilisateur (PS), la lumière et 

l o g e. Ap s ad i ist atio  du P“, elui-ci va se localiser plus ou moins sélectivement dans les zones 

tu o ales où il est alo s a ti  pa  i adiatio  lu i euse à u e lo gueu  d o de et une puissance 

données. Ceci engendre la formation de produits hautement réactifs et cytotoxiques, les espèces 

a ti es de l o g e ‘O“ , dont l'oxygène singulet 1O2, qui entraînent la destruction des tissus 

tu o au  pa  ose ou apoptose. Afi  d a liorer la sélectivité du traitement, différentes pistes sont 

a tuelle e t e ploit es do t l la o atio  de « photodynamic molecular beacon » (PMB), conçus pour 

e p odui e de l o g e si gulet u au i eau de la i le tu o ale. Da s u  PMB, le 

photosensibilisateur (PS) est associé via u  peptide à u  i hi iteu  de l o g e si gulet appel  

quencher (Q). Ce quencher Q i hi e la fo atio  d 1O2 ta t ue le o pos  a pas attei t sa i le. U e 

fois la zone cancéreuse atteinte, des enzymes spécifiques clivent le peptide, libérant ainsi le 

photose si ilisateu  ui et ou e alo s sa apa it  à fo e  de l o g e si gulet. T ou e  u  ouple 

PS/quencher Q adéquat reste un challenge en PDT. Les propriétés photophysiques particulières des 

caroténoïdes et leur aptitude à inhiber la production d'oxygène singulet font de ces derniers des 

ue he s pote tielle e t utilisa les pou  l la o atio  de PMB. 

Chez les plantes, les caroténoïdes (carotènes et xanthophylles) sont des pigments associés à la 

photosynthèse qui ont deux rôles principaux : un rôle de collecteur de lumière (transfert à la 

hlo oph lle de l e gie lu i euse u ils a so e t da s les ga es du spe t e situ es e t e le iolet 

et le rouge) et un rôle photoprotecteur en protégeant le(s) système(s) photosynthétique(s) contre les 

dommages photooxydatifs p odu tio  d o g e si gulet et de hlo oph lle à l tat t iplet  liés à une 

exposition trop intense à la lumière (récupération de l'énergie excédentaire captée par la chlorophylle en 

cas d'excès de lumière et dissipation de cette énergie sous forme de chaleur évitant ainsi la détérioration 

de l appa eil photos th ti ue de la pla te . Ce i s op e, e t e aut e, via le cycle des xanthophylles 

(conversion de la violaxanthine en antéraxanthine puis en zéaxanthine par dé-époxydations successives, 

et inversement en absence de lumière). Cette aptitude à capte  de l’ e gie p se te u  i t t pote tiel 
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à ne pas négliger dans la perspective de la conception de PMB utilisables en thérapie photodynamique 

ciblée. 

Les caroténoïdes demeurent des molécules difficiles à extraire et purifier au sein de matrices biologiques 

complexes, essentiellement végétales (fruits et légumes). Ceci est en partie dû à leur sensibilité vis-à-vis 

de l o g e et de la lu i e, essitant une protection maximale vis-à-vis de ces deux éléments durant 

la phase d e t a tio /pu ifi atio /sto kage. Ce so t  gale e t des ol ules t s oûteuses sous fo e 

pu e e i o   €/ g , a e e t dispo i les o e iale e t.  

 

Dans ce contexte les 3 objectifs de cette thèse étaient donc : 

 

 U e eilleu e o p he sio  et aît ise de l e t a tio  et pu ifi atio  de a ot oïdes issus de 

fruits produits en Tunisie  le pe si o ,  la p he et l a i ot  e  ue de la o pa aiso  de 

leurs profils carot oïdi ues. Il s agissait p i ipale e t de o pa e  les pe fo a es et 

i t ts de p o d s d e t a tio  o - o e tio els tels ue l e t a tio  a l e pa  sol a t 

sous p essio  A“E  et l e t a tio  pa  fluide supe iti ue e  p se e de osol a t (SFE) avec la 

thode d e t a tio  lassi ue pa  sol a t o ga i ue à p essio  at osph rique, dite méthode 

de Soxhlet (Résultats : Chapitre 4 et chapitre 5), 

 La valorisation de fruits produits en Tunisie grâce à une étude des principes actifs les  composant 

(en particulier les carotènoïdes), 

 L tude du pote tiel des a ot oïdes e t aits et pu ifi s, do t e tai s so t o  dispo i les 

commercialement, à être utilisés seuls o e ue he s de l o g e si gulet d jà fo , via 

des mesures photophysiques (Résultats : Chapitre 6). 

 

Conclusions du chapitre 4:  Accelerated solvent extraction of carotenoids from Tunisian Kaki (Diospyros 

kaki L.), peach (Prunus persica L.) and apricot (Prunus armeniaca L.) 

 Cette étude nous a permis de mettre e  ide e l i t t de l e t a tio  a l e pa  sol a t 

sous pression (ASE) pou  l e t a tio  de a ot oïdes issus des t ois f uits. Trois facteurs ont été étudiés : 

la température (40, 60 ou 80°C), le % de méthanol dans un solvant binaire méthanol/THF (20, 60 ou 100 

% , et le te ps d e t a tio  au t a e s du o e de le d e t a tio  stati ue de  i  ,  ou . Le 

o e de les d e t a tio s stati ues i flua t pas su  les o e t atio s e  a ot oïdes 

quantifiés, nous avons (i) fixé le no e de le d e t a tio  de  i  à , ii  effe tu  u  pla  

d e p ie es testant uniquement les effets de la température et du % de méthanol sur les rendements 
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d e t a tio  des  a ot oïdes pou  les uels ous poss dio s des sta da ds fo e all-trans de la 

lutéine, de la zéa a thi e, de la β- pto a thi e et du β-carotène). Ce plan était constitué de 7 

expériences (4 points extrêmes et un point central, répétées 3 fois). Chaque combinaison étant testée en 

triplicata pour chaque fruit, un total de 63 extractions a donc été effectué. 

Dans notre domaine expérimental, des su fa es de po ses o t t  ta lies su  la ase d u  od le 

linéaire de premier ordre avec interactions simples. Les conditions optimales trouvées pour les 

xanthophylles aussi bien que pou  les a ot es so t :  seule le d e t a tio  de 5 min à 40°C avec un 

ratio volumique méthanol/THF de 80/20 impliquant une consommation de seulement 30 mL de solvant 

d'extraction (MeOH/THF) à une pression de 103 bars. Pour les trois fruits, le rendement relatif 

d e t a tio  e p i  e  % du e de e t o se  pa  e t a tio  Soxhlet, était de 87 % (et 100 % pour le 

β- a ot e . Les a a tages de l A“E so t i i ide ts da s la esu e où l e t a tio  est o sid e 

o e a he e au out de  i utes d e traction au lieu de 6 heures environ avec le Soxhlet, à plus 

basse température (40 °C au lieu de 66°C avec le Soxhlet), en utilisant seulement 30 mL de solvant au 

lieu de  L a e  le “o hlet. Ce p o d  o so e do  ette e t oi s de te ps, d e gie 

thermique et de solvant. 

De manière su p e a te, des o ditio s d e t a tio  opti ales si ilai es o t t  o se es pou  les 

xanthophylles (polaires) et les carotènes (apolaire) vis-à- is du sol a t d'e t a tio . L usage d u e 

p essio  d e t a tio  le e  a s  d u e pa t, et d u  sol ant  assez peu polaire et aprotique tel que 

le THF, efficace aussi bien pour les xanthophylles que les carotènes, peut expliquer ce résultat.   

Des R² de 0,77 à 0,92 ont été obtenus pour toutes les surfaces de réponse  avec une distribution 

normale des résidus mise en évidence par un test de Shapiro-Wilk. Des effets significatifs sur le 

e de e t d e t a tio  o t t  o se s aussi ie  pou  le % de tha ol ue pou  la te p atu e et 

leur interaction. 

La comparaison des profils caroténoïdique des trois fruits témoigne de la richesse du persimmon 

en all-trans-β-cryptoxanthine et en all-trans-zéaxanthine, tandis que l'abricot est le plus riche en all-

trans-β-carotène. La pêche, elle, présente un profil caroténoïdique assez équilibré entre xanthophylles et 

carotènes  sans caroténoïdes très majoritaires et aussi abondants que ceux trouvés dans le persimmon 

ou l a i ot. Les so es des  te eu s e  a oténoïdes quantifiés (lutéine, zéa a thi e, β-

cryptoxanthi e et β-carotène) sont de de 67,84 ± 9,03, 66,22 ± 4,03 et 39,83 ± 1,11 µg/g de poudre de 

f uit hez le pe si o , l a i ot et la p he, espe ti e e t. 
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 L'extraction par solvant accélérée (ASE), rarement appliquée à des matrices alimentaires dans la 

litt atu e, s est l e pa ti uli e e t effi a e pou  l tude des p ofils a ot oïdi ues des  f uits 

tudi s. Cette thode d e t a tio  de eu e toutefois u e thode essita t l usage de sol a ts 

organiques en quantités qui, bien que beaucoup plus fai les ue elles utilis es e  “o hlet, e  

demeurent pas moins non négligeables. 

Nous avons donc choisi de nous intéresser à un autre procédé d'extraction : l'extraction par 

fluide supercritique (Supercritical Fluid Extraction : SFE) en utilisant le CO2 comme fluide supercritique. 

Etant donné la grande variété et la quantité de caroténoïdes (xanthophylles mais aussi carotènes) 

o se s da s le pe si o  lo s de l tude d e t a tio  pa  thode A“E, nous avons décidé de 

fo alise  ot e tude d e t a tio  pa  CO2 supercritique sur le persimmon. 

 

Conclusions du chapitre 5: Response surface methodology applied to Supercritical Fluid Extraction (SFE) 

of carotenoids from Persimmon (Diospyros kaki L.) 

Dans cette étude, nous avons utilisé le CO2 supercritique en tant que solvant supercritique, en 

p se e d tha ol o e osol a t afi  d e t ai e aussi ie  les a ot es ue les a thoph lles.  

Afi  de e he he  les o ditio s opti ales d e t a tio  des a ot oïdes du pe si o  nous 

avons pu utiliser avec succès une approche par plan d'expériences basée sur la définition de surfaces de 

réponse via un plan central composite à faces centrées (α=1). Cinq facteurs ont été considérés : pression 

(P, bars), température (T, °C), débit de CO2 (D, mL/min), pourcentage en cosolvant (E, % éthanol), temps 

d'extraction (t, min), avec trois niveaux par facteur. A a t e t a ail, au u e tude d e t a tio  de 

a ot oïdes pa  “FE i pli ua t u  pla  d e p ie e à  fa teu s a ait e o e t  d ite da s la 

littérature. 

Le plan composite contenant 28 expériences, toutes réalisées en duplicata, a permis de 

od lise  et d opti ise l e t a tio  des a ot oïdes ep se t e pa  leu  o e t atio  C, e  µg/ g de 

matière sèche (poudre de fruit). 

Un modèle linéaire de second ordre avec interaction à deux facteurs a été appliqué avec des 

effets significatifs considérés pour des valeurs de p inférieure à 0,05. La normalité de la distribution des 

58 résidus a été confirmée par un test de Shapiro-Wilk, pour chacun des quatre caroténoïdes quantifiés. 
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Les o ditio s d e t a tio  opti ales ont ainsi pu être identifiées dans notre domaine 

expérimental, pour les xanthophylles et pour les carotènes.  Les  rendements d'extraction relatifs à 

chaque caroténoïde ont ensuite été comparés à ceux obtenus par Soxhlet. 

Les conditions d'extraction  optimales identifiées dans notre domaine expérimental ont été : 

 300 bars, 60°C, 30 min, 25% EtOH (w/w) et 3 mL/min CO2 pour la lutéine, la zéaxanthine 

et la β-cryptoxanthine sous forme all-trans. 

 100 bars, 40 °C, 30 min, 25 % EtOH et 1 mL/min CO2 pour le all-trans-β-carotène. 

Au-delà de l ide tifi atio  des eilleu es o ditio s d e t a tio  de ot e do ai e e p i e tal, le pla  

d e p ie e utilis  a gale e t l  ue l e t a tio  des a thoph lles et des a ot es e uie t des 

pressions et températures très différentes, avec diverses conséquences en terme de densité de CO2 (et 

donc de pouvoir solvant de ce CO2) et probablement de pression de vapeur des caroténoïdes. Le débit de 

CO2, et do  so  te ps de s jou  da s l e t a teu , s est gale e t l  i po ta t a e  u  d it le t 

p f a le aussi ie  te h i ue e t u o o i ue e t. Les a thoph lles taie t ieu  e t aits a e  

un CO2 à haute densité et haute température avec un faible débit. Dans ce cas, l aug e tatio  de la 

te sio  de apeu  des a ot oïdes tait do  o pe s e pa  l aug e tatio  de de sit  et de pou oi  

solvant du CO2. A l i e se, le β-carotène, lui, était mieux extrait en utilisant un CO2 de densité modérée 

à faible température et faible débit. Ceci très certainement parce-que, à forte température et même à 

fo te de sit , l aug e tatio  de la te sio  de apeu  du β-carotène tait pas o pe s e pa  

l aug e tatio  de de sit  (et donc de pouvoir solvant) du CO2. Ce i o t e ie  u u e fo te de sit  de 

CO2, t op sou e t assi il e à la ga a tie d u e eilleu e e t a tio , est pas le seul pa a t e à 

o sid e  lo s d u e e t a tio  pa  CO2 supercritique. 

Enfin, pour les quatre a ot oïdes ua tifi s  a thoph lles et  a ot e , l e t a tio  des 

caroténoïdes à partir des 0,  g de poud e de f uit s est l e t e a he e au out de  i  

seule e t d e t a tio , peut-être avant, dans les meilleures conditions utilisées. Ceci avec des 

e de e ts d e t a tio  l g e e t sup ieu s à eu  o se s pa  la thode de f e e de t pe 

Soxhlet elle- e. Ces i fo atio s o te ues su  u e petite i stallatio  d e t a tio  “FE pou aie t 

s a e  utiles pou  la ise au poi t d u  p o d  d e t a tio  à plus g a de helle. 
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Conclusion du chapitre 6: Carotenoids as quenchers of singlet oxygen for the design of new 

photodynamic molecular beacon (PMB) 

 Da s ette tude, ous a o s tout d a o d pu e t ai e les a ot oïdes o te us da s 00 g de 

poud e de pe si o  l ophilis , e  utilisa t plusieu s u s d e t a tio s A“E su essifs da s les 

meilleures conditions identifiées au chapitre 4. Nous avons effectué une purification des caroténoïdes 

extraits via de o eu  u s d HPLC se i-préparative sur phase C30, en adaptant le gradient aux 

nouvelles conditions opératoi es olu e d i je tio  = ,5 mL et débit de phase mobile = 4 mL/min). La 

collecte de fractions correspondant à 11 caroténoïdes différents a ainsi pu être réalisée. Des analyses via 

LC-PDA-M“ o t e suite pe is d ide tifie  la ajo it  de es a ot oïdes su  ase de leu  te ps de 

rétention, de leur masse et de leur signature spectrale (absorption) dans le domaine UV-visible. Après 

évaporation de la phase o ile, ep ise da s de l eau puis l ophilisatio , les poud es o espo da t au  

 pi s a ot oïdi ues o t pu t e o te ues sauf pou  le l op e, ep is da s l the  de p t ole a  

obtenu en quantité non manipulable). 

Après cette phase préparatoire particulièrement lourde et fastidieuse, une étude des propriétés 

photophysiques de plusieurs des caroténoïdes identifiés a enfin pu être réalisée. Les spectres UV-Visible 

en solvant pur (Hexane) ont été enregistrés, tout comme les spectres de fluorescence. Enfin, le potentiel 

quencher de ces caroténoïdes  vis-à- is de l o g e si gulet a pu t e alu  via la définition des 

constantes de quenching, Kd, du 1O2 su  ase de l uatio  de “te -Volmer et via la comparaison 

expérimentale des durées de vie du 1O2 après excitation de la porphyrine P1COOH (le 

photosensibilisateur  da s l the  de p t ole “AN“ puis AVEC diff e tes o e t atio s e  

caroténoïdes. Da s l he a e, les o pos s ue he s p se ta t les plus g a des o sta tes de 

quenching sont la β- pto a thi e, le β-carotène et le lycopène, sous leur forme all-trans. 

Perspectives  

 Si nous avons pu identifie  des o ditio s opti ales d e t a tio s de a ot oïdes da s os 

domaines expé i e tau  aussi ie  e  A“E ue “FE , ous a o s e  e a he pas pu t ou e  le 

ita le opti u  d e t a tio  car ce dernier était en dehors de nos domaines experimentaux, ces 

derniers étant limités par les caractéristiques de nos équipements (température, p essio , d it, et …  

Co e a t l A“E, u  test à  % de THF o e sol a t ai si ue l usage d u e te p atu e plus asse 

auraient été intéressants. Pa  ailleu s, l tude de l i pa t de la g a ulo et ie de la poud e de f uit et de 

la proportion de Florisil utilisée en mélange avec la poudre aurait pu être ajoutée comme facteur dans le 
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pla  d e périences. Pour autant, la granulométrie de notre poudre était en accord avec les 

recommendations de Thermo Scientific™-Dio e ™. Les variations de pressions possibles avec notre 

équipement ASE ne permettent par ailleurs pas de faire varier largement la pression (80-140 bars). 103 

bars est la pression de consigne recommandée par The o “ ie tifi ™-Dio e ™. Faire varier la pression 

tait do  pas i t essa t da s le as de l A“E. 

 Concernant l usage de la SFE, en revanche, il serait intéressant de pouvoir effectuer des 

extractions en utilisant un CO2 supercritique à des pressions supérieures à 300 bars. Des équipements 

tels que ceux disponibles chez SEPAREX SA (Cha pig eulle, F a e  pou aie t pe ett e d effe tue  

des tests à des p essio s alla t ju u à  a s. Ces hautes p essio s pe ette t d o te i  des CO2 

supercritiques de densité proche de 1,2 à basse température (ex : d=1.18 à 1000  bars et 40°C) ayant des 

pouvoirs solvants plus i po ta ts. L usage de plus fai les ua tit s d tha ol e  o-solvant serait sans 

doute alo s possi le. Les te ps d e t a tio  pou aie t aussi t e di i u s. Cependant, les pilotes 

o ti us pe etta t d attei d e de telles p essio s so t i dispo i les à l helle du la o atoi e et e 

sont pas non plus adaptés à de petits extraits de poudre de fruits. Leur nettoyage entre chaque run 

d e t a tio  se ait ie  plus o pli u  et pas fo e t adapt  à u  pla  d e p ie e. L tude de 

l i pa t de la g a ulo t ie su  les e de e ts d e t a tio  au ait gale e t pu t e ajout e e  ta t 

ue si i e fa teu  au pla  d e p ie e. Mais ela au ait fo te e t aug e t  le o e 

d e p ie es, déjà important avec 5 facteurs. 

 Il serait égaleme t i t essa t d effe tue  u e tude i ti ue e t e  et  i  d e t a tio  pa  

SFE, dans les meilleures conditions de pression, température et débit identifiées dans nos plans 

d e p ie es appli u s au  a thoph lles et a ot e. 

L tude de a ot oides plus spécifiques issus de micro-algues pou ait gale e t s a e  i t essa te. 

Haematococcus pluvialis est par exemple riche en  astaxanthine, lutéine et cantaxanthine. 

 Enfin, au-delà de l tude des p op i t s photoph si ues des a ot oïdes, leu  utilisation 

effective en ta t ue ue he  Q  de l o g e si gulet da s u  ita le PMB o pos  d u e 

po ph i e o e photose si ilisateu  P“ , d u  peptide de ouplage sp ifi ue et d u  quencher 

caroténoïdique Q , pe ett ait d alue  plus  o tement leur intérêt en thérapie photodynamique. 

Pour ce faire, il faudrait mofifier la structure chimique des carotènoïdes existants afin de pouvoir les 

coupler de façon covalent au  peptide substrat du PMB. 
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ANNEXE I 

 

Tableau  AI. 1 : Les résultats du plan d'expérience factoriel complet pour le kaki exprimé en µg/g de 

matière sèche. 

T°C %MeOH Lutéine zéaxanthine β-cryptoxanthine β-carotène T °C % MeOH  % THF  

-1 -1 10,6191149 15,6318366 25,5535361 7,2420141 40 20 80 

-1 -1 17,0434418 22,4769574 37,6581411 9,014476486 40 20 80 

-1 -1 10,3676029 15,5790005 25,1367918 7,293020073 40 20 80 

-1 1 4,56395628 5,12600114 8,57448753 4,576991382 40 100 0 

-1 1 4,61146101 4,97874451 7,77320277 4,175847409 40 100 0 

-1 1 3,76038636 3,82009424 5,36555682 3,733318982 40 100 0 

0 0 6,9704094 8,91032066 13,9864922 5,075399968 60 60 40 

0 0 5,24743695 6,16200563 8,98499416 4,184942302 60 60 40 

0 0 3,59144479 3,3200523 3,84151404 3,044876723 60 60 40 

0 0 6,9704094 8,91032066 13,9864922 5,075399968 60 60 40 

0 0 5,24743695 6,16200563 8,98499416 4,184942302 60 60 40 

0 0 3,59144479 3,3200523 3,84151404 3,044876723 60 60 40 

0 0 6,9704094 8,91032066 13,9864922 5,075399968 60 60 40 

0 0 5,24743695 6,16200563 8,98499416 4,184942302 60 60 40 

0 0 3,59144479 3,3200523 3,84151404 3,044876723 60 60 40 

0 0 6,9704094 8,91032066 13,9864922 5,075399968 60 60 40 

0 0 5,24743695 6,16200563 8,98499416 4,184942302 60 60 40 

0 0 3,59144479 3,3200523 3,84151404 3,044876723 60 60 40 

1 -1 3,69431186 3,31272339 3,69396931 3,269029699 80 20 80 

1 -1 3,61177168 3,28044262 3,6872133 3,174279059 80 20 80 

1 -1 3,9803348 3,76641027 4,3896144 3,33636112 80 20 80 

1 1 3,8955372 4,32220228 4,15955025 3,44754484 80 100 0 

1 1 4,71317213 7,26366581 6,40280905 4,029621828 80 100 0 

1 1 4,5876683 3,27288393 5,88822638 3,987401305 80 100 0 
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Tableau  AI. 2 : Les résultats du plan d'expérience factoriel complet pour le pêche exprimé en µg/g de 

matière sèche. 

T°C %MeOH Lutéine zéaxanthine β-cryptoxanthine β-carotène T °C % MeOH  % THF  

-1 -1 9,09882428 8,79276445 10,0802681 11,91982963 40 20 80 

-1 -1 9,50641318 9,09950654 10,6292762 12,38210082 40 20 80 

-1 -1 9,45701012 9,17395181 10,4218414 12,45698377 40 20 80 

-1 1 4,99782529 4,22744978 5,61870948 7,409323995 40 100 0 

-1 1 4,45228345 3,78573096 4,49833268 5,781015276 40 100 0 

-1 1 4,29812103 3,63688783 4,44228084 5,707658392 40 100 0 

0 0 4,67342616 3,94641633 4,25223014 4,950689228 60 60 40 

0 0 4,68308527 3,9778692 4,225807 5,017959146 60 60 40 

0 0 4,84460498 4,12747823 4,54025678 5,350161063 60 60 40 

0 0 4,67342616 3,94641633 4,25223014 4,950689228 60 60 40 

0 0 4,68308527 3,9778692 4,225807 5,017959146 60 60 40 

0 0 4,84460498 4,12747823 4,54025678 5,350161063 60 60 40 

0 0 4,67342616 3,94641633 4,25223014 4,950689228 60 60 40 

0 0 4,68308527 3,9778692 4,225807 5,017959146 60 60 40 

0 0 4,84460498 4,12747823 4,54025678 5,350161063 60 60 40 

0 0 4,67342616 3,94641633 4,25223014 4,950689228 60 60 40 

0 0 4,68308527 3,9778692 4,225807 5,017959146 60 60 40 

0 0 4,84460498 4,12747823 4,54025678 5,350161063 60 60 40 

1 -1 4,6762323 3,90581098 4,10281497 4,743855374 80 20 80 

1 -1 3,89100017 3,29199309 3,20112099 3,733493884 80 20 80 

1 -1 4,28158274 3,67544167 3,70818593 4,25630223 80 20 80 

1 1 3,60240308 3,01176383 3,03955854 3,659083745 80 100 0 

1 1 3,81061654 3,10219448 3,22726061 3,890117472 80 100 0 

1 1 3,68781799 3,11700184 3,26966078 3,98342277 80 100 0 
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Tableau  AI. 3 : Les résultats du plan d'expérience factoriel complet pour l'abricot exprimé en µg/g de 

matière sèche. 

T°C %MeOH Lutéine zéaxanthine β-cryptoxanthine β-carotène T°C % MeOH  % THF  

-1 -1 6,88402011 4,42703182 5,53264172 43,64067293 40 20 80 

-1 -1 7,48196684 5,36787168 7,08051357 51,45395278 40 20 80 

-1 -1 7,43343729 5,18860417 6,6026457 47,57388543 40 20 80 

-1 1 5,33170398 3,5771405 5,17349603 38,18795215 40 100 0 

-1 1 5,73094909 3,96800735 4,66691775 29,03465746 40 100 0 

-1 1 6,03889263 4,03854837 4,93099895 33,64592383 40 100 0 

0 0 4,06349027 3,08187083 3,3750529 11,51784767 60 60 40 

0 0 3,72146751 2,89529812 2,58490614 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,0250233 3,0646126 3,28701525 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,06349027 3,08187083 3,3750529 11,51784767 60 60 40 

0 0 3,72146751 2,89529812 2,58490614 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,0250233 3,0646126 3,28701525 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,06349027 3,08187083 3,3750529 11,51784767 60 60 40 

0 0 3,72146751 2,89529812 2,58490614 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,0250233 3,0646126 3,28701525 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,06349027 3,08187083 3,3750529 11,51784767 60 60 40 

0 0 3,72146751 2,89529812 2,58490614 11,51784767 60 60 40 

0 0 4,0250233 3,0646126 3,28701525 11,51784767 60 60 40 

1 -1 4,96999181 2,94656221 3,05886386 9,364133986 80 20 80 

1 -1 4,78169369 3,22917852 3,39300405 13,64971208 80 20 80 

1 -1 5,0607971 3,10383387 3,177129 10,23560232 80 20 80 

1 1 4,29442725 3,2657702 3,49043198 10,87328462 80 100 0 

1 1 4,26503436 3,20810903 3,35550849 10,56792724 80 100 0 

1 1 4,35310209 3,31451413 3,43145387 10,36328831 80 100 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure AI.1 : La distribution de taille des particules pour les poudres de Kaki, pêche et abricot, obtenue 

par granulométrie laser (Diffusion de la lumière). 
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Figure AI.2 : Etat de la poudre lyophilisée après extraction des caroténoïdes avec ASE conduite sous 

conditions optimales (persimmon, abricot, pêche). 

 

 

 

 

Figure AI. 3 : Cellules d'extraction d'ASE en acier inoxydable de V= 22 mL 
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ANNEXE II 

 

Tableau A II. 1:  Detailed experimental data of (RSM) design of experiment for lutein with (CO2+EtOH) 

extraction 

P (bar) T (°C) F (mL/min) Time (min)  Ethanol, E (%) Observed concentration (µg/g) 
Predicted 

concentration (µg/g) 
residue 

100 40 1 30 5 6,60 8,05 8,05 

100 40 1 30 5 6,85 8,05 8,05 

100 40 1 110 25 8,90 8,67 8,67 

100 40 1 110 25 8,54 8,67 8,67 

100 40 3 30 25 8,23 7,79 7,79 

100 40 3 30 25 7,99 7,79 7,79 

100 40 3 110 5 7,48 6,54 6,54 

100 40 3 110 5 7,59 6,54 6,54 

100 50 2 70 15 9,97 9,41 9,41 

100 50 2 70 15 9,84 9,41 9,41 

100 60 1 30 25 6,94 7,30 7,30 

100 60 1 30 25 7,59 7,30 7,30 

100 60 1 110 5 8,55 8,11 8,11 

100 60 1 110 5 8,18 8,11 8,11 

100 60 3 30 5 5,01 5,17 5,17 

100 60 3 30 5 5,01 5,17 5,17 

100 60 3 110 25 7,43 7,85 7,85 

100 60 3 110 25 7,08 7,85 7,85 

200 40 2 70 15 7,43 8,23 8,23 

200 40 2 70 15 8,47 8,23 8,23 

200 50 1 70 15 10,96 8,30 8,30 

200 50 1 70 15 excl 8,30 excl 

200 50 2 30 15 10,61 8,89 8,89 

200 50 2 30 15 7,98 8,89 8,89 

200 50 2 70 5 8,32 8,10 8,10 

200 50 2 70 5 8,22 8,10 8,10 

200 50 2 70 15 8,05 9,25 9,25 

200 50 2 70 15 9,42 9,25 9,25 

200 50 2 70 15 8,56 9,25 9,25 

200 50 2 70 15 8,73 9,25 9,25 

200 50 2 70 25 10,39 10,40 10,40 

200 50 2 70 25 10,81 10,40 10,40 



 

300 
 

200 50 2 110 15 9,54 9,61 9,61 

200 50 2 110 15 9,20 9,61 9,61 

200 50 3 70 15 7,17 8,30 8,30 

200 50 3 70 15 7,38 8,30 8,30 

200 60 2 70 15 8,51 8,23 8,23 

200 60 2 70 15 9,11 8,23 8,23 

300 40 1 30 25 10,47 11,71 11,71 

300 40 1 30 25 12,18 11,71 11,71 

300 40 1 110 5 10,55 9,80 9,80 

300 40 1 110 5 9,66 9,80 9,80 

300 40 3 30 5 9,94 9,25 9,25 

300 40 3 30 5 9,23 9,25 9,25 

300 40 3 110 25 14,43 14,65 14,65 

300 40 3 110 25 15,12 14,65 14,65 

300 50 2 70 15 13,67 13,65 13,65 

300 50 2 70 15 13,25 13,65 13,65 

300 60 1 30 5 9,61 9,73 9,73 

300 60 1 30 5 9,64 9,73 9,73 

300 60 1 110 25 12,66 13,08 13,08 

300 60 1 110 25 12,44 13,08 13,08 

300 60 3 30 25 15,06 14,59 14,59 

300 60 3 30 25 15,86 14,59 14,59 

300 60 3 110 5 10,49 10,61 10,61 

300 60 3 110 5 9,86 10,61 10,61 
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Table A II. 2 : Detailed experimental data of (RSM) design of experiment for zeaxanthin with (CO2+EtOH) 

extraction. 

P (bar) T (°C) F (mL/min) Time (min)  Ethanol, E (%) Observed concentration (µg/g) Predicted concentration (µg/g) Residue 

100 40 1 30 5 7,18 7,45 -0,27 

100 40 1 30 5 7,33 7,45 -0,11 

100 40 1 110 25 11,35 10,25 1,10 

100 40 1 110 25 10,98 10,25 0,73 

100 40 3 30 25 10,51 9,81 0,70 

100 40 3 30 25 10,15 9,81 0,34 

100 40 3 110 5 8,83 8,57 0,26 

100 40 3 110 5 8,93 8,57 0,36 

100 50 2 70 15 10,97 11,44 -0,47 

100 50 2 70 15 11,71 11,44 0,27 

100 60 1 30 25 8,22 9,41 -1,18 

100 60 1 30 25 9,54 9,41 0,13 

100 60 1 110 5 10,15 10,34 -0,19 

100 60 1 110 5 10,02 10,34 -0,32 

100 60 3 30 5 4,36 4,15 0,21 

100 60 3 30 5 4,36 4,15 0,21 

100 60 3 110 25 8,68 9,13 -0,45 

100 60 3 110 25 7,83 9,13 -1,30 

200 40 2 70 15 8,80 10,14 -1,33 

200 40 2 70 15 10,37 10,14 0,23 

200 50 1 70 15 12,57 9,51 3,05 

200 50 1 70 15 excl 9,51 excl 

200 50 2 30 15 11,96 10,68 1,28 

200 50 2 30 15 9,66 10,68 -1,03 

200 50 2 70 5 9,95 9,68 0,28 

200 50 2 70 5 10,15 9,68 0,47 

200 50 2 70 15 9,90 11,23 -1,33 

200 50 2 70 15 11,88 11,23 0,66 

200 50 2 70 15 10,55 11,23 -0,68 

200 50 2 70 15 10,66 11,23 -0,57 

200 50 2 70 25 12,92 12,78 0,14 

200 50 2 70 25 13,55 12,78 0,77 

200 50 2 110 15 12,03 11,78 0,25 

200 50 2 110 15 11,46 11,78 -0,31 

200 50 3 70 15 7,87 9,51 -1,64 
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200 50 3 70 15 8,15 9,51 -1,37 

200 60 2 70 15 10,48 10,14 0,34 

200 60 2 70 15 10,94 10,14 0,80 

300 40 1 30 25 12,33 13,52 -1,18 

300 40 1 30 25 14,57 13,52 1,06 

300 40 1 110 5 12,13 10,74 1,39 

300 40 1 110 5 10,81 10,74 0,07 

300 40 3 30 5 11,42 10,84 0,58 

300 40 3 30 5 10,93 10,84 0,09 

300 40 3 110 25 16,79 16,43 0,36 

300 40 3 110 25 16,96 16,43 0,52 

300 50 2 70 15 16,69 16,07 0,62 

300 50 2 70 15 15,70 16,07 -0,37 

300 60 1 30 5 10,86 11,24 -0,38 

300 60 1 30 5 10,86 11,24 -0,38 

300 60 1 110 25 14,28 14,67 -0,38 

300 60 1 110 25 14,12 14,67 -0,54 

300 60 3 30 25 15,58 16,81 -1,23 

300 60 3 30 25 18,04 16,81 1,23 

300 60 3 110 5 11,18 11,86 -0,68 

300 60 3 110 5 11,08 11,86 -0,78 
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Table A II. 3 : Detailed e pe i e tal data of ‘“M  desig  of e pe i e t fo  β-cryptoxanthinwith 

(CO2+EtOH) extraction. 

P (bar) T (°C) F (mL/min) Time (min)  Ethanol, E (%) Observed concentration (µg/g) 
Predicted 

concentration (µg/g) 
Residue 

100 40 1 30 5 10,59 12,12 -1,53 

100 40 1 30 5 12,34 12,12 0,23 

100 40 1 110 25 21,52 19,50 2,02 

100 40 1 110 25 20,39 19,50 0,89 

100 40 3 30 25 19,22 19,37 -0,15 

100 40 3 30 25 19,53 19,37 0,16 

100 40 3 110 5 15,26 14,34 0,92 

100 40 3 110 5 15,61 14,34 1,28 

100 50 2 70 15 20,37 19,02 1,35 

100 50 2 70 15 20,17 19,02 1,15 

100 60 1 30 25 14,68 17,70 -3,01 

100 60 1 30 25 17,26 17,70 -0,43 

100 60 1 110 5 17,65 17,81 -0,16 

100 60 1 110 5 17,96 17,81 0,15 

100 60 3 30 5 6,31 7,87 -1,56 

100 60 3 30 5 6,52 7,87 -1,35 

100 60 3 110 25 14,08 13,15 0,93 

100 60 3 110 25 12,28 13,15 -0,87 

200 40 2 70 15 15,70 19,21 -3,51 

200 40 2 70 15 18,93 19,21 -0,28 

200 50 1 70 15 21,65 15,43 6,23 

200 50 1 70 15 excl 15,43 excl 

200 50 2 30 15 20,64 19,21 1,43 

200 50 2 30 15 18,59 19,21 -0,62 

200 50 2 70 5 18,56 16,08 2,48 

200 50 2 70 5 18,59 16,08 2,51 

200 50 2 70 15 17,33 19,21 -1,88 

200 50 2 70 15 21,84 19,21 2,63 

200 50 2 70 15 18,28 19,21 -0,93 

200 50 2 70 15 18,27 19,21 -0,94 

200 50 2 70 25 22,73 22,34 0,39 

200 50 2 70 25 23,86 22,34 1,52 

200 50 2 110 15 18,33 19,21 -0,88 

200 50 2 110 15 19,86 19,21 0,65 

200 50 3 70 15 12,18 15,43 -3,24 
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200 50 3 70 15 12,59 15,43 -2,83 

200 60 2 70 15 17,20 19,21 -2,01 

200 60 2 70 15 18,52 19,21 -0,69 

300 40 1 30 25 21,46 23,52 -2,06 

300 40 1 30 25 25,90 23,52 2,38 

300 40 1 110 5 21,70 19,14 2,56 

300 40 1 110 5 19,08 19,14 -0,06 

300 40 3 30 5 20,18 19,22 0,96 

300 40 3 30 5 17,87 19,22 -1,35 

300 40 3 110 25 29,31 27,48 1,83 

300 40 3 110 25 29,46 27,48 1,98 

300 50 2 70 15 23,72 27,23 -3,51 

300 50 2 70 15 28,39 27,23 1,16 

300 60 1 30 5 19,25 20,38 -1,13 

300 60 1 30 5 18,91 20,38 -1,47 

300 60 1 110 25 24,88 24,52 0,36 

300 60 1 110 25 24,52 24,52 0,00 

300 60 3 30 25 35,30 34,51 0,79 

300 60 3 30 25 31,18 34,51 -3,33 

300 60 3 110 5 19,32 18,75 0,57 

300 60 3 110 5 19,07 18,75 0,32 
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Table A II. 4 : Detailed e pe i e tal data of ‘“M  desig  of e pe i e t fo  β-carotene with (CO2+EtOH) 

extraction 

P (bar) T (°C) F (mL/min) Time (min)  Ethanol, E (%) observed concentration (µg/g) 
Predicted concentration 

(µg/g) 
residue 

100 40 1 30 5 6,78 7,20 -0,43 

100 40 1 30 5 7,49 7,20 0,29 

100 40 1 110 25 11,45 11,54 -0,08 

100 40 1 110 25 10,78 11,54 -0,75 

100 40 3 30 25 9,76 9,39 0,38 

100 40 3 30 25 9,50 9,39 0,11 

100 40 3 110 5 7,93 7,88 0,04 

100 40 3 110 5 8,16 7,88 0,28 

100 50 2 70 15 8,94 9,11 -0,18 

100 50 2 70 15 9,06 9,11 -0,05 

100 60 1 30 25 7,45 7,81 -0,36 

100 60 1 30 25 8,07 7,81 0,26 

100 60 1 110 5 8,81 8,41 0,40 

100 60 1 110 5 8,71 8,41 0,30 

100 60 3 30 5 6,53 6,48 0,05 

100 60 3 30 5 6,19 6,48 -0,29 

100 60 3 110 25 7,02 6,87 0,14 

100 60 3 110 25 6,75 6,87 -0,12 

200 40 2 70 15 9,28 9,65 -0,38 

200 40 2 70 15 10,40 9,65 0,74 

200 50 1 70 15 8,70 7,64 1,06 

200 50 1 70 15 excl 7,64 excl 

200 50 2 30 15 8,52 8,98 -0,46 

200 50 2 30 15 excl 8,98 excl 

200 50 2 70 5 9,85 9,38 0,47 

200 50 2 70 5 9,59 9,38 0,21 

200 50 2 70 15 9,12 9,23 -0,12 

200 50 2 70 15 10,56 9,23 1,33 

200 50 2 70 15 9,35 9,23 0,11 

200 50 2 70 15 9,18 9,23 -0,05 

200 50 2 70 25 10,36 10,79 -0,42 

200 50 2 70 25 10,74 10,79 -0,05 

200 50 2 110 15 8,82 9,48 -0,66 

200 50 2 110 15 9,30 9,48 -0,19 

200 50 3 70 15 6,84 7,28 -0,44 
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200 50 3 70 15 6,87 7,28 -0,41 

200 60 2 70 15 8,23 8,81 -0,58 

200 60 2 70 15 8,64 8,81 -0,17 

300 40 1 30 25 8,77 9,57 -0,79 

300 40 1 30 25 9,81 9,57 0,24 

300 40 1 110 5 8,86 8,79 0,07 

300 40 1 110 5 8,14 8,79 -0,65 

300 40 3 30 5 8,46 8,28 0,18 

300 40 3 30 5 7,88 8,28 -0,40 

300 40 3 110 25 10,49 10,09 0,40 

300 40 3 110 25 10,54 10,09 0,46 

300 50 2 70 15 10,20 10,06 0,14 

300 50 2 70 15 10,35 10,06 0,29 

300 60 1 30 5 8,40 8,19 0,21 

300 60 1 30 5 8,14 8,19 -0,05 

300 60 1 110 25 9,47 9,31 0,16 

300 60 1 110 25 9,43 9,31 0,12 

300 60 3 30 25 10,13 10,42 -0,29 

300 60 3 30 25 11,01 10,42 0,59 

300 60 3 110 5 8,18 8,49 -0,32 

300 60 3 110 5 8,13 8,49 -0,37 

 

 

 

 

 

 



 

307 
 

HO
O

OH
O1

6

5

3

9 13 15

15' 13' 9' 1'

3'

5'

6'

Violaxanthin

HO

OH
1

6

5

3

9 13 15

15' 13' 9' 1'

3'

5'

6'

Lutein

HO

1
6

5

3

9 13 15

15' 13' 9' 1'

3'
5'

6'

-Cryptoxanthin

HO

1
6

5

3

9 13 15

15' 13' 9' 1'

3'

5'

6'

1
6

5

9 13 15

15' 13' 9' 1'

3'
5'

6'

OH

-Cryptoxanthin

-Carotene

Polarity +

Polarity -

 

 

 

Figure A II.1 : Structures of the all-trans form of the 4 quantified carotenoids of the present study (lutein, 

zeaxanthin, β-cryptoxanthine, β-carotene). In trends, the polarity of oxygenated carotenoids that are 

xanthophylls increases with their number of hydroxyl and/or epoxy groups. 
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Figure AII.2 : Différents étapes de transformation d'un extrait des caroténoïdes avant analyse. 

 

 

 

 

 

 

Etape 1 : Extraction 

Etape 2 : Filtration à vide sur papier 

filtre 

Ajout de V mL Na Cl 10% (v :w) 

Etape (4) : [Lavage avec V mL de 

H2O]* 3 

Etape 3 : Partition avec  éther de 

pétrole (V mL) * 3 

Etape (5) : Evaporation sous flux d'azote 
(40 min à 30°C) 

Etape (6) : Ajout  de  5ml de 
(MeOH/MTBE) ;(1 :1) à 0,1 BHT (v : w) 

Ajout de 1 mL KOH 20% (v:w) 

Etape (7) : Saponification pendant 1h sous flux 

d'azote à T(°C) ambiante 

Etape (8) : Filt atio  filt e ,   Filtrat prêt pour analyse 

2 mL du mélange + 1 mL MeOH à 

0,1 BHT (w:v) 
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ANNEXE III 

 

 

 

 

 

 

Figure AIII. 1 : Chromatogramme associés à la purification des caroténoïdes sur une colonne semi-

préparative C30 YMC des extraits ASE pour le kaki. 
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Figure A III.2 : Courbe de Stern-Vol e  du β-carotène dans le toluène 

 

Figure A III.3 : Courbe de Stern-Volmer du β-carotène dans l'hexane. 

 

Figure A III. 4 : Courbe de Stern-Volmer du β-cryptoxanthine dans l'hexane. 
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Figure A III. 5 : Courbe de Stern-Volmer de la lutéine dans l'hexane. 

 

Figure A III. 6 : Courbe de Stern-Volmer du lycopène dans l'hexane 

 

Figure A III. 7 : Courbe de Stern-Volmer du la zéaxanthine dans l'hexane. 
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Figure A III. 8 : Courbe de Stern-Volmer du pic 4 dans l'hexane. 

 

 

Figure AIII. 9 : Courbe de Stern-Volmer du 5,6-epoxy-α-carotenedans l'hexane.

 

Figure AIII. 10 : Courbe de Stern-Volmer de la  violaxanthinedans l'hexane.
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R é s u m é  

La thérapie photodynamique (PDT) est une technique utilisée cliniquement pour traiter certaines maladies de la peau, la dégénérescence maculaire liée à l âge et e tai s t pes de a e . Elle 

fait intervenir trois composants : u e ol ule photose si le ou photose si ilisateu  P“ , la lu i e et l o g e. Ap s ad i ist atio  du P“, elui-ci va se localiser plus ou moins 

sélectivement dans les zones tumo ales où ilest alo s a ti  pa  i adiatio  lu i euse à u e lo gueu  d o de et u e puissa e do es. Ce i e ge d e la fo atio  d esp es a ti es de 

l o g e ‘O“  t s a ti es, dont l'oxygène singulet1O2, qui entraînent la destruction des tissus tumoraux par nécrose ou e .Afi  d a lio e  la s le ti it  du t aite e t, diff e tes pistes 

so t a tuelle e t e ploit es do t l la o atio  de « photodynamic molecular beacons » (PMB). Dans un PMB, le photosensibilisateur (PS) est associé via un peptide à un inhibiteur 1O2, appelé 

ue he . Ce ue he  i hi e la fo atio  d 1O2 ta t ue le o pos  a pas attei t sa i le. U e fois la zo e a euse attei te, des e z es sp ifi ues li e t le peptide, libérant ainsi le PS 

qui retrouve alors sa capacité à fo e  de l 1O2. Trouver un couple PS/quencher adéquat reste un challenge en PDT. Les propriétés photophysiques particulières des caroténoïdes et leur 

aptitude à i hi e  la p odu tio  d 1O2 font de ces derniers des quenchers potentiellement utilisables pour l la o atio  de PMBs. Chez les plantes, les caroténoïdes (carotènes et xanthophylles) 

sont des pigments associés à la photosynthèse, qui ont deux rôles principaux : un rôle de collecteur de lumière et un rôle photoprotecteur en protégeant le(s) système(s) photosynthétique(s) 

co t e les do ages photoo datifs li s à u e e positio  t op i te se à la lu i e. Ce i s op e, e t e aut e, via le le des a thoph lles. Cette aptitude à apte  de l e gie p se te u  

intérêt potentiel à ne pas négliger dans la perspective de la conception de PMB utilisables en thérapie photodynamique. 

Dans le cadre de cette thèse en co-tutelle avec la Faculté des Sciences de Bizerte nous avons ciblé les caroténoïdes présents dans trois fruits produits en Tunisie à savoir les persimmons 

(Diospyros kaki L.), les abricots (Prunus armeniaca L.) et les pêches (Prunus persica L.  o us pou  leu  i hesse glo ale e  es pig e ts. Di e sp o d s d e t a tio s o t t  tudi s : (i) 

L e t a tio  de t pe “o hlet pa  sol a ts o ga i ues à p essio  at osph i ue, utilisée comme référence, (ii) l'extraction accélérée par solvant organique (ASE : Accelerated solvent Extraction) 

effectuée sous pression, enfin (iii) l'extraction par CO2 supe iti ue a e  l tha ol o e osol a t. Pou  es deu  de ie s p o d s, u e app o he pa  pla  d e p ie es su fa es de 

réponses) a t  utilis e pou  ide tifie  les fa teu s l  et les o ditio s opti ales d e t a tio s de di e s a ot oïdes p essio , température, débit, % de cosolvant, temps, nombre de cycles). 

L'analyse par chromatographie liquide à haute performance couplée à la détection UV-Visible et à la spectrométrie de masse a ensuite permis l'identification et la quantification des 

caroténoïdes présents dans les extraits obtenus, permettant ainsi de comparer les profils a ot oïdi ues p op es à ha ue f uit et les pe fo a es de ha ue p o d  d e t a tio . Cette 

étude ayant révélé un profil caroténoïdique particulièrement intéressant chez le persimmon par rapport aux autres fruits, une extraction et une purification des caroténoïdes de ce fruit par 

h o atog aphie li uide haute p essio  p pa ati e a e suite t  effe tu e afi  de dispose  d u e ua tit  suffisa te de ha ue caroténoïde, et parfois de leurs isomères conformationnels, en 

ue de l tude de leu s p op i t s photoph si ues a so ptio , issio  de fluo es e e, i hi itio  d 1O2  et de l aluatio  de leu  i t t pote tiel e  ta t ue ue he  d 1O2 dans un édifice 

de type PMB.  

Mots clés : thérapie photodynamique (PDT), cancer, fruits,caroténoïdes,photodynamicmolecularbeacon (PMB), oxygène singulet, extraction par CO2 supercritique, extraction accélérée par 

solvant organique sous pression, quenching, fluorescence. 

A b s t r ac t  

Photodynamic therapy (PDT) is a clinically used technique for treating skin diseases, age-relatedmacular degeneration but mainly some types of cancer. PDT involves three components: a 

photosensitive molecule named photosensitizer (PS), light and oxygen. After administration of the PS, this one will be located more or less selectively in tumoral regions where it is activated by 

light irradiation at appropriate wavelength and power. This leads to the formation of highly reactive and cytotoxic reactive oxygen species (ROS), especially singlet oxygen, resulting in the 

destruction of the tumor by necrosis or apoptosis. To improve the treatment selectivity, different strategies are being exploited, one of which is the development of "photodynamic molecular 

beacons" (PMB). In PMB the photosensitizer is linked via a peptide to an inhibitor of 1O2 (quencher). This quencher inhibits the formation of 1O2 as long as the compound has not reached its 

target, namely cancer cells. In order to inhibit the toxicity of the PS in non-target cells and restore toxicity only close to the biological target, it is necessary to find an adequate PS/quencher 

couple. This remains a challenge for PDT. Carotenoids are interesting candidates due to their specific photophysical properties and ability to inhibit 1O2, which makes them potential quenchers 

for building PMBs. 

In plants, carotenoids (carotenes and xanthophylls) are pigments involved in the photosynthesis, in which they play two main roles: a light collecting role and a protecting role by preserving the 

photosynthetic systems against photoxydative damages induced by a too intense light exposure. This protection can for instance occur via the well-known xanthophylls cycle. This capacity to 

catch energy presents a potential interest that should not be neglected in the framework of the design of PMBs usable in photodynamic therapy. Within the framework as part of this PhD thesis 

in Cotutelle with the Faculty of Sciences of Bizerte, we focused on carotenoids from three fruits produced in Tunisia: persimmon (Diospyros kaki L.), apricot (Prunus armeniaca L.) and peache 

(Prunus persica L.), known for their global richness in these natural pigments. Three extraction processes were investigated: (i) the Soxhlet extraction based on the use of organic solvent at 

atmospheric pressure and used as reference, (ii) the accelerated solvent extraction (ASE) using organic solvent under high pressure, and (iii) the supercritical fluid extraction (SFE) using 

supercritical CO2 and ethanol as cosolvent. 

For these two last processes, a design of experiments (Surface Response Design) was used to identify the key factors and optimal extraction conditions of various carotenoids (pressure, 

temperature, flow, % cosolvent, time, number of cycles).  Then, HPLC-PDA coupled with mass spectrometry (MS) enabled the identification and quantification of carotenoids from the extracts. 

Thus it was possible to compare the profiles in carotenoids content from each fruit as well as the performances of each extraction process. This study showed that the carotenoidic profile in the 

persimmon was the most interesting as compared to the profiles in the two other fruits. Extraction and purification of the carotenoids from persimmon by preparative high pressure liquid 

chromatography were then performed in order to have a sufficient amount of each carotenoid and sometimes of their conformational isomers. We finally performed a study of their 

photophysical properties (absorption, fluorescence emission, 1O2 inhibition) in order to evaluate their potential as 1O2 quencher in molecular construction such as a PMB. 

 

Keywords: photodynamic therapy (PDT), cancer, fruits, carotenoids, photodynamic molecular beacon (PMB), singlet oxygen, quenching, fluorescence, accelerated solvent extraction (ASE), 

Supercritical Fluid Extraction (SFE),  
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