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ATEX : ATmosphere Explosible

CA : Correspondance Analysis
CATA : Check All That Apply

CFC : ChloroFluoroCarbure
COSMQRS : Conductor like Screening MOdel Real Solvent
COV : Composeés organiques volatils
DAD : Diode Array Detector

DAG : DiAcylGlyceride

DM : Dry Matter

DME : DiMethyl Ether

FAME : Fatty Acid Methyl Esthers
FFA : Free Fatty Acid

FID : Flame lonization Detector

GC : Gas Chromatography

GCMS : Gas Chromatography — Mass Spectrometry

LISTE DES ABREVIATIOI

GHS : Globally Harmonized System of classification and labelling of chemicals

GPL : Gaz de pétrole liquéfié

GREEN : Groupe de Recherche enExtaction des produits Naturels

GWP : Global Warming Potential

HACCP : Hazard Analysis Critical Control Point
HAZOP : HAZard and OPerability studies

HCA : Hierarchical Cluster Analysis

HD : Hydrodistillation

HFC : HydroFluoroCarbure

HFO : HydroFluoroOlefin

HFO1234ze : 1,3,3,8trafluoropropene
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LISTE DES ABREVIATIOI

HPLC : High Performance Liquid Chromatography

HPTLC : High Performance Thin Layer Chromatography
HSP : Hansen Solubility Parameters

ISIPCA : Institut Supérieur International du Parfum, de la Cosmétique etatadque alimentaire
ISO : International Organization for Standardization

LGE : Liquefied Gas Extraction

MAG : MonoAcylGlyceride

ODP : Ozone Depletion Potential

P. : Pression critique

PED : Pressure Equipment Directive

PEEV : Plateforme d’EExtraction de Valréas

PID : Piping and Instrumentation Diagram
R134a:1,1,1,Btrafluoroethane (ou TFE)

SD : Standard Deviation

SM : Starting Material

SMILES : Simplified Molecular Input Line Entry Specification
TAG : TryAcylGlyceride

TBME : Methylert butyl ether

Tc : Température critique

TMSH : TriMethylSulfonium Hydroxide

UV : UltraViolet
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INTRODUCTION GENERAI

puis quelques années, le domaine de I'extraction végétale est erepésiolution étant
onné l'intérét croissant des consommateurs pour des ingrédiatibrigine naturelle.
Parallelement, I'industrie de I'extraction a opéré une mutat@mnopérant un virage vers les
procédés d’'extractions « verts », poussée tant par la recheralmeddroduction de qualité que par le
durcissement de la réglementation visant a protéger la santé desoromateurs et I'environnement.
La recherche et développement de nouveaux procédés d’extractégétale s’est donc largement
intensifiée ces derniéres années, aussi bien pour des applicatipagrealimentaire, cosmétique ou
pharmaceutique. Avec les préoccupations environnementales et tatgseinhérentes au secteur
industriel d’aujourd’hui, il est désormais nécessaire d'inventer euréinventer des procédés
d’extraction permettant de réduire la consommation énergétiquepbedité et la quantité de solvant
utilisé, la quantité de déchets générés mais également d’augmesgtactivité d’extraction et la
qualité de l'extrait obtenu. Pour cela, il est possible d'inéégilans les procédés des innovations

technologiques, qu’elles soient relatives au solvant ou au type de proced@tue.

Les travaux de cette thése intitulée « Les gaz liquéfiés comiveengs alternatifs pour I'écextraction

de produits naturels » s'intégrent dans ces problématiques. L'dbjecincipal est d’évaluer le
potentiel des gaz liquéfiés comme alternatives aux solvants d’exdracttoxiques usuels, en
particulier I'hexane, utilisé en grande quantité pour I'extractitas produits naturels. Les gaz liquéfiés
et notamment le butane, permettent en effet d’extraire desnguosés lipophiles a température
ambiante et pression modérée (110 bar) avec une faible consommation énergétique et sans laisser

de traces dans le produit final, contrairement a I’hexane.

Cette thése industrielle est pilotée par I'équipe GREEN au seiblbiR#08 SQPOV INRIAPYV, en
partenariat avec la société CELSIUS, constructeur d'installationsriptlestqui a développé un
procédé d’extraction utilisant les gaz liquéfiés (Figure 0. 1). ddarde partie des travaux ont été
menés a la plateforme technologique d’éegtraction de Valréas (PEEV) hébergée au sein de la « cité
du Végétal », regroupant I'ensemble des nouvelles technologl&soextraction et dont
l'inauguration en Septembre 2016 s'inscrit dans une volonté dédimn Provencé\lpesCote d’Azur

de devenir un territoire de référence en matiére de naturalité.
Les objectifs généraux de cette thése sont :

Evaluer I'apport de cette technologie d’extraction sur uniestion de matiéres premiéres

d’origine naturelle par rapport aux procédés utilisant des solvants pétrolierdsisue

16



INTRODUCTION GENERA

Evaluer efficacement la performance des gaz liquéfiés comme solvaidtgigide familles de
molécules d'intérét a I'aide d'outils d’aide a la décision tels lggemodeles COSMRS et
HSP ;

Accompagner scientifiquement I'amélioration continue du @& d'extraction et de(s)

équipement(s) utilisé(s).

Equipement
Déjaexistant:
Scaledown
( \ DME
HFO1234ze
n butane

Scaleup

Figure 0. 1 - Objectifs du projet de these

Afin de traiter au mieux ces problématiques, ce manuscrit se décline en 6 chapitres :

Le chapitre | présentera une étude de I'état de l'art $utilisation des gaz liquéfiés pour I'éco
extraction des produits naturels. Aprés avoir définit les principaypes de gaz liquéfiés et leurs

utilisations, ce chapitre s’articulera en 4 grandes questions :
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1. Quelles propriétés font que les gaz liquéfiés sont de bons solvantsatastr ?

2. Selon quels procédés soité mis en ceuvre a I'échelle industrielle ?

3. Quelles sont les applications potentielles et actuelles des gaz liquéfiés ?

4. Quels impacts ces procédés dlst en termes de sécurité, de réglementation et d’empreinte

écologique ?

Ce travail préliminaire permettra également de sélectionnegkesliquéfiés qui seront utilisés comme

solvants dans la suite de cette étude butane, HFQL.234ze et éther diméthylique.

Le chapitre Il illustrera la conception et la fabrication du pitiextraction de 1L qui a été utilisé par
la suite pour la réalisation des essais d'extractions et pour I'optiloisatu procédé. |l abordera
également I'amélioration du pilote de 500 L déja existant par la fafiwic d’'une nouvelle cuve plus

facile a utiliser.

Le chapitre Il s'attachera a décrire la méthodologie expémntale adoptée au cours de ces travaux en
présentant les matiéres premieres et les solvants étudiés, leséoés d'extraction et les méthodes

d’analyse employés.

Le chapitre IV traitera de la premiére série d’essais qui a été mené sutéelaboratoire, a I'aide de

n butane, dans le but d'extraire des composés lipophiles. Les exinacont été réalisées sur 3
matieres premieres différentes, chacune étant représentative aharché potentiel pour le procédé
d’extraction par gaz liquéfié. Ainsi, I'extraction d’arébmes andigeen ceuvre a partir de graines de carvi
(Carumcarvi L.), I'extraction de caroténoides a partir de carottBaycuscarota L) et I'extraction
d’huile & partir de graines de tournestldlianthusannuusL.). Deux approches seront utilisées pour
évaluer I'apport dun butane par rapport am hexane : une premiére approche théorique a I'aide d’'un
outil prédictif (COSM@®S) et une approche expérimentale comparant les rendementsraiion,
ainsi que la qualité des extraits obtenus par rapport a ceux obtenes kn hexane (Figure 0. 2).
Cette premiere étude préliminaire sera également I'occasion deetde pilote de 1L construit pour

I'occasion et de proposer des améliorations a apporter pour le renldiegerformant.
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Figure 0. 2 - Extraction par n-butane de produits naturels

A la suite de ce travail, le chapitre V présentera les résultatsnabt@ I'aide de HFD234ze, un
nouveau gaz liquéfié fluoré, pour I'obtention de composés apdaaire non. Pour cela, 4 plantes ont
été sélectionnées : les graines de coBmaésicanapusL.) pour I'extraction d’huile, les carottd3gucus
carota L.) pour I'extraction de carotenes, les feuilles d’oliviete@europaeg pour I'extraction de
polyphénols et enfin les feuilles de romariRasmarinusofficinalis L.) pour I'extraction de l'acide
rosmarinigue et de I'acide carnosique. La encore, I'étude dami@l du HFQL234ze par rapport aux
solvants conventionnels a été menée selon une approche piégli@ I'aide des modéles HSP
(Parametres de Solubilité de Hansen) et COSMBOcouplée a des essais d’extraction sur le pilote
laboratoire (Figure 0. 3). Suite aux remarques formulées aprés les essaisugane, un systeme
d’agitation a été rajouté a I'extracteur afin d’augmenter lafpemance de I'extraction. Les extraits
obtenus ont été comparés d’'un point de vue quantitatif gualitatif par rapport & des solvants

conventionnels afin de juger le potentiel de ce nouveau gaz liquéfié.
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Figure 0. 3 - Extraction par HFO-1234ze de composés naturels

Enfin, le chapitre VI proposera quant a lui une étude comparatitre 3 gaz liquéfiés putane, HFO
1234ze et éther diméthylique) en vue de leur utilisation coersolvant pour I'extraction d’arébmes et
parfums. Pour cela, 2 matiéres premiéres ont été sélectioanédes fleurs de lavande seches
(LavandulaangustifoliaMill.) et des écorces d’orange fraich&itfussinensigL.) Osbeck). En plus de
I'étude in silico menée grace au modele COSRE) les extraits obtenus a I'aide des 3 gaz ont été
comparés d'un point de vue quantitatif et qualitatif (analysbsréque et sensorielle) a ceux obtenus
a l'aide den hexane (Figure 0. 4) et par hydrodistillation. Parallelemeratée étude, une étude par
microscopie électronique a balayage a été menée sur les fleurs dedevavant et apres extraction
afin d’évaluer l'influence de la pression sur l'intégrité structurelés glandes sécrétrices d’huile
essentielle. Cette étude comparative, associée aux 2 précédenfesnas de mettre en lumiere les

avantages et les inconvénients liés a chacun des gaz liquéfiés.
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Figure 0. 4 — Extraction d’ardbmes a I'aide de 3 gaz liquéfiés

En résumé, les objectifs de ce travail de theése sont :

Sélectionner les gaz liquéfiés compatibles avec une utilisation a I'échelleriatieist
Concevoir et fabriquer une unité d’extraction pilote a I'échelle laboratoir

Evaluer efficacement la performance des gaz liquéfiés sélectionrmgdne, HFQL.234ze,
éther diméthylique) pour [I'extraction de composés lipophiles (arsmeuiles,
caroténoides) a l'aide d’outils prédictifs et d’essais au laboratoire ;

Proposer des axes d’amélioration techniques des équipements construits garCel

Pour terminer, les principales conclusions de ce travail serégageées et des perspectives d'études

et d’optimisation futures seront proposées.
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Les gaz liquéfiés comme
solvants alternatifs appliqués

a I'extraction du végétal

Rapinel V., Rombaut N., Rakotomanomana N., Vallageas A. et Che2@18d}, Les gaz liquéfiés

comme solvants alternatifs appliqués pour I'extraction du végétal [J2Téshniques de I'iIngénieur.
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Introduction

La premiére utilisation connue des gaz liquéfiés comme solvantradtion de produits naturels
remonte a 1930 aux USA avec un procédé breveté par E. ReZ&b@our I'extraction d’huiles a partir
de graines oléagineuses. En France, les gaz liquéfiés ont été utilisémiarprfois en 1940 pour

I'extraction de composés odorants a partir de matiéres premiéres fragilegsasdiculier des fleurs.

Len butane a été le premier gaz liquéfié a avoir été mis en ceuvrsaapoint d’ébullition (1 °C)
permet de le liquéfier aisément sous faible pression pour extraire deéaulals lipophiles, mais sans
pour autant laisser de trace dans le produit final une fois évapogpuid, de nouveaux gaz liquéfiés
ont été testés et de nouvelles applications sont apparuesgcipatement liées a I'extraction d’huiles
végétales et d’extraits odorants. Bien gu'ils soient efficaces et neiigsaicune trace dans I'extrait
final, ils ont été délaissés pour des raisons économiques au profitreagolvants organiques
pétrochimiques (hexane, benzene, toluéne, dichlorométhane...) diagssspnples a mettre en ceuvre

industriellement.

Cependant, l'intérét croissant du marché des ingrédients vers dedujis d’'origine naturelle de
gualité supérieure, associé au durcissement de la réglementation vidamrotéger notre
environnement mais surtout la santé des opérateurs et des consorumgta poussé les industriels a
rechercher des alternatives plus en phase avec les principes de la chémé La recherche
académique et industrielle a permis de trouver plusieurs solvargsraltifs, néanmoins aucun d’entre
eux n'a pour l'instant réussi a supplanter 'hexane dans l'industrie. L'alfeent plus sérieuse est
I'utilisation de procédés d’extraction au e€8upercritique, qui permet d’'extraire efficacement des
composés lipophiles a des températures généralement modéréesQaet 30 °C) et sans laisser de
traces dans I'extrait. Néanmoins, les pressions nécessaires pour attdiétdit supercritiqgue (entre
100 et 1 000 bar, selon la température du procédé) limite @ilisation a des produits a trés haute
valeur ajoutée du fait du colt d’'investissement important poune installation industrielle. Ce frein
au développement des procédés au LfDpercritique a permis aux gaz liquéfiés de devenir des
alternatives tout a fait crédibles aux solvants existants, puisqu’ils péemietux aussi d’extraire des
composés lipophiles a température ambiante, sans laisser de traceslelgroduit final, avec une
faible consommation énergétique et pression modérée (1 ad dui facilite davantage sa mise en

ceuvre a I'échelle industrielle.

Il n'existe en 2018 que tres peu d’études traitant de I'utilisatites gaz liquéfiés comme solvants
d’extraction a I'échelle industrielle. Afin de permettre aux lecgemnieux appréhender le procédé de

fagon globale, cet article présentera :
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Les principaux types de gaz liquéfiés et en quoi ils sont potentiellement de dloaats ;
Comment ces gaz liquéfiés sont mis en ceuvre industriellement potaiextes composés
d’intérét ;

Les applications existantes et potentielles;

Les impacts en termes de sécurité, de réglementation et d'empreinvironnementale.
Gadiquéfiés: terminologieet principe

1.2.1. Classification
On recense actuellement plus de 200 gaz utilisés en industrie [d¢rt8ins sont stockés en phase
gazeuse, beaucoup sont d’abord liquéfiés par compression ou rifseident afin d'étre plus
facilement transportés et stockés dans des bouteilles, résenamrgaineurs sur des sememorques
ou cargos méthaniers. Dans un premier temps, il est nécessaire deydist deux catégories de gaz
liquéfiés :
lesliquidescryogéniques ces gaz ont une température d’ébullition inférieur@@@°C et sont
transportés a des températures inférieures ou égales a leur températ’'ébullition afin de
limiter la pression dans le containeur. On peut citer comme exesnfdeote, I'hélium, le
méthane...
les gaz liquéfiés, stockés liquides a température ambiante a des pressions medéré
(comprises entre 1 et 100 bar). Ces composés ont des tempésatliébullition comprises
entre 90°C et 10°C. Dans un contenant pressurisé, ces gaz sont ligg@f@deur propre
pression de vapeur ; le gaz a I'état liquide est alors en équilibre avec sa phassegdzgure

I. 1). On peut citer comme exemples le propane, le butane...

Figure I. 1 - Gaz liquéfié stocké dans une bouteille sous pression
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Principautypesde gazliquéfiéset leursutilisations

L'utilisation des gaz liquéfiés dés le début di 4i&cle en tant que réfrigérants, carburants et gaz
propulseur pour aérosols [1] a été facilitée par (i) I'’émergeresalutions techniques liées a la mise
en ceuvre de fluides sous pression (vannes, raccords, compressgat (ii) les conditions de transport
et de stockage relativement modérées (pressions inférieures a 408 température ambiante). Bien
gue la nature des gaz liquéfiés impliqués dans ces applications ditééstepuis pour des raisons
technologiques et réglementaires, ces applications resteniallets. Les propriétés de quelques gaz

liquéfiés sont présentées dans le Tableau I. 1.

1.3.1. Réfrigérants
Lorsqu'ils se vaporisent, les gaz liquéfiés absorbent de grandesitdaase chaleur (enthalpie de
vaporisation), ce phénomene est mis a profit dans les circuits d’émepts réfrigérants. Bien que
tous les gaz liquéfiés puissent étre potentiellement utilisés a desdiénréfrigération, les gaz fluorés
de type chlorofluorocarbures (CFC), puis hydrofluorocarbures (HEGtéore plus fréquemment
utilisés depuis 1930. Depuis, la mise en ceuvre des CFC puis des HFCegsergsire interdite a
cause de leur effet négatif sur la couche d'ozone et de leuadnplevé sur I'effet de serre. Plus
récemment, les hydrofluoroléofines (HFO) ont été développésenque gaz réfrigérants de seconde

génération pour substituer les CFC et HFC.

1.3.2. Sourced’énergie
Autre application connue des gaz liquéfiés, le stockage en boudeiffeopane, butane, ou un mélange
des deux, permet d’avoir un combustible portatif d’appoint et lg8isations domestiques sont
devenues courantes a partir des années 1910. Le GPL (gaztade piquéfié) — mélange
essentiellement composé de propane et butanest également utilisé en tant que carburant dans le

secteur automobile.

1.3.3. Gazpropulseurpour aérosol
A partir de 1940 et I'invention des sprays aérosols, les gaz liquéfrésestployés comme gaz
propulseurs pour la dispersion de différents liquides (insecticidese|qupinture etc.). Jusqu’en 1989,
les CFC étaient majoritairement utilisés, mais ceiLont été progressivement remplacés par des gaz
liquéfiés de moindre impact environnemental : les HFC, les alcagess|é¢propane,n butane,

isobutane) ou I'éther diméthylique (en anglaidimethylether» ou « DME »).
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1.3.4. Autresapplications
Les autres applications des gaz liquéfiés incluent la découpe, la solalemservation alimentaire

(stérilisation), la congélation, le nettoyage de piéces métalliquda aticronisation. L'utilisation de
gaz liquéfiés est également reportée dans des réactions chimiquesghédeaction ou intermédiaire

de réaction). Plus récemment, les gaz liquéfiés sont employés enuargajvants d’extraction.
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Lesgazliquéfiésen tant que solvantsd’extraction

L'utilisation de gaz liquéfiés dans un procédé qui puisse étre faciketr@nsposable a I'échelle
industrielle impligue quelques critéres de sélection liés a des cormdidas techniques. Les deux
criteres thermodynamiques suivants sont en particulier essentielg po’ils soient utilisables en

industrie :

Une température d’ébullition a pression atmosphérique comprise en8°C et la
température ambiante (+ 20°C), afin de permettre de condeftsayaz a des températures
raisonnablement atteignables a I'échelle industrielle ;

Une pression de vapeur inférieure a 10 bar a température améiafin de limiter le colt

d’'investissement des équipements sous pression.

Ces critéres permettent de sélectionner un nombre limitésdivants (voir Tableau I. 1) duquel il faut
éliminer les gaz toxiques pour 'homme ou I'environnement ainsi lggegaz a effet de serre ou
appauvrissant la couche d'ozone. Au final, seuls moins d'une dizaingageliquéfiés sont
raisonnablement utilisables comme solvant d’extraction a I'’échellastigklle. Parmi ces derniers, les
plus fréquents sont le propane, le butane, I'éther diméthyliqueles 1,1,1,2tétrafluoroéthane
(remplacé d'ici 2020 par le 1,3,3&rafluoropropene et le 2,3,3,8trafluoropropéne) dont les

courbes de pression de vapeur sont présentées Figure I. 2
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20
n butane
18 propane
——— Ether diméthylique (DME)
16 —1,1,1,3tétrafluoroéthane (R134a)
1,3,3,3tétrafluoropropene (HFQ234ze)
14 —2,3,3,3tétrafluoropropéne (HFCQ234yf)
2
©
S
5
2
@ 10
>
)
g
o 8
)]
%]
Q
O 6
4
2
0
30 20 10 0 10 20 30 40 50 60

Température(°C)

Figure I. 2 - Courbes de pression de vapeur des gaz liquéfiés compatibles

A I'état liquide, les gaz liquéfiés ont des propriétés prochesalles des liquides usuels en termes de
masse volumique, de viscosité et de diffusivitté comme le molatréableau |. 2. Leur plus faible
viscosité et leur meilleur coefficient d’auttiffusion en font méme théoriquement de meilleurs

solvants d’extraction en favorisant le transfert de matiére.

Les principaux avantages des gaz liquéfiés par rapport aux aatvesits conventionnels tels que les
fluides supercritiques et les solvants liquides (eau et solvants orgesjigse situent dans leur mise en

oceuvre .

- basseempérature : grace a leur bas point d’ébullition, les gaz liquéfiés peuveat@taporés
a des températures modérées, généralement comprises entre 2080°€%, sans pour autant
risquer d’entrainer les molécules d’intérét, méme volatiles,agtsslaisser de traces de solvant
résiduel.

- pression modérée: par comparaison aux fluides supercritiques, les gaz liquéfiés sont
généralement mis en ceuvre a des pressions beaucoup plus basseslesit10 bar, ce qui

limite les couts d'investissement.
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inertie chimique: dans les conditions « normales » d’extraction solide/liquide, la mé@jdes

gaz liquéfiés est chimiquement inerte.

Néanmoins, il est important de noter que la plupart des lgdrbures (propane, butane, éther
diméthylique, ammoniac, ainsi que certains gaz fluorés) sont inflammabldsivent étre manipulés
dans un environnement adapté a I'écart de toute sourcechaleur, en utilisant des équipements
spécifiques, certifiés selon la directive européenne AREXOsphereBXplosibles2014/34/UE. Cette
contrainte, outre le danger qu’elle représente vis a vis degaipérs, engendre un surcout lors de

I'achat du matériel qu'’il convient de prendre en compte lors du choix du sodVextraction.

Tableau I. 2 - Comparaison des gammes de densité, viscosité et coefficient d’autodiffusion pour les gaz liquéfiés,
les liquides usuels, les gaz et les fluides supercritiques d’aprés [2—-4].

Coefficient
Fluide Densité(kg.m?) Viscosité(cP
(kg.m") &(CcP) d’auto diffusion (cm2.s?)
Gazliquéfiés N N
500 a 1300 0,1a0,2 4.107.10°
(Piap; 25°C)
Liguides . .
600 a 1600 0,2a3 0,2.16-2,0.1C¢
(Patm , 30 OC)
Gaz N
. 0,6a2 1.16 3.107 0,1 0.4
(Patm; 30°C)
Fluidessupercritiques .
200 a 500 1.16 3.10? 0,7.10°
(P>R T>T)

Selon leur structure chimique, les gaz liquéfiés présentent dgmigtés de solvatation particulieres
qui vont conditionner leur choix en tant que solvant pour des molédwyelsophiles ou lipophiles. Au
regard de leur structure chimique (Figure IABet de leur valeur de log P, la majorité des gaz liquéfiés
sont de bons candidats pour I'extraction de molécules lipophitegme si certains d’entre eux (éthers,

amines...) sont susceptibles d’extraire également des molécules plus hydrophiles.

Il est a noter que le DME (éther diméthylique) se différencealgres gaz liquéfiés puisqu’il présente
a I'état liquide un domaine de miscibilité avec I'eau : le DME d ligtade a 25°C (590 kPa) est miscible
avec l'eau jusqu'a 34% (g/g), soit une solubilité dans I'eau degghlFandis qu'a I'inverse, I'eau est
miscible dans le DME jusqu’a hauteur de 7% (g/g) [5]. Cette partiéyt@ermet au DME de cextraire
I'eau de constitution des matiéres premiéres, qui agit alors cormmeo solvant pour I'extraction de
molécules plus hydrophiles. De plus, la miscibilité eau/DME, couplécapseité a dissoudre les
phospholipides membranaires, facilite grandement I'extraction despom@s d’'intérét localisés dans

le milieu intracellulaire.
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Alcanes Gafluorés Ethers
1,1,1,2 1,3,33 23,33 S
propane n butane tétrafluoroéthane tétrafluoropropéne tétrafluoropropene Etherdiméthylique
) (R134a) (HFO1234ze) (HFO1234yf) (DME)
H, o
(B)
(©)
propane
<+— n butane TG2
n hexane \
HFO1234yf

oleuropéine HFO1234ze

|

liNal00|  ——p

Acidecarnosique =——
<+—— DME

Figure I. 3 - (A) Structures chimiques des principaux gaz liquéfiés utilisés en extraction (B) Répartition de la densité
de charge ( -surfaces) (C) -potentiels des gaz liquéfiés et de quelques molécules d'intéréts

Une évaluation plus approfondie de leur pouvoir de solubilisation a &éém a I'aide d'un modéle
prédictif, COSM@®S COnductotike Screening/iOdelfor RealSolvent}, connu pour étre un précieux
outil de décision pour la sélection de solvants d’extractiorB]6Ainsi, les pouvoirs de solubilisation
de quelques gaz liquéfiés comparativementralnexane sont illustrés a titre indicatif pour différents
composés modeles (caroténoides, terpenes, acides gras, polypheiadisikalcul, a I'aide du modéle
prédictif COSMQRS, de leur potentiels (Figure I. &) puis de leur solubilité relative dans chaque
solvant par rapport au meilleur solvant (Tableau I. 3) [9]. Les adgsdont exprimés en loggxi), avec
Xsolub l@ fraction molaire de composé dissous, relativement au meilleur sohdamsi, une valeur de
log(%01uy=0 indigque une forte probabilité que le composé soit soluldrsdle solvant, a I'inverse une
valeur de log(%up)< 0,5 indique une faible solvatation, comparativement au meillelvasd de la

liste.
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Miseen ceuvreal’échelleindustrielle

Les propriétés particulieres des gaz liquéfiés employés, notarhrderir bas point d’ébullition,
facilitent les étapes d’évaporation / condensation du solvant eitémt les constructeurs a développer
des unités d’extraction intégrant le circuit de recyclagestlvant. De cette facon, les extractions
peuvent étre réalisées au choix en mode batch (discontinu) ou sentinu (solvant renouvelé en

permanence).

On peut distinguer deux types d’unités d’extraction industriellestargten ceuvre des gaz liquéfiés,
en fonction de leur fonctionnement thermodynamique : lesités fonctionnant selon un cycle
thermodynamique type « pompe a chaleur », avec une phaseodgpression suivie d’'une phase de

détente, et les unités fonctionnant selon un mode isobare (pressiostaate).

1.5.1. Systemesaveccompresseur
Les systémes « compression / détente » englobent les systémes dandddaqieculation du solvant
(gaz liquéfié) est générée par un compresseur (Figure 1. 4) seloycle thermodynamique continu
semblable a ceux des groupes frigorifiques (compression — condamsati@tente — évaporation).
Lors de ce cycle, le solvant est présent sous forme liqdales I'extracteur puis est évaporé par
détente dans un évaporateur pour isoler I'extrait. Les vapeursalleants sont ensuite compressées
pour étre condensées a température ambiante dans un condenseotte¥me, sans besoin d’avoir

recours a un réseau de distribution de froid (eau froide, eau glycolée, saunwré.et

Figure I. 4 - Schéma de principe simplifié de I'extraction solide-liquide selon un procédé avec compresseur
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souvent utile de faire figurer le cheminement du solvant sur dagrdmme enthalpique (Figure 1.,5)
le diagramme dit des frigoristes [10]. La pression est en ordoseém une échelle logarithmique et
I'enthalpie est en abscisse. L'état de référence pour I'enthalpi¢eaghz pur a 25°C et sous pression

nulle. Les isothermes sont représentées par lignes noires.

100 r r
10 <
5
o]
= 0°C
o
(2]
o : .
i Liq. Lig. + Gaz Gaz
1 \ 4 »
40°C
o,l T T T T T T T 1
30000 25000 20000 15000 10000 5000 0 5000 10000 15000
Enthalpie(J/mol)

Figure I. 5 - Cheminement du solvant tétrafluoroéthane (R134a) lors d’'un procédé d’extraction végétale selon un
procédé avec un compresseur

Exemple: Systemed’extraction en bouclefermée utilisant le tétrafluoroéthane (R134a)

Dans un dispositif d’extraction avec compresseur, le cheminemesbtvant tel que présenté Figure

I. 5 est le suivant:

la matiere végétale est mise en contact dans le solvant liquid¥@ dous une pression de 10

bar ;

puis la solution est détendue de facon adiabatique jusqu’a la pmressimosphérique, le

solvant s’évaporant partiellement ;

puis le mélange est maintenu en température pour finir d’évapdeesolvant et d’isoler

I'extrait ;

puis, le solvant gazeux est comprimé puis condensé sous pressicrhpagé avec une source

froide ;
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enfin, le solvant condensé est soit réinjecté dans I'extracteud@rsemicontinu), soit stockée

en vue d'une utilisation ultérieure (mode batch).

Ces systémes sont trés proches du fonctionnement des unitésfidgération, ils ont donc profité de
I'expertise technologique déja existante pour pouvoir étre rapidetmais en ceuvre industriellement.
Une des premiéres unités d’extraction connues fonctionrssidn ce mode a été mise en service en
1948 par la société Robertet pour I'extraction de congsosdorants a partir de fleurs fragiles. Le
constructeur Tecnolab a ensuite repris ce principe pour leur prengiénération d’unités d’extraction
(Figure 1. 6), puis plus récemment, une dizaine d'installations dédiéegradtion d’huiles végétales

ont été mises en service en Chine, pour des capacités de piodwdtant de 2 a 100 tonnes / jours.

Figure 1. 6 - Unité industrielle d'extraction de 2x500 litres fonctionnant selon un procédé avec compresseur (crédits :
Tecnolab s.r.l.)

Les systémes avec compresseur sont particulierement adaptés aiomerégmicontinu, dans lequel
le solvant est constamment renouvelé de facon a extraire au maxidaumatiére premiere. La
présence d’'un compresseur permet de contrdler précisémertéleit de recirculation du solvant, ce
qui facilite la régulation du systeme et génere une force motrierenettant de compenser les pertes
de charges du circuit (lit de matiére premiére, filtres, cajdeannes, détendeurs etc...). Pour autant,
le compresseur constitue a la fois I'avantage et l'inconvénient de cetensgs. En effet, les
compresseurs sont des machines encombrantes et énergivores eggendrent des frais
d’'investissement et de maintenance importants, ce qui limitefai¢ la taille des installations. Ce
constat est encore plus vrai pour des compresseurs antidéflagramtsae d’utilisation de solvants
inflammables. Pour ces différentes raisons, les unités d’extraeti@s compresseur existantes sont
souvent limitées a des capacités inférieures &ktmettant en ceuvre des solvants narflammables
(R134a ou HFOs).
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1.5.2. Extractionpar gazliquéfiésvs extraction par fluide supercritique

Il estimportant a ce stade, a titre de comparaison, de rappeo le procédé d’extraction sous pression
en phase liquidedécrit cidessus avec I'extraction en milieu supercritique. Il est en effétefale
confondre ces 2 procédés étant donné qu’ils mettent tousdiesx un gaz comme solvant et qu'ils
présentent des avantages similaires, en particulier lors de la phasepdeatién solvant/extrait. Les
procédés d’extraction par fluide supercritigue ont été longueménidiés et sont décrits par les
articles du Professeur Michel Perrut [4] et du Dr Karima BenaiBkil]'extraction supercritique met
également en ceuvre un cycle thermodynamique avec cosgiom et détente visualisé aprés

(Figure 1. 7) sur 'exemple du diagramme enthalpique d&.CO

100
,c%\ \
0
b= 20°C \
o
k%)
o
a 10
-80 °C \
1 T T T T T T T T b o 1
20000 18000 16000 14000 12000 10000 8000 6000 4000 2000 0
Enthalpie(J/mol)

Figure I. 7 - Cheminement du CO2 lors d’'un procédé d’extraction par fluide supercritique

Exemple: extraction solideliguide al’aide de CQ supercritique

Dans un dispositif d’extraction utilisant le £5Dipercritique avec une séparation simple a un étage, le

CQ suit le cheminement décrit Figure 1. 7, correspondant aux étapes seg/an

le CQ liquide est comprimé a I'aide d’'un compresseur jusqu’a 100 bar, de facopes sk la
pression critique (P= 73 bar), puis chauffé a 60 °C pour passer a I'état supercritigee3T

°C) en entrant dans I'extracteur,

le CQ supercritique est alors mise en contact avec la matiére premiére,
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puis le solvant contenant I'extrait est détendu de fagon adiab&igisqu’a une pression de
5060 bar et & une température de 20 °C, ou le solvant estat Kgtzeux. L'extrait liquide ou
solide est ainsi séparé du solvant

puis, le solvant est condensé en totalité sur un point froid

enfin, le solvant condensé est soit recomprimé et réinjecté damdréicteur (mode semi

continu), soit stocké en vue d’une utilisation ultérieure (mode batch).

En termes d’équipement, les avantages et inconvénients des unitégataah supercritique sont
similaires a ceux des unités d'extraction par gaz liquéfiés utilisant un essgur. Mais surtout la
grande difficulté de construire des capacités dimensionnées gsuhdutes pressions (jusqu’a 1000

bar) limite actuellement sa mise en ceuvre a I'échelle industrielle.

1.5.3. Systemessobares
A l'inverse des systémes avec compresseurs, les systénasases » travaillent en maintenant a tout
instant le solvant a un état d’équilibre liquide/gaz. Dans tout le d¢jrdeisolvant liquide est en
présence d’'un ciel gazeux de méme composition et la pressiomnégans I'enceinte est fonction de

la température selon la loi de pression de vapeur du solvant.

Le passage de I'état liquide a I'état gazeux (étape d’évaporati@olgant) nécessite uniguement un
apport d’énergie sous forme de chaleur, égale a I'enthalpievajgorisation (Hvap) du solvant et
inversement pour I'étape de condensation. Cette fagon de procéde plus économe en énergie,
étant donné que l'apport d’énergie est limité aux changemerittatl du gaz (évaporation puis
condensation). Méme si les systémes « isobares » sont a I'origineat#gs batch, ils peuvent étre
adaptés pour fonctionner en régime segantinu. La simplicité de ces systémes (Figure |. 8) en fait
leur principal atout, puisqu’il limite au minimum le besoin d’équipementcamiques, couteux,
fragiles et encombrants qui limitaient les installations avec comptesse termes de capacité et de

solvants compatibles.
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Figure I. 8 - Schéma de principe simplifié de I'extraction solide-liquide selon un procédé non-isobare

Afin de visualiser la différence d'un point de vue thermodynamigvec les systemes avec
compresseur, le cheminement du solvant dans l'unité d’extracest décrit sur le diagramme

enthalpique du R134a, Figure I. 9.
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Figure I. 9 - Cheminement du solvant tétrafluoroéthane (R134a) lors d’'un procédé d’extraction végétale selon un
procédé isobare

Exemple: extraction par R134aselonun procédéisobare

Dans I'exemple de la Figure I. 9:

la matiére premiére est macérée dans le solvant liquide a 403€Xdbar, en présence d’'un
ciel gazeux de solvant,

puis, la solution obtenue est transférée dans un évaporateur. Raorap’énergie, le solvant
s’évapore a 40°C sous 10 bar. L'extrait isolé est collecté au fondudlebn

les vapeurs de solvant sont condensé a 40°C sous 10 bar

le solvant liquide est recyclé soit immédiatement dans I'extracfewode semicontinu) soit

pour le batch suivant (mode batch)

Grace a leur simplicité, les systémes « isobares » sont plus éconoréesrgie, compatibles avec les
solvants inflammables, sans limite de capacité et moins couteux que les systemesrapegsseurs.
De plus, les récents développements entrepris par les constuustont permis de fiabiliser leur
fonctionnement, de sorte qu’ils remplacent petit & petit les eysés avec compresseur a I'échelle
industrielle. Les principaux constructeurs européens d’extracteurgazniquéfiés ont fait le choix de

ce mode de fonctionnement pour leurs unités industrielles (Fidut®).
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Figure 1. 10 - Unité industrielle d'extraction de 500 litres fonctionnant selon un procédé isobare (crédits : Celsius
s.a.r.l)

1.5.4. Transfertde solvantcuvea cuve
Les gaz liquéfiés étant tres souvent mis en ceuvre a la limite dityaigeur, les opérations de transfert
cuve a cuve nécessitent une réflexion particuliére. Il existecipatement 3 méthodes (Figure 1. 11),

chacune ayant ses avantages et ses inconvénients :

Transfertgravitaire : la cuve de départ est placée dassus de la cuve d'arrivée, en prenant
soin de les relier par une conduite d'équilibrage des pressiongtawité étant la seule force
qui rentre en jeu, c'est la facon la plus simple et économiquerdeéoer. Cependant elle
impligue une implantation verticale qui génere un encombrementdrtgnt en hauteur.
Transfert par pompage: le gaz liquéfié est mis en circulation a l'aide d'une pompe,
généralement a membranes ou a engrenages. Il s’agit d'une solutiondaniddtre en ceuvre,
qui permet de contrdler le transfert et d’avoir davantage de flexibilitérgmnplantation des
cuves. Toutefois, le pompage d’'un gaz liquéfié a I'équilibre éeapice présente un risque
important de cavitation qui détériore les organes de la porepengendrent des colts de
maintenance importants.

Transfertpar surpression: ce mode de transfert met a profit la volatilité des gaz liqeééa
créant temporairement une surpression (+ 1 bar) dans la cuve de tdéparaporisant une
petite fraction du gaz liquéfié par un appoint local de chaleur{dd’'d’un serpentin immergé
ou d'un échangeur de chaleur placé en paralleéle). Cette solgmmet une implantation
horizontale des cuves, mais elle nécessite de pouvoir régapideament la température dans

chaque cuve indépendamment.
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Figure 1. 11 - Modes de transfert des gaz liquéfiés : (1) transfert gravitaire (ll) transfert par pompage (lll) transfert
par surpression

1.5.5. Etapede séchagdinal

Une fois les étapes d’extraction et d’évaporation terminé@sgestime qu'entre 1 et 5% de la masse
de solvant initialement introduit reste présent dans le circuitt sous forme de vapeurs sous pression
dans les cuves et la tuyauterie, soit piégée dans la matiére prereiel’extrait. La désolvatation
compléte de I'extrait et de la matiére premiére doit faiie@bjet d’'une étape spécifigue, commune aux
systémes avec compresseurs et aux systémes isobares. Afin derenaplétement le solvant et
d’éliminer les traces dans le produit, les vapeurs sous pressitinpsogressivement détendues puis
aspirées a 'aide d'une pompe a vide avant d'étre condenséessaipreatmosphérique, a I'aide d’'un
condenseur alimenté par une source de froid adaptée. A noter gu'il est sougeassaire de brasser
mécaniquement la matiére premiére extraite afin d’accélérer la dégation. Au final, le séchage sous
vide permet de faire descendre la teneur en solvant résiduel dans le produit fini audissiisi&rieurs

a 1 ppm, voire 20 ppb ou a I'éliminer complétement dans certains cas.

Applications

Du fait du récent regain d'intérét pour I'extraction aux gaz éfigs, les applications industrielles
restent encore actuellement confidentielles. Pour autant, depuis la fsmateées 2000, plus d’'une

centaine d’études ont été menées et ont ainsi permis de produire url@braphie plus abondante.

W Tétrafluoroéthane

W Huile
m Tétrafluoropropénes
M propane m Composés
odorants
mn butane i
m Composés
EGPL bioactifs

M Ether diméthylique

Figure I. 12 - Répartition des références en fonction des solvants utilisés (gauche) et des composés cibles (droite)
entre 1950 et 2018
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décrivent des procédés mettant en ceuvre majoritairement : desdgagétrole liquéfiés (propana,
butane et GPL), proches chimiquementrhexane ; de I'éther diméthylique, miscible avec I'eau et
pouvant extraire une large palette de composés ; du tétrafléthane, noninflammable et plus
sélectif. Etant donné les caractéristiques de chaque solvant, les étudeacmtent sur I'extraction
de molécules lipophiles, en particulier I'extraction d’huiles, de posés bioactifs et de composés

odorants (Figure I. 12).

Depuis 2016, l'installation de la plateforme d'éextraction de Valréas dans le département du
Vaucluse permet I'accés aux industriels a des unités pilotes d’extraptiorgaz liquéfiés, d'une

capacité de 1 Litre et de 500 Litres pour des études de faisadilité montée en échelle (Figure 1. 13).

Figure I. 13 - Pilotes d'extraction par gaz liquéfiés d'une capacité de 1 Litre et 500 Litres (Plateforme d'Eco-
Extraction de Valréas, France)

1.6.1. Extractionde composésodorants
Historiqguement, I'extraction composés odorants a été I'un desrpers secteurs d’applications pour
les gaz liquéfiés, en particulier pour les plantes dites « fragiles » (ex : jagss@inmuguet... [12]) dont
les qualités olfactives sont rapidement dégradées par les traitésnenonventionnels
(hydrodistillation, entrainement a la vapeur, voire extraction par solvau polatil...). De grands
acteurs du monde de la parfumerie (Robertet, Mane...) ont tour anasi& profit la capacité des gaz
liquéfiés a étre évaporés a froid pour développer des gammestrdiess d'une grande qualité,

conservant un profil aromatique proche de celui de la plante d’'origine.
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organiques toxiques (hexane, dichlorométhane, chloroforme...) maifrést aussi une alternative

plus économique aux procédés d’extraction aw €apercritique.

Dans le cas des composés odorants, les gaz fluorés (R13442B##@...) sont les solvants a privilégier
car ils permettent d’'obtenir un extrait aromatiques pauvre eregjrsouvent considérées comme
indésirables, a I'inverse des « concretes » obtenues habituellemeptuBda majorité des gaz fluorés
ne sont pas inflammables, ce qui limite les colts d’investissement @stpges pour les opérateurs.
Pour autant, les autres gaz liquéfiés peuvent étre utilisés avantageent pour I'extraction d’arémes,
en particulier le DME utilisable directement sur des plantes fraiches gttant ainsi des étapes de
séchage et de broyage, énergivores et susceptibles d'altérerdealité olfactive. Le Tableau I. 4
regroupe des exemples de conditions opératoires optimales pextraction de différentes plantes

aromatiques [13-17].

[.6.2. Extractiond’huiles

[.6.2.1.Apartir degraines
Etant donné la nature lipophile de la grande majorité des gaz liqgjdéiénarché de I'extraction d’huile
est probablement celui qui a donné lieu a plus de travaux de reblesrdepuis 2010, en particulier
dans une optique de substitution de I'hexane, encore trés utiligéuad’hui malgré sa toxicité [7].
Parmi les gaz liquéfiés, le propane ehlbutane sont les candidats les plus évidents étant donné leur
structure chimique trés proche. Leur innocuité leur a permégrd’classés parmi la liste des solvants

d’extraction alimentaires autorisés par I'Union Européenne (Directi@8/32/CE).

D’un point de vue qualitatif, a I'instar des procédés au Sercritique, les gaz liquéfiés offrent aussi
la possibilité d’extraire dans des conditions douces les composés itaires présents dans I'huile
(stérols, tocophérols, flavonoides...) sans risque de dégradationitherndonnant ainsi une huile de
qualité supérieure a celles issues des procédés d'extractiorsqgiaants utilisés actuellement. En
particulier, une augmentation significative de I'activité antioxytgaen été notamment observée dans
les huiles extraites avec du propane ourdboutane, avec des rendements équivalents par rapport aux
procédés a I'hexane, ou méme aux procédés aupddfercritique [18-21]. Le DME quant a lui permet
grace a sa plus grande polarité (log P= 0,1), d’extraire uriregalas large de composés lipidiques, a
la fois les triglycérides, les composés minoritaires mais aussi les phospholipidéableau I. 4

regroupe quelques exemples d’extraction menées depuis 2010 sur dieegoléagineuses.
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[.6.2.2.A partir de micro organismes

Ces dernieres années, les microorganismes ont fait I'objet de plssigwjets collaboratifs de
recherche industrieacadémie dans le but de trouver de nouvelles sources de liocamts comme
alternative aux cultures céréaliéres. Les miakgues, par exemple, ont la capacité de produire et
d’accumuler une grande teneur d’huile. lls sont aussi faciles aipmadie telle sorte qu'ils ne rentrent
pas en compétition avec des cultures alimentaires. Afin d’extrairBpieles a partir des micralgues

en évitant 'emploi de solvants d’extraction pétroliers, les gaes industriels d’extraction au €O
supercritique ont été largement utilisés donnant de bons résultdts fais en termes de rendement

et de sélectivité [11]. Néanmoins le £€lpercritique n’étant pas miscible avec I'eau, ces procédés
nécessitent une étape préalable de séchage de la biomasse, comueifse consommatrice en

temps et en énergie.

Récemment, des études menées ont montré que le DME (partieieméscible avec I'eau) pouvait
permettre une extraction aussi efficace des composés d'intdiéictement a partir de biomasse
humide [22]. L’eau de constitution étant extraite en méme temps que les composés lipidiques, il ne
reste alors plus dans I'extracteur que la biomasse séche, dégrassans traces de solvant, qui peut

étre directement valorisée, en tant que source de protéines [B3—2

1.6.3. Extractionde moléculesbioactives
Quelques exemples d'utilisation de gaz liquéfiés pour la produdgamolécules bioactives sont listés
dans le Tableau I. 4 [8, 26—29]. L'une des applications la plus ceshs@ns conteste I'extraction de
I'artemisinine, un actif antipaludéen, a partir d’armoise annueflgdmesiaAnnug. Les travaux de
recherche menés a I'Université de Cambridge par Lagikah [28, 29] ont permis de mettre au point
un procédé industriel mettant en ceuvre le tétrafluoroéthane 3&4) comme solvant. Le gain en
termes de consommation de solvant, d’énergie et de tempspanminis de diviser par deux le prix de
revient industriel. Ce procédé est actuellement mis en ceuvre daesisime & Madagascar et permet
la production d’environ 5 tonnes d’artemisinine par an. D’autregés d’extractions fonctionnant au
R134a sont actuellement en fonctionnement au Rwanda, poutrdletxon d’un insecticide naturel a

partir de pyréthre (Figure I. 14).
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Nomoommun  COMPOSES  ggn  Températre  Pression g
Muguet n butane 30 2-3 [13]
Orange GPL 35 4,5 [14]

Cannelier Composés R134a 20 5 [15]
odorants
Sarriette R134a 20 6 [16]
Citron DME 35 8 [17]
Nitraria n butane 40 6 [18]
Andiroba Huile + n butane 25 7 [19]
Tournesol antioxydants  p pytane 40 4 [20]
Son de riz n propane 25 7 [21]
Euglenagracilis DME 20 7 [22]
Botryococcusraunii Huile DME 37 7 [23]
Aurgntioghytrium DME 37 7 [24]
limacinum
Arthrospiraplatensis N pl;'gurirlmints DME 20 5 [25]
Wakame Fucoxanthine DME 25 6 [26]
Thé vert Caféine DME 20 5 [30]
Mangoustanier Xanthones DME 35 8 [27]
R134a 15-40 4-12 [2298]’
Armoise annuelle Artemisinine
a2 5@
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Figure I. 14 - Unité d'extraction de 2000 Litres d'extraction de pyréthre (crédit : Tecnolab S.r.l.)
Etudeéconomique

Le manque de données économiques disponibles dans la littératleernombre de facteurs a prendre
en compte rendent difficile une étude exhaustive du co(tl réen procédé d’extraction par gaz
liquéfié par rapport aux technologies existantes. Néanmoins, certaifisaiteurs comme le prix des
solvants et le colt d’'investissement pour une unité d’extracfienvent donner une premiére base
de comparaison avec les procédés d’extraction usuels. Le prixagdiquéfiés varie de 4 k€/t pour

le propane, butane et I'éther diméthylique a 17 k€/t pour [E®{L234ze et peut monter a 200 k€/t
pour le HFQL234yf (prix hors taxes, INVENTEC Performance Chemicals, 2016) ovitve & k€/t
pour I'hexane. Le cout d’'une unité d’extraction de 0,5 pedit lui varier de 300 k€ a 500 k€ (d'aprés
[31] et Celsius s.a.r.l.) selon les constructeurs et les spécificatidiasldeteur. A titre de comparaison,
les unités d’extraction au GQupercritique ont un prix estimé a plus de 1 M€ pour des cagmcit

équivalentes.

Le procédé d’extraction de I'artémisinine est actuellement le aeavoir donné lieu a la publication
d'une étude économique qui compare un procédé d'exi@ctpar gaz liquéfié aux procédés
conventionnels. L’étude menée par Lapkin et coll. [31] en 2006 adénqu’un procédé d’extraction
au tétrafluoroéthane pouvait étre compétitif vésvis d’un procédé utilisant de I’hexane, grace a un
gain de 30% en termes de consommation énergétique, unéndiion de la durée d’extraction, une
augmentation du rendement d’extraction et de la concentratem actif dans I'extrait brut. L'étude

met également en avant l'apport du tétrafluoroéthane en ce quhamne la sécurité des
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consommateurs et des opérateurs. Des études ont été depuisegrses pour remplacer le

tétrafluoroéthane, gaz a effet de serre, par le tétrafluoropropéne HEGAyf [8].
Sécuritéet réglementations

1.8.1. Sécuritédesproduits et desopérateurs
Le procédé d’extraction aux gaz liquéfiés est un procédé simpieconsiste en une succession
d’opérations unitaires (macération, évaporation, condensati@alisées sous pression. Pour autant,
I'utilisation de ces conditions opératoires particulieres génerent degues spécifiques pour les
opérateurs, les produits et les équipements. L’identification des darggerstitue la premiére étape
de nombreuses méthodes d’'évaluation des risques, aussi biengpoansommateur (HACCP : Hazard
Analysis and Critical Control Point) que pour les opérateurs (HAZORBrdHAZlysis and OPerability).
L’objectif de cette partie n’est pas de fournir une analyse exhaustive des sisqupticables a tous les
procédés d’extraction par gaz liquéfies — elle doit étre menéEpendamment dans chaque
entreprise et pour chaque produitmais de donner des pistes de réflexion destinées aux industriels
qui mettront en ceuvre ces analyses. De la méme maniere, la réfleseom limitée a I'étape
d’extraction a proprement parler, étant donné que I'extriact aux gaz liquéfiés est une macération

sous pression et ne génere en principe pas de grandes modifications dans la chaioduwdgion.

1.8.1.1.Analyseslesdangerspourlesproduits
L'utilisation d’'un nouveau solvant d'extraction et d’un nouveaocgdé d'extraction nécessitent
d’étudier attentivement les impacts potentiels sur la qualité eséaurité du produit. Dans 'industrie
agro alimentaire, cette évaluation est menée grace a la méthode HACCRgrdHanalysis Critical
Control Point »), qui peut étre définie comme « une méthode re¢ approche structurée par sept
principes permettant de se prémunir de tous problemes d’insé€ des aliments par la mise en place
d’activités opérationnelles, moyens et solutions techniquesfakilies et d’en apporter la preuve »
[32]. L’'analyse des dangers constitue le premier des sept pesapi consiste a lister les dangers
significatifs des produits, selon plusieurs catégories : dangers bin&syidangers chimiques, dangers

physigues et éventuellement dangers allergenes.

Dangersphysiques: les risques physiques sont principalement liés a I'introdnatie corps

étrangers dans le produit, tels que des particules polyméres étaliiques provenant de
I'équipement de production ou de I'environnement extérieur (pousssedébris de verre, de
métaux, d’insectes, objets provenant du personnel...). Dans le sasy/sigmes d’extraction
par gaz liquéfiés, les extracteurs sous pression sont étanches pagptam, par conséquent

I'introduction de corps étrangers peut survenir lors des étapesnthnutention, lors du
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chargement et déchargement de I'extrait et de la matiére premieu bien de facon continue
par libération de particules provenant des parois métalliques des cdesgales d’agitateurs,
des organes des pompes et compresseurs, des vannes ou bien de joints d'étanchéité
Dangersbiologiques: ils regroupent les agents biologiques et les composés chimiques de
nature biologiques (toxines). Le procédé d’extraction par gaz licpéfest pas une source de
contamination biologique, néanmoins les conditions de tempéeduet de pression
employées (20 — 40 °C et 1 — 10 bar) sont insuffisantes pour inadéseagents pathogénes,
gu'’ils soient présents dans la matiére premiére, dans I'extrait fimatlans I'équipement lui
méme.

Dangers chimiques: ce sont des composés chimigues indésirables susceptibles d'étre
toxiques. Il s’agit généralement de contaminants issues de I'équipetaeméme (métaux,
lubrifiants, fluide caloporteur...) ou de produits de dégradatiarms lors de la mise en
contact entre la matiere a extraire et le solvant ou d'impéseprésentes dans le solvant. Il
également important de s’assurer de la pureté du gaz liquéfiééytidis particulier dans le cas

du n butane qui peut devenir impropre a l'utilisation en tant que solvaittcgntient plus de
0,1% de butadiéne. De plus, bien que trés faibles, les traeesoldant résiduel dans les
produits finaux doivent également étre contrblées pour s'assurer mspect des

réglementations en vigueur.

1.8.1.2.Analysedesdangerspourlesopérateurs
Le principal inconvénient de I'utilisation des gaz liquéfiés comme sotiartraction est lié aux
dangers qu'ils représentent et les risques potentiels qu’ils générent fpes installations et les
opérateurs. L'évaluation de ses risques potentiels dus a des dédaliem parameétres opératoires
normaux constitue l'objectif de la méthode HAZOP (« HAZard and OPeratitiigs ») [33], qui
ameénera ensuite a définir des actions recommandées pour les élimineau moins atténuer les
risques. Tout d’abord, il convient de rappeler que les gaz liqusdidsstockés pour la grande majorité
a température ambiante et sous leur propre pression de vapeupréssion de vapeur augmentant
avec la température, une surchauffe excessive peut rapideroentiuire a une surpression dans la
cuve et provoquer I'ouverture de la soupape de sureté vail@ns le pire des cas, une rupture de

I'enveloppe.

En cas de fuite, causée par une corrosion des tuyauteries, wctnop erreur humaine, une grande
quantité de gaz est susceptible d'étre libérée dans I'atmosphérgabail. A titre d’exemple, 1 frde
1,1,1,3tétrafuoropropéne (HFQ234ze) liquéfié a 25 °C peut générer 200dm gaz. L’accumulation

importante de gaz dans un espace confiné peut conduire selon saerettla quantité libérée, a des
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inflammables). Pour cette raison, il convient de mettre en cewdes mesures afin de limiter les
guantités utilisées et de travailler dans des locaux correctement vergtié@quipés des moyens de
détection, avertissement et extinction adéquats. Dans le cas @ae$nflammables, qui concerne une
majorité des gaz liquéfiés utilisés en tant que solvant d’extragpoopanen butane et DME), le Code
du travail impose a I'employeur de prendre les mesures nécessaires: gwévenir ou limiter
I'apparition d’atmospheres explosives, éviter leur inflammatioratténuer les effets des explosions
[34].

1.8.2. Réglementation
L'utilisation des gaz liquéfiés en tant que solvant d’extraction imp@sespect d’'un certain nombre
de directives internationales. Par leur nature, les gaz sont dediaihis au Protocole de Kyoto, visant
a réduire I'émission des gaz a effet de serre et au ProtocoMatdréal, visant a réduire et a terme
d'éliminer les substances appauvrissant la couche d'ozone. Ces deux pEetocd en particulier
conduit a linterdiction des CFC (chlorofluorocarbures) et plus réammnd une diminution
progressive de la production des HFC (hydrofluorocarbures), en partieulidr, 1,2 tétrafluoroéthane
(R134a) qui fut 'un des premiers gaz liquéfiés utilisé en tant glvarsiod’extraction. A l'inverse, le
propane, n butane, I'éther diméthyligue (DME), le 2,3,3@rafluoropropene (HFQ234yf) et le
1,3,3,3tétrafluoropropene (HFQ234ze) ne sont pas destructeurs de la couche d'ozoneeet n
participent pas ou peu a I'effet de serre, par conséquent ils néz@s impactés par ces protocoles et

restent utilisables a I'’échelle industrielle.

Parallelement, leur utilisation en tant que solvant d’extraction obl&geindustriels a respecter les
différentes réglementations spécifiques a chaque type de prodatamment a usage alimentaire ou
cosmetique. Pour l'industrie agm@imentaire, les directives européennes 2009/32/CE, 2010/594UE e
2016/1855/UE concernant les solvants d’extractions impose une tist solvants utilisables en
précisant leurs conditions d'utilisations. A I'heure actuelle, le propane rebutane font partie de la
liste « Annexe | — Partie | » qui permet une utilisation sans rastricpécifique, dans la limite des
bonnes pratiques de fabrication. Le DME a récemment été ajoladiste « Annexe | — Partie Il » en
tant que solvant d’extraction pour dégraisser des matiéres pregsia base de protéines animales, en
spécifiant des teneurs résiduelles limitées a 0,009 mg/kg dans lesiifgaal base de protéines
animales et a 3 mg/kg dans le collagene et dérivés. Enfin, le R13dargginné dans la liste « Annexe
| — Partie Il » en tant que solvant d'extraction utilisable pour ép@ration d’extraits aromatisants a

partir de produits aromatiques naturels, avec une teneur maximaleO@® mg/kg de denrée
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alimentaire. Les HFO234yf et HFA.234ze ne sont a I'’heure actuelle pas admis en tant que solvants

d’extraction dans I'agroalimentaire.

Dans le cas de l'industrie cosmétique, le réglement européen3d8i20209 prévoit a I'inverse une liste
de composés a bannir dans les produits a usage cosmétique dans lamuekeretrouve aucun des
gaz liquéfiés mentionnés dans cet article, a I'exception dutane lorsqu’il contient plus de 0,1% de

butadiene.

Empreinteécologiquest économique

Dans le but d’étudier I'impact environnemental d'un procédéttaction par gaz liquéfié, 'empreinte
écologique a été déterminé en se basant sur les 6 principegctedktraction définis par Chemat
al. [35]:

Principe 1 : Favoriser I'innovation par la sélection variétal€ugitisation de ressources
végétales renouvelables.

Principe 2 : Privilégier les solvants alternatifs et principalement issus des agreessources.
Principe 3 : Réduire la consommation énergétique par I'assistasedhnologies innovantes
et favoriser la récupération d’énergie.

Principe 4 : Favoriser la création de coproduits au lieu de dégtair intégrer la voie de la
bio ou agroraffinerie.

Principe 5 : Réduire les opérations unitaires grace a lI'innavéichnologique et favoriser les
procédés sdrs, robustes et contrblés.

Principe 6 : Privilégier un produit non dénaturé, biodégraglabans contaminants et surtout
porteur de valeurs.

En attribuant une variable quantifiable a chacun des 6 principes, ilpessible de créer une
représentation graphique de I'empreinte écologique d'un gmé& d’extraction par rapport a un

procédé référence (Figure 1. 15).

Exemple: extraction d’un extrait odorant

Un procédé d’extraction de composés aromatiques a partir dedlderlavande a été choisi comme
exemple afin d'illustrer le potentiel des gaz liquéfiés par rappam solvant usuel de référence ne
hexane. En termes de performances du procédé, le DME estvansajui permet, a conditions
opératoires égales (température, ratio lavande/solvant, nombee rdnouvellement du solvant),
I'extraction la plus rapide et avec le meilleur rendement, suivi parbatane et len hexane puis le
1,3,3,3tétrafluoropropéne (HF234ze), qui posséde un pouvoir solvant moindre. Le réel avantag

des gaz liquéfiés par rapport aux solvants usuels apparait une fois I'd@xteaction est terminée,
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lors de I'étape de séparation solvant/extrait. En effet, la plupddes procédés d’extraction
actuellement utilisés essaient de valoriser la matiére premiére épuised¢aet que coproduit.
Cependant, la matiére extraite par tehexane ne peut pas étre réutilisée telle qu’elle et doit étre
traitée dans le but d’éliminer les traces de solvant. Parséquent, dans ce cas de figure I'étape
d’extraction génere une grande masse de déchets. A l'invirsejaz liquéfiés ne laissent pas ou trés
peu de traces dans la matiére extraite, elle peut étre réutiliefle gu’'elle. Par conséquent, le procédé
d’extraction par gaz liqguéfié ne génére pas de déchets, uniquemhes coproduits réutilisables. De
plus, les gaz liquéfiés permettent un recyclage complet (>98)986] et rapide du solvant en une
seule étape alors que les procédés utilisan leexane doivent rajouter une ou plusieurs étape(s) de
stripping pour récupérer le solvant piégé dans la matiére \@gdjusqu’a 30% de la masse totale).
Concernant la consommation énergétique, I'utilisation de gaz liquéfesmet d’économiser une
guantité significative d’énergie grace une faible enthalpie d'évapmmaet une température
d’évaporation modérée, en particulier pour le HEZB4ze qui permet une économie de plus de 60%

par rapport aun hexane [37].

Enfin, la qualité de I'extrait est probablement le critére le plapartant de I'étape d’extraction. De

par leur plus grande volatilité, les gaz liquéfiés s’évaporent endorefpcilement que les solvants
organigues classiques, conduisant a des extraits d’'une plus graraligéget réduisant le nombre

d’'étapes de purification. La littérature mentionne des niveauxsdivant résiduel souvent nulle ou
bien inférieur a 1 ppm, voire a 20 ppb, soit prés de 1000 foiasgu’avec I'hexane (avant purification)
[36].

De par tous ces aspects, I'utilisation des gaz liquéfiés comme solvaxttactien permet de diminuer
I'impact environnemental tout en obtenant un extrait de meilleungatjté, sans résidus de solvant

toxique.

51



(HAPITRE-LES GAZ LIQUEFIES COMME SOLVANTS ALTERNATIFS APEXITRAESTFON DU VEGET]

Figure I. 15 - Empreintes écologiques de procédés d’extraction d’ardbmes par macération a l'aide de différents
solvants

Conclusioret perspectives

Les contextes économique, environnemental et |€gislatif favorib&miergence et le développement
de solvants alternatifs tels que les gaz liquéfiés, performants engedtimpact environnemental, de
réduction de la consommation énergétique et sur la santé desatpers et des consommateurs, pour
la substitution des solvants conventionnels d'origine pétrolieremme I'hexane ou le
dichlorométhane. Les gaz liquéfiés peuvent étre envisagés comme alugos aux différentes
problématiques environnementales liées a I'utilisation de solvantsopBimiques et a la mise en

ceuvre de procédés moins énergivores.

Il faut souligner que la premiére utilisation des gaz liquéfiés poxirdietion a été réalisée en France
par la société Robertet en 1940, en utilisannleutane pour produire les « butaflors » a partir de
fleurs fraiches. Ces derniéres années, plusieurs constructeurs emetdr et commercialisé des
procédés d’extraction utilisant les gaz liquéfiés comme les sociétés Celsiuf88jARbmerg LLC [39]
ou Ineos Fluor Ltd. [40], tandis que plusieurs sociétés dans le demairextraction ont breveté et/ou

commercialisé des extraits innovants produits a I'aide de gaz liquéfiés [41, 42]

Dans une démarche d'éaxtraction, I'utilisation des gaz liquéfiés comme solvants dans la enise

ceuvre de procédés plus durables doit étre réalisée selon un certain nombre dedpratiques :

Evaluer les possibilités d'utiliser les gaz liquéfiés pour produire desitexie contenant plus
de solvant, comme c’est déja le cas poun leutane ;
Avoir recours a un gaz liquéfié d'origine naturelle renouvelable mvgnant des agro

ressources (avec connaissance, évaluation et maitrise des risquegagscomme le cas du
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DME pouvant étre produit a partir du méthane produit paétimanisation des déchets agro et
agri industriels et domestiques ;

Choisir le gaz liquéfié qui permet d'intégrer la sécurité deéfateur et du consommateur :

non CMR (Cancérigene, Mutagene, Reprotoxique), sans ou aedaible toxicité, sans effet

allergene et ne faisant pas partie de la famille des perturbateurs endocriniens ;

Utiliser un gaz liquéfié qui peut étre recyclé intégralement ettda mise en ceuvre engendre

un codt énergétique limité.
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Design and manufacturing

of prototype extraction units
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Introduction

This chapter describes the manufacturing process of two extractits {1 liter and 200 liters
extractor), from the requirements definition to the implementati on site, including the dimensioning

and the vessels manufacturing.

At the beginning of the thesis, Celsius has already patented the &rtrgrocess using liquefied gases
in an isobaric mode (W02012101361). They also manufactured dité0extraction unit, called
NECTACEL 500, in order to prove the technical feasibility of thesgratendustrial scale (Figure Il. 1).
However, this pilot plant was not adapted to perform laborat@gale experiments. Therefore, it
emerged as essential to manufacture a snsalle pilot plant but still based on the operating mode.
The objectives were to assess the potential of liquefied gases fothection of natural products but
also to test the extraction process and the equipment themselvesprider to propose some

improvements for the existing industrial pilot unit.

Figure Il. 1 - NECTACEL 500 extraction unit

Generamanufacturingorocess

The manufacturing process can be divided in 3 main sequential steps (Figure II. 3):

The preliminary survey is necessary to get enough data to estabfisbpar quotation according to
the user's needs in terms of process (working mode, solventapéeature, pressure...), sizing
(volume, height, weight...), safety (explosion proof...), requaf{@k certification, foograde...),

automatism, budget etc.
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a PID (“Piping and Instrumentation Diagram”), which is the easiestavggttin one look alll
the instruments, valves and vessels necessary for the process and tmwgethey are inter
connected.

Draft drawings of the main vessels (extractor, boiler, condenser...)

Once this documents were validated by all the partners of the ptqjleEEV, UAPV & Celsius), we
started the consultation of the suppliers (vessels, pipes, valves, stiiratruments but also thermal
insulation, electricity wiring, transport, certification etc...) idey to get a final price and establish a

proper quotation. The manufacturing step started when all the parriead agreed on the guotation.

The first step of the manufacturing process is to order the accessgtieers, pumps, valves and
instruments) and to get the definitive drawings of the vessels. The goajét all the exact dimensions
of each elements in order to draw an overall drawing includinghallvessels, valves, motors and
instruments but also piping and supporting frame, with all the dimerssioecessary for the
manufacturing. Usually, the frame is the first element to be maokkowed by the vessels and finally
the piping. In case of chemical processes, equipment is mostly mathdniess steel (AlISI 304 or 316L)

which resistant to rust and compatible with most chemicals.

In a classical range of pressures@barg), small volumes vessels (< 500 L) are often made by gveldin
together standards ISO elements: pipes and pipes elements (tubss @amnectors, elbows, tees...)
which are commercially available from 10.2 up to 508 mm in diam@igure 1l. 2). Beyond that size
or for higher pressures, vessels must be manufactured with custaimparts, which are more

expensive and time consuming.

Tubes Reduction Pipe cap Clanp connection

Figure Il. 2 - ISO standards piping elements used for vessels design

Vessels, piping and equipment are gradually assembled on the supporting. fémae all the parts
are connected, a leaking test followed by a hydraulic proof areenta@nsure the proper sealing and
the resistance to pressure of the assembly. Several inspections are duaithg the production to

ensure the compliance with the current European directives, either by eontrol or through a
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notified body (Apave, Tlv, etc.) depending on the operating presand volume. The higher is the
pressure and/or the bigger is the volume, the greater the aoiniiill be. Once the assembly is certified

and checked, it can be packaged for delivering to the final user.

The last step is the commissioning, when the final user verify if thésuhdisigned and works according

to the requirements.

Figure II. 3 - Manufacturing process
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Manufacturingof NECTACHL

11.3.1. Design
The NECTACEL 1 unit was ordered by the “Plateforme E¥waction de Valréas” (a French
technological platform dedicated to e@xtraction of natural products) to propose a new extraction
technic to industrial and academics partners and test it with their own productiel context of this
thesis, this prototype extraction unit also gives Celsius the oppdst to evaluate in safe conditions

its process with various plant material.
After discussion with PEEV, UAPV and Celsius the pilot plant must fulfill the folloguirgmreents:

1) a useful capacity of 2 liters

2) be movable and be able to fit through a standard doorway

3) be compatible with several solvents, in particutdbutane, HFQAL.234ze and DME, filled from
a classical gas bottle (26 L), with eventually a@went

4) be made in stainless steel AISI 316L (fgoabe steel)

5) be in compliance with the ATEX Directive so it can be used with flammabletsolven

6) the cost should be as little as possible

Based on these requirements, we designed an extraction unit ceagpof 4 vessels disposed in

vertical arrangement for easy solvent transfer by gravity.

Table Il. 1 — Vessels specifications

Vessel P (barg) T(°C) V(L) Specificity

ATEX stirrer
Extractor 0/50 1.0 1L filtering basket

Temperature probe
Evaporator 1/5 0/50 1.0 Conical shape
Condenser 25/30 4.5 Shell and tubes type

Level indicator
Storage 0/30 25 _
tank Gas bottle connection

These vessels are connected together to form a closed lo@p, iéeach vessel can be isolated during
the batch process. The liquid solvent naturally flow down from a vesseétother by gravity whereas

the vapors naturally rises from the evaporator to the condenser.
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[1.3.2. Manufacturing
Once the PID was accepted, the manufacturing lasted about 3 months frodefimitive drawings to
the delivery (Figure Il. 4). Due to the relative low dangerousnesggeaissembly, the certifications CE

and ATEX could be made by agtmntrol, in respect of the rules of the art.

After being installed in the technological platform PEEV, the NECTA@RELhads been tested using
several plant material and solvents. The experiments performed at laborataly bighlighted that

some improvements should be made on the NECTACEL 500 pildthenixtractor in particular was
found inconvenient to use during plant material loading and ading steps through the side door.

Therefore, we decided to replace the 500 L extractor by a smallerdsigreto use 200 L extractor.
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NECTACHEOOupgrade

11.4.1. Design
After discussion with partners of this project, the new extiactvessel must fulfill the following

requirements:

1) a useful capacity of 200 liters

2) be easy to load and unload

3) be equipped with an ATEX stirrer

4) be compatible witm butane, HFQ1234ze and DME

5) be adaptable on the NECTACEL 500 unit in order to use the exigéipgrator, condensers

and storage tanks.

Based on these requirements, we designed a 200 L (useful volume)tiextraessel with a top
opening, for an easy loading/unloading using a filtering basket, amattanb stirrer. The extractor is
connected with the NECTACEL 500 using hoses but could alsadedrin the future as the first part

of a new 200 L extraction unit.

11.4.2. Manufacturing

Even if the extractor was manufacturing following the same process MEB@TACEL 1, its higher
capacity induced a tighter control (Figure Il. 5) between almneash step of the production. First, a
calculation note according to is required to check if the vessglde®n correctly designed regarding
to its resistance to internal pressure. Once the designed is approvednémeifacturing quality has
been verified periodically by a notified body, in particular the quaditthe welds, which are checked
using Xray radiography. A final test pressure at 1.3 times the maximal wpkiessure was necessary
to get the CE certification. Finally, the extractor was delivered astdllad at the “Plateforme d’Eco
Extraction de Valréas” and connected on the existing NECTAOHLsiBQ hoses. Since then the

extractor is used by industrial customers for soapestudies.
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Calculation
note

—)

Startof the
construction

Detaileddrawing Constructiveparts

Welding

X ray exams
of the welds

o

Pickling

Pickledvessel
Weldedvessel
Leakageest

Assemblyof the accessories
Mounting on the frame

m—)

Delivery

Vessghssembled Installation on site
on its frame

Figure Il. 5 - Manufacturing of the 200L extractor
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Conclusion

Based on the existing NECTACEL 500, we fully designed and manufacturestjuipment dedicated
to laboratory experiments. This equipment was installed in a technologlatfiorm available for
academics and industrials to perform safe experiments on their owrt phaerial. In particular, we
tested the performance of the equipment using several liquefied gasésitane, HFQA.234ze and
DME) on welknown plant materials. This experience provided a valuable feedback abouiveow
could improve the industrial extraction unit. As a first step, wanofactured a new 200 L extractor

with a better loading system to perform more efficiently experiments at industrial scale.
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— Materials and methods
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Plantmaterials

In this thesis, extraction studies have been performed using wakinds of plant materials: carrots,
olive leaves, rosemary leaves, sunflower seeds, rapeseeds, caraway kaedsler flowers and

orange peels. They were selected because they are well knovameccially available plants that
represent the main target markets for liquefied gas extraction tedbgy bioactive compounds, oils

and aromas.

[11.1.1. Carrots
Dried carrots Daucuscarota L) cubes used in Chapters IV and V were purchased from I'Hehlbier

Diois (Chatilloren Diois, France) and grounded in a fine powder just before use.

Figure lll. 1 - Dried carrots (Daucus carota L.) cubes

[11.1.2. Sunflowerseeds
Sunflower seeddHelianthusannuusl.) used in Chapter IV were purchased shelled from a local supplier

and grounded just before use.

Figure lll. 2 - Sunflower (Helianthus annuus L.) seeds

[11.1.3. Carawayseeds
Caraway seed<CarumcarviL.) used in Chapter IV were purchased as a powder from L"lepaes é

(PortVendres, France).
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Figure lll. 3 - Caraway (Carum carvi L.) seeds

l11.1.4. Oliveleaves
Wild olive leaves@leaeuropaeal.) used in Chapter V were collected nearby Avignon and then

coarsely cut just before use. Initial moisture content was 4.0%.

Figure lll. 4 - Olive (Olea europaea L.) leaves

[11.1.5. Rosemaryleaves
Dried rosemary leave&psmarinusfficinalisL.) used in Chapter V were provided by Naturex (Avignon,
France), collected in Morocco in 2013. Initial moisture content&@%b and initial content in carnosic

acid was 1.7%.

Figure Ill. 5 - Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) leaves
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[11.1.6. Rapeseeds
RapeseedsBrassicaapusL.) used in Chapter V were provided by the Technical Institute for Oilseeds
(Terres Inovia, Pessac, France). Seeds initial water and oil contentespectively 6.7% and 37.0%.

Seeds were grounded just before use.

Figure Ill. 6 - Rapeseeds (Brassica napus L.)

[11.1.7. Lavenderflowers
Dried lavender flowersL@vandulaangustifoliaMill.) used in Chapter VI were purchased I'Herbier du

Diois (Chaétilloren Diois, France). Flowers initial water content was 7.5%.

Figure lll. 7 - Lavender (Lavandula angustifolia Mill.) flowers

[11.1.8. Orangepeels
Frozen orange peel<{trussinensis(L.) Osbeck) used in Chapter VI were purchased from a local

supplier. Orange peels initial water content was 72.0%. Peels were unfrozerefost bse.

Figure Ill. 8 - Orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) peels
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Solventandreagents

Solvents and reagents used for experimentations and analysis are listed in thbeidle

[11.2.1. Extractionsolvents

Table Ill. 1 - List of solvents used for experiments

Solvent N°CAS Grade Provider
n butane 10697 8 95%, odorless INVENTEC
Dimethyl ether (DME) 115106 99,9% INVENTEC
trans 1,3,3,3tetrafluoropropene (HFO1234ze) 164583 6 99,5% INVENTEC
n hexane 110543 Analytical VWR
Ethanol 64175 96% VWR
Acetone 67641 Technical VWR
Water 7732185 demineralized
[11.2.2. Analyticalsolvents
Table Ill. 2 - List of solvents used for analysis

Solvent N°CAS Grade Provider
Acetonitrile 75058 HPLC Signrddrich
Dichloromethane 75092 HPLC Signrddrich
tert butyl methyl ether (TBME) 163404 4 HPLC Signrddrich
Chloroform 67663 HPLC VWR
n hexane 110543 HPLC VWR
Acetone 67641 HPLC VWR
Diethyl ether 60297 HPLC VWR
Isopropanol 67630 HPLC VWR
Methanol 67561 HPLC VWR
Methyl acetate 79209 HPLC VWR
Ethanol 64175 HPLC VWR
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Table Ill. 3 - List of reagents used for analysis

HAPITRHI—MATERIALS AND METHOL

Reagent N°CAS Purity Provider
Ammoniumacetate 631618 HPLC Sigmadrich
Trimethylsulfoniumhydroxide(TMSH) 17287035 HPLC Signrddrich
Primuline 8064606 HPLC Sigmadrich
Potassiumchloride 7447407 HPLC Signrddrich
Aceticacid 64197 HPLC Sigmadrich
SodiumCarbonate 497198 HPLC Sigmadrich
Phosphoricacid 766438 2 HPLC Sigmadrich
Folin’'sphenolreagent / HPLC Merck Millipore

l11.2.4. Standards
Table Ill. 4 - List of standards used for analysis
Standard N°CAS Purity Provider
carotene 7235407 >98% (UV) Extrasynthése
d carvone 99490 >98% SigmAldrich
d limonene 5989275 >99% SigmaAldrich
Oleuropein 32619424 >98% SigmaAldrich
Carnosiacid 365009 7 >97% SigmaAldrich
fg&tgeléggi AMI\/TItErr]%/ilx) Esters mix / / SigmaAldrich
Pentadecanoi@cid (C15:0) 100284 2 99% Sigmaldrich
TriheptadecanoinC17.0TAG) 2438406 >99% SigmAldrich
1 glycerylpalmitate (MAG) 542449 >98% SigmaAldrich
1,3 glyceryldipalmitate (DAG) 502523 >98% SigmaAldrich
Glyceryltripalmitate (TAG) 55442 >98% SigmaAldrich
Palmiticacid (FFA) 57103 >08% SigmaAldrich
Ergosterol 57874 >98% Sigmaldrich
Phosphatidylcholine 8002435 >98% SigmaAldrich
Phosphatidylethanolamine 3938208 6 >98% SigmaAldrich
Lysophosphatidylcholine 9008304 >98% SigmaAldrich
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Computationamethods

[11.3.1. HansenSolubility Parameters
Initially developed by Hansen [1] in 1969, Hansen SolubilityniRdess (HSP) provide a convenient
way to characterize solutsolvent interactions according to the classical “like dissolves like” rule. HSP
are based on the concept that the total cohesive energy densitypgsoapnated by the sum of the
energy densities required to overcome atomic dispersion forced, (molecular polar forces arising
from dipole moments (,2) and hydrogen bonds between molecules?), as given in the following

equation (Eq. 1).
tota® = &+ p2 + 1 (Eq 1)

Where aiis the Hansen total solubility parameter, which can be split into tlsadability parameters:

4, for dispersive forces;, for dipolar interactions ands, for hydrogenbonding.

For HSP solvent optimization, the relative energy difference (RBE@)culated using the following

equation (Eg. 2) to evaluate the solubility between solvent and solute.
RED = #Ro (Eq. 2)

Where R is the radius of a Hansen solubility sphere ans ke distance of a solvent from the center

of the Hansen solubility sphere, given by the following equation (Eq. 3):
R2=4(sA dB)*>+ (pA— pB)? + (hA— 1B)? (Ea. 3)

Where A refers to the solute and B refers to the solvent. Thaller R is the greater affinity between

solute and solvent.

The chemical structures of the solvents and solutes discussed in this article are trartsiotongheir
simplified molecular input line entry syntax (SMILES) notations, which swdrsequently used to
calculate the HSP of each molecule. These parameters were furthdgleabto a three dimensional
HSP sphere for better visualizing the distance between solutedgblso their interactions (HSPiP

Version 5.0.03, Hanse®Bolubility, Harsholm, Denmark).

[11.3.2. COSMCRS
The Conductofike Screening Model for Real Solvents (COR@Pis a calculation method developed
by Klamt [2] using a quantum chemistry model based on the piediof chemical potential of a
substance in the liquid phase. COSIRO can be used as powerful tool for solvent screening [3-5].
COSMQRS procedure comprised 2 steps at different scales: a microscopicstealéollowed by a
macroscopic scale step. First, the COSMO model is used to appilyghoonductor environment for
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the molecule, inducing a polarization charge density on its surface: theface (Figure Ill. 9). The
green color corresponds to a charge density equal to 0, the blue color teitiveacharge density ()
and the red color to a negative charge density.(The molecule structure and the charge distribution
are then optimized in order to obtain the minimal energy of thetegn using algorithnbased

calculations (Density Functional Theory).

n hexane ethanol acetone
n butane HFO1234ze Dimethyl Ether
carotene Triglyceride oleuropein
linalool d limonene carnosicacid

Figure lll. 9 — -surfaces of some common solvents, liquefied gases and natural compounds used in this study

Based on the obtained polarization charge density, the solugrantion energy is quantified using a
statistical thermodynamic calculation. The spatial distribution of the polarizati@nge is converted
into a composition function: profile. This profile provides information about the molecular polarity
distribution. At this stage, the molecule is considered as isolatethtgractions with neighboring

molecules are not taken in account. In order to consider rii@ecule as a solvent (or a solute in a
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solvent), this function is then integrated to calculate the chemiogtptial of the surface (potential)
using COSMOthermX program (version C30 release 16.02). ddtential can be interpreted as the
affinity between a solvent S and the surfaceSolvent interactions are reduced to a combination of
local interactions between a pair of surface portions with charge deassitiend '. The interaction

energy functional iz (Eq. 4) is defined as the sum of three contributions.
Bnt = Emisiit + b + Eaw

Where Eisitis the interaction energy between two surfaces of different chargesitg; Ey is the

hydrogen bonding (HB) energyiszis Van der Waals interactions.

Statistical thermodynamic calculations are then used to calculate macrizspayperties from these
molecular interactions. In particular, the determination of tHeemical potential is used to predict

almost all thermodynamic properties of compounds or mixtures of comgsumcluding solubility.

In practice the software COSMOthermX calculates the theoretical solubility of aesioltihe solvent,
expressed as the log of the mole fraction of the solute: lgg{x The relative solubility is calculated

from the following equation (Eg. 5) [6]
(Eq.5)

with PU®: chemical potential of pure compound j&°Ve": chemical potential of j at infinite dilution;

Gusion: free energy of fusion of jjsolubility of j.

Relative solubility is always calculated in infinite dilution. The logarghthe best solubility is set to
0 and all other solvents are given relatively to the best solviéatan example, a solute with logo(x)

= linasolvent S has, in theory, a solubility which is 10 times ltaerthe same solute in the best
solvent (log (%) = 0). All the calculations were performed at 40 °C, consigi¢iat both solvent and

solute are in a liquid state.
Extractionprocedures

[11.4.1. Liquefiedgasesapparatusand extraction procedure
Extractions were performed on a 1 liter pilot plant presentedrigure Ill. 10. The unit designed has
the specificity to rely on gravity for the liquefied gases circulatidhe equipment in an isobaric mode.
After extraction, the liquefied gas is evaporated in an evaporattiere the liquefied gas turns into

gas. Vapors are condensed in a condenser (cooling temperat&éG) and stored in a storage tank
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which further supplies liqguefied gases for extraction. This way about 95§asvis recycled in 15

minutes.

Using liquefied gases as solvent for sdilidid extractions requires an equipment resistant to the
vapor pressure generated by liquefied gases at room temperature (6P@dPa). The unit comprises
4 stainless steel vessels: a solvent storage tank (4), a dfadieted stainless steel extractor of 1.5
liter (5), a doublgacketed stainless steel evaporator (7) and a stainless steel condendea¢B)vessel

is equipped with a manometer (2) and a safety valve (3).

(A) (B)

23

10 7

Figure Ill. 10 - (A) NECTACEL® 1 - Tailor-made extraction-unit for extractions using liquefied gases as solvent: 0,
liquefied gas bottle; 1, valve; 2, manometer; 3, safety valve; 4, solvent storage tank; 5, double jacketed stainless
steel extractor; 6, pneumatic stirrer; 7, thermometer; 8, double jacketed stainless steel evaporator; 9, stainless steel
condenser; 10, Heated bath circulator; 11, Cooling bath circulator — (B) 1-liter extraction unit manufactured by
Celsius Sarl (Villette de Vienne, France)

Liquefied gas extractions were performed using the following gempeogledure. FirstM g of ground

material is introduced in a filtering sock (porosity 50 um) placed insidesktractor (5) then the all
device is placed under vacuum to remove oxygen. Next, the liqugés is transferred from its bottle
(0) to the storage tank (4). AboM liters of liquefied gass introduced into the extractor at room
temperature under pressure (20 °C). The solvent is then flowed dyitgrto the extractor (5). The

extractor is heated at °Cvia the double jacket duringl hours.
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After H hours of solid/liquid contacting, the solvent containing the agtris transferred to the
evaporator (7) where the solvent is evaporated. The vapors oésblo up to the condenser (8) for
recycling while the extract remains at the bottom of the evaporaAs the solvent is fully recycled,
the operation can be renewed several times to improve theaotton yield. Finally, the remaining
extract is collected in a flask, solubilized in 100 mh lexane for analysis purpose and stored at 4 °C

prior to analysis. Each extraction was made in duplicate.

Table Ill. 5 - Operating conditions used for liquefied gas extractions

Solvent Matrix M(g) V(L) T(°C) H (hours) Stirring

n butane carrots 75 15 20/30/40 2 No

n butane sunflower seeds 75 15 20/30/40 2 No

n butane caraway seeds 75 1.5 20/30/40 2 No

HFO1234ze carrots 100 1.0 30 3x1 750 rpm

HFO1234ze olive leaves 100 1.0 30 3x1 750 rpm

HFO1234ze rosemary leaves 100 1.0 30 3x1 750 rpm

HFO1234ze rapeseeds 100 1.0 30 0257057172 750 rpm
1x15/ 2x15/ 8x15

n butane lavender flowers 100 1.0 25 4x1 No

n butane orange peels 100 1.0 25 4x1 No

HFO123ze lavender flowers 100 1.0 25 4x1 No

HFO1234ze orange peels 100 1.0 25 4x1 No

DME lavender flowers 100 1.0 25 4x1 No

DME orange peels 100 1.0 25 4x1 No

[11.4.2. Conventionalreferencemethods
[11.4.2.1.n hexane macerationsof carrots cubes,sunflower seedsand caraway
seeds

Reflux extraction using hexane was used as reference extraction procedure, in cosgrawithn
butane extractions. 10 g of raw material are weighed and placedflask containing 100 mL of
hexane. The mixture was heated at boiling point (68 °C) duringu2shéfter cooling at ambient
temperature, the mixture was filtered (1.6 um) to separate solid ressdand thenn hexane was
evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 25 lx#act was stored at 4 °C prior to

analysis. Each extraction was made in triplicate.
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[11.4.2.2.n hexanemacerationsof rapeseedand carrotscubes
Reflux extraction using hexane was used as reference extraction procedure for extnacif oil and
carotenoids [7, 8]. 10 g of raw material are weighed and placedl flask containing 100 mL of
hexane. The mixture was heated mthexane boiling point (68 °C) during 1 hour. After cooling at
ambient temperature, the mixture was filtered (20 um) to separatkdsesidues and then hexane
was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; &5 KRis operation was repeated 2 times

to ensure a complete extraction. Extracts were collected and store2i0atC prior to analysis.

[11.4.2.3.Ethanol/watermacerationof olive leaves
Maceration using a mixture ethanol/water was used as reference extragirocedure for extraction
of olive leave polyphenols [9]. 10 g of raw material are weigdnadi placed in a flask containing 100
mL of a mixture ethanol/water (80:20, mass ratio). The mixture nessted at 60 °C during 1 hour.
After cooling at ambient temperature, the mixture was filtered (#0) to separate solid residues and
then the solvent was evaporated using a rotary vacuum evapora@®?@4 7 kPa). This operation was
repeated 2 times to ensure a complete extraction. Extracts wetiected and stored at 4 °C prior to

analysis.

[11.4.2.4.Acetoneextractionof rosemaryleaves
Maceration under reflux using acetone was used as reference extrgatocedure [10] for extraction
of carnosic acid, found rosemary leaves. 83.5 g of raw materied weighed and placed in a flask
containing 500 mL of acetone. The mixture was heated at boilimg (86 °C) during 1 hour. After
cooling at ambient temperature, the mixture was filtered to separate solid residne then acetone
was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 50 kia)ctE were collected and stored

at 4 °C prior to analysis.

[11.4.2.5.n hexanemacerationsof lavenderflowersand orangepeels

As the liquefied gases chosen in this study are mostly lipophiliexane was chosen as reference
conventional extraction solvent. Extractions were performedhe NECTACEL extraction vessel (5)
using the following procedure: 100 g of plant material are intrwebl in a cellulose sock (porosity 50
pm) placed inside the extractor. Next 0.9 literofiexane is added and the mixture is heated at 25 °C
viathe double jacket. After 1 h of solid/liquid contacting, tlidvent containing the extract is collected
and 0.9 liter of fresh solvent is introduced in the extractor. Therafion is renewed 3 times for a total
extraction duration of 4x1 h. After cooling at ambient temgieire, the mixture was filtered (20 pm)

to separate solid residues and therhexane was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40

°C; 30 kPa).Each extraction was made in duplicate.
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[11.4.2.6.Hydrodistillation(HD)of lavenderflowersand orangepeels
In order to get a base point for chemical composition and sgnaaalysis, essential oils were made
using the following procedure: 430 g of plant material (lavender ftavae orange peels) are soaked
in 4.3 L of water and hydrdistillated using a Clevenggrpe apparatus for 2 h. The essential oil is then

collected, dried under anhydrous sodium sulfate and weighed. &iatihation was made in duplicate.
Analyticaimethods

I11.5.1. Analysisof carotenoidsby high performanceliquid chromatography
The protocol was adapted from Yavaronet al. [11]. Identification of carotenoids in carrot oleoresin
was performed by high performance liquid chromatography (Agil&®0) equipped with a UVis
detector (Diode Array Detector) under the following ddions: Eluent, acetonitrile / methanol (with
0.6 g/100 g of ammonium acetate) / dichloromethane (ratié7/20/3, mL/mL/mL) in an isocratic
mode; Injection volume, 10 pL; column, C18 column (150ma8 3 pum flow rate = 1.4 ml/min);
temperature, 25 °C; detector, diode array detector set4éd nm. Carrot oleoresin was diluted in
chloroform prior to injection. Quantification was made usingeemal calibration with a carotene

standard (UV purity >98%). Results are expressed in grams for 100 grdewesio sample.

[11.5.2. Ultra Violet (UV)spectroscopydetermination of total carotenoidcontent
The protocol is adapted from Ya¥&ronet al. [11]. The carotenoid content in the extracts was
measured spectrophotometrically (Biochrom Libra S22 UV/Vis Spéctampeter, Cambridge,
England) in a 1 cm optical paléngth quartz cell at 450 nm for carotene in each extract against the
n hexane used as a blank. The following equation (Eq. 6) was used to cakhdatarotenoid

concentration, C (mg1.[12]:

« 10%
= % (Eq 6)

where is the absorbance of the extract atwax and %

is the absorption coefficient
(absorbance at a given wavelength of a 1 g/100 g solution in arspbctometer cuvette with a 1 cm
light path) of carotene in the respective solvent. The absorption coefficient was RB9hexane at
450 nm. Finally the yield of carotenoids in each extract was calcukmddexpressed as mg (

carotene) 100 g of dry matter.
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[11.5.3. Gaschromatographyanalysisof aromaticcompounds
The detection of carvone and limonene in caraway essential oipedsrmed by gas chromatography
(GC 7890, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped witina Eliadrupole detector under
the following conditions: vector gas, Helium (1.1 mL/min); injecemperature, 250 °C; injected
volume, 1 uL; split, 1:100; column, WIAX type (30 m x 0.25 mm, film thickness x 0.25 um, Agilent
J&W Scientific, Folsom, USA); temperature gradient, 60 °C for limoneased at 240 °C (rate: 3
°C/min) and held for 5 min. The detection is done by the FIDGEt@5Carvi oleoresins are diluted in
acetone prior to injection. For identified compounds, quantification iaden with MS detector.
Quadrupole is set at 150 °C with a source and transfer line at@3B€lium flow rate is kept at 1.1
mL/min. Quantification of carvone and limonene is performed usix¢ernal calibration with

corresponding standards.

[11.5.4. Gaschromatographyanalysisof fatty acidsin sunflower oil
Identification and quantification of fatty acids in sunflower oil was performed by gas chroragtogr
(GC 3800 VARIAN Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped witleted&D under the
following operating conditions: vector gas, Helium (207 kPa);tegamlume, 1 uL; split, 1:50; column,
DB32 type (60 m x 0.25 mm; film thickness x 0.25 um, mgl@W Scientific, Folsom, USA); oven
temperature, 120 °C; temperature program: 120 °C for 5 min, increas@0atC (rate: 5 °C/min) and
held for 10 min, increased at 230 °C (rate: 2 °C/min) and held during 15 min.

Fatty acid methyl esters were obtained according to the falhgwprocedure: triglycerides were
diluted in TBME (100 mg of oil into 10 mL of TBME). To 200 pls ohitkture were added 100 pL of
TMSH for transesterification and derivatization of fatty acids. Dateatf eluted fatty acids methyl
esters (FAMES) is done by FID at 300 °C. Eluted FAMEs are identifiedr brgtémtion time in

comparison with a standard mix (Supelco 37 FAME mix, Signigh, USA). Quantification is
performed by internal standard calibration (C15:0). Results are expresgeans of a given fatty acid

in 100 grams of the sunflower oil sample.

[11.5.5. Gaschromatographyanalysisof fatty acidsin rapeseedoil
FAMEs were prepared from the lipid extract using @eithlyzed transmethylation as described
by Morrison et Smith [13]. 1 mL of methanolic sulfuric acid (9@/d) solution was added to a specific
amount of extracted oil. Triheptadecanoin (C17:0 TAG) was used as irgiemadhrd. The mixture was
then heated during 90 min at 85 °C. After, the flask was remhénen heat, and 1.5 mL of KCI solution
(0.9 g/100 g) and 1 mL ofhexane were added. The flask was closed and shaken vigorously during 30
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s. A small amount of the organic layer was recovered and trenresf¢o a vial before being injected

directly in GG-ID for analysis.

Fatty acid methyl esters were separated, identified and quantified bycbasmatography
coupled with a flame ionization detector (GC/FID). Analyses wererpged by using an Agilent
(Kyoto, Japan) gas chromatograph. The instrument was equipped witrENBS103 capillary column
30 m x 320 m x 0.25 m (Agilent), and the velocity of the carrier gas (He) was set atri#8. Injection
of 2 L of the various samples was carried out with a split mode (split ra2i@),land the injector
temperature was set at 250 °C. The oven temperature was initialgtsg0 °C for 1 min and then
progressively increased at a rate of 20 °C/min from 50 °C to 180 °C and then & @ 220 °C at
a rate of 2 °C/min. The temperature was then held at 230 °C duringrL0~FAMES in each extract were
identified by retention time and comparison with purified FAME stand@siigma Co., St. Louis, MO,
USA).

[11.5.6. HPTL@etermination of lipid classes
The lipid classes of rapeseed oils were determined using High Perforflimdeayer Chromatography
(HPTLC).

HPTLC plates silica gel 60 F254 were washed bydewedopment with a mixture of
chloroform/methanol (2/1, v/v), followed by drying at 1€ for 60 min on the TLC Plate Heater
(CAMAG, Muttenz, Switzerland).

Standards solutions were prepared by dissolving about 10 mgebflgad in 50 mL of chloroform (0.2
mg/mL). For samples solutions, about 20 mg (1 mg/mL) of pure o# dissolved in 20 mL of

chloroform. The stock solutions were stored in the darkza °C.

Lipid classes were determined by two different developmentswrtatography to separate polar and
neutral classes. Lipids were quantified by a CAMAG 3 TLC scanningndetesittCAMAG, Muttenz,
Switzerland) with identification of the classes against known polar and neutdhkligndards. Lipid
extracts were loaded as a spot onto 20 x 10 cm Silica gel ® HPTLC plates (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) using an ATS 5 automatic TLC sampler (CAMAG).LXsiktRTgel plates were
developed with a mixture of solvents in an ADC2 automatic dpusjochamber (CAMAG). The first
eluent to separate polar lipids was a mixture of methyl acetate/isopropiahloroform/methanol/KCI
(0.25% solution) in a ratio of 25:25:25:1@9/v/v/v running to a height of 7 cm from the origin. On
another plate, the second eluent was a mixturendiexane/diethyl ether/glacial acetic acid in a ratio
of 70:30:2v/v/v until it reaches a height of 7 cm from the origin, in ordeséparate neutral lipids.

After being dried, the plate was dipped for 6 seconds in a reafflehimg of primuline, 160 mL of
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acetone, 40 mL of water) and then scanned using a TLC Scawiter\®inCATs software (CAMAG).

Lipid classes were identified and quantified against those of corresponding lipid standard

111.5.7. Spectrophotometricdetermination of polyphenolscontent
Polyphenols content in the extracts was measured spectrophotdoadty (Biochrom Libra S22 UV/Vis
Spectrophotometer, Cambridge, England) in a 1 cm optical leatth quartz cell at 760 nm for
oleuropein. A calibration curve of oleuropein in ethanol was perfatmeconcentration range 0.25 to

1.0 mg/mL.

The samples were prepared according to the following proceduara test tube, 50 pyL of sample (or
standard solution) and 1250 uL of a solution of Folin reagentn(2Q00 mL) were mixed. After 1 min,
1 mL of solution of N&€Q (10 g/100 g) was added in the test tube. The tube was left 30 ntimein

dark before analysis at 760 nm. Samples with an absorbance value hlagre appropriately diluted.

[11.5.8. Quantification of carnosicacid
The following protocol is adapted from Jacobavarroet al. [14]. Determination of carnosic acid
content in rosemary leaves extracts was done by HPLC (Atileat France) equipped with a diode
array detector (DAD). The column was a C18 (h84.6 mm x 50 mm, Zorbax Eclipse XHIB, Agilent
Technologies, France), the mobile phase (isocratic mode) was cethpd 65 % acetonitrile and 35 %
water with 0.5 % H3PO4 (v/v), and the flow rate was set atiL&nin; the column oven temperature

was set at 25 °C. 4. were injected. Carnosic acid was detected at 230 nm.

[11.5.9. GCMS analysisof aromaticcompounds
The chemical composition of each extract was determined biWiS@nalysis. Samples solutions were
prepared at 33 g/L in ethanol. Liquid injection was conduetéti a CTC installed on an Agilent 6890
GC hyphenated to a 5973N MS simple quad (Agilent Technologies,TU&Ajection volume was set
as 1.5 pL. The following parameters were used foM3Canalyses : column Supelcowax 10 (SUPELCO)
(30 m x 0.25 mm x 0.25m) ; temperature = from 40 °C (2 min) to 240 °C at 3 °C/mimaaidtained
5 minutes; carrier gas = helium ; flow rate = 1.3 mL/min. A simyse gnass spectrometer was used
for detection. Mass spectra were recorded in electron ionizafiel) mode at 70 eV. The transfer line
and the ion source were set at 250 °C and 230 °C, respectMelys spectra were scanned in the range
m/z 30450 amu. Compound identification was carried out by comparisanass spectra recorded
and mass spectra from several libraries (Adams, ISIPCA and Nistl11 )ibEa@dsanalysis was made

in triplicate.
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[11.5.10. Sensoryanalysisof lavenderand orangeextracts
In order to compare the olfactory perception of each extracsensory analysis was performed by 7
highly trained panelists (only women, between 53 and 67 years oldjfaation from the French
institute ISIPICAlr(stitut Supérieurinternational du Parfum de la Cosmétiqueet de I’Aromatique

alimentaire, with at least one training session per week for 2 and half years.

[11.5.10.1.Products
Orange and lavender extracts 2% solutions were prepared in eth8oehts cards coded with three
random digits were dipped inside and then presented to panelists. Theleampre coded with three

random digits and served in sequential monadic order to avoid aaey effects.

111.5.10.2.1SIPCA’sdorswheel
The panelists have been involved in creating a tool namedBCA’Smell” (Odors Wheel). To do so,
they have generated their own terms to describe odors in different categdee. Floral and Woody).
Then, subcategories (ex. White flowers, Dry wood) were defineddansof sorting tasks on olfactory
raw materials. A reference raw material is therefore designateedach subcategory. The under
development “ISIPCA’Smell” contains already 82 items divided ¢at&égories and 21 sutategories.
Ten panelists have participated in the development of this tanbg which 7 participated in sensory

evaluation of our products.

[11.5.10.3 DescriptiveanalysigCheckAll That Apply CATAvia“ISIPCA’Smeltbol)
Seven experts answered “Chealkthat apply” (CATA) questions containing descriptors within
“ISIPCA’Smell” tool. The presentation of the terms of the CAi€atign is in the form of a hierarchical
tree. This hierarchical presentation includes the headings: Main cdegosubcategories and
olfactory notes. Panelists were asked to check all attributes tbegidered appropriate to describe
each sample in digital forms using Fizz Sensory Analysis Software (Biosy$teanee). The samples
were coded with three random digits and served in sequential monaxtler, taking care to avoid
carry over effects. Sensory evaluation was carried out during two diftedays, with one session for
each product (1 session for orange extracts and 1 session fendav extracts) and a oneeek

interval between sessions.

[11.5.10.4 Evaluationconditions:
The tests were conducted in individual booths with the temperatof 20°C and white lighting.
Panelists were allowed to take pauses whenever needed. The sesgomsonducted in the Sensory

Analysis Laboratory of the ISIPCA.
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[11.5.10.5.Dataanalysis
Frequency of use of each CATA term was determined by couhngumber of expert that used that
term to describe each sample. Correspondence analysis (CA) was perfamrtterifeequency table of
terms most frequently cited for each type of the product. CA wadgomed considering Euclidean
distances. A hierarchical cluster analysis (HCA) with the Wardizniters finally applied to all CAs

dimensions. All statistical analyses were performed using XLSTAT (version 2015).

[11.5.11. Observationof lavenderflowers usingscanningelectron microscopy(SEM)
Scanning electron microscopy was used to examine the physicaltasfphe lavender flowers after
being extracted by HFO234ze n butane, DMEN hexane and water. For each sample, some flowers
have been randomly selected and stuck using dofdte adhesive tape on an aluminum plate before
they were sputtercoated in gold using a SCD 004 sputter (BALZERS, Switzerland). Finally, the samples

were observed at 10 kV using an XL30 scanning electron microscohilifs, USA).
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Introduction

Among the pool of organic solventsexane is certainly the most wadbktablished industrial solvent
for extraction of lipophilic natural products such as aromas, carotenaiti$yegetable oils [1-3]The
wide use ohexane is due to its physiahemical parameters e.g. low boiling point, low polarity, and
chemical stability [4]. However, residual content in raw matenwdn total recovery of hexane
observed in industrial processes, growing environmental and healtheras are major constraints
[5]. Indeed, hexane is categorized as reprotoxic category 2aanaljuatic chronic toxic category 2
substance [6] and is ranked on the list of substances prohibited in cosmetiugts in the European

Union (Regulation EC 1223/2009).

Scientific community and industrials are challenged to identify alternatdheents to hexane. This
trend has stimulated researches on alternative solvents, most of whichradeiped from renewable
resources such as woods, cereals, seeds, oils, fats.[As&xamples, studies have been performed
regarding the extraction of rapeseed oils using MeTHF [9], caragexis aromas usingpinene [10]
and extraction of rice bran oil using limonefid]. Such solvents have a good solvation power, are
non toxic and biodegradable [12]. The main drawbacks of these solvemtbeir cost (MeTHF: 5€/kg
[9]), their relative high viscosity (@nonene = 9.0x10Pa.s at 25 °C ;pinene = 1.3 x1®Pa.s at 25 °C
[13]), their high boiling point (imonene = 175.5 °C at 101.3 kPa [1pinene = 158 °C at 101.3 kPa
[10]) and the possible generation of dfavors [10].

In the last decades, research for new solvents has revived thegitér the use of liquefied gases as
extraction solvents. Many studies have been performed on naturaldymt extraction using
supercritical C€) but the high working pressure (7.5 to 45 MPa) has limitedridastrial applications
[14-21]. More recently, some studies have been focused traeion processes involving liquefied
gases at lower pressure (200 to 1000 kPa), such as propane [28-H248ne [25, 26], dimethyl ether
[27-29], tetrafluoropropene [30], tetrafluoroethane [332], eventually with cgolvents [33, 34]. All
these studies describe a dynamic process with continuous solveintudation using pumps and/or
compressors which are prone to cavitation issues [35, 3&rrftively, a new process has been
recently proposed which does not require the use of purapd compressors. The unit designed has
the specificity to rely on gravity for the liquefied gases circulatiothe equipment. Consecutively,
energy consumption is reduced compared to other liquefied gasesesses using pumps and
compressors. Extraction is enabled by liquefied gas contacting wétlv anaterial inside an extractor

during a set time. Then the mixture of liqguefied solvent and extract psrsg¢ed in an evaporator,
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allowing the liquefied gas to turn in a gaseous state. Therefore, nedrafcthe solvent remain in the

extract.

In this paper, the applicability of this newly developed psichas been investigated usindputane

for extraction of lipophilic compounds such as oleoresin, essential oil and végeihbrhe choice of

n butane as alternative solvent to hexane was motivated by its close chemical structure, its gentle
vapor pressure, its low price and its classification as authorized soleeribodstuff production

without limitation (Directive 2009/32/EC).

The potential of liquefiedh butane for extraction of lipophilic compounds will be comparedhe t
conventional solvennh hexane through two approaches: a theoretical approach with a predictive
computational model, COSMRS (COnductor like Screening MOdel for Real Solvents), coupled with
lab scale trials. Three plants material traditionally extracted withexane were chosen for the
comparative study: carrot®@ucusarotal.) for the extraction of higlvalue products i.e. carotenoids,
caraway seedsJarumcarviL.) for the extraction of volatile aromatic compounds and sunfloseeds
(HelianthusannuusL.) for the extraction of fats and oils. The extracts will be analyzedtitptarely
(extraction yield) and qualitatively (GC, HPLC) in order to contiparefficiency oh butaneversusm

hexane for the extraction of lipophilic natural products.

Materialsandmethods

IV.2.1.Materials
For extractionn hexane analytical grade (VWR International, Radnor, USA) bathne, 95% purity
without mercaptan (Inventec Performance Chemical, St Priest, Frareze)used in this study. Dried
carrots and sunflower seeds were purchased in 2015 from HattbiBiois (Chétillorn Diois, France).
Caraway seed powder was purchased from L'lle aux épicesV\(Badres, France). Reagents and

standards are presented in detail in Chapter Ill.

The plant materials were prepared following the same procedured®dtin n butane andn hexane
extractions. Dried carrot cubes and sunflower seeds were groundaifine powder using a grinder
(Kinematica AG Microtron MB 550, Luzern, Switzerland; grindimgition = 15 s) just before

extraction. Caraway seed powder was used directly as is.

IV.2.1.Extractionand analyticalmethods
Carrots, sunflower seeds and caraway seeds extracts obtainednviittiane andn hexane were

extracted and analyzed using procedures described in Chapter Ill.

90



CHAPITRE/—N BUTANE AS AN ALTERNATINEHEXANE FOR EXTRACTION OF LIPOPHILIC COMP. UNDS

IV.2.2.n butane asalternative solventto n hexane:propertiescomparison

In order to determine ifh butane can be an alternative to hexane, in a first part a comparison of

technical properties was made. In a second part, the solubifitgrget lipophilic compounds in both

n butane andn hexane was assessed by COSREsimulation.

Table IV. 1 reports physicochemical propertierdfutane andn hexane. Data was obtained from

ACDlabs and from Air Liquide gas encyclopedia. The energy of evapofatid kg of solvent at 25 °C

was calculated using the specific heat, the latent heat of vaporization angoilieg point.

Both n butane andn hexane have a similar lipophilic behavior, with close solubility in watéb (0
kg/m® and 0.06 kg/m at 25 °C), log P value (2.9 and 3.9) and density (570 andkg06). The

comparison of boiling points (bp) and flash points (fp) shows thatitane is logically much more

volatile thann hexane (bp =0.5 °C, fp =60 °C and bp = 68.5 °C, fp23 °C respectivelyh butane

also has a lower viscosity (1.6 x*I®a.s vs. 3.2 x (Pa.s). Comparison of evaporation energies shows

that n butane has a slightly better score tharhexane, with 0.11 kWh and 0.12 kWh respectively

(source: ACD labs). This small difference has a direct impact on the energy cmsuegarding the

equivalent C@with respectively 88 ¢.and 96 goz These calculations have been made according to

the literature: to obtain 1 kWh from coal or fuel, 800 g of, @@l be emitted during combustion of

fossil fuel [37].

In conclusion, the two solvents have very close technicgbgnaes and due to safety and energetic

considerationsn butane could be an alternative tohexane as extraction solvent.

Table IV. 1 - Comparison of technical properties of n-hexane and n-butane (Sources: ACD-Labs / Air liquide)

Properties Unit n hexane n butane
Molecular weight [g/mol] 86.2 58.1
Density (25 °C) [kg/fh 650 570
Viscosity (25 °C) [Pa.s] 3.210 1.610
Boiling Point (101.3 kPa) [°C] 68.5 0.5
Latent heat of vaporization [kJ/kg] 334 386
Specific heat [kJ/kg.°C] 2.23 2.4
(Elvozafgrsgg? energy per kg of solvent [KW.h] 0.12 011
Equivalent C®(1 kW.h = 800 g of GO [g] 96 88
Solubility in water (25 °C) [kgAin 0.05 0.06
log P 3.9 29
Flash point [°C] 23 60
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Auto ignition temperature [°C] 225 287
CMR* classification 2 /

* Carcinogenic, Mutagenic and or toxic to Reproduction

Resultanddiscussion

IV.3.1. Evaluationof target compoundsolubility in n butane andin n hexane
A COSM@RS simulation was performed to determine the relative solubility iiexane and butane
of several components from caraway seeds (carvone, limonene) siwoffower seeds (triacylglycerols
(TAGS): TAG1 [R1 : C183rR2 : C18:26, R3 : C18:26]; TAG2 [R1 : C18: P R2 : C18:18, R3 :
C18:2n6]; TAG3 [R1: C18: M R2:C18:1A, R3: C18:18]; TAG4 [R1 : C18: M R2 : C18:26, R3:

C18:2n6]) and from carrots ( carotene, carotene, lutein, lycopene).

Table IV. 2 reports the solubility results, expressed in logarithtimed solubility in mole fractions,
log(%olur). As a reminder the simulations were performed at room tempan@(25 °C) considering that
both solutes and solvents were in a liquid state. Accordirtaaule “like dissolve like'h butane and

n hexane, respectively a C4 andrCélkane, should have nearly the same solubilization power towards
each molecule. As expected, they showed very similar solubilizptorer (i.e. log(wuy) > 0.1) for
apolar solutes like carotenes, TAGs and limonene. Similarly, both poorbiligation (i.e. log(ssiu) <

0.5) for more polar solutes such as carvone and lutein.

Table IV. 2 - COSMO-RS: relative solubility log(xsolub) of solutes in n-hexane and n-butane at 25 <C.

Matrix Solute n butane n hexane
TAG 1 0.64
TAG 2
Sunflowerseed
TAG 3
TAG 4
d carvone 0.61 0.57

d limonene

Carawayseed

carotene

_ carotene
Carrotschips _
Lutein

Lycopene 0.27

Grey = Reference solvent; Green = equivalent or better than reference (log(xsolub) = 0); Yellow = Equivalent or
slightly worse than reference (log(xsolub) > -1); Red = worse than reference (log(xsolub) < -1)
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It can be concluded that the COSNR3 simulation suggests thatbutane is a good potential
candidate for the substitution oh hexane, with a very close polarity and an almost identical

probability of solubilization.

IV.3.2. Experimentalstudy
Liquefied gas extraction using this new process is new to literatar¢his section, the extraction
performances of liquefied butane were compared ta hexane for carotenoids from carrots, caraway

essential oil and sunflower oil.

IV.3.2.1.Qualitativeand quantitative comparisorof extractsfrom sunflowerseeds
Extraction yields and fatty acid distribution in sunflower oils obtained witlutane (at 20 °C, 30 °C
and 40 °C) and hexane are compared in Table IV. 3. The usemftane enabled to reach an average
oil yield of 36.7%. Increasing extraction temperature from 20 °C to 40 °C didpendt oil extraction,
as observed by Nimett al. [38]. The lack of influence of temperature on the extraction yield tends to
indicate that in this extraction, the limiting factor is not thedmal transport but the mass transfer of
oil into the bulk phase. This limitation could be overcome by agldistirrer to homogenize the mixture
and facilitate solvent contacting with the raw material. Extracti@nformed withn hexane results in
higher yields than withn butane (53%) probably due to the higher temperature fohexane
extraction (20 °C to 40 °C foibutane and 68 °C far hexane).

Extracted sunflower oils from both solvents are composed of 55 tg/50@0 g of polyunsaturated
fatty acids, 35 to 36 g/100 g of monmsaturated fatty acids and 10 g/100 g of saturated fatty acids.
Fatty acids distributions are similar for both studied solvents. It @ iateresting to notice that the
temperature range (from 20 °C forbutane to 68 °C fon hexane) does not impact on fatty acid
distribution, as observed by Nimet al. [38]. Sunflower oils can be extracted byutane with an

equal fatty acid composition compared mochexane, even at low temperatures (20 °C).

Table IV. 3 - Extraction yield and fatty acid composition of sunflower oil extracted with n-hexane and n-butane.

n butane n hexane
Fattyacids Pressure 200kPa 280kPa 370kPa atm.
Temperature  20°C 30°C 40°C  Bp(68°C
unit : g/100g
C16 5.8 5.9 5.8 5.9
Cl6:1n7 0.1 0.1 0.1 0.1
C18 2.6 2.6 2.7 2.6
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C181n9 29.9 29.7 30.4 29.4
C182n6 55.8 56.3 55.1 56.7
C183n3 0.4 0.4 0.4 0.4
Cc20 0.2 0.2 0.2 0.2
Cc22 1.8 1.6 1.8 1.6
SFAs 104 10.3 10.5 10.3
MUFAs 35.8 35.7 36.4 35.4
PUFAs 56.2 56.7 554 57.1
PooledSD 0.3 0.2 0.3 0.3
Extractionyield (%) 36.6+£0.6 36.7+1.0 369+(534+04

IV.3.2.2.Qualitativeand quantitative comparisorof extractsfrom carawayseeds
Comparison of caraway seeds extract in terms of yield and compos#ireported in Table IV. 4.
Extraction yield using butane is dependent on temperature: an increase of 6.5% to 10.244d te
noted by increasing extraction temperature from 20 °C to @0 The highest extraction yield was
reached fom hexane (15% at 68 °C). Caraway seeds contain up to 6 gaf@gential oil and a higher
amount of fatty acids (up to 8 g/100 g) [39, 4GjJven the extraction yields obtained, the extract is

most probably a mixture of essential oil and fatty acids.

Table IV. 4 - Extraction yield and the relative abundance of carvone and limonene in each extract.

Ratio[carvone]/ [limonene]

Solvent T(°C) (klza) Time(h) Extractionyield (%) (9/1009)

carvone limonene
n butane 20 200 2 6.5+0.8 89.4+48 10.6+ 2.3
n butane 30 380 2 8.4+0.6 90.7+ 2.3 9.3+17
n butane 40 470 2 109+0.2 91.8+ 3.2 82+14
nhexane Bp atm. 2 15.0+£ 0.7 70.5% 3.0 29624

In caraway, the main terpenes in essential oil areadrone and dimonene (95 g/100 g of terpenes
compounds) [10]. It could be noted from our results that greportion of carvone over limonene is
quite high (over 70 g/100 g). These results have also been obtainetthé@yauthors [40, 41]. Authors
show that the carvone/limonene ratio varies according to drougtif],[to caraway variety [41], or
according to the stage of development of caraway, where carvesem to be accumulating over
limonene at the later stages [42].
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As an oxygenated compound, the polarity of carvone is higher thamémels which is a hydrocarbon.
However, extracts using butane orn hexane showed a higher proportion of carvone (70.5 to 91.8
g/100 g) than limonene (8.2 to 10.6 g/100 g). Rtnutane, the proportion of carvone tends to increase
with temperature (from 89.4 to 91.8 g/100 g with increasing tewrgtures from 20 °C to 40 °C). For
hexane extract, a difference in range of proportions was noticed, as a higtwema of limonene was
detected (29.6 g/100 g against 8.2 to 10.6 g/100 grfdiutane extracts). Surprisingly, butane

seemed to be more selective towards carvone tinamexane.

IV.3.2.3.Qualitativeand quantitative comparisorof extractsfrom dried carrots
Comparison of carotenoid yields obtained in liquefiebutane show a positive impact of temperature
with an increase from 14.8% to 25.7% at 20 °C and 40 °C respeliable 1V. 5). However, a higher
yield was obtained for the referencelinhexane with 55.8%. This difference can probably be explained

by the higher temperature during hexane extraction.

Table IV. 5 - Extraction yield and composition of carrot oleoresin obtained with n-hexane and n-butane.

P time carotenoidyield HPLGdentified carotenoids(g/1009)
solvent  T(°C) ] :
(kPa) () (mg100g'DM) carotene carotene lutein lycopene

n butane 20 200 2 148+1.5 352+0.1 64803 tr. tr.
n butane 30 380 2 23.1+3.8 352+0.1 64802 tr. tr.
n butane 40 470 2 25.7+ 3.6 352+0.2 64.8+0.3 tr. tr.
nhexané 68 atm. 1 55.8+7.6 36.0+1.€ 6401z tr. tr.

tr., traces; DM, dry matter

Extracts composition obtained with bothbutane andn hexane were very similar with a proportion
of carotene comprised between 35.2 and 36 g/100 g respegtiaatl a proportion of carotene

comprised between 64.8 and 64 g/100 g respectively. Those csitigges are in accordance with
previous results [43]. Neither lycopene nor lutein was detectedqumantifiable amount. This
observation can be explained by the low fraction of lutein in darcarotenoids (1 to 5 g/100 g) [44]
and by the low solubility of lycopene in apolar solvents, due tceittive high polarity. These results
suggest an equal carotenoid composition in the raw material and that fleph@ butane allowed

extraction of a fraction of it.

Overall, these experimental data show that the developed proceds tivé usen butane is suitable

for extraction of lipophilic compounds. Extraction could be agfieeven at low temperatures (20 °C)

for n butane and with extraction yields increasing with temperatures (uga@d’C). It could also be
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noticed that an equal extract composition was obtained withutane compared tm hexane, except
for caraway extracts, where a higher proportion of carvaip®n limonene was obtained (80 to 90
g/100 g of carvone fon butane extracts and 70 g/100 g of carvone fidnexane extract). However,
higher mass extraction yields were systematically obtained whlexane. This gap could be reduced
by acting on different process parameters such as temperature dddian of a stirring device to
enhance plant materidiquefied gas contacting. Kinetic limitation due to a slow mass transfer h
been reported for compressed fluid processes such as supercriticale@d if the continuous
circulation of C@throughout the matrix generates a constant solvent renewal atbthe matrix

particles [45].

Experimental data and COSMRS® simulation are well correlated for sunflower oil and carotenoids
from carrots. It could be identified that only traces of lutein dpdopene were detected in carrot
extracts (obtained with neithem hexane nomn butane), which could be justified by the low amount in
our carrot sample. An inverse tendency in experimental data et to simulation data was

identified for carvone. A higher proportion of carvone over limonene gedsrmined in all extracts.

Safetyconsiderations

Liquefied gas extraction process is simple and can be readily undérstderms of the operating
steps to be performed. However, the userbutane as liquefied gas can pose serious hazards in
inexperienced hands (extremely flammable vapors). A high level dfysafel attention to details
when planning and performing experiments must be used by all theops. They have to ensure that
they seek proper information from knowledgeable sources and they do not attempt to use this
gas unless proper guidance is provided. Only approved equipment ircatedilaboratory or
technological hall, with no ignition sources around and progantilation (such as ATEX in Europe or

HAZLOC in North America), should be used. The same precautions malgtiéotrn butane storage.

Conclusion

A new process developed for liquefied gases extraction evatuated. In terms of application, the
process was assessed usimdputane for lipophilic natural products extraction. Several technical
properties ofn butane have been found interesting for extraction processes: chemically essy, to
evaporate, nortoxic, cheap, commercially available and authorized without limitationfdodstuff
production. A COSM®BS theoretical study confirmed thatbutane has a similar solubilization
potential ton hexane. The performances nfoutane were compared ta hexane for the solidiquid
extraction of three different classes of solutes: aromas, oils anoteanids. These simulations were
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confirmed by laltscale extractions on caraway seeds, sunflower seeds and carroteXiitaetion
yields obtained withn butane were lower tham hexane, most probably because of a slow mass
transfer inside the solvent due to the lack of stirring. The promising results iedltattn butane can
be a nontoxic alternative ton hexane extractions, paving the way to other liquefied gases for

extraction.
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Introduction
A solvent can be defined as “a liquid that has the property to dissdilute or extract other materials
without causing chemical modification of these substances or itself. Thergshare able to
implement, apply, clean or separate products” [1]. Conventionahig solvents such as hexane,
methanol, acetone or dichloromethane are usually used in diglidd extractions. As an example, the
global market size, for hexane as solvent, was estimated at 1.75 billion dollars in 2015traatiogx
consumes about 35% of the global volume [2]. Petroleum stdvare very efficient to dissolve a wide
range of natural ingredients and are easily eliminated by evaporattotihe end of the process.
Unfortunately most of these organic solvents are known to be lpilammable and also toxic for
human and environment [3]. Faced to the tightening of legislatiodustrials are forced to find

efficient, safer and greener solvents.

Solvent substitution process is a complex approach, which must consideus aspects. Ideally the
“perfect” alternative solvent must have several advantagestaxicity for human and environment,
non flammable, no emission of volatile organic compounds, low costsdimced completely or
partially, high solvation power, low viscosity, and easy to ewatpdd]. However, replacing hazardous
solvents by available green solvents does not always mean eliminatirige dlazards and issues. In

fact, in most of case the madification of a process is associated with nevandksazards.

This search for alternative solvents has revived the interest for liegigfases, i.e. gases used in liquid
state, as extraction solvents (Liquefied Gas Extraction — LGE). Recantly studies showed that
several liquefied gases, suchrabutane [5—8],n propane [9-11], dimethyl ether [12-14], , could be
used as new alternative solvents for the extraction of naturatipicts, however their use is still limited
by their flammability (alkanes, ethers...). Only few fluorinated liquefied gaeasot flammables, in
particular 1,1,1,Zetrafluoroethane, also known as TFE or R134a [15-17] but unfatedy its use will
be progressively phased out due to its impact on the greeshaffect [18]. As R134a is still widely

used as refrigerant gas, refrigeration industrial intensively searched for a greesmratilte.

Their research resulted in the commercialization of two new fluoddagases, named 2,3,3,3
tetrafluoropropene (HFQ234yf) and 1,3,3,8trafluoropropene (HFQ234ze). HFOs (HydroFluoro
Olefins) are 4th generation refrigerants, ntoxic and norflammable, without impact on the ozone
layer (Ozone depletion potential = 0) and only little greenhouse effélobal warming potential = 4
and 6 respectively) due to a short atmospheric lifetime [19]. Eventuallyiestuah the degradation of
HFOs [20, 21] showed that tetrafluoropropenes are likely to bgrafted into HF and @EOOH but

based on the current hydrofluorocarbons emissions, the authors ledém that the amounts of
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degradation products will not be sufficient to generate any environmental imspawen for the most

sensitive aquatic organisms.

HFOs were initially developed for refrigerant purpose, but theiergsting properties make them
suitable for LGE. In 2016, a promising research has been achigv&dizruet al. [18] on the
extraction of artemisinin, an antimalarial substance, using HE84yf as alternative to R134a.
However, HFQ234yf is much more expensive than HEZ34ze about 100€/kg vs. 15€/kg (price for
1 ton in 2016, Inventec Performance Chemicals, St Priest, Franatereas preliminary igilico
solubility predictions have not revealed any significant differerafesolvation between both HFOs.

For these reasons, HF234ze was preferred as extraction solvent in this study insteblfFQf1234yf.

In this paper, the feasibility of using liquefied HEZB4ze as solvent for extracting compounds of
different polarities will be compared to conventional solvents through approaches: a theoretical
approach with predictive computational tools, HSP (Hansen Solubilitynetges) and COSMRS
(COnductor like Screening MOdel for Real Solvents), coupled wittddd experimentations. Four
plant materials were chosen for the comparative study: rapesé@dsssicanapusL.) for the extraction

of fats and oils, carrotsD@ucuscarota L.) for the extraction of higlalue products i.e. and
carotene, olive leavesQlea europaed for the extraction of polyphenols such as oleuropein and
tyrosol, rosemary leavefpsmarinusfficinalisL.) for the extraction of polyphenols such as rosmarinic
acid and carnosic acid. The extracts have been analyzed quantitatextraction yield) and
qualitatively (GC, HPLC and HPTLC) in order to compare theneffiof HFQA234ze regarding

conventional solvents(hexane, ethanol, acetone) for the extraction of natural products.

Materialsand methods

V.2.1.Materials
For laboratoryscale extractionsy hexane analytical grade (VWR International, Radnor, USA), ethanol
96% purity (VWR International, Radnor, USA), acetone teclynedé (Sigmaldrich, St. Louis, USA)
and 1,3,3,3Tetrafluoropropl ene (HFQA.234ze) 99.5% purity (Inventec Performance Chemical, St

Priest, France) were used in this study.

Dried carrots were purchased in 2015 from Herbier du Diois (@magiti Diois, France). Rapeseeds
(Astrid breeding line; water content = 6.7%; oil content = 300/g) were provided by the Technical
Institute for Oilseeds (Terres Inovia, Pessac, France). Wild olive leavesoleceed nearby Avignon,

France. Dried rosemary leaves were provided by Naturex (Avigirance), collected in Morocco in

2013.
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The plant materials were prepared using the following procedures: daewt cubes and olive leaves
were ground into a fine powder using a grinder (Kinematica A@Wan MB 550, Luzern, Switzerland,;
grinding duration = 15 s) just before extraction. Rapeseed \gevand into powder using a grinder
(Delonghi KG79, grinding level = medium) during 30 seconddgfmste extraction. Dried rosemary

leaves were used uncrushed, as most of the targeted compounds aredbeatthe leaf surface [22].

V.2.2.Extractionand analyticalmethods
Carrots, rapeseeds, olive and rosemary leaves extracts obtainedH#®1L234ze and reference
solvents were extracted and analyzed using procedures described ite€HagOnly one modification
was made on the NECTACEL 1 extraction unit : a magnetic stirrer easindhe extractor in order
to improve the mass transfer during maceration with HEX34ze, as a bad stirring was suspected to

cause low extraction yields in the previous study.

V.2.3.Physicochemicgbroperties comparison
In order to determine if HFQ234ze can be an alternative to conventional solvent, techpicgderties

of each solvent were compared.

Table V. 1 reports physicochemical properties of liquefied HEZ2ze,n hexane, ethanol, acetone
and water. Technical data was obtained from A& and from suppliers (Sigmddrich, Inventec

Performance Chemicals). The global energy of evaporation forof lkquid solvent was calculated
using the equation (Eq. 7), considering the following initial statee pmrompressible liquid at 25 °C

and 101 kPa for usual solvents, 570 kPa for HEgA ze.
= ( )+ = .t () (Bq.7)

Where Ek (kJ/kg) is the energy required to evaporate 1 kg of solstamting from 5=25 °C, fgai(kJ/kg)
is the energy required to heat up the solvent of 1 °G, €J/kg) is the energy required to vaporize 1
kg of liquid, Cp (kJ/kg.K) is the specific heat, (TC) is the boiling point of the solvent in the process

conditions of pressure andHvap (kJ/Kkg) is the vaporization enthalpy at the boiling point.
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Table V. 1 - Comparison of technical properties of extraction solvents

: . HFO
Properties Unit 123476 n hexane Ethanol Acetone Water
Chemicabtructure
Molecularformula GH:Fs GHu4 GHsO GHsO HO
Molecularweight  [g/mol] 114.04 86.18 46.07 58.08 18.02
Density(25°C) [kg/m?] 1163 650 789 785 998
Viscosity(25°C) [mPa.s] 0.20 0.32 1.2 0.32 1.0
Boilingpoint o
(101.3kPa) [°C] 18.9 68.5 78.3 56.2 100
Specificheat o
(25°C) [kJ/kg.°C] 1.386 2.23 2.43 2.18 4.18
Latentheat of [kJ/kg] 162.9 334 843 500 2260
vaporization
Energyto
evaporatel kg [kW.h] 0.0 0.12 0.27 0.16 0.71
from 25°C
LogP / 1.26 3.9 0.16 0.19 n.a.
SO'Eb"'W'” water [kg/mq] 0.37 0.01 miscible miscible  n.a.
(25°C)
Flashpoint [°C] n.a. 23 13 18 n.a.
ODP eq. CFA1 0 n.a. n.a. n.a. n.a.
GWRo® eq. CQ 6 n.a. n.a. n.a. n.a.
HansenSolubility Parameters
d 13.9 14.9 15.8 154 155
b [MP&] 3.3 0 8.8 10.4 16.0
h 2.8 0 19.4 7.0 42.3

aValue at 30 € and 570 kPa ; P Ozone Depletion Potential ; ¢ Global Warming Potential (100 years); n.a. = not
applicable

Resultsaanddiscussion

V.3.1.HFO1234zeasalternative solventto usualsolvents:properties comparison

RODUCTS

As shown in Table V. 1, liquefied HEZ34ze has very particular properties compared to usual organics

solvents such as hexane, ethanol and acetone. As most halogenated solvents,1dB&re has a
higher density (1163 kg/fh compared ton hexane or acetone (650 and 785 kdg/nespectively). As

most liquefied gases, HF234ze also has a very low viscosity (0.20 mPa.s), lower than acatoin
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n hexane (0.32 mPa.s) and even six times lower than ethanol (1.2 mBale)v viscosity facilitates
the flow of solvent inside particles of plant material and thus enhanoegrtternal mass transfer [23].
Hansen solubility parameters and log P values show that1#3@ze can be defined as slightly apolar
(log P = 1.26), compared with lipophilic solvents suahlaexane (log P = 3.9) or with more hydrophilic
solvents such as acetone (log PO=19) or ethanol (log P 9.16). The most significant difference
between HFQL234ze and the other solvents is the amount of energy requioeelvaporate 1 kg of
solvent from 25 °C: 0.05 kW.h for HE@B4ze, 0.12 fon hexane, 0.27 for ethanol, 0.16 for acetone
and 0.71 for water. This lower energy consumption is a corsapiof a low mass specific heat (0.2
kJ/kg.K at 25 °C) and latent heat of vaporization (162.9 lkat/l89 °C and 570 kPa), due to higher
molecular weight and lower Van Der Walls interactions. In the eneiteegy saving with HF{234ze
using an isobaric process is about 60% compared Hexane, 80% compared to ethanol and 95%

compared to water.

V.3.2.Evaluationof target compoundssolubility in HFO1234zevs. usual solvents
usingHansenSolubility Parametersand COSMCRS

Hansen solubility parameters (HSP) and CO®@0model were used as prediction tools for the
evaluation of the ability of solvents to dissolve major components wérs plant materials. In this
paper, 4 representative triacylglycerols (TAG1 [R1 : CIB:®2 : C18:26, R3 : C18:26]; TAG2 [R1

: C18:1m, R2: C18:18, R3 : C18:26]; TAG3 [R1: C18: ! R2:C18:1A8, R3: C18:1A]; TAG4 [R1

: C18:1m9, R2 : C18:26A, R3 : C18:2f]); 2 carotenoids ( carotene and carotene); 2 polyphenols
(oleuropein and tyrosol) and 2 organic acids (carnosic acid and rivsonacid) were defined as target
component of rapeseeds, carrots, olive leaves and rosemavesesespectively. Several solvents were
selected for the simulations: HFI234ze as liquefied gas and usual solvents sunthagane, ethanol,

acetone and water.

For Hansen parameters, the solubilization power of a solvent toveastlute is evaluated by the
relative energy difference (RED) calculated by the software. Tal@eshows the RED values for the
selected solvents with TAGs, carotenoids, polyphenols and organic acidmntSgerformances are
compared relatively to the reference solvent lfexane, water/ethanol or acetone) as followed:
solvent with a RED < REDB1 are considered equivalent or better than the reference, sub/avith
RER: +1 < RED < REDB3 are considered equivalent or slightly worse than the referemeksolvents

with RED > REpP+3 are considered worse than the reference.

As can be seen for TAGs and carotenaidsexane set as reference solventhas the lowest RED,
respectively from 2.20 to 2.31 and from 2.61 to 2.67. As HE8Ize is less apolar thanhexane, it
showed equivalent or slightly lower RED, respectively from 2.61 to 2d#@m 3.76 to 3.92.
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Considering polyphenols (oleuropein and tyrosol), only a mixture ethaater (80:20, mass ratio) —
set as reference solvenbbtained relatively low RED values, 2.92 and 4.89 respectivedytolis low
polarity, HFQL234ze showed only low solubilization power toward this polar orgamitecules (RED

= 10.39 and 9.10).

Acetone — set as reference solvent — and ethanol showedivelgtgood RED for solubilization of

carnosic organic acid. HAQ34ze is only slightly worse than acetone (RED = 5.62 vs 4.45).

A mixture water/ethanol (70:30, mass ratio) was set as referenceesblior the extraction of
rosmarinic acid [24], but it showed poor RED score (RED = Io®pared to pure ethanol and
acetone (4.29 and 6.65 respectively). HEX34ze showed similar score with RED = 9.73.

Table V. 2 - The relative energy difference (RED) values for HSP.

Compounds D P n HFO1234ze nhexane Ethanol Acetone Water
TAG1 164 18 3.0

TAG2 166 1.7 25

TAG3 166 16 23

TAG4 165 17 27

carotene 174 00 15

carotene 174 08 1.7

Oleuropein 172 131 19.9 2.922

Tyrosol 19.0 8.1 17.1 4.892 6.25
Carnosicacid 185 42 9.2

Rosmarinicacid 199 9.3 16.9 10.01°

Grey = Reference solvent; Green = equivalent or better than reference (RED < REDref +1); Yellow = Equivalent or
slightly worse than reference (REDref +1 < RED < REDref +3); Red = worse than reference (RED > REDref +3)

a solvent = ethanol / water (80 : 20, mass ratio)
b solvent = ethanol / water (30 : 70, mass ratio)

A COSM@RS simulation was also performed to determine the relative solhifithe target

components in several solvents. Table V. 3 reports the solubility results, expressgtin).

ODUCTS

The results of COSMRS simulations are mostly in accordance with the HSP evaluation.

Considering TAGB,hexane and HFQ@234ze showed the best relative solubility values, i.e. logfx

= 0. For carotenes, hexane is still the best solvent whereas HEX34ze showed slightly lower relative
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solubility power (log(xu,) = 0.32). However contrary to HSP calculations, COR%@et the mixture
water/ethanol (70:30, mass ratio) as best solvent for the solubilization ofadsin acid.

Finally, COSM@S evaluated that HF234ze is worse than reference solvents for the
solubilization of oleuropein (log{x) = 2.15), tyrosol (log&suy) = 1.31), rosmarinic acid (logxy) =
1.11) and carnosic acid (log{x) = 0.63).

Table V. 3 - COMSO-RS relative solubility values, log (xsolub) at 40 C.

Compounds HFO1234ze n hexane Ethanol Acetone Water

TAG1
TAG2
TAG3
TAG4

carotene

carotene

Oleuropein

Tyrosol

Carnosiacid

Rosmarinicacid

Grey = Reference solvent; Green = equivalent or better than reference (log (xsolub) = 0); Yellow = Equivalent or
slightly worse than reference (log (xsolub) > -1); Red = worse than reference (log (xsolub) < -1)

a solvent = ethanol / water (80 : 20, mass ratio)
b solvent = ethanol / water (30 : 70, mass ratio)

It can be concluded that both HSP and COSMOsimulations suggest that HEZB4ze is a good
potential candidate for the substitution af hexane for the extraction of lipophilic compounds, but is
unlikely to substitute more polar or protic solvents such as ethanol/watexcetone for extraction of

polyphenol or organic acids.

V.3.3. Qualitative and quantitative comparisonof extractsfrom rapeseeds
Quantitative study of rapeseed oil extraction usingexane and HFQ234ze are presented in Figure
V. 1. The extraction kinetics (Figure \A)lshowed that for HF@234ze at 30 °C, the extraction plateau
is reached in only 15 min, with a yield of 2.5%. In comparistrexane allowed extraction yields of
9.5% at 30 °C and 13.1% and 68 °C in only 15 min. Aftanit26f extraction, extraction yield with

HFO1234ze was only 3.0% at 30 °C, whereas extractions perforrtedwexane resulted in higher
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yields (14% at 30 °C and 25% at 68 °C) as observed by &iehif@5]. This difference is likely to be

caused by a much higher solubility of rapeseed ail liexane compared with HFT234ze.

(A)

(B)

Figure V. 1 - (A) Extraction kinetics of rapeseed oil extracted with HFO-1234ze at 30 T (triangles) and n-hexane
at 30 € (diamonds) and 68 < (squares) - (B) Effect of HFO-1234ze re newals on the extraction yield at 20 T (light
blue) and 30 C (dark blue)

Considering that the extraction plateau is reached rapidly with HEE3ze, a new set of experiments
was made with successive solvent renewals every 15 min, in ord@aprove the extraction yield. The
easy vaporization of HF®234ze and the significant difference of boiling point with rapeseid
compounds allowed complete solvent recycling (> 29%n only 10 min. Results of extractions

performed with a solvent/matrix contacting time of 2x15 and 8x15 min are showvigure V. B.

Compared with the reference (1x15 min), the solvent renewal substantimflyoved the extraction
yield. At 30 °C, HF®?34ze enabled to reach an average oil yield of 6.4% and 9tb%eapectively 1
and 7 successive solvent renewals. These results are in accordancéevitiydothesis of a rapid

saturation of rapeseed oil in the solvent. The domear evolution of the extraction yield with the
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number of renewall suggests the exhaustion of the raw material afiem@éwals. However, there is
still a gap between the final extraction yields obtained with HR®4ze (9.5%) amilhexane (14%) at
30 °C. Even if the difference of rapeseed oil solubility in both solvent may bsantehe differences
related to the apparatus used for extractions usingexane and HF@234ze (slower heat and mass

transfer, losses in the equipment etc.) are also likely to impact theebtecovery.

At the same time, rapeseed oils obtained with HEX34ze anah hexane were compared qualitatively
with HPTLC and GC to determine the lipid classes and the fatty acid distribution.atRlis(S of the
extracts showed that the only lipid class was triglycerides, with botreatd. Fatty acid distributions

of the extracts obtained with HF@234ze andh hexane are compared in Table V. 4.

Table V. 4 - Fatty acid composition of rapeseed oil extracted with HFO-1234ze and n-hexane.

HFO1234ze n hexane

Fatty acids

T=30°C T=68 °C
unit : g/100g
C16 451+ 0.04 4.54 + 0.0¢
C18 1.21+0.06 1.08 £ 0.1¢

C181n9 63.61 + 0.87 63.02 + 0.2
C182n6 20.75+0.31 20.16 £ 0.0
C183n3 8.07+1.29 9.33+0.0]

C20 0.59+0.01 0.62 +0.0¢

C201 1.25+0.01 1.25+ 0.0¢
SFAs 6.31 6.24
MUFAs 64.86 64.27
PUFAs 28.82 29.49

Rapeseed oils from both solvents are composed of respectively2 2818 29.49 g/100 g of poly
unsaturated fatty acids, 64.86 and 64.27 g/100 g of mansaturated fatty acids and 6.31 and 6.24
0/100 g of saturated fatty acids. Fatty acids distributions are similar for both stsdiednts. Despite
the difference of temperature (30 °C for HE@34ze ; 68 °C forhexane) there was no marked impact
on the fatty acid distribution, as observed in a previous work [8]. Thus, eapesls can be extracted
by HFOL234ze with an equal fatty acid composition compared ttexane, even at low temperatures
(30 °C).

112



QHAPITRE —HFO12347E AS SAFE LIQUEFIED GAS FOR EXTRACTION OF NATURAL | RODUCTS

V.3.4.Qualitative and quantitative comparisonof extractsfrom dried carrots
Quantitative and qualitative analysis of carotenoids extracts obtained with 2#3@ze andh hexane
are presented in Table V. 5. Comparison of the extraction yielagsraat with both solvents shows a
lower extraction yield with HF@234ze, with 1.1 g of extract for 100 g of starting material against 4.3
g/100 g withn hexane. Moreover, the determination of the carotenoids conteirt each extract by
UV Vis spectroscopy reveals that extract obtained with H2®4ze are about 6 times poorer in
carotenes compared tm hexane (4.75 vs 26.90 mg of equivalentarotene for 100 g of starting

material).

Table V. 5 - Extraction yield and composition of carrot oleoresin obtained with HFO-1234ze and n-hexane.

HPLGdentified carotenes

, Extraction Carotenoid
/100 g extract
Solvent (OTC) T('E;e yield (g/100g  yield (mg/100 _ © J )
material) g material) 13cis 9cis all trans
carotene carotene carotene
HFO
123476 30 3x1h 1.16 4.75 7.2 3.4 89.4
nhexane 68 3x1h 4.29 26.90 14.0 4.9 81.1

The HPLC analysis of the extract showed some differences in the distribfi carotene isomers.
Indeed, 3 main isomers ofcarotene can be found in vegetable extractsitedhs carotene, 9cis
carotene and 13is carotene. Alitrans carotene is the most abondant isomer with the higher
antioxidant activity, but during extractions, undesirablearotene cisisomers may be formed by
thermal isomerization, resulting in a decrease of the antioxidanvigt[26]. Results presented in
Table V. 5 show that extracts obtained with HEZ34ze contain lesssisomers (10.6%) than with
hexane (18.9%). The advanced degradation ofratls carotene intocis carotene in extracts

obtained withn hexane is probably due to the higher extraction temperature.

These results suggest that liquefied HEZ34ze only extracts of a little fraction of the carotenes

content but the low temperature process leads to an extract of bettealigy

V.3.5.Qualitative and quantitative comparisonof extractsfrom olive leaves
Results of extractions of olive leaves with HEX34ze and ethanol/water (reference solvent) are
reported in Table V. 6. The highest extraction yield was reached with tkiun@ ethanol/water
(18.3%) whereas HF{234ze only achieves a yield of 0.2%. Moreover, the results afdtemination
of the total polyphenols content show that extracts obtained with®i1234ze only 7% of polyphenols

(considering that ethanol/water extraction reached 100%).
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Table V. 6 - Extraction yield and composition of olive leaves extracts obtained with HFO-1234ze and a mixture
ethanol/water.

o Relative
Extractionyield
Solvent T(°C) Time(h) Y _ polyphenols
(9/100g material) content (%)
HFO1234ze 30 3x1h 0.2 7
Ethanol/ water (80:20) 60 3x1lh 18.3 100

Even if the difference of extraction temperature between HEX34ze (30 °C) and ethanol/water (60
°C) could explain the lower extraction yield, the low polypheooigent in the extracts demonstrates

a low solubility in the solvent, in accordance with HSP and COS3/@edictions.

V.3.6.Qualitative and quantitative comparisonof extractsfrom rosemaryleaves
Rosemary leaves extracts obtained with HEX34ze and acetone (reference solvent) are compared
both qualitatively and quantitatively. Results are reported in Table. Wh& highest extraction yield
was reached with acetone was (11.8%) whereas HEZze only achieve a yield of 2.1%. Results of
HPLC analysis of the extracts exhibit a low content in carnosic acittacte obtained HFQ234ze
(2.44 g/100 g of extract) whereas extracts with acetone show highety (14.5 g/100 g of extract),
in accordance with the results obtained by the European Food Safety Authdtjty [2

Table V. 7 - Extraction yield and composition of rosemary leaves extracts obtained with HFO-1234ze and acetone.

Extractionyield icaci
Solvent T(°C) Time(h) y Carnosicacidcontent

(g/100g SM) (g/ 100g extract)
HFO1234ze 30 3x1lh 2.1 2.45
acetone 56 1h 11.8 14.45

SM, starting material

Once again, even if the difference of extraction yield is probablgezhby a difference of extraction
temperature between HFQ@234ze (30 °C) and acetone (56 °C), the low carnosic acientantthe

extracts shows a low solubility in the solvent, in accordance with HSP andCCRSpredictions.

In conclusion, the experimental study tends to prove that tise of HFQA234ze is not suitable for
extraction of more polar compound such as polyphenols or orgacids, but could be used for
lipophilic compounds. In particular, extractions of rapeseed oil weohieved even at low

temperatures (30 °C) for HFI234ze with an equal oil composition comparechtbhexane. However,

114



QHAPITRE —HFO12347E AS SAFE LIQUEFIED GAS FOR EXTRACTION OF NATURAL | RODUCTS

higher mass extraction yields were systematically obtained with tliereace solventsnhexane,
ethanol/water and acetone). For oil extraction, this gap coulddskiced by acting on temperature or

by changing the process, leaving the batch process for a samtinuous one [17].

Lastly, it has been shown that experimental data, HSP and C&&Mb@nulations were well correlated

for almost each target compounds.

Conclusion

The applicability of HF@234ze as a new solvent for extraction of natural products watuated. A
relative solvent screening using HSP and COBMGimulation tools showed that HE@B4ze can be
an alternative only for the extraction of lipophilic compounds. TRpegimental laboratory study
confirms these theoretical simulations. In the case of hydrophilic esjuinly little amount of the
target compounds was detected in the final extracts, in accoréamith in silico simulations. For
lipophilic compounds, qualitative comparison of the extracts shosiedlar profiles between HFO
1234ze anch hexane, with even higher purity for carrots oleoresin when ubqugefied gas. However,
the extraction yields obtained using HE@34ze were always significantly lower than the reference,

due to the lower solubility of the lipophilic compounds compared foexane.

Currently, the regulatory context still restrains the use of HR2B4ze only for nofiood applications.
However, HFQ234ze offers a greener alternative to R134a which is already amteyst extraction
solvent in Europe (Directive 2009/32/EC), therefore theredstethnical reason to prevent HFO

1234ze of being used for foodstuff production in the future.
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— Liquefied gases as
alternative solvents for extraction of

aromatic compounds

Rapinel, V., Santerre, C., Hanaei, F., Belay, J., Vallet, N.,iRakotoana, N., Vallageas, A. & Chemat,
F. Potentialities of using liquefied gases as alternative solvents to substituteenforahe extraction

of aromas from fresh and dry natural producBmptesRendusChimiejn press.
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Introduction

Nowadays aromas are essential ingredients that find widespread utilizatior ifo¢td and perfume
industries. The use of petroleutrased aromas in the modern food and perfume industries is a
common practice, but there is a growing concern about thefuacor potential effect on human
health, resulting in an increasing demand of consumers for natural aromas. This concern has led to an
increasing interest and utilization of natural products as altermatood aromas. It is therefore not
surprising that the global market value for aromas was estimated ir5\28[billion in 2015 and is
projected to reach nearly USD$ 30 billion in 2020, with a compound annual growt{Oa@R) of 5%

[1, 2].

Extraction of aromas from natural products could be considered ‘agean process” in comparison
with extraction processes currently used in other industries, haregcent studies have shown that
their environmental impact is greater than first appeared [3]. As #we extraction yields are often
very low (<1%), the production of aromas requires huge amtwaf plant material and solvent, mainly
hexane as the most consumed petrolelrased solvent for the production of concrete. Other solvents
could be used such as toluene, pentane or dichloromethaner #ite first extraction, ethanol (bio
based solvent) is needed for a second step in this procesgrdduction of the absolute from the
concrete. Aromas could be obtained also in the form of essential oikselayn or hydrodistillation of
fresh aromatic herbs or dry spices. Evaporation of such amotistent is known to be very energy
intensive, such that the extraction and evaporation step is oftapoasible for more than 50% of the
overall process energy consumption. Moreover, the traditionatraetions techniques (steam
distillation, solvent extraction) generally involve high prodegsperatures that may greatly affect the
product quality, in particular in the case of sensitive flowers tloatain thermos sensitive compounds

(rose, jasmine).

In order to promote ecdriendly extraction processes in the industry, Cheetatl. [4] established the
“six principles of Green Extraction of Natural Products”, inspired from grinciples of Green
chemistry. By definition, green extractiois basedonthe discoveranddesignof extractionprocesses
which will reduce energy consumption,allows use of alternative solventsand renewable natural
products,and ensurea safe and high quality extract/product. The application of these principles
already led to several success stories, with the emergence of ineavative green extraction

processes based on innovative techniques and alternative solvents [5, 6].

Still, more work need to be done to find viable alternativesdaventional toxic solvents, in particular

hexane which is still commonly used for extraction of lipophdimpounds. This constant search for
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alternative solvents revived the interest of scientists for liquefgades, in particulan propane,n
butane, dimethyl ether (DME), 1,1,1t&trafluoroethane (R134a), 1,3,3t8trafluoropropene (HFO
1234ze) and 2,3,3,tetrafluoropropene (HFQ234yf). Indeed, those gases require only gentle
pressure (< 1 MPa) to remain in a liquid state and can be \asifyeevaporated at low temperature.
Therefore, liquefied gas extraction processes can be performed at temperature, with low energy
consumption and very few traces of residual solvent. Thereforeefigd gases extraction preserves
the quality of both raw material and extract and reduces the numbkg posttreatment steps.
Moreover, their chemical structures make them suitable for extractibtipmphilic compounds in
replacement of existing toxic solvents. In that sense, liquefied gamatkins offer a potential

alternative technology in accordance with the principles of gredraetion of natural products.

Recently, many experimental studies have been carried outderao evaluate their potential. In
particular,n propane,n butane or DME have been extensively investigated for theaesitn of fats
and oil from seeds [7—12] or micarganisms [13—18]. Surprisingly, despite the potential of liquefied
gases for extraction of volatile and sensitive molecules, only fadiet on aromatic compounds can

be found in literature [19-22].

To fill this gap, we tried to compare in this paper the performance @elhiquefied gases(butane,
DME, HFQ234ze) as potential alternative solvents for the extractiommimatic compounds from
two plant materials: dry lavender flowersgvandulaangustifoliaMill.) and fresh orange peel€ifrus
sinensis(L.) Osbeck). The solvent evaluation was performed using distinct appsoaEhst, a
predictive approach was conducted using the COFBCOnductor like Screening MOdel for Real
Solvents) model to predict the relative solubility of some seld¢teget components in the liquefied
gases. This theoretical approach was coupled withstaile experiments, to assess the quantitative
(extraction yields) and qualitative (chemical composition, sensorallyais) aspects of the extracts in
order to compare the efficiency of liquefied gases regardinghteexane, chosen as reference

conventional solvent.

Materialsandmethods

VI.2.1.Materials
The liquefied gases used for piktale extractions, i.e butane 95% purity, dimethyl ether (DME)
99.9% purity and trang,3,3,3tetrafluoroprop 1 ene (HFQL234ze) 99.5% purity, were purchased
from Inventec Performance Chemical (St Priest, France) wheré@xane analytical grade was

purchased from VWR International (Radnor, USA).
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Dried lavender flowersL@vandulaangustifoliaMill.; water content = 7.5%) and frozen orange peels

(CitrussinensigL.) Osbeck; water content = 72%) were purchased from local suppliers.

VI.2.2.Extractionand analyticalmethods
Lavender flowers and orange peels extracts obtained witlhutane, HFQA1234ze, DME and hexane

were extracted and analyzed using procedures described in Chapter Il

VI.2.3.Liquefiedgasesvs.n hexane:determination of technicalproperties
Table VI. 1 reports some physicochemical properties of liquefied12B@ze h butane, DME and
hexane. Technical data was obtained from A&y and from suppliers (VWR International, Inventec
Performance Chemicals). The global energy of evaporation forof lkguid solvent was calculated
using the following equation (Eq. 8), considering the following initial spatee incompressible liquid
at 25 °C and 101 kPa fohexane, 499 kPa for HFX234ze, 590 kPa for DME and 243 kPa foutane.

= )+ = o)

where k: (kJ/Kkg) is the energy required to evaporate 1 kg of solstmting from 5= 25 °C, fear(kJ/kQ)
is the energy required to heat up the solvent of 1 °%&, (€J/kQ) is the energy required to vaporize 1
kg of liquid, Cp (kJ/kg.K) is the specific heat, (TC) is the boiling point of the solvent in the process

conditions of pressure andHap (kJ/kg) is the vaporization enthalpy at the boiling point.

Resultsaanddiscussion

VI.3.1.Liguefiedgasesasalternative solventsto n hexane:properties comparison
In order to evaluate if liquefied gases can be alternativea beexane, technical properties of each
solvent were compared. As shown in Table VI. 1, HE4ze, DME and butane exhibit very specific
properties, most of them are unusual compared to conventiaudents, in particular boiling points

and vapor pressures.
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Table VI. 1 - Comparison of technical properties of liquefied gases vs. n-hexane.

Properties Unit 1254(1)ze DME n butane n hexane
Chemicaktructure heONch, M SN
Molecularformula GH:F GHsO GHio GHha
Molecularweight [g/mol] 114.04 46.07 58.12 86.18
Boilingpoint o
(101.3kPa) [°C] 18.9 24.8 0.5 68.5
Vaporpressure
(25°C) [kPa] 499 590 243 21
Specificheat
(25°C) [kJ/kg.K] 1.39 2.43 2.43 2.23
Latentheat of vaporization [kJ/kg] 163 4002 3618 334
Energyto evaporatel kg [KW.h] 0.05 0.112 0.10° 0.12
from 25°C ' ' ' ' '
Liquidphase density [kg/m?] 1163 661 573 650
(25°C)
Liquid phaseviscosity
(25°C) [mPa.s] 0.20 0.12 0.16 0.32
LogP 1.3 0.1 2.9 3.9
Solubilityin water (25°C)  [kg/m?] 0.37 513 0.07 0.01
ODP eq.CFAl1l O 0 0 n.a.
GWRoo® eqg. CQ 6 1 20 n.a.
GHS'labels
HansenSolubility [MPa1
Parameters

d 13.9 15.2 14.1 14.9

b 3.3 6.1 0 0

h 2.8 5.7 0 0

a Values at 25 <, under vapor pressure ; ® Ozone Depletion Potential ; ¢ Global Warming Potential (100 years); ¢
Globally Harmonized System of classification and labelling of chemicals ; n.a. = not applicable

HFO1234ze, DME and butane have a boiling point lower than 0 °C at atmospheric pressure,
respectively 18.9, 24.8 and 0.5 °C and they generate vapor pressures of respectively 49%88a,
kPa, and 243 kPa at 25 °C. Even if these relatively high peggsures have an impact the cost of

industrial extraction units (higher is the operating pressure, highehe investment cost), they also
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make the solvent much easier to separate from the extract and fiteenraw material and limit the
number of purification steps. Liquefied gases also exhibit interestingigdilyproperties that make

them good candidate as alternative solvents.

Indeed, in a previous work we calculated that HEX34ze requires much less energy to be evaporated
(0.05 kW.h for 1 kg) compared with conventional solvents, suaihexane, ethanol, acetone and
water [9]. Due to higher latent heat of vaporization caused Ighh/an Der Walls interactions, the
energy required to evaporate 1 kg of DME amloutane resulted in similar values withhexane, with
respectively 0.11, 0.10 and 0.12 kW.h. As a comparison, eaioof 1 kg of water at 25 °C requires
about 0.71 kW.h.

Like most halogenated solvents, HEZB4ze exhibits a high density (1163 kd/rmompared to DME,

n butane orn hexane (661, 573 and 650 kgfmespectively). Interestingly, liquefied gases also has
very low viscosities (0.20, 0.12 and 0.16 mPa.s respectively) compandtei@ne (0.32 mPa.s), such
as they can easily flow throughout the plant material, resultingigiher internal mass transfer [23].
Regarding to the Hansen solubility parameters and log P values,danbe defined as neither polar
nor apolar (lod® = 0.1) whereas HF@234ze (log P = 1.3),butane (log P = 2.9) can be defined as

lipophilic, making them potential alternative tohexane (log P = 3.9).

Among liguefied gases, DME is the only one being quantitatively meisdgth water (solubility in water
= 515 kg/ni at 25 °C). This specificity makes it suitable for direct extractidrighly wet material

contrary to HFQA.234ze n butane andn hexane that are more efficient on dry material.

Considering chemical reactivity, the liquefied gases considered ity are assumed chemically
inert at gentle temperature as they are currently used as proptligses and solvents in aerosol
formulations containing a wide range of chemicals. To our knowledgevidence of side reactions

has been reported in literature.

V1.3.2.Evaluationof target compoundspredicted solubility in liquefied gasesand n
hexaneusing COSM@Smodel

The COSM®S model was used as prediction tool to assess the ability of liquefsed ¢o dissolve
major components found in lavender flowers and orange perigacts, relatively tm hexane. For the
calculations, 6 representative compounds of lavender (linalool, linalylasgetcaryophyllene,
terpinen 4 ol, lavendulyl acetate, caryophyllene oxide) and orangpifiene, limonene, terpineol,

n decanal, valencene, nerol) essential oils were selected as targgtomnts to be solubilized in HFO
1234ze, DMHE) butane andn hexane, the reference solvent. Table VI. 2 reports the relative solubility

results, expressed in loggxy).
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Table VI. 2 - COMSO-RS relative solubility values - log(xsolub) - at 25 T for major compounds found in lavender
and orange peels extracts.

Compounds n hexane n butane DME HFO1234ze

Linalool 1.23 1.18

é Linalyl acetate 0.40 0.32

£  Caryophyllene 0.00 0.00

% Terpinen4 ol 0.65 0.61

L>U Lavandulyl acetate 0.41 0.33 0.00 0.00
Caryophyllene oxide 0.08 0.00 0.00 0.15

myrcene 0.16 0.09 0.00 0.29

R%) Limonene 0.08 0.03 0.00 0.35

S terpinea oo oz  [JIESIEN

(@]

S ndecanal 0.25 0.21 0.00 0.00

S Valencene 0.01 0.00 0.00
Nerol 1.09 1.04

Grey = reference solvent; Green = solvent better than the reference (log(Xsoub) > log(Xsoub)[ref] + 0.5); Yellow =
solvent equivalent to the reference (log(Xsowb)[ref] — 0.5 log(xsoub) log(Xsolub)[ref] + 0.5); Red = solvent worse than
the reference (log(Xsolub) < log (Xsolub)[ref] — 0.5)

The results of COSMRS simulations show that DME is the best solvent among the list, withswaflue
log(%o1ur) = O for all solutes. In particular, for nerol and linalool, DME is segmiiffdoetter solvent than

n hexane, with log@su,) values of 0 againsfi.09 and 1.23 respectively, meaning that solutes are
considered as respectively about 10 and 20 times more solubl®li h the case of butane, values

of log(%o0uy) are almost equal to hexane, due to the chemical structure similarity, meaning that
COSM@RS model logically predicts that a similar behavior. Both solvesgsited in good
solubilization of aromatic compounds (values of lggx > 0.50), except for terpenes alcohols such
as nerol, linalool, terpinend ol and terpineol. At the opposite, HFD234ze calculations resulted in

rather good results for all compounds except for sesquiterpenes (caryophytehgalencene).

In conclusion, the COSMRS simulations suggest that DME is expected to be the best solvengam
the list for the solubilization of all the aromatic compounds of laverftvers and orange peels.
Simulations also indicate that HAQ34ze has an average solvent power, whenedmitane has a

solubilization profile very similar to hexane.
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V1.3.3. Quantitative and qualitative comparisonof extractsfrom lavenderflowers

V1.3.3.1 Extractionyields
Table VI. 3 shows the extraction yields obtained from lavender flowers. With siamigetature and
time conditions, extraction by solvent maceration resulted ieegr oleoresins with yields from 0.9%

(HFO1234ze) to 2.8% (DME).

Table VI. 3 - Extraction yields obtained with HFO-1234ze, DME, n-butane and n-hexane from lavender flowers

Extractionyield

Solvent T(°C) Time (9/100g SM) SD
HFO1234z¢ 25 4x1 h 0.9 0.1
DME 25 4x1 h 2.8 0.2
n butane 25 4xlh 1.9 0.2
n hexane 25 4x1 h 1.3 0.2
water 100 2h 1.2 0.1

SM, starting material; SD, standard deviation

As the first studies showed that HFOs have only a limited solubilizadiwer, it was expected to be
less efficient than the other solvents. At the opposite, DME has showap#hities to extract a wide
range of lipophilic compounds but also thesitu water, therefore it is not surprising that he resulted
in the highest extraction yield. Between these two solgntbutane andn hexane showed relatively
close extraction yields with respectively 1.9 and 1.3%, in accoedaith COSM®S simulations.
Hydrodistillation (HD) was chosen as reference method and yieldeddf.286ential oil, in agreement
with literature [24]. In comparison with HD, all the four solve(@zcept HFQ1234ze) gave better
extraction yields, although it should be borne in mind that they hidneeability to extract not only

aromatic compounds but also fats and waxes.

To understand further these differences, the physical impatti@extractions on the lavender flowers
was assessed using scanning electron microscopy. In particular, the possible infliug@cpressure

generated by liquefied gases was investigated.

VI.3.3.2.Structuralimpactsof extractionprocesses
The SEM observation on untreated lavender inflorescences (Figuréytahfirmed the presence of
numerous glandular trichomes with a balloon shape, protectebifuycated nonglandular trichomes,

in agreement with the literature [25].

The SEM images of the samples extracted using 123@ (Figure VI. B), n butane (Figure VI. C)
and n hexane (Figure VI. ) showed a similar feature, despite different working pressures: some
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glandular trichomes are disrupted but most of them appeared only partiallyedaiThis observation
tend to show that the pressure generated at 25 °C by HE84ze (499 kPa) andbutane (243 kPa)
did not improve glands draining. At the opposite all the glanduiahdémes appeared almost empty
on SEM picture of flowers treated using DME (Figure E). A similar impact is observed after HD at
100 °C (Figure VI.H). Despite the vapor pressure of DME at 25 °C is higher than other liquasesl g
(590 kPa), it seems unlikely that this limited opeessure is responsible for the gland draining.
Considering that the cuticles seems still intact, the use of DMB&hane enhanced the mass transfer
through the cell membrane due to (i) a better solute solubilizatthre to DME ability to be an
hydrogen bond acceptor (ii) the miscibility of DME with cellular wdeen if these hypotheses will
have to be confirmed by extensive investigations, the ability of BMiass the cellular membranes
have already been observed by Kamdal [13, 26]. Moreover, Chen & Spiro [27] have also observed
similar phenomenon during extraction of rosemary using ethanol theg hypothesized that the

water miscibility of the solvent greatly enhanced the solvent penetraitido the cells, compared with

n hexane.
(A (B) ©
(D) B )

Figure VI. 1 - Lavender flowers observed by SEM (zoom x300) ; (A) raw material, (B) after extraction with HFO-
1234ze, (C) after extraction with n-butane, (D) after extraction with n-hexane, (E) after extraction with DME, (F) after
HD.
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V1.3.3.3.Chemicatompositions

In light of the differences in terms of chemical properties, COR&Desults and extraction yields, the

HD and the solvent macerations should result in significant variations iohéaical composition of

the extracts.

Chromatographic profiles of each of extracts samples were analyzepeakd were identified by NIST

and ISIPCA mass spectral libraries.

In total 34 compounds idengfied (Table VI. 4), with

respectively 31 compounds detected in the essential oil, I6bntane andn hexane extracts, 14 in

DME extract and 13 in HFI234ze extract.

Table VI. 4 - Relative abundances of compounds found in lavender flowers extracts recovered with different

solvents.
Compounds R|a HD n butane  DME HFO1234ze n hexane
(%) (%) (%) (%) (%)
Monoterpenes 4.0
Pinene 1032 0.1
Camphene 1075 0.1
Myrcene 1145 0.7
3 Carene 1148 0.2
d Limonene 1178 04
(E) Ocimene 1242 0.9
(Z) Ocimene 1245 1.2
o Cymene 1274 0.2
Terpinolene 1286 0.2
Oxygenatedmonoterpenes 885 80.0 81.9 80.0 78.0
Eucalyptol 1213 1.8 1.8 0.9 2.1
cisLinalool oxide 1420 1.5 11 15 0.7 0.9
trans Linalool oxide 1449 2.1 13 1.8 0.8 0.9
Camphor 1491 04 0.5 0.5
Linalool 1537 36.3 14.5 14.6 17.3 14.8
Linalyl acetate 1569 18.2 45.6 49.6 44.3 425
Terpinen4 ol 1591 45 2.9 3.4 4.4 3.4
Bornyl acetate 1620 0.2
Lavandulyl acetate 1609 7.9 6.2 7.1 5.8 5.2
Lavandulol 1677 2.2 2.0 0.9 4.0 2.8
Borneol 1677 4.1 21 2.7 4.9
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Terpineol 1680 8.3
Geranyl acetate 1711 1.3
Neryl acetate 1742 1.1
Nerol 1770 0.7
Geraniol 1847 2.0
Sesquiterpenes 1.4 7.0 7.1 6.3 7.4
(E)Caryophyllene 1594 14 4.6 51 4.5 5.0
Santalene 1644 2.4 2.0 1.8 2.4
Oxygenatedsesquiterpenes 4.1 10.6 9.0 10.7 12.3
Caryophyllene oxide 1962 3.8 9.1 7.9 9.3 10.8
cadinol 2134 0.3 15 11 14 15
Other compounds 2.1 2.4 1.9 29 2.3
3 Octanone 1270 0.3
Octenyl Acetate 1380 1.0
Cryptone 1645 0.6 1.0 1.1
Cuminaldehyde 1814 0.2

2,6 Dimethyl 3,7

octadiene2,6 diol 1940 1.4 1.9 2.9 1.2

a Kovats retention index

The main components detected in all extracts are linalool and linalyhtceknown to be mostly

responsible of the lavender smell [28]. Interestingly, an inversiomefarea ratio between linalool

and linalyl acetate can be noted, comparing essential oil and @kiacts, with a ratio of 2.00 after
HD, 0.32 using butane, 0.29 using DME, 0.39 using HR34ze and 0.35 usinghexane. As this

compound is listed as an allergen in cosmetics and perfume fielgu{&ion (EC) No 1223/2009 ),

producing extracts with lower linalool content can be advantageous.

Fillyet al. [3] showed that HD has an impact on the chemical composititewvehder essential oil. In

particular, linalyl acetate is likely be degraded into linalool but also m&rol and geraniol during

maceration in boiling water [29]. As the degradation of linalgtaie is due to an excess of water at
high temperature, it is not likely to happen during extractiosgg organic solvents suchmsexane,

n butane and HFQ234ze. The case of DME is more uncertain, as the solvent has thg #bilit
solubilize both reactants (linalyl acetatentsitu water). However, G®IS results only showed limited

amounts of linalool or others degradation products (nerol, geyani terpineol...) in the extracts.

Therefore, even using DME, the low water content and the gentteaction temperature prevented

the reaction from happening quantitatively.
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It must be also noted that no volatile monoterpenes have beetected in macerations extracts (
hexane or liquefied gases) whereas less volatile sesquiterpenes, suchcasy@yllene, were more
efficiently extracted as observed in several studi@8, 31]. Interestingly, some known aromatic
compounds have been quantitatively found only using solvent nagiogrs such as borneol, associated
with balsam, camphor, herbal, woody smells andantalene associated with woody smell. Some

known aroma precursors such as 2jénethyl 3,7 octadien2,6 diol [32] have also been found.

Still, a sensorial analysis is necessary to assess if these variationsherfieat composition have led

to differences in the sensorial perception.

VI.3.3.4.Sensonanalysis
After the sensorial analysis of the lavender flower extracts, the 7 expbetcked in total 33 different
terms. 30% of these terms were related to “Fruity” category, 18%Aromatic” category and 15% to

“Spicy” category. Additionally, 12 terms (36%) were cited only once.

Eleven terms frequently cited by experts to characterize the afe6 lavender extracts were
“Lavender”, “Thyme”, “Dry grass / Hay", “Pepper”, “Food bt “Lemon”, “Alcohol solvent /
Ethanol” and “Cut grass”, “Menthol”, “Green Menth”. These 10 teroorresponded to 59% of the
checked terms. Among these 10 terms, 5 terms were checkethdre than 3 experts over 7 to

describe a product: “Lavender”, “Thyme”, “Dry grass / Hay”, “Pepaed “Lemon”.

These terms were then used in order to discriminate the prodbetsed on their main common
characteristics. CA on the frequenibgised table (frequencies x products x 5 most frequently cited
terms) shows that the first three dimensions accounted for 97% ofrifeemation, from which, the

first two dimensions accounted for almost 91% of the variance (respheii3% and 18%).

Axis 1 represents the terms “Cut grass” and it discriminate the ptatdhexane. Axis 2 represents
the term “Lemon” and it opposes the product HE@B4ze versus HD. The characteristics “Pepper”

figure in the third dimension, Figure VI. 2.
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Figure VI. 2 - Sensory map for correspondence analysis of lavender extracts.

An HCA was performed after a CA on thealistance table to help the identification of groups with
similar / different sensory profiles, and give an idea of product disaation. Four main groups; G1,
G2, G3 and G4 were obtained as shown in Figure VI. 3. The groups of products wereedepamnly

along the first dimension of CA, mostly based on odor “Grass”. HCAeesnlthe same groups of

products as CA.

Figure VI. 3 - Dendrogram of the hierarchical cluster analysis after CA.

In conclusion, all the products were very similar in terms of afggprofile. The term “Lavender” was
checked most frequently and for the entire product set. Hoarethis descriptor was not significant
to discriminate the products. The lavender extracted usingrtheexane solvent is the product that

differentiates the most from the rest of the products presenting a “Casgt odor.
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VI1.3.4.Quantitative and qualitative comparisonof extractsfrom orangepeels

V1.3.4.1 Extractionyields
Table VI. 5 shows the extraction yields obtained from orange peels usiefjdidgases) hexane and
HD. As orange peels are wet materials, the extracts containeghper organic phase containing the
aromatic compounds and an aqueous phase with hydrophilic comgguWhile HFQ234ze anch
butane only caextracted a little amount (some milliliters) of situ water, DME almost fully dried the
orange peels. In this study, only organic phases were taken intmuati the extraction yield. As
observed with lavender flower extracts, HE@34ze extraction only resulted in low yield (0.3%); DME
gave the best yield (1.1%) whereasutane andn hexane macerations yielded 0.7% and 0.9%

respectively.

Table VI. 5 - Extraction yields obtained with HFO-1234ze, DME, n-butane and n-hexane from wet orange peels.

Extractionyield 2

Solvent T(°C) Time (9/100g SM) SD
HFO1234z¢ 25 4x1t 0.3 0.1
DME 25 4x1t 1.1 0.2
nbutane 25 4x1t 0.7 0.2
n hexane 25 4x1h 0.9 0.1
water 100 2h 0.6 0.1

SM, starting material; SD, standard deviation; ® excluding aqueous phase, if any

VI.3.4.2.Chemicatomposition
The repartition of the main compounds of the orange extracts is preskimt Table VI. 6. In total 134
compounds were identified with respectively 73 compounds detédh the essential oil, 71 in

butane extract, 75 im hexane extract, 80 in DME extract and 59 in HE@4ze extract.

Table VI. 6 - Relative abundances of main compounds found in orange peels extracts recovered with different
methods.

Compounds RI2 HD n butane DME HFO1234ze n hexane

(%) (%) (%) (%) (%)
Monoterpenes 83.2 14.4 75.5 19 1.1
Myrcene 1145 19 0.2 15
d Limonene 1178 80.3 13.5 73.2 1.6 0.7
Phellandrene 1209 0.8 0.7
Citronellal 1488 0.2 0.7 0.1 0.3 0.4
Oxygenatedmonoterpenes 4.4 25.7 1.7 36.0 28.0
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Linalool
Neral

Terpineol
Geranial
Geranyl acetate
Citronellol
Perillaldehyde
Nerol
trans Carveol
cis Carveol
Geraniol
Limonen10 ol
8 hydroxylinalool
Sesquiterpenes
Isocaryophyllene

Valencene

Oxygenatedsesquiterpenes

Caryophyllene oxide

Intermedeol
sinensal
Nootkatone
Triterpenes
Squalene
Fatty acids
Linoleic acid
Ethyl oleate
Methyl linoleate

Methyl linolenate

Linoleic acid ethyl ester

1646
1667
1688
1715
1711
1762
1818
1770
1839
1846
1847
1996
2251

1570
1726

1971

2222
2268
2527

2865

3157
2445
2485
2590
2519

Other oxygenatedcompounds

n Decanal
1 Octanol

Dodecanal

1484
1553
1710

1.9
0.3
0.8
0.4

0.1
0.2
0.1

0.2

0.1

0.2
0.1

1.0

1.0

0.4

0.1

0.1

0.2

0.2

0.2

2.0
15
0.4

12.3
0.4
4.5
0.4

1.0
13
1.2

15

0.9

13
0.9

3.4

3.4
2.4
0.6

0.4
14
4.8
4.8
12.8
8.1
1.0
0.9
1.0
1.8
6.0
2.6
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0.1
0.1

0.2

0.2
2.1
1.9
0.2
11

0.1
1.0

0.5

0.1
0.1

0.3

1.0
0.8

0.1

12.4
1.2
7.0
1.7

2.6
0.3
3.6
11
0.8
2.5
1.6
1.2
18

1.8
4.6

13

3.3
8.9
8.9
10.1
6.2

2.5
0.4
1.0
7.4
11
2.3
0.8

9.5
1.2
51
2.0
0.2
2.0
0.3
2.7
0.9
0.6
1.8
1.2
0.5
14

14
5.2
0.8

11
0.4
2.9
6.9
6.9
12.2
8.4
0.2
2.1
0.5
1.0
6.1
1.8
15
0.9
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1 Decanol 1765 0.1 0.6 0.9 0.9
Octyl formate 1554 2.4

Limonene glycol 2268 0.4 0.1 2.3 1.0
Other hydrocarbons 3.5 4.5 6.3 6.9
Heptacosane 2700 1.1 4.5 2.1 2.6
Pentacosane 2500 2.4 4.2 4.3

a Kovats retention index
Essential oil obtained by HD is mostly composed of monoterpene2%33vith dlimonene being the
major constituent (80.3%) followed bymyrcene (1.9%), linalool (1.9%) which are known to be the

most important contributors of the orange essential oil aroma [33].

DME extractions also resulted in extracts mainly composed oioteopenes (75.5%), in particular d
limonene (73.2%), but also lomfpain alkanes (4.5%) were found, such as heptacosagd{Cusually
found on the surface of fruit peels [34]. Major aromas contribatare also found in significant amount
(1.5% of myrcene, 1.1% of linalool) but also more unusual compounds such asyisplgitene

(1.9%) or sinensal (1.0%).

HFO1234ze andh hexane macerations gave similar relative compositions with a veraioaunt of

d limonene (<2%). Therefore, extracts were composed mainly rpet®ids including oxygenated
monoterpenes (respectively 36.0% and 28.0%), oxygenated sesquitargér@o and 5.2%) and
triterpenes (8.9% and 6.9%). Fatty compounds were alsextacted in significant amount in
particular fatty acids and fatty acids esters (10.1% and 12.2%laodongchain alkanes (6.3% and
6.9%).

Finally, extracts obtained usingbutane resulted in a higher relative amount of monoterpenes

compared withn hexane extracts, in particularldnonene (13.5% vs. 0.7%).

The low relative abundances oflichonene observed in extracts obtained using HEX34ze anch

butane compared to DME extract and essential oil are in accordance with CE&SM#@lculations.

VI.3.4.3.Sensoranalysis
After the sensory analysis of the orange peels extracts, thgpérés checked in total 40 different
terms. 45% of these terms were related to Fruity catego®¥ o Spicy category and 10% to Woody

category. Additionally, 19 terms (35%) were cited only once.

Some of these terms were cited frequently by experts. Amondi##€rent terms, the eleven terms

that were cited the most frequently to characterize the set of 6 oraeggeacts were “Bitter orange”,
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“Sweet orange”, “Grapefruit’, “Pepper”, “Lemon”, “Mandarin'Prune/Fig”, “Food alcohol”, “Dried
apricot”, “Alcohol solvent / Ethanol” and “Honey”. These 1hisicorresponded to 72% of the checked

terms.

Among these 11 terms, 9 terms were checked by more tharprts over 7 to describe a product.
These terms were: “Bitter orange”, “Sweet orange”, “GrapefruiPepper”, “Lemon”, “Mandarin”,

“Prune/Fig”, “Food alcohol” and “Alcohol solvent / Ethanol”.

These 9 terms were then used in order to discriminate the prodbatsed on their main common
characteristics. CA and HCA analyses were carried out and the pprdfiles were obtained for each
cluster resulting from HCA in the same way as the classic profilesn @% frequencybased table
(frequencies x products x 9 most frequently cited terms) shows that itis¢ four dimensions
accounted for 98% of the information, from which, the first two dive®ns accounted for almost 76%
of the variance (respectively 47% and 28%). Further dimensioaimeg only a small proportion of

variance (<5%).

Axis 1 represents the terms “Fig / prune” and it opposes ttoglpct “HFO1234ze” to h butane”. Axis
2 opposes the term “Grapefruit”, “Food alcohol” and “Alcbkolvent / Ethanol” to “Mandarin”. It
opposes the productrf butane” versus “DME” and “HD”. The other characteristics “Pepper” figure

the third and fourth dimensions, Figure VI. 4.

Figure VI. 4 - Sensory map for correspondence analysis of orange peels extracts.

Hierarchical Clustering Analysis was performed after CA on thegohre distance table to help the
identification of groups with similar/different sensory profiles, and give idea of product
discrimination. Three main groups; G1, G2, G3, were obtained as shdwguie VI. 5. The groups of

products were separated mainly along the first dimension of CA, mostly basedar “Grass”.
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G2 G3

Figure VI. 5 - Dendrogram of the hierarchical cluster analysis after CA.

The groups of products were separated mainly along the first 2 dimensions of CA.dd{@dr& the

same groups of products as CA.

In conclusion, the products were mainly described by “Bitt@mnge”, “Sweet orange” However, we
could not discriminate the products based on this descriporange peels extracted using HFO
1234ze is opposed to the products extracted usirgutane. The panel more efficiently evaluates the

duplicate product with a slight difference on the third dimension.

Conclusiorandperspectives

This study was carried out to compare the performance of 3 liquefisdg-h butane, DME and HFO
1234ze as green alternative solvents to substitute hexane for extractiorabfral aromatic products.
The predictive COSMRS calculations showed that DME was better thrahexane for the
solubilization of many aromatic compounds. These predictions were thefirc@d by experiments
performed at labscale, as DME resulted in the best extraction yields for both laveilmeers and
orange peels, regardless the water amount. The chemical commusitf the extracts obtained by
liquefied gases were significantly different from essential oils obtainelybyodistillation, with as
expected more fatty compounds and less degradation prosluss expected, DME extracted a wide
variety of compounds, whereasbutane and HFQ234ze extractions resulted in extract compositions
similar ton hexane. Sensorial analysis performed on each extracts of lavender flowersramge

peels did not reveal significant differences in the olfactory perception.

As future perspectives, some crucial aspects remain to be furthestigated. Are the liquefied gases

truly chemically inert under the process conditions? |s theesd recovery fully efficient, in terms of
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guantity and purity? Moreover, this study was carried out usiedl known and easyo extract plants
material, but further studies should be carried out with plants moreiaiff to extract, for example
cinnamon in which aromas are found inside the bark [35]. Finallfe aycle assessment should be
performed on liquefied gases, in particular HEZB4ze whose production by chemical synthesis [36]

and low biodegradability [37] could be a barrier for an industrial use as greematitve solvent.
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L’enjeu principal de ce travail de thése était d’évaluer le pattrtes gaz liquéfiés comme solvants
d’extraction et en particulier lorsqu’ils sont mis en ceuvre selgmdeédé d’extraction isobare breveté
par la société Celsius. Les principaux objectifs de ce travail de theslemété d’'étudier les différents
gaz liquéfiés existants enfin de sélectionner ceux qui étaient le plésréerd’étre utilisables a I'échelle
industrielle ; de concevoir une unité d’extraction a I'éch&dleoratoire pouvant mettre en ceuvre les
solvants sélectionnés ; d'évaluer I'apport du procédé d’eximacpar gaz liquéfié par rapport aux
procédés et aux solvants existants via des études théoriques (CESVEr expérimentales sur des
matiéres premieres connues ; d’identifier les marchés porteursr pe procédé développé par la
société Celsius et de proposer des axes d’amélioration sur le plk@miebainsi que sur le procédé lui

méme.

Afin d’'apporter des éléments de réponse a ces problématiquette thése a été batie autour de 3
axes principaux : la présentation de I'état de I'art sur l'utilisation dedigagfiés en tant que solvant
d’extraction, la conception de I'unité pilote laboratoire, puis sgitisation pour évaluer le potentiel
de 3 gaz liquéfiés sélectionnés pour I'extraction de produgtisirels a partir de matiéres végétales

« modeles ».

En premier lieu, le Chapitre | a présenté une étude bibliograptsquéutilisation des gaz liquéfiés en
tant que solvant pour I'extraction du végétal. Cette étudeanuis d’identifier les différents gaz
liquéfiés disponibles commercialement et utilisables dans le cadre duéggocelsius et de
sélectionner 3 gaz prometteurs qui ont été utilisés par la suitadieése : la butane, le HFQ234ze
et I'éther diméthyliqgue (DME). La comparaison des quelques unitdgrdttion actuellement en
fonction utilisant des gaz liquéfiés a I'échelle industrielle a permis déoder notre choix d’'un
procédé « isobare », plus économe en énergie et compatible avesntiesits inflammables. De plus,
I'étude des recherches déja menées sur le sujet ont mis en avant ynsisigarchés potentiels pour
I'extraction par gaz liquéfiés : les huiles a haute valeur ajoutéeari@mes et parfums, ainsi que les
molécules bioactives. Enfin, ce travail a également permis de mieuxtegmér en quoi I'utilisation
des gaz liquéfiés, bien gu'elle génére de nouveaux risques en mat@rsécurité et quelques
incertitudes en matiére de réglementation, permet égalemeiabtenir des produits de meilleure

gualité de facon plus respectueuse de I'environnement.

Le Chapitre Il décrit la méthodologie utilisée pour la conoeptiuis la fabrication d’'un équipement
de laboratoire d’'une capacité de 1 litre, basée sur le procédétrdietion breveté par Celsius et sur
'équipement de 500 litres déja existant. La construction de cglaegl a permis d'effectuer des
premiéres séries d'essais d’'extraction a I'échelle laboratoire &l'dés 3 gaz liquéfiés sélectionnés.

Ces essais ont permis de fournir un retour sur l'efficacité du pkdat de proposer des pistes

143



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECQ VES

d’amélioration de I'équipement, aussi bien a I'échelle laboratoirénguistrielle. Cette expérience a
notamment conduit a la construction d’un nouvel extracteler200 litres plus facile d'utilisation et a

optimiser I'équipement dans son ensemble en vue de la fabrication des futures unité&s pilot

Dans le Chapitre 1V, lebutane a été évalué comme potentiel solvant alternatif a I’'hexanarp
I'extraction de composés lipophiles. La comparaison de leurs igtéprphysicachimiques a montré
que l'utilisation dun butane était avantageuse puisqu’il permet une évaporation catep a
température ambiante tout en étant notoxique, bon marché. De plus, contrairement a I'hexane |l
fait partie des solvants autorisés sans limitations pour la productiodeteées alimentaires dans
I'Union Européenne. Parallélement a ce comparatif, une étude par modélia@3MARS a montré
gue len butane permettait une solubilisation équivalente a I'hexaneanids des composés lipophiles
d’intérét choisis parmi les marché potentiels (aromes, huiles ettéapides). Ce constat a été
confirmé par la suite grace a une série d’extractions de graines die dargraines de tournesol et de
carottes. Le dosage des composés d'intérét dans les extraithariéré que trés peu de différences
en termes de composition. Néanmoins, les résultats obtenus avebuéane ont été inférieurs a ceux
obtenus avec le hexane en terme quantitatif, probablement & cause d’'un mangiagithtion du
solvant. Par conséquent, il a été décidé d'adapter I'équipementalieratoire en y ajoutant un

agitateur mécanique.

Dans le Chapitre V, le potentiel d’'un autre gaz liquéfié, le HE3aze, a été évalué pour I'extraction
de produits naturels. Etant donné la nature chimique particuliéreadvesit, des essais ont été menés
pour extraire des composés de différentes polarités (triglyedyid caroténe, oleuropéine et acide
carnosiqgue notamment). Les simulations réalisées a I'aide des modéles BSBMCRS ont montré
gue le HFQA234ze ne permettait de solubiliser que les composés lipophiles (triglycécamtesenes).
Ces prédictions ont été confirmées par des extractions a I'écladilmratoire a partir de carottes, de
graines de colza, de feuilles d'olivier et de romarin. Comntendtl, les rendements d’extraction
obtenus a partir des feuilles d'olivier et de romarin somstfaibles, tandis que les essais menés sur
les graines de colza et les carottes ont donnés de meilleurs résultapendant les rendements
restent faibles comparés a ceux obtenus gracendexane, méme si I'écart a pu étre réduit en
procédant & des renouvellements successifs de solvant. Pour autamtnddgses effectuées sur les
extraits obtenus ont montré que I'évaporation a températulambiante a permis de préserver la
gualité de I'extrait, en particulier pour I'extrait de carott€&arallelement a cette série d’essais, il a été
nécessaire d’'étudier I'applicabilité de ce nouveau solvant dansriexi@ actuel dans un procédé
industriel. Dans le cadre d'un procédé d'extraction, il a été méogue I'utilisation du HFQ234ze

permettait de diminuer grandement l'impact environnementalacg notamment a une économie
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d’énergie substantielle par rapport aux solvants usuels et unclagg quascomplet du solvant
permettant d’obtenir immédiatement un extrait sans traces sldvants et une matiére premiére
directement valorisable. Malheureusement, malgré son innocuité etcemactére norinflammable,
gui sont des avantages indéniables, il ne figure pas encore danslddistsolvants autorisés pour
I'extraction de denrées alimentaires dans I'UE, ce qui limite principaiérson utilisation a des

applications en parfumerie.

Enfin, le Chapitre VI de cette thése a été consacré a une éwmm@arative entre 3 gaz liquéfiés (
butane, HF(1234ze et DME) et le hexane dans le cadre d'une extraction de composés aromeasiq
Cette étude comparative a été I'occasion d'observer l'influenggalix d’humidité de la matiére
premiére sur le rendement d’extraction de chaque solvant, éect®nnant une matiére séche (fleurs
de lavande vraie) et une matieére fraiche (écorces d’'orangéjudé prédictive menée a l'aide de
COSMQRS, concernant la composition qualitative des extraits ont@éirenés par la suite par des
extractions sur le pilote laboratoire : lebutane permet d'obtenir des extraits de composition en
composés aromatigues similaire a celui obtenu avec hexane ; le HFQ234ze permet d'extraire
des composés aromatiques sans pour autant extraire les composés coensidérés comme
indésirables ; le DME permet d’extraire un large spectre deposés, aussi bien apolaires (cires,
terpenes...) que polaires (alcools gras, terpénes oxygénés...). Corepagatia une huile essentielle
obtenue par hydrodistillation, les extraits collectés contiennentins de composés de dégradation,
et notamment de composés d’hydrolyse dont certains, méfite [garticipent a la perception olfactive
de l'extrait, sont reconnus comme étant allergénes (ex : lolald_es résultats des rendements
d’extraction obtenus a 30 °C sont logiguement en faveur du (P& sélectif, suivi da butane et du

n hexane, puis du HF@234ze plus sélectif visvis des composés aromatiques. Par ailleurs, une
analyse par microscopie électronique a balayages des glandes s&xéthaile essentielle des fleurs
de lavande a mis en évidence que : la pression générée par ldggéfies lors de I'extraction
n’impacte pas l'intégrité structurelle de la matiére premiére ; $edlME permet une vidange totale
des glandes, a l'instar d’une extraction par hydrodistillation classiqu®&C. Enfin, afin d’évaluer le
potentiel de I'extraction par gaz liquéfié pour l'industrieldgarfumerie, il a été essentiel de comparer
les extraits du point de vue olfactif. Les analyses sensorielles réalisd@SIFaEA n'ont révélé aucunes
différences significatives entre les extraits. Le choix du solvant daixin a utilisé va donc surtout
avoir une influence sur la cinétique d’extraction et sur la tenaurcemposés gras, plutét que sur

I'odeur.
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En résumé, ces travaux de thése ont permis de montrer que I'eidrepar gaz liquéfiés :

Est une alternative viable en comparaison a I'hexane pour I'extraatiencomposés
lipophiles et volatils ;

Permet de préserver la qualité de I'extrait obtenu ;

Permet un recyclage quasbmplet (>99,99%) du solvant et évite ainsi la présence adedra
dans l'extrait et la matiere premiére épuisée, diminuant ainsi le Inend’étapes de post
traitements ;

Est un procédé facilement adaptable a I'échelle industrielle (>3}, en particulier en
fonctionnement isobare ;

Permet une diminution des besoins énergétiques du procédérdietion ;

Est en adéquation avec les principes de I'égtraction.

Les différents résultats obtenus dans cette thése soulevent plusieimsspui pourraient faire I'objet

de futures recherches :

Les derniéres séries d’essais menées a I'échelle laboratoireismmumiére le potentiel de
I'éther diméthylique (DME) comme solvant d'extraction car il pdrdiextraire une large
gamme de composés apolaire ou moyennement polaires et ce mi@mpartir de matiéeres
premiéres humides. En outre, il est possible de le produire denfawustrielle a partir de
biomasse ce qui permet de pérenniser sa disponibilité sur le long terme.

L'étude du cycle de vie des gaz liquéfiés, en s'intéressaptditulier a leur synthése et a
leur dégradation en fin de vie. Dans le cas des gaz d'origine pétroliechimique, il sera
important de rechercher des voies de syntheses alternatives en adéquatiotesvegncipes
de la chimie verte.

Une étude plus poussée sur I'étape de recyclage du solvant, @fitedsurer de la qualité du
solvant distillé et si nécessaire de mettre en ceuvre des moyemsqu@menter I'efficacité de
la distillation.

Des essais portant sur I'adjonction desmlvants (eau, éthanol...) pour permettre I'extraction
de composés plus polaires ou d’augmenter la sélectivité de I'extraction.

La mise en place de nouveaux modes de fonctionnements, panm@&eune extraction en
régime semiontinu voire continue ou encore passer a une opération ligfliguide. Il sera
également intéressant d’investiguer la possibilité de mettre en mEwes extractions
réactives ou tout simplement d'utiliser les gaz liquéfiés en targ galvants de réaction,

notamment des réactions enzymatiques.
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Lesgazliquéfiéscommesolvantsalternatifs pour I'éco extraction de produits naturels.

Résumé

Depuis quelques années, le domaine de I'extraction végétale gaeare mutation, avec a la fois un intérét
croissant des consommateurs pour des ingrédients d’origine négureombiné a des préoccupations

environnementales. Il apparait des lors indispensable de remplacerdeég#s actuels utilisant des solvar
pétrochimiques nocifs par de nouveaux procédés d’extraction rédulsdrgsoin énergétique, la toxicité d

solvant et la quantité de déchets tout en s'assurant du rendenstnde la qualité de I'extrait obtenu.
L’objectif de cette these a donc consisté a développenamveau procédé d’extraction mettant en ceuvre

des gaz liquéfiés comme solvants.

Ce manuscrit présentera tout d’abord I'état de I'art sur les gaz liquéfissants et leur mise en ceuvre pour

I'extraction des produits naturels. A lissue de cette présentat®bmaz liquéfiés ont été sélectionnds

butane, HFA234ze et le DME) comme solvants pour mener des essais au labsrgtdce a un prototype

dont la conception est détaillée dans le Chapitre II.

Dans un second temps, les essais réalisés a I'aide de ces gaz liquéfiésxpaation de composés lipophilg

d'aide a la décision : les parameétres de solubilité de Hansen et lelem@@DSMARS. La prédiction théoriqu
ainsi que les essais expérimentaux ont confirmé l'intérét des gaz ligpéfiéta solubilisation et I'extractio

S
ont été décrits. L'approche expérimentale a été couplée @ approche prédictive par I'utilisation d’outils
e
L

de composeés lipophiles d’intérét biologique et & haute valeoutde. Parallelement I'étude des impacts du

procédé sur I'environnement, la qualité, la réglementation et leusié¢ ont montré que I'extraction par ga
liquéfié était un procédé facilement transposable a I'échelle industrielle.

Liguefiedgasesasalternative solventsfor greenextraction of natural products.

Abstract

In recent years, the industrial sector of vegetable extraction has beelving due to the growing interest (
consumers for natural food ingredients combined with growing environmental coac&herefore, it seem
essential to replace existing processes using toxic petroleum balsesits with greener extraction process
with lower energy consumption, less wastes but higher extract tyualihe objective of this thesis ha
consisted inthe research and development of a new extractiongss using liquefied gases as liquid solve

First, this manuscript will outline the state of the art on the lifjee@ gases and how they are used f
extraction of natural products. After this survey, 3 liquefied gasdsufane, HFQA.234ze and DME) hayv
been selected for laboratory scale experiments performed uaidgdicated extraction unit whose design
detailed in Chapter II.

Then, the tests performed with these 3 gases for extractibripmphilic compounds from several pla
materials has been described. The experimental approach has been combifed piiedictive one usin

decision tools: Hansen Solubility Parameters and COBE@odel. This survey demonstrated that liquefied

gases are interesting solvents for solubilization and extraction gbtiio compounds of interest. In paralle
the impacts of the process on environment, safety regulation araditpshowed that liquefied gas extractid
could be easily transposed at industrial scale.
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