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ATEX : ATmosphere Explosible

CA : Correspondance Analysis

CATA : Check All That Apply

CFC : ChloroFluoroCarbure
COSMO-RS : Conductor like Screening MOdel Real Solvent
COV : Composés 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

GC-MS : Gas Chromatography — Mass Spectrometry

GHS : Globally Harmonized System of classification and labelling of chemicals

GPL : Gaz de pétrole liquéfié

GREEN : Groupe de Recherche en Eco-Extraction 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

HFO-1234ze : 1,3,3,3-tetrafluoropropene
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HPLC : High Performance Liquid Chromatography

HPTLC : High Performance Thin Layer Chromatography

HSP : Hansen Solubility Parameters

ISIPCA : Institut Supérieur International du Parfum, de la Cosmétique et de I'Aromatique 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’Eco-Extraction de Valréas

PID : Piping and Instrumentation Diagram
R134a:1,1,1,2-tetrafluoroethane (ou TFE)

SD : Standard Deviation

SM : Starting Material

SMILES : Simplified Molecular Input Line Entry Specification
TAG : TryAcylGlyceride

TBME : Methyl tert-butyl ether

T. : Température critique

TMSH : TriMethylSulfonium Hydroxide

UV : UltraViolet
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Introduction générale
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epuis quelques années, le domaine de I’extraction végétale est en pleine évolution étant

donné l'intérét croissant des consommateurs pour des ingrédients d’origine naturelle.

Parallélement, I'industrie de I’extraction a opéré une mutation en opérant un virage vers les
procédés d’extractions « verts », poussée tant par la recherche d’une production de qualité que par le
durcissement de la réglementation visant a protéger la santé des consommateurs et I’environnement.
La recherche et développement de nouveaux procédés d’extraction végétale s’est donc largement
intensifiée ces derniéres années, aussi bien pour des applications en agroalimentaire, cosmétique ou
pharmaceutique. Avec les préoccupations environnementales et sociétales inhérentes au secteur
industriel d’aujourd’hui, il est désormais nécessaire d’inventer ou de réinventer des procédés
d’extraction permettant de réduire la consommation énergétique, la toxicité et la quantité de solvant
utilisé, la quantité de déchets générés mais également d’augmenter sélectivité d’extraction et la
qualité de I'extrait obtenu. Pour cela, il est possible d’intégrer dans les procédés des innovations

technologiques, qu’elles soient relatives au solvant ou au type de procédé lui-méme.

Les travaux de cette thése intitulée « Les gaz liquéfiés comme solvants alternatifs pour I’éco-extraction
de produits naturels » s’intégrent dans ces problématiques. L'objectif principal est d’évaluer le
potentiel des gaz liquéfiés comme alternatives aux solvants d’extractions toxiques usuels, en
particulier I’hexane, utilisé en grande quantité pour I'extraction des produits naturels. Les gaz liquéfiés
et notamment le butane, permettent en effet d’extraire des composés lipophiles a température
ambiante et pression modérée (1 - 10 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 sein de 'UMR408 SQPOV INRA-UAPV, en
partenariat avec la société CELSIUS, constructeur d’installations industrielles qui a développé un
procédé d’extraction utilisant les gaz liquéfiés (Figure 0. 1). Une grande partie des travaux ont été
menés a la plateforme technologique d’éco-extraction de Valréas (PEEV) hébergée au sein de la « cité
du Végétal », regroupant I'ensemble des nouvelles technologies d’éco-extraction et dont
I'inauguration en Septembre 2016 s’inscrit dans une volonté de la région Provence-Alpes-Cote d’Azur

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

e Evaluer l'apport de cette technologie d’extraction sur une sélection de matiéres premieéres

d’origine naturelle par rapport aux procédés utilisant des solvants pétroliers usuels ;
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e Evaluer efficacement la performance des gaz liquéfiés comme solvants vis-a-vis de familles de
molécules d’intérét a I'aide d’outils d’aide a la décision tels que les modeles COSMO-RS et
HSP;

e Accompagner scientifiqguement I'amélioration continue du procédé d’extraction et de(s)

équipement(s) utilisé(s).

Equipement
Déja existant :
T
F—C—C—H
; Hac/\/CHJ II: |l|
Q elsius
n-butane R134a

Brevet Prototype 500L Gaz utilisés

Scale down _: Y
H3C’O\CH3 DME

—

a

< ot HFO-1234ze

a FF

e~ n-butane

o Sélection des gaz d'intérét
4 i
-Q .
= RN
— :
L
v ~
© w

vy
ol %
S| =
)
2l

Scale up
=

o it 7

(VN )

vy

<

I

a -

Extracteur 200 L Evaluation des solvants

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 I'art sur l'utilisation des gaz liquéfiés pour I'éco-
extraction des produits naturels. Apres avoir définit les principaux types 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 solvants d’extraction ?
Selon quels procédés sont-ils mis en ceuvre a I’échelle industrielle ?

Quelles sont les applications potentielles et actuelles des gaz liquéfiés ?

> W

Quels impacts ces procédés ont-ils en termes de sécurité, de réglementation et d’empreinte

écologique ?

Ce travail préliminaire permettra également de sélectionner les gaz liquéfiés qui seront utilisés comme

solvants dans la suite de cette étude : n-butane, HFO-1234ze et éther diméthylique.

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

facile a utiliser.

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

d’analyse employés.

Le chapitre IV traitera de la premiére série d’essais qui a été mené sur le pilote laboratoire, a I'aide de
n-butane, dans le but d’extraire des composés lipophiles. Les extractions ont été réalisées sur 3
matieres premiéres différentes, chacune étant représentative d’'un marché potentiel pour le procédé
d’extraction par gaz liquéfié. Ainsi, I'extraction d’arémes a été mis en ceuvre a partir de graines de carvi
(Carum carvi L.), I'extraction de caroténoides a partir de carottes (Daucus carota L.) et I'extraction
d’huile a partir de graines de tournesol (Helianthus annuus L.). Deux approches seront utilisées pour
évaluer I'apport du n-butane par rapport au n-hexane : une premiere approche théorique a I'aide d’un
outil prédictif (COSMO-RS) et une approche expérimentale comparant les rendements d’extraction,
ainsi que la qualité des extraits obtenus par rapport a ceux obtenus avec le n-hexane (Figure 0. 2).
Cette premiére étude préliminaire sera également I'occasion de tester le pilote de 1L construit pour

I'occasion et de proposer des améliorations a apporter pour le rendre plus performant.
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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 résultats obtenus a I'aide de HFO-1234ze, un
nouveau gaz liquéfié fluoré, pour I'obtention de composés apolaires ou non. Pour cela, 4 plantes ont
été sélectionnées : les graines de colza (Brassica napus L.) pour I'extraction d’huile, les carottes (Daucus
carota L.) pour I'extraction de carotenes, les feuilles d’olivier (Olea europaea) pour I'extraction de
polyphénols et enfin les feuilles de romarin (Rosmarinus officinalis L.) pour |'extraction de I'acide
rosmarinique et de I'acide carnosique. La encore, I'étude du potentiel du HFO-1234ze par rapport aux
solvants conventionnels a été menée selon une approche prédictive a I'aide des modeles HSP
(Parametres de Solubilité de Hansen) et COSMO-RS, couplée a des essais d’extraction sur le pilote
laboratoire (Figure 0. 3). Suite aux remarques formulées aprés les essais au n-butane, un systeme
d’agitation a été rajouté a I'extracteur afin d’augmenter la performance de I'extraction. Les extraits
obtenus ont été comparés d’un point de vue quantitatif et qualitatif par rapport a 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 comparative entre 3 gaz liquéfiés (n-butane, HFO-
1234ze et éther diméthylique) en vue de leur utilisation comme solvant pour I'extraction d’arémes et
parfums. Pour cela, 2 matieres premiéres ont été sélectionnées: des fleurs de lavande séches
(Lavandula angustifolia Mill.) et des écorces d’orange fraiches (Citrus sinensis (L.) Osbeck). En plus de
I’étude in silico menée grace au modele COSMO-RS, les extraits obtenus a I'aide des 3 gaz ont été
comparés d’un point de vue quantitatif et qualitatif (analyses chimique et sensorielle) a ceux obtenus
a I'aide de n-hexane (Figure 0. 4) et par hydrodistillation. Parallelement a cette étude, une étude par
microscopie électronique a balayage a été menée sur les fleurs de lavande avant et aprés extraction
afin d’évaluer l'influence de la pression sur l'intégrité structurelle des glandes sécrétrices d’huile
essentielle. Cette étude comparative, associée aux 2 précédentes, a permis de mettre en lumiere les

avantages et les inconvénients liés a chacun des gaz liquéfiés.
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En résumé, les objectifs de ce travail de these sont :

e Sélectionner les gaz liquéfiés compatibles avec une utilisation a I’échelle industrielle

e Concevoir et fabriquer une unité d’extraction pilote a I’échelle laboratoire

e Evaluer efficacement la performance des gaz liquéfiés sélectionnés (n-butane, HFO-1234ze,
I’extraction de composés
caroténoides) a I'aide d’outils prédictifs et d’essais au laboratoire ;

e Proposer des axes d’amélioration techniques des équipements construits par Celsius.

lipophiles (aromes, huiles,

Pour terminer, les principales conclusions de ce travail seront dégagées et des perspectives d’études

et d’optimisation futures seront proposées.
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CHAPITRE | — LES GAZ LIQUEFIES COMME SOLVANTS ALTERNATIFS APPLIQUES A L’EXTRACTION DU VEGETAL

Chapitre | - Les gaz liguéfiés comme
solvants alternatifs appliqués

a I'extraction du végétal

Rapinel V., Rombaut N., Rakotomanomana N., Vallageas A. et Chemat F. (2018), Les gaz liquéfiés

comme solvants alternatifs appliqués pour I'extraction du végétal [12775], Techniques de I'Ingénieur.
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CHAPITRE | — LES GAZ LIQUEFIES COMME SOLVANTS ALTERNATIFS APPLIQUES A L’EXTRACTION DU VEGETAL

[.1. Introduction

La premiére utilisation connue des gaz liquéfiés comme solvant d’extraction de produits naturels
remonte a 1930 aux USA avec un procédé breveté par E. R. Ebenezer pour I'extraction d’huiles a partir
de graines oléagineuses. En France, les gaz liquéfiés ont été utilisés la premiere fois en 1940 pour

I’extraction de composés odorants a partir de matiéres premiéres fragiles, en particulier des fleurs.

Le n-butane a été le premier gaz liquéfié a avoir été mis en ceuvre car son point d’ébullition (-1 °C)
permet de le liquéfier aisément sous faible pression pour extraire des molécules lipophiles, mais sans
pour autant laisser de trace dans le produit final une fois évaporé. Depuis, de nouveaux gaz liquéfiés
ont été testés et de nouvelles applications sont apparues, principalement liées a I’extraction d’huiles
végétales et d’extraits odorants. Bien qu’ils soient efficaces et ne laissaient aucune trace dans I'extrait
final, ils ont été délaissés pour des raisons économiques au profit d’autres solvants organiques
pétrochimiques (hexane, benzene, toluéne, dichlorométhane...) alors plus simples a mettre en ceuvre

industriellement.

Cependant, l'intérét croissant du marché des ingrédients vers des produits d’origine naturelle de
qualité supérieure, associé au durcissement de la réglementation visant a protéger notre
environnement mais surtout la santé des opérateurs et des consommateurs, a poussé les industriels a
rechercher des alternatives plus en phase avec les principes de la chimie verte. La recherche
académique et industrielle a permis de trouver plusieurs solvants alternatifs, néanmoins aucun d’entre
eux n’a pour l'instant réussi a supplanter ’hexane dans I'industrie. L’alternative la plus sérieuse est
I'utilisation de procédés d’extraction au CO, supercritique, qui permet d’extraire efficacement des
composés lipophiles a des températures généralement modérées (de 30 et 70 °C) et sans laisser de
traces dans I'extrait. Néanmoins, les pressions nécessaires pour atteindre |'état supercritique (entre
100 et 1 000 bar, selon la température du procédé) limite son utilisation a des produits a trés haute
valeur ajoutée du fait du colt d’investissement important pour une installation industrielle. Ce frein
au développement des procédés au CO, supercritique a permis aux gaz liquéfiés de devenir des
alternatives tout a fait crédibles aux solvants existants, puisqu’ils permettent eux aussi d’extraire des
composés lipophiles a température ambiante, sans laisser de traces dans le produit final, avec une
faible consommation énergétique et pression modérée (1 a 10 bar) qui facilite davantage sa mise en

ceuvre a I'échelle industrielle.

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

facon globale, cet article présentera :
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CHAPITRE | — LES GAZ LIQUEFIES COMME SOLVANTS ALTERNATIFS APPLIQUES A L’EXTRACTION DU VEGETAL

e Les principaux types de gaz liquéfiés et en quoi ils sont potentiellement de bons solvants ;

e Comment ces gaz liquéfiés sont mis en ceuvre industriellement pour extraire des composés
d’intérét ;

e Les applications existantes et potentielles;

e Lesimpacts en termes de sécurité, de réglementation et d’empreinte environnementale.
|.2. Gaz liquéfiés : terminologie et principe

1.2.1. Classification
On recense actuellement plus de 200 gaz utilisés en industrie [1]. Si certains sont stockés en phase
gazeuse, beaucoup sont d’abord liquéfiés par compression ou refroidissement afin d’étre plus
facilement transportés et stockés dans des bouteilles, réservoirs, containeurs sur des semi-remorques
ou cargos méthaniers. Dans un premier temps, il est nécessaire de distinguer deux catégories de gaz
liquéfiés :

e les liquides cryogéniques : ces gaz ont une température d’ébullition inférieure a -90°C et sont
transportés a des températures inférieures ou égales a leur température d’ébullition afin de
limiter la pression dans le containeur. On peut citer comme exemples I'azote, I’hélium, le
méthane...

o les gaz liquéfiés, stockés liquides a température ambiante a des pressions modérées
(comprises entre 1 et 100 bar). Ces composés ont des températures d’ébullition comprises
entre -90°C et 10°C. Dans un contenant pressurisé, ces gaz sont liquéfiés sous leur propre
pression de vapeur ; le gaz a Iétat liquide est alors en équilibre avec sa phase gazeuse (Figure

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

Ciel gazeux

Phase liquide

Figure I. 1 - Gaz liquéfié stocké dans une bouteille sous pression
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|.3. Principaux types de gaz liquéfiés et leurs utilisations

L'utilisation des gaz liquéfiés des le début du 19¢ siecle en tant que réfrigérants, carburants et gaz
propulseur pour aérosols [1] a été facilitée par (i) I'’émergence de solutions techniques liées a la mise
en ceuvre de fluides sous pression (vannes, raccords, compresseurs...) et (ii) les conditions de transport
et de stockage relativement modérées (pressions inférieures a 100 bar a température ambiante). Bien
que la nature des gaz liquéfiés impliqués dans ces applications ait évolué depuis pour des raisons
technologiques et réglementaires, ces applications restent actuelles. 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 grandes quantités de chaleur (enthalpie de
vaporisation), ce phénomeéne est mis a profit dans les circuits d’équipements réfrigérants. Bien que
tous les gaz liquéfiés puissent étre potentiellement utilisés a des fins de réfrigération, les gaz fluorés
de type chlorofluorocarbures (CFC), puis hydrofluorocarbures (HFC) ont été le plus fréquemment
utilisés depuis 1930. Depuis, la mise en ceuvre des CFC puis des HFC est restreinte voire interdite a
cause de leur effet négatif sur la couche d’ozone et de leur impact élevé sur I'effet de serre. Plus
récemment, les hydrofluoroléofines (HFO) ont été développés en tant que gaz réfrigérants de seconde

génération pour substituer les CFC et HFC.

1.3.2. Source d’énergie
Autre application connue des gaz liquéfiés, le stockage en bouteille de propane, butane, ou un mélange
des deux, permet d’avoir un combustible portatif d’appoint et les utilisations domestiques sont
devenues courantes a partir des années 1910. Le GPL (gaz de pétrole liquéfié) — mélange
essentiellement composé de propane et butane - est également utilisé en tant que carburant dans le

secteur automobile.

1.3.3. Gaz propulseur pour aérosol
A partir de 1940 et l'invention des sprays aérosols, les gaz liquéfiés sont employés comme gaz
propulseurs pour la dispersion de différents liquides (insecticides, laque, peinture etc.). Jusqu’en 1989,
les CFC étaient majoritairement utilisés, mais ceux-ci ont été progressivement remplacés par des gaz
liguéfiés de moindre impact environnemental : les HFC, les alcanes légers (propane, n-butane,

isobutane) ou I’éther diméthylique (en anglais « dimethyl ether » ou « DME »).
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1.3.4. Autres applications

Les autres applications des gaz liquéfiés incluent la découpe, la soudure, la conservation alimentaire
(stérilisation), la congélation, le nettoyage de piéces métalliques et la micronisation. L’utilisation de
gaz liquéfiés est également reportée dans des réactions chimiques (média de réaction ou intermédiaire

de réaction). Plus récemment, les gaz liquéfiés sont employés en tant que solvants d’extraction.
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CHAPITRE | — LES GAZ LIQUEFIES COMME SOLVANTS ALTERNATIFS APPLIQUES A L’EXTRACTION DU VEGETAL

|.4. Les gaz liquéfiés en tant que solvants d’extraction

L'utilisation de gaz liquéfiés dans un procédé qui puisse étre facilement transposable a I'échelle
industrielle implique quelques criteres de sélection liés a des considérations techniques. Les deux
criteres thermodynamiques suivants sont en particulier essentiels pour qu’ils soient utilisables en

industrie :

e Une température d’ébullition a pression atmosphérique comprise entre -30°C et la
température ambiante (+ 20°C), afin de permettre de condenser le gaz a des températures
raisonnablement atteignables a I’échelle industrielle ;

e Une pression de vapeur inférieure a 10 bar a température ambiante afin de limiter le colt

d’investissement des équipements sous pression.

Ces criteres permettent de sélectionner un nombre limité de solvants (voir Tableau I. 1) duquel il faut
éliminer les gaz toxiques pour I'"homme ou I'environnement ainsi que les gaz a effet de serre ou
appauvrissant la couche d’ozone. Au final, seuls moins d’une dizaine de gaz liquéfiés sont
raisonnablement utilisables comme solvant d’extraction a I’échelle industrielle. Parmi ces derniers, les
plus fréquents sont le propane, le butane, I'éther diméthylique et le 1,1,1,2-tétrafluoroéthane
(remplacé d’ici 2020 par le 1,3,3,3-tétrafluoropropéne et le 2,3,3,3-tétrafluoropropéene) dont les

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

A I'état liquide, les gaz liquéfiés ont des propriétés proches de celles des liquides usuels en termes de
masse volumique, de viscosité et de diffusivité comme le montre le Tableau I. 2. Leur plus faible
viscosité et leur meilleur coefficient d’auto-diffusion en font méme théoriquement de meilleurs

solvants d’extraction en favorisant le transfert de matiere.

Les principaux avantages des gaz liquéfiés par rapport aux autres solvants conventionnels tels que les
fluides supercritiques et les solvants liquides (eau et solvants organiques), se situent dans leur mise en

ceuvre :

- basse température : grace a leur bas point d’ébullition, les gaz liquéfiés peuvent étre évaporés
a des températures modérées, généralement comprises entre 20°C et 50°C, sans pour autant
risquer d’entrainer les molécules d’intérét, méme volatiles, et sans laisser 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 basses, entre 1 et 10 bar, ce qui

limite les couts d’investissement.
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¢ inertie chimique : dans les conditions « normales » d’extraction solide/liquide, la majorité des

gaz liquéfiés est chimiquement inerte.

Néanmoins, il est important de noter que la plupart des hydrocarbures (propane, butane, éther
diméthyliqgue, ammoniac, ainsi que certains gaz fluorés) sont inflammables et doivent étre manipulés
dans un environnement adapté a I'écart de toute source de chaleur, en utilisant des équipements
spécifiques, certifiés selon la directive européenne ATEX (ATmospheres EXplosibles) 2014/34/UE. Cette
contrainte, outre le danger qu’elle représente vis a vis des opérateurs, engendre un surcout lors de

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

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].

. - . L. Coefficient
Fluide Densité (kg.m3) Viscosité (cP) L
d’auto-diffusion (cm?.s%)

Gaz liquéfiés

500 a 1300 0,1a30,2 4.10°-7.10°
(Pvap ; 25 °C)
Liquides . .
600 a 1600 0,2a3 0,2.10°-2,0.10°
(Patm ; 30 °c)
Gaz .
0,6a2 1.102-3.107? 0,1-04
(Patm; 30 OC)
Fluides supercritiques
P q 200 a 500 1.102-3.102 0,7.10°3

(P>P, T>T.)

Selon leur structure chimique, les gaz liquéfiés présentent des propriétés de solvatation particulieres
qui vont conditionner leur choix en tant que solvant pour des molécules hydrophiles ou lipophiles. Au
regard de leur structure chimique (Figure I. 3-A) et de leur valeur de log P, la majorité des gaz liquéfiés
sont de bons candidats pour I’extraction de molécules lipophiles, méme 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 différencie des autres gaz liquéfiés puisqu’il présente
al’état liquide un domaine de miscibilité avec I'eau : le DME a I'état liquide a 25°C (590 kPa) est miscible
avec I'eau jusqu’a 34% (g/g), soit une solubilité dans I'eau de 515 g/L, tandis qu’a l'inverse, I'eau est
miscible dans le DME jusqu’a hauteur de 7% (g/g) [5]. Cette particularité permet au DME de co-extraire
I’eau de constitution des matieres premieres, qui agit alors comme un co-solvant pour I'extraction de
molécules plus hydrophiles. De plus, la miscibilité eau/DME, couplé a sa capacité a dissoudre les
phospholipides membranaires, facilite grandement I'extraction des composés d’intérét localisés dans

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

Une évaluation plus approfondie de leur pouvoir de solubilisation a été menée a I'aide d’un modele
prédictif, COSMO-RS (COnductor-like Screening MOdel for Real Solvents), connu pour étre un précieux
outil de décision pour la sélection de solvants d’extraction [6-8]. Ainsi, les pouvoirs de solubilisation
de quelques gaz liquéfiés comparativement au n-hexane sont illustrés a titre indicatif pour différents
composés modeles (caroténoides, terpénes, acides gras, polyphénols) via le calcul, a I'aide du modéle
prédictif COSMO-RS, de leur o-potentiels (Figure I. 3-C) puis de leur solubilité relative dans chaque
solvant par rapport au meilleur solvant (Tableau I. 3) [9]. Les résultats sont exprimés en log(Xsolub), avec
Xsolub 12 fraction molaire de composé dissous, relativement au meilleur solvant. Ainsi, une valeur de
log(Xsoluw)=0 indique une forte probabilité que le composé soit soluble dans le solvant, a I'inverse une
valeur de log(xsoub)<-0,5 indique une faible solvatation, comparativement au meilleur solvant de la

liste.
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[.5. Mise en ceuvre a I"échelle industrielle

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

permanence).

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

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

1.5.1. Systéemes avec compresseur
Les systémes « compression / détente » englobent les systémes dans lesquels la circulation du solvant
(gaz liquéfié) est générée par un compresseur (Figure I. 4), selon un cycle thermodynamique continu
semblable a ceux des groupes frigorifiques (compression — condensation — détente — évaporation).
Lors de ce cycle, le solvant est présent sous forme liquide dans I'extracteur puis est évaporé par
détente dans un évaporateur pour isoler I'extrait. Les vapeurs de solvants sont ensuite compressées
pour étre condensées a température ambiante dans un condenseur aérotherme, sans besoin d’avoir

recours a un réseau de distribution de froid (eau froide, eau glycolée, saumure etc...).

Condenseur Compresseur

50
Réservoir

gaz liquéfié @ Agitateur

Evaporateur

Extracteur
>

‘®7 Extrait

Pompe de
transfert

Figure I. 4 - Schéma de principe simplifié de I'extraction solide-liquide selon un procédé avec compresseur
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Afin d’avoir une meilleure compréhension du systéme d’un point de vue thermodynamique, il est
souvent utile de faire figurer le cheminement du solvant sur son diagramme enthalpique (Figure I. 5),
le diagramme dit des frigoristes [10]. La pression est en ordonnée selon une échelle logarithmique et
I’enthalpie est en abscisse. L'état de référence pour I'enthalpie est le gaz pur a 25°C et sous pression

nulle. Les isothermes sont représentées par lignes noires.
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Figure I. 5 - Cheminement du solvant tétrafluoroéthane (R134a) lors d’'un procédé d’extraction végétale selon un
procédeé avec un compresseur

Exemple : Systeme d’extraction en boucle fermée utilisant le tétrafluoroéthane (R134a)

Dans un dispositif d’extraction avec compresseur, le cheminement du solvant tel que présenté Figure

I. 5 est le suivant:

e |a matiere végétale est mise en contact dans le solvant liquide a 40°C sous une pression de 10
bar;

e puis la solution est détendue de facon adiabatique jusqu’a la pression atmosphérique, le
solvant s’évaporant partiellement ;

e puis le mélange est maintenu en température pour finir d’évaporer le solvant et d’isoler
I'extrait ;

® puis, le solvant gazeux est comprimé puis condensé sous pression par échange avec une source

froide ;
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e enfin, le solvant condensé est soit réinjecté dans I'extracteur (mode semi-continu), soit stocké

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

Ces systemes sont tres proches du fonctionnement des unités de réfrigération, ils ont donc profité de
I’expertise technologique déja existante pour pouvoir étre rapidement mis en ceuvre industriellement.
Une des premiéres unités d’extraction connues fonctionnant selon ce mode a été mise en service en
1948 par la société Robertet pour I'extraction de composés odorants a partir de fleurs fragiles. Le
constructeur Tecnolab a ensuite repris ce principe pour leur premiére génération d’unités d’extraction
(Figure 1. 6), puis plus récemment, une dizaine d’installations dédiées a I’extraction d’huiles végétales

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

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

Les systemes avec compresseur sont particulierement adaptés a un régime semi-continu, dans lequel
le solvant est constamment renouvelé de facon a extraire au maximum la matiére premiére. La
présence d’'un compresseur permet de controler précisément le débit de recirculation du solvant, ce
qui facilite la régulation du systéme et génere une force motrice permettant de compenser les pertes
de charges du circuit (lit de matiére premiére, filtres, coudes, vannes, détendeurs etc...). Pour autant,
le compresseur constitue a la fois I'avantage et l'inconvénient de ces systemes. En effet, les
compresseurs sont des machines encombrantes et énergivores qui engendrent des frais
d’investissement et de maintenance importants, ce qui limite de fait la taille des installations. Ce
constat est encore plus vrai pour des compresseurs antidéflagrants, en cas d’utilisation de solvants
inflammables. Pour ces différentes raisons, les unités d’extraction avec compresseur existantes sont
souvent limitées a des capacités inférieures 8 1 m3 et mettant en ceuvre des solvants non-inflammables

(R134a ou HFOs).
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1.5.2. Extraction par gaz liquéfiés vs extraction par fluide supercritique
Il estimportant a ce stade, a titre de comparaison, de rapprocher le procédé d’extraction sous pression
en phase liquide décrit ci-dessus avec |'extraction en milieu supercritique. Il est en effet facile de
confondre ces 2 procédés étant donné qu’ils mettent tous les deux un gaz comme solvant et qu’ils
présentent des avantages similaires, en particulier lors de la phase de séparation solvant/extrait. Les
procédés d’extraction par fluide supercritique ont été longuement étudiés et sont décrits par les
articles du Professeur Michel Perrut [4] et du Dr Karima Benaissi [11]. L’extraction supercritique met
également en ceuvre un cycle thermodynamique avec compression et détente visualisé ci-apres

(Figure 1. 7) sur I'exemple du diagramme enthalpique du CO2.
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Figure I. 7 - Cheminement du CO2 lors d’un procédé d’extraction par fluide supercritique

Exemple : extraction solide liquide a I'aide de CO; supercritique

Dans un dispositif d’extraction utilisant le CO; supercritique avec une séparation simple a un étage, le

CO; suit le cheminement décrit Figure 1. 7, correspondant aux étapes suivantes :

e |e CO; liquide est comprimé a I'aide d’'un compresseur jusqu’a 100 bar, de fagon a dépasser la
pression critique (P. = 73 bar), puis chauffé a 60 °C pour passer a I'état supercritique (T. = 31
°C) en entrant dans |'extracteur,

e |e CO; supercritique est alors mise en contact avec la matiere premiére,
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e puis le solvant contenant I'extrait est détendu de facon adiabatique jusqu’a une pression de
50-60 bar et a une température de 20 °C, ou le solvant est a I'état gazeux. L’extrait liquide ou
solide est ainsi séparé du solvant

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

e enfin, le solvant condensé est soit recomprimé et réinjecté dans I'extracteur (mode semi-

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

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

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

1.5.3. Systemes isobares
Al'inverse des systémes avec compresseurs, les systémes « isobares » travaillent en maintenant a tout
instant le solvant a un état d’équilibre liquide/gaz. Dans tout le circuit, le solvant liquide est en
présence d’un ciel gazeux de méme composition et la pression régnant dans 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’évaporation du solvant) nécessite uniguement un
apport d’énergie sous forme de chaleur, égale a I'enthalpie de vaporisation (AHs) du solvant - et
inversement pour I'étape de condensation. Cette facon de procéder est plus économe en énergie,
étant donné que l'apport d’énergie est limité aux changements d’état du gaz (évaporation puis
condensation). Méme si les systemes « isobares » sont a I’origine des procédés batch, ils peuvent étre
adaptés pour fonctionner en régime semi-continu. La simplicité de ces systémes (Figure I. 8) en fait
leur principal atout, puisqu’il limite au minimum le besoin d’équipements mécaniques, couteux,
fragiles et encombrants qui limitaient les installations avec compresseur en termes de capacité et de

solvants compatibles.
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Figure 1. 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 thermodynamique avec les systemes avec
compresseur, le cheminement du solvant dans 'unité d’extraction est décrit sur le diagramme

enthalpique du R134a, Figure I. 9.
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Figure 1. 9 - Cheminement du solvant tétrafluoroéthane (R134a) lors d’'un procédé d’extraction végétale selon un
procédeé isobare

Exemple : extraction par R134a selon un procédé isobare

Dans I’'exemple de la Figure I. 9:

e |a matiére premiere est macérée dans le solvant liquide a 40°C sous 10 bar, en présence d’un
ciel gazeux de solvant,

e puis, la solution obtenue est transférée dans un évaporateur. Par apport d’énergie, le solvant
s’évapore a 40°C sous 10 bar. L’extrait isolé est collecté au fond du bouilleur,

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

e le solvant liquide est recyclé soit immédiatement dans I'extracteur (mode semi-continu) soit

pour le batch suivant (mode batch)

Grace a leur simplicité, les systemes « isobares » sont plus économes en énergie, compatibles avec les
solvants inflammables, sans limite de capacité et moins couteux que les systéemes avec compresseurs.
De plus, les récents développements entrepris par les constructeurs ont permis de fiabiliser leur
fonctionnement, de sorte qu’ils remplacent petit a petit les systéemes avec compresseur a I'échelle
industrielle. Les principaux constructeurs européens d’extracteurs aux gaz liquéfiés ont fait le choix de

ce mode de fonctionnement pour leurs unités industrielles (Figure I. 10).
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Figure I. 10 - Unité industrielle d'extraction de 500 litres fonctionnant selon un procédé isobare (crédits : Celsius

s.a.r.l)

1.5.4. Transfert de solvant cuve a cuve

Les gaz liquéfiés étant trés souvent mis en ceuvre a la limite liquide/vapeur, les opérations de transfert

cuve a cuve nécessitent une réflexion particuliére. Il existe principalement 3 méthodes (Figure I. 11),

chacune ayant ses avantages et ses inconvénients :

Transfert gravitaire : la cuve de départ est placée au-dessus de la cuve d’arrivée, en prenant
soin de les relier par une conduite d’équilibrage des pressions. La gravité étant la seule force
qui rentre en jeu, c’est la facon la plus simple et économique de procéder. Cependant elle
implique une implantation verticale qui génére un encombrement important en hauteur.
Transfert par pompage: le gaz liquéfié est mis en circulation a I'aide d’une pompe,
généralement a membranes ou a engrenages. |l s’agit d’une solution facile a mettre en ceuvre,
qui permet de controler le transfert et d’avoir davantage de flexibilité pour I'implantation des
cuves. Toutefois, le pompage d’un gaz liquéfié a I’équilibre évaporatoire présente un risque
important de cavitation qui détériore les organes de la pompe et engendrent des colts de
maintenance importants.

Transfert par surpression : ce mode de transfert met a profit la volatilité des gaz liquéfiés en
créant temporairement une surpression (+ 1 bar) dans la cuve de départ en vaporisant une
petite fraction du gaz liquéfié par un appoint local de chaleur (a I'aide d’un serpentin immergé
ou d’un échangeur de chaleur placé en parallele). Cette solution permet une implantation
horizontale des cuves, mais elle nécessite de pouvoir réguler rapidement la température dans

chaque cuve indépendamment.
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Conduite
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Pompe de transfert
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coulée

Figure I. 11 - Modes de transfert des gaz liquéfiés : (l) transfert gravitaire (ll) transfert par pompage (lll) transfert
par surpression

1.5.5. Etape de séchage final
Une fois les étapes d’extraction et d’évaporation terminées, on estime qu’entre 1 et 5% de la masse
de solvant initialement introduit reste présent dans le circuit, soit sous forme de vapeurs sous pression
dans les cuves et la tuyauterie, soit piégée dans la matiére premiére et I'extrait. La désolvatation
compléte de I'extrait et de la matiére premiére doit faire I'objet d’'une étape spécifique, commune aux
systemes avec compresseurs et aux systemes isobares. Afin de recycler complétement le solvant et
d’éliminer les traces dans le produit, les vapeurs sous pression sont progressivement détendues puis
aspirées a I'aide d’une pompe a vide avant d’étre condensées a pression atmosphérique, a I'aide d’un
condenseur alimenté par une source de froid adaptée. A noter qu’il est souvent nécessaire de brasser
mécaniquement la matiere premiére extraite afin d’accélérer la désolvatation. Au final, le séchage sous
vide permet de faire descendre la teneur en solvant résiduel dans le produit fini a des seuils inférieurs

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

|.6. Applications

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

centaine d’études ont été menées et ont ainsi permis de produire une bibliographie plus abondante.

O Tétrafluoroéthane

O Huile
O Tétrafluoropropéenes
propane O Composés
odorants
n-butane )
Composes
aGPL bioactifs

O Ether diméthylique

Figure 1. 12 - Répartition des références en fonction des solvants utilisés (gauche) et des composés cibles (droite)
entre 1950 et 2018
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Depuis 1950, les publications parues sur l'utilisation des gaz liquéfiés comme solvant d’extraction
décrivent des procédés mettant en ceuvre majoritairement : des gaz de pétrole liquéfiés (propane, n-
butane et GPL), proches chimiquement du n-hexane ; de I'éther diméthylique, miscible avec I'eau et
pouvant extraire une large palette de composés; du tétrafluoroéthane, non-inflammable et plus
sélectif. Etant donné les caractéristiques de chaque solvant, les études se concentrent sur I'extraction
de molécules lipophiles, en particulier I'extraction d’huiles, de composés bioactifs et de composés

odorants (Figure 1. 12).

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

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

Unichiller

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

1.6.1. Extraction de composés odorants
Historiquement, I'extraction composés odorants a été I'un des premiers secteurs d’applications pour
les gaz liquéfiés, en particulier pour les plantes dites « fragiles » (ex : jasmin, rose, muguet... [12]) dont
les qualités olfactives sont rapidement dégradées par les traitements conventionnels
(hydrodistillation, entrainement a la vapeur, voire extraction par solvant peu volatil...). De grands
acteurs du monde de la parfumerie (Robertet, Mane...) ont tour a tour mis a profit la capacité des gaz
liquéfiés a étre évaporés a froid pour développer des gammes d’extraits d’'une grande qualité,

conservant un profil aromatique proche de celui de la plante d’origine.
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Les gaz liquéfiés peuvent étre mis en ceuvre simplement dans une optique de substitution de solvants
organiques toxiques (hexane, dichlorométhane, chloroforme...) mais ils offrent aussi une alternative

plus économique aux procédés d’extraction au CO, supercritique.

Dans le cas des composés odorants, les gaz fluorés (R134a, HFO-1234ze...) sont les solvants a privilégier
car ils permettent d’obtenir un extrait aromatiques pauvre en cires, souvent considérées comme
indésirables, al'inverse des « concretes » obtenues habituellement. De plus, la majorité des gaz fluorés
ne sont pas inflammables, ce qui limite les colts d’investissement et les risques pour les opérateurs.
Pour autant, les autres gaz liquéfiés peuvent étre utilisés avantageusement pour I'extraction d’arémes,
en particulier le DME utilisable directement sur des plantes fraiches permettant ainsi des étapes de
séchage et de broyage, énergivores et susceptibles d’altérer leur qualité olfactive. Le Tableau I. 4
regroupe des exemples de conditions opératoires optimales pour I'extraction de différentes plantes

aromatiques [13-17].

1.6.2. Extraction d’huiles

1.6.2.1. A partir de graines
Etant donné la nature lipophile de la grande majorité des gaz liquéfiés, le marché de I'extraction d’huile
est probablement celui qui a donné lieu a plus de travaux de recherches depuis 2010, en particulier
dans une optique de substitution de I’"hexane, encore trés utilisé aujourd’hui malgré sa toxicité [7].
Parmi les gaz liquéfiés, le propane et le n-butane sont les candidats les plus évidents étant donné leur
structure chimique tres proche. Leur innocuité leur a permis d’étre classés parmi la liste des solvants

d’extraction alimentaires autorisés par I’'Union Européenne (Directive 2009/32/CE).

D’un point de vue qualitatif, a I'instar des procédés au CO, supercritique, les gaz liquéfiés offrent aussi
la possibilité d’extraire dans des conditions douces les composés minoritaires présents dans I’huile
(stérols, tocophérols, flavonoides...) sans risque de dégradation thermique, donnant ainsi une huile de
qualité supérieure a celles issues des procédés d’extraction par solvants utilisés actuellement. En
particulier, une augmentation significative de I'activité antioxydante a été notamment observée dans
les huiles extraites avec du propane ou du n-butane, avec des rendements équivalents par rapport aux
procédés a I’lhexane, ou méme aux procédés au CO; supercritique [18-21]. Le DME quant a lui permet
grace a sa plus grande polarité (log P= 0,1), d’extraire un spectre plus large de composés lipidiques, a
la fois les triglycérides, les composés minoritaires mais aussi les phospholipides. Le Tableau I. 4

regroupe quelques exemples d’extraction menées depuis 2010 sur des graines oléagineuses.
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1.6.2.2. A partir de micro-organismes
Ces dernieres années, les microorganismes ont fait 'objet de plusieurs projets collaboratifs de
recherche industrie-académie dans le but de trouver de nouvelles sources de biocarburants comme
alternative aux cultures céréaliéres. Les micro-algues, par exemple, ont la capacité de produire et
d’accumuler une grande teneur d’huile. Ils sont aussi faciles a produire, de telle sorte qu’ils ne rentrent
pas en compétition avec des cultures alimentaires. Afin d’extraire les lipides a partir des micro-algues
en évitant I'emploi de solvants d’extraction pétroliers, les procédés industriels d’extraction au CO;
supercritique ont été largement utilisés donnant de bons résultats a la fois en termes de rendement
et de sélectivité [11]. Néanmoins le CO; supercritique n’étant pas miscible avec I'eau, ces procédés
nécessitent une étape préalable de séchage de la biomasse, connue pour étre consommatrice en

temps et en énergie.

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

étre directement valorisée, en tant que source de protéines [23-25].

1.6.3. Extraction de molécules bioactives
Quelques exemples d’utilisation de gaz liquéfiés pour la production de molécules bioactives sont listés
dans le Tableau I. 4 [8, 26—29]. L'une des applications la plus connue est sans conteste |’extraction de
I’artemisinine, un actif antipaludéen, a partir d’armoise annuelle (Artemesia Annua). Les travaux de
recherche menés a I'Université de Cambridge par Lapkin et al. [28, 29] ont permis de mettre au point
un procédé industriel mettant en ceuvre le tétrafluoroéthane (R134a) comme solvant. Le gain en
termes de consommation de solvant, d’énergie et de temps ont permis de diviser par deux le prix de
revient industriel. Ce procédé est actuellement mis en ceuvre dans une usine a Madagascar et permet
la production d’environ 5 tonnes d’artemisinine par an. D’autres unités d’extractions fonctionnant au
R134a sont actuellement en fonctionnement au Rwanda, pour I'extraction d’un insecticide naturel a

partir de pyrethre (Figure 1. 14).
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Tableau I. 4 - Exemples d’extractions de produits naturels

Composés

Température

Pression

Nom commun dintérat Solvant °C) (bar) Réf.
Muguet n-butane 30 2-3 [13]
Orange GPL 35 4,5 [14]

Cannelier Composes 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 n-butane 40 4 [20]
Son de riz n-propane 25 7 [21]
Euglena gracilis DME 20 7 [22]
Botryococcus braunii Huile DME 37 7 [23]
Aur z:';; ocf:l’; f;i“m DME 37 7 [24]
Arthrospira platensis . pli-iglrj;lznts 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 s @
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Figure I. 14 - Unité d'extraction de 2000 Litres d'extraction de pyrethre (crédit : Tecnolab S.r.l.)

|.7. Etude économique

Le manque de données économiques disponibles dans la littérature et le nombre de facteurs a prendre
en compte rendent difficile une étude exhaustive du co(t réel d’un procédé d’extraction par gaz
liquéfié par rapport aux technologies existantes. Néanmoins, certains indicateurs comme le prix des
solvants et le colt d’investissement pour une unité d’extraction peuvent donner une premiere base
de comparaison avec les procédés d’extraction usuels. Le prix des gaz liquéfiés varie de 1-2 k€/t pour
le propane, butane et I'éther diméthylique a 17 k€/t pour le HFO-1234ze et peut monter a 200 k€/t
pour le HFO-1234yf (prix hors taxes, INVENTEC Performance Chemicals, 2016) contre environ 1 k€/t
pour I’'hexane. Le cout d’une unité d’extraction de 0,5 m3 peut lui varier de 300 k€ a 500 k€ (d’apres
[31] et Celsius s.a.r.l.) selon les constructeurs et les spécifications de I'acheteur. A titre de comparaison,
les unités d’extraction au CO, supercritique ont un prix estimé a plus de 1 M€ pour des capacités

équivalentes.

Le procédé d’extraction de I'artémisinine est actuellement le seul a avoir donné lieu a la publication
d’une étude économique qui compare un procédé d’extraction par gaz liquéfié aux procédés
conventionnels. L’étude menée par Lapkin et coll. [31] en 2006 a démontré qu’un procédé d’extraction
au tétrafluoroéthane pouvait étre compétitif vis-a-vis d’'un procédé utilisant de I'hexane, grace a un
gain de 30% en termes de consommation énergétique, une diminution de la durée d’extraction, une
augmentation du rendement d’extraction et de la concentration en actif dans I'extrait brut. L'étude

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

tétrafluoroéthane, gaz a effet de serre, par le tétrafluoropropéne HFO-1234yf [8].
|.8. Sécurité et reglementations

1.8.1. Sécurité des produits et des opérateurs
Le procédé d’extraction aux gaz liquéfiés est un procédé simple qui consiste en une succession
d’opérations unitaires (macération, évaporation, condensation) réalisées sous pression. Pour autant,
I'utilisation de ces conditions opératoires particulieres génerent des risques spécifiques pour les
opérateurs, les produits et les équipements. L'identification des dangers constitue la premiere étape
de nombreuses méthodes d’évaluation des risques, aussi bien pour le consommateur (HACCP : Hazard
Analysis and Critical Control Point) que pour les opérateurs (HAZOP : HAZard analysis and OPerability).
L’objectif de cette partie n’est pas de fournir une analyse exhaustive des risques applicables a tous les
procédés d’extraction par gaz liquéfiés — elle doit étre menée indépendamment dans chaque
entreprise et pour chaque produit - mais de donner des pistes de réflexion destinées aux industriels
qui mettront en ceuvre ces analyses. De la méme maniére, la réflexion sera limitée a I'étape
d’extraction a proprement parler, étant donné que I'extraction aux gaz liquéfiés est une macération

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

1.8.1.1. Analyses des dangers pour les produits
L'utilisation d’un nouveau solvant d’extraction et d’un nouveau procédé d’extraction nécessitent
d’étudier attentivement les impacts potentiels sur la qualité et la sécurité du produit. Dans I'industrie
agro-alimentaire, cette évaluation est menée grace a la méthode HACCP (« Hazard Analysis Critical
Control Point »), qui peut étre définie comme « une méthode et une approche structurée par sept
principes permettant de se prémunir de tous problemes d’insécurité des aliments par la mise en place
d’activités opérationnelles, moyens et solutions techniques préétablies et d’en apporter la preuve »
[32]. L'analyse des dangers constitue le premier des sept principes qui consiste a lister les dangers
significatifs des produits, selon plusieurs catégories : dangers biologiques, dangers chimiques, dangers

physiques et éventuellement dangers allergenes.

e Dangers physiques : les risques physiques sont principalement liés a I'introduction de corps
étrangers dans le produit, tels que des particules polyméres ou métalliques provenant de
I’équipement de production ou de I'environnement extérieur (poussiéres, débris de verre, de
métaux, d’'insectes, objets provenant du personnel...). Dans le cas des systémes d’extraction
par gaz liquéfiés, les extracteurs sous pression sont étanches par conception, par conséquent

I'introduction de corps étrangers peut survenir lors des étapes de manutention, lors du
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chargement et déchargement de I'extrait et de la matiére premiére, ou bien de fagon continue
par libération de particules provenant des parois métalliques des cuves, des pales d’agitateurs,
des organes des pompes et compresseurs, des vannes ou bien de joints d’étanchéité.

e Dangers biologiques : ils regroupent les agents biologiques et les composés chimiques de
nature biologiques (toxines). Le procédé d’extraction par gaz liquéfiés n’est pas une source de
contamination biologique, néanmoins les conditions de températures et de pression
employées (20 — 40 °C et 1 — 10 bar) sont insuffisantes pour inactiver des agents pathogenes,
gu’ils soient présents dans la matiére premiere, dans I'extrait final ou dans I'équipement lui-
méme.

e Dangers chimiques: ce sont des composés chimiques indésirables susceptibles d’étre
toxiques. Il s’agit généralement de contaminants issues de I'équipement lui-méme (métaux,
lubrifiants, fluide caloporteur...) ou de produits de dégradation formés lors de la mise en
contact entre la matiere a extraire et le solvant ou d’impuretés présentes dans le solvant. Il
également important de s’assurer de la pureté du gaz liquéfié utilisé, en particulier dans le cas
du n-butane qui peut devenir impropre a I'utilisation en tant que solvant s’il contient plus de
0,1% de butadiéne. De plus, bien que trés faibles, les traces de solvant résiduel dans les
produits finaux doivent également étre contrélées pour s’assurer du respect des

réglementations en vigueur.

1.8.1.2. Analyse des dangers pour les opérateurs
Le principal inconvénient de l'utilisation des gaz liquéfiés comme solvant d’extraction est lié aux
dangers qgu’ils représentent et les risques potentiels qu’ils génerent pour les installations et les
opérateurs. L'évaluation de ses risques potentiels dus a des déviations des paramétres opératoires
normaux constitue I'objectif de la méthode HAZOP (« HAZard and OPerability studies ») [33], qui
ameénera ensuite a définir des actions recommandées pour les éliminer ou au moins atténuer les
risques. Tout d’abord, il convient de rappeler que les gaz liquéfiés sont stockés pour la grande majorité
a température ambiante et sous leur propre pression de vapeur. La pression de vapeur augmentant
avec la température, une surchauffe excessive peut rapidement conduire a une surpression dans la
cuve et provoquer I'ouverture de la soupape de sureté voire, dans le pire des cas, une rupture de

I’enveloppe.

En cas de fuite, causée par une corrosion des tuyauteries, un impact ou erreur humaine, une grande
quantité de gaz est susceptible d’étre libérée dans 'atmosphére de travail. A titre d’exemple, 1 m3 de
1,1,1,3-tétrafuoropropéne (HFO-1234ze) liquéfié a 25 °C peut générer 200 m? de gaz. L’accumulation

importante de gaz dans un espace confiné peut conduire selon sa nature et la quantité libérée, a des
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risques d’asphyxie, voire d’intoxication (pour les gaz toxiques) ou d’explosion (pour les gaz
inflammables). Pour cette raison, il convient de mettre en ceuvre des mesures afin de limiter les
guantités utilisées et de travailler dans des locaux correctement ventilés et équipés des moyens de
détection, avertissement et extinction adéquats. Dans le cas des gaz inflammables, qui concerne une
majorité des gaz liquéfiés utilisés en tant que solvant d’extraction (propane, n-butane et DME), le Code
du travail impose a I'employeur de prendre les mesures nécessaires pour: prévenir ou limiter
I'apparition d’atmospheres explosives, éviter leur inflammation et atténuer les effets des explosions

[34].

1.8.2. Réglementation
L'utilisation des gaz liquéfiés en tant que solvant d’extraction impose le respect d’un certain nombre
de directives internationales. Par leur nature, les gaz sont de fait soumis au Protocole de Kyoto, visant
a réduire I'’émission des gaz a effet de serre et au Protocole de Montréal, visant a réduire et a terme
d'éliminer les substances appauvrissant la couche d'ozone. Ces deux protocoles ont en particulier
conduit a linterdiction des CFC (chlorofluorocarbures) et plus récemment a une diminution
progressive de la production des HFC (hydrofluorocarbures), en particulier le 1,1,1,2 tétrafluoroéthane
(R134a) qui fut I'un des premiers gaz liquéfiés utilisé en tant que solvant d’extraction. A l'inverse, le
propane, n-butane, I'éther diméthylique (DME), le 2,3,3,3-tétrafluoropropéne (HFO-1234yf) et le
1,3,3,3-tétrafluoropropéne (HFO-1234ze) ne sont pas destructeurs de la couche d’ozone et ne
participent pas ou peu a I'effet de serre, par conséquent ils ne sont pas impactés par ces protocoles et

restent utilisables a I’échelle industrielle.

Parallelement, leur utilisation en tant que solvant d’extraction oblige les industriels a respecter les
différentes réglementations spécifiques a chaque type de produit, notamment a usage alimentaire ou
cosmétique. Pour l'industrie agro-alimentaire, les directives européennes 2009/32/CE, 2010/59/UE et
2016/1855/UE concernant les solvants d’extractions impose une liste de solvants utilisables en
précisant leurs conditions d’utilisations. A I’'heure actuelle, le propane et le n-butane font partie de la
liste « Annexe | — Partie | » qui permet une utilisation sans restriction spécifique, dans la limite des
bonnes pratiques de fabrication. Le DME a récemment été ajouté a la liste « Annexe | — Partie Il » en
tant que solvant d’extraction pour dégraisser des matiéres premiéres a base de protéines animales, en
spécifiant des teneurs résiduelles limitées a 0,009 mg/kg dans les produits a base de protéines
animales et a 3 mg/kg dans le collagéne et dérivés. Enfin, le R134a est mentionné dans la liste « Annexe
| — Partie lll » en tant que solvant d'extraction utilisable pour la préparation d’extraits aromatisants a

partir de produits aromatiques naturels, avec une teneur maximale de 0,02 mg/kg de denrée
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alimentaire. Les HFO-1234yf et HFO-1234ze ne sont a I’heure actuelle pas admis en tant que solvants

d’extraction dans I'agroalimentaire.

Dans le cas de I'industrie cosmétique, le réglement européen N°1233/2009 prévoit a I'inverse une liste
de composés a bannir dans les produits a usage cosmétique dans laquelle on ne retrouve aucun des
gaz liquéfiés mentionnés dans cet article, a I'exception du n-butane lorsqu’il contient plus de 0,1% de

butadiene.

|.9. Empreinte écologique et économique

Dans le but d’étudier I'impact environnemental d’un procédé d’extraction par gaz liquéfié, 'empreinte
écologique a été déterminé en se basant sur les 6 principes de I'éco-extraction définis par Chemat et

al. [35]:

e Principe 1 : Favoriser I'innovation par la sélection variétale et |'utilisation de ressources
végétales renouvelables.

e Principe 2 : Privilégier les solvants alternatifs et principalement ceux issus des agro-ressources.

e Principe 3 : Réduire laconsommation énergétique par I'assistance des technologies innovantes
et favoriser la récupération d’énergie.

e Principe 4 : Favoriser la création de coproduits au lieu de déchets pour intégrer la voie de la
bio- ou agro-raffinerie.

e Principe 5 : Réduire les opérations unitaires grace a I'innovation technologique et favoriser les
procédés srs, robustes et controlés.

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

En attribuant une variable quantifiable a chacun des 6 principes, il est possible de créer une
représentation graphique de I'empreinte écologique d’un procédé d’extraction par rapport a un

procédé référence (Figure I. 15).

Exemple : extraction d’un extrait odorant

Un procédé d’extraction de composés aromatiques a partir de fleurs de lavande a été choisi comme
exemple afin d’illustrer le potentiel des gaz liquéfiés par rapport a un solvant usuel de référence : le n-
hexane. En termes de performances du procédé, le DME est le solvant qui permet, a conditions
opératoires égales (température, ratio lavande/solvant, nombre de renouvellement du solvant),
I’extraction la plus rapide et avec le meilleur rendement, suivi par le n-butane et le n-hexane puis le
1,3,3,3-tétrafluoropropéne (HFO-1234ze), qui posséde un pouvoir solvant moindre. Le réel avantage

des gaz liquéfiés par rapport aux solvants usuels apparait une fois I'étape d’extraction est terminée,
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lors de I'étape de séparation solvant/extrait. En effet, la plupart des procédés d’extraction
actuellement utilisés essaient de valoriser la matiére premiére épuisée en tant que coproduit.
Cependant, la matiere extraite par le n-hexane ne peut pas étre réutilisée telle qu’elle et doit étre
traitée dans le but d’éliminer les traces de solvant. Par conséquent, dans ce cas de figure I'étape
d’extraction génére une grande masse de déchets. A l'inverse, les gaz liquéfiés ne laissent pas ou tres
peu de traces dans la matiere extraite, elle peut étre réutilisée telle qu’elle. Par conséquent, le procédé
d’extraction par gaz liquéfié ne génere pas de déchets, uniguement des coproduits réutilisables. De
plus, les gaz liquéfiés permettent un recyclage complet (>99,99%) [36] et rapide du solvant en une
seule étape alors que les procédés utilisant le n-hexane doivent rajouter une ou plusieurs étape(s) de
stripping pour récupérer le solvant piégé dans la matiere végétale (jusqu’a 30% de la masse totale).
Concernant la consommation énergétique, I'utilisation de gaz liquéfiés permet d’économiser une
quantité significative d’énergie grace une faible enthalpie d’évaporation et une température
d’évaporation modérée, en particulier pour le HFO-1234ze qui permet une économie de plus de 60%

par rapport au n-hexane [37].

Enfin, la qualité de I'extrait est probablement le critére le plus important de I'étape d’extraction. De
par leur plus grande volatilité, les gaz liquéfiés s’évaporent encore plus facilement que les solvants
organiques classiques, conduisant a des extraits d’'une plus grande qualité et réduisant le nombre
d’étapes de purification. La littérature mentionne des niveaux de solvant résiduel souvent nulle ou
bien inférieur a 1 ppm, voire a 20 ppb, soit prés de 1000 fois moins qu’avec I’hexane (avant purification)

[36].

De par tous ces aspects, I'utilisation des gaz liquéfiés comme solvants d’extraction permet de diminuer
I'impact environnemental tout en obtenant un extrait de meilleure qualité, sans résidus de solvant

toxique.
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Consommation
énergétique

Durée Matiére premiére
d’extraction souillée
—n-hexane
—HF0-1234ze
=—DME
n-butane

Consommation

Solvant résiduel de solvant

Génération de
déchets

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

1.10. Conclusion et perspectives

Les contextes économique, environnemental et législatif favorisent I'émergence et le développement
de solvants alternatifs tels que les gaz liquéfiés, performants en termes d’impact environnemental, de
réduction de la consommation énergétique et sur la santé des opérateurs et des consommateurs, pour
la substitution des solvants conventionnels d’origine pétroliere comme ['hexane ou le
dichlorométhane. Les gaz liquéfiés peuvent étre envisagés comme une solution aux différentes
problématiques environnementales liées a I'utilisation de solvants pétrochimiques et a la mise en

ceuvre de procédés moins énergivores.

Il faut souligner que la premiére utilisation des gaz liquéfiés pour I'extraction a été réalisée en France
par la société Robertet en 1940, en utilisant le n-butane pour produire les « butaflors » a partir de
fleurs fraiches. Ces dernieres années, plusieurs constructeurs ont breveté et commercialisé des
procédés d’extraction utilisant les gaz liquéfiés comme les sociétés Celsius SARL [38], Comerg LLC [39]
ou Ineos Fluor Ltd. [40], tandis que plusieurs sociétés dans le domaine de I'extraction ont breveté et/ou

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

Dans une démarche d’éco-extraction, |'utilisation des gaz liquéfiés comme solvants dans la mise en

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

e Evaluer les possibilités d’utiliser les gaz liquéfiés pour produire des extraits ne contenant plus
de solvant, comme c’est déja le cas pour le n-butane ;
e Avoir recours a un gaz liquéfié d’origine naturelle renouvelable ou provenant des agro-

ressources (avec connaissance, évaluation et maitrise des risques associés), comme le cas du
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DME pouvant étre produit a partir du méthane produit par méthanisation des déchets agro et
agri industriels et domestiques ;

e Choisir le gaz liquéfié qui permet d’intégrer la sécurité de I'opérateur et du consommateur :
non CMR (Cancérigéne, Mutagéne, Reprotoxique), sans ou avec une faible toxicité, sans effet
allergéne et ne faisant pas partie de la famille des perturbateurs endocriniens ;

e Utiliser un gaz liquéfié qui peut étre recyclé intégralement et dont la mise en ceuvre engendre

un co(t énergétique limité.
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Chapitre Il - Design and manufacturing

of prototype extraction units
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I1.1. Introduction

This chapter describes the manufacturing process of two extraction units (1 liter and 200 liters
extractor), from the requirements definition to the implementation on site, including the dimensioning

and the vessels manufacturing.

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

improvements for the existing industrial pilot unit.

CONDENSER 1
(under pressure)

CONDENSER 2
(atomspheric pressure)

EVAPORATOR

STORAGE
(solvent)

500 L EXTRACTOR
Figure Il. 1 - NECTACEL 500 extraction unit

II.2. General manufacturing process

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

The preliminary survey is necessary to get enough data to establish a proper quotation according to
the user’s needs in terms of process (working mode, solvents, temperature, pressure...), sizing
(volume, height, weight...), safety (explosion proof...), regulations (CE certification, food-grade...),

automatism, budget etc.
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Based on these constrains we were able to make several drawings, in particular:

e a PID (“Piping and Instrumentation Diagram”), which is the easiest way to get in one look all
the instruments, valves and vessels necessary for the process and to see how they are inter-
connected.

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

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

proper quotation. The manufacturing step started when all the partners had agreed on the quotation.

The first step of the manufacturing process is to order the accessories (stirrers, pumps, valves and
instruments) and to get the definitive drawings of the vessels. The goal is to get all the exact dimensions
of each elements in order to draw an overall drawing including all the vessels, valves, motors and
instruments but also piping and supporting frame, with all the dimensions necessary for the
manufacturing. Usually, the frame is the first element to be made, followed by the vessels and finally
the piping. In case of chemical processes, equipment is mostly made in stainless steel (AISI 304 or 316L)

which resistant to rust and compatible with most chemicals.

In a classical range of pressure (1-50 barg), small volumes vessels (< 500 L) are often made by welding
together standards ISO elements: pipes and pipes elements (tubes caps, connectors, elbows, tees...)
which are commercially available from 10.2 up to 508 mm in diameter (Figure Il. 2). Beyond that size
or for higher pressures, vessels must be manufactured with customized parts, which are more

expensive and time consuming.

Tubes Reduction Pipe cap Clamp connection
Figure Il. 2 - ISO standards piping elements used for vessels design
Vessels, piping and equipment are gradually assembled on the supporting frame. Once all the parts
are connected, a leaking test followed by a hydraulic proof are made to ensure the proper sealing and

the resistance to pressure of the assembly. Several inspections are made during the production to

ensure the compliance with the current European directives, either by auto-control or through a
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notified body (Apave, Tlv, etc.) depending on the operating pressure and volume. The higher is the
pressure and/or the bigger is the volume, the greater the control will 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 the unit is designed and works according

to the requirements.

Customer requirement

(Size, material, o solwent,  JHREIEEL

price...)

‘B F I SR U

2 Prielinmimeairy: stuidy -
a (process diagrar i Q
- pracess diagram, d NS IQRIAG.. | k=
— =]
o g
2 i
vy Suppliers consulltapions LS

s, valves, instruments.. |

Ordering of the equipment

els, valves, instruments...)

Manufacturing

(vessels, piping, frame)

& ATEX cert

Equipments assembly

il
o
5
=
o
=
=
<
o

Leak test

Thermal insulation & electric wiring

1g and shipping

Installation

Startup test

End-users training

Figure Il. 3 - Manufacturing process
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II.3. Manufacturing of NECTACEL 1

11.3.1. Design
The NECTACEL 1 unit was ordered by the “Plateforme d’Eco-Extraction de Valréas” (a French
technological platform dedicated to eco-extraction of natural products) to propose a new extraction
technic to industrial and academics partners and test it with their own products. In the context of this
thesis, this prototype extraction unit also gives Celsius the opportunity to evaluate in safe conditions

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

1) a useful capacity of 1-2 liters

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

3) be compatible with several solvents, in particular n-butane, HFO-1234ze and DME, filled from
a classical gas bottle (26 L), with eventually a co-solvent

4) be made in stainless steel AISI 316L (food-grade steel)

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

6) the cost should be as little as possible

Based on these requirements, we designed an extraction unit composed of 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 loop, even if each vessel can be isolated during
the batch process. The liquid solvent naturally flow down from a vessel to the other by gravity whereas

the vapors naturally rises from the evaporator to the condenser.
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11.3.2. Manufacturing
Once the PID was accepted, the manufacturing lasted about 3 months from the definitive drawings to
the delivery (Figure Il. 4). Due to the relative low dangerousness of the assembly, the certifications CE

and ATEX could be made by auto-control, in respect of the rules of the art.

After being installed in the technological platform PEEV, the NECTACEL 1 unit has been tested using
several plant material and solvents. The experiments performed at laboratory scale highlighted that
some improvements should be made on the NECTACEL 500 pilot unit. The extractor in particular was
found inconvenient to use during plant material loading and unloading steps through the side door.

Therefore, we decided to replace the 500 L extractor by a smaller but easier to use 200 L extractor.
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II.4. NECTACEL 500 upgrade

11.4.1. Design
After discussion with partners of this project, the new extraction vessel 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 with n-butane, HFO-1234ze and DME

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

and storage tanks.

Based on these requirements, we designed a 200 L (useful volume) extraction vessel with a top
opening, for an easy loading/unloading using a filtering basket, and a bottom stirrer. The extractor is
connected with the NECTACEL 500 using hoses but could also be re-used in 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 than NECTACEL 1, its higher
capacity induced a tighter control (Figure Il. 5) between almost each step of the production. First, a
calculation note according to is required to check if the vessel has been correctly designed regarding
to its resistance to internal pressure. Once the designed is approved, the manufacturing quality has
been verified periodically by a notified body, in particular the quality of the welds, which are checked
using X-ray radiography. A final test pressure at 1.3 times the maximal working pressure was necessary
to get the CE certification. Finally, the extractor was delivered and installed at the “Plateforme d’Eco-
Extraction de Valréas” and connected on the existing NECTACEL 500 using hoses. Since then the

extractor is used by industrial customers for scale-up studies.
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- oA J 1. Startofthe
SR = construction

Detailed drawing

X-ray exams
of the welds

@

Pickling

Pickled vessel

Welded vessel

Leakage test
Assembly of the accessories
Mounting on the frame

Vessel assembled
on its frame

Installation on site

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

Based on the existing NECTACEL 500, we fully designed and manufactured a 1 L equipment dedicated
to laboratory experiments. This equipment was installed in a technological platform available for
academics and industrials to perform safe experiments on their own plant material. In particular, we
tested the performance of the equipment using several liquefied gases (n-butane, HFO-1234ze and
DME) on well-known plant materials. This experience provided a valuable feedback about how we
could improve the industrial extraction unit. As a first step, we manufactured a new 200 L extractor

with a better loading system to perform more efficiently experiments at industrial scale.
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[I1.1. Plant materials

In this thesis, extraction studies have been performed using various kinds of plant materials: carrots,
olive leaves, rosemary leaves, sunflower seeds, rapeseeds, caraway seeds, lavender flowers and
orange peels. They were selected because they are well known commercially available plants that
represent the main target markets for liquefied gas extraction technology: bioactive compounds, oils

and aromas.

111.1.1. Carrots
Dried carrots (Daucus carota L.) cubes used in Chapters IV and V were purchased from |'"Herbier du

Diois (Chatillon-en-Diois, France) and grounded in a fine powder just before use.

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

111.1.2. Sunflower seeds
Sunflower seeds (Helianthus annuus L.) used in Chapter IV were purchased shelled from a local supplier

and grounded just before use.

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

111.1.3. Caraway seeds
Caraway seeds (Carum carvi L.) used in Chapter IV were purchased as a powder from L’ile aux épices

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

111.1.4. Olive leaves
Wild olive leaves (Olea europaea L.) 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

111.1.5. Rosemary leaves
Dried rosemary leaves (Rosmarinus officinalis L.) used in Chapter V were provided by Naturex (Avignon,
France), collected in Morocco in 2013. Initial moisture content was 8.9% and initial content in carnosic

acid was 1.7%.

Figure Ill. 5 - Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) leaves
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111.1.6. Rapeseeds

Rapeseeds (Brassica napus L.) used in Chapter V were provided by the Technical Institute for Oilseeds
(Terres Inovia, Pessac, France). Seeds initial water and oil content were respectively 6.7% and 37.0%.

Seeds were grounded just before use.

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

111.1.7. Lavender flowers
Dried lavender flowers (Lavandula angustifolia Mill.) used in Chapter VI were purchased I'Herbier du

Diois (Chatillon-en-Diois, France). Flowers initial water content was 7.5%.

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

111.1.8. Orange peels
Frozen orange peels (Citrus sinensis (L.) Osbeck) used in Chapter VI were purchased from a local

supplier. Orange peels initial water content was 72.0%. Peels were unfrozen just before use.

Figure Ill. 8 - Orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) peels
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I11.2. Solvents and reagents

Solvents and reagents used for experimentations and analysis are listed in the table below.

111.2.1. Extraction solvents

Table Ill. 1 - List of solvents used for experiments

Solvent N° CAS Grade Provider
n-butane 106-97-8 >95%, odorless INVENTEC
Dimethyl ether (DME) 115-10-6 >99,9% INVENTEC
trans-1,3,3,3-tetrafluoropropene (HFO-1234ze) 1645-83-6 299,5% INVENTEC
n-hexane 110-54-3 Analytical VWR
Ethanol 64-17-5 >96% VWR
Acetone 67-64-1 Technical VWR
Water 7732-18-5 demineralized -

111.2.2. Analytical solvents

Table Ill. 2 - List of solvents used for analysis

Solvent N° CAS Grade Provider
Acetonitrile 75-05-8 HPLC Sigma-Aldrich
Dichloromethane 75-09-2 HPLC Sigma-Aldrich
tert-butyl methyl ether (TBME) 1634-04-4 HPLC Sigma-Aldrich
Chloroform 67-66-3 HPLC VWR
n-hexane 110-54-3 HPLC VWR
Acetone 67-64-1 HPLC VWR
Diethyl ether 60-29-7 HPLC VWR
Isopropanol 67-63-0 HPLC VWR
Methanol 67-56-1 HPLC VWR
Methyl acetate 79-20-9 HPLC VWR
Ethanol 64-17-5 HPLC VWR
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111.2.3. Reagents

Table Ill. 3 - List of reagents used for analysis
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Reagent N° CAS Purity Provider
Ammonium acetate 631-61-8 HPLC Sigma-Aldrich
Trimethylsulfonium hydroxide (TMSH)  17287-03-5 HPLC Sigma-Aldrich
Primuline 8064-60-6 HPLC Sigma-Aldrich
Potassium chloride 7447-40-7 HPLC Sigma-Aldrich
Acetic acid 64-19-7 HPLC Sigma-Aldrich
Sodium Carbonate 497-19-8 HPLC Sigma-Aldrich
Phosphoric acid 7664-38-2 HPLC Sigma-Aldrich
Folin’s phenol reagent / HPLC Merck Millipore
111.2.4. Standards
Table Ill. 4 - List of standards used for analysis
Standard N° CAS Purity Provider
B-carotene 7235-40-7 >98% (UV) Extrasynthése
d-carvone 99-49-0 >98% Sigma-Aldrich
d-limonene 5989-27-5 >99% Sigma-Aldrich
Oleuropein 32619-42-4 >98% Sigma-Aldrich
Carnosic acid 3650-09-7 >97% Sigma-Aldrich
Pentadecanoic acid (C15:0) 1002-84-2 99% Sigma-Aldrich
Triheptadecanoin (C17:0 TAG) 2438-40-6 >99% Sigma-Aldrich
1-glyceryl palmitate (MAG) 542-44-9 >98% Sigma-Aldrich
1,3-glyceryl dipalmitate (DAG) 502-52-3 >98% Sigma-Aldrich
Glyceryl tripalmitate (TAG) 55-44-2 >98% Sigma-Aldrich
Palmitic acid (FFA) 57-10-3 >98% Sigma-Aldrich
Ergosterol 57-87-4 >98% Sigma-Aldrich
Phosphatidylcholine 8002-43-5 >98% Sigma-Aldrich
Phosphatidylethanolamine 39382-08-6 >98% Sigma-Aldrich
Lysophosphatidylcholine 9008-30-4 >98% Sigma-Aldrich
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I11.3. Computational methods

111.3.1. Hansen Solubility Parameters
Initially developed by Hansen [1] in 1969, Hansen Solubility Parameters (HSP) provide a convenient
way to characterize solute-solvent interactions according to the classical “like dissolves like” rule. HSP
are based on the concept that the total cohesive energy density is approximated by the sum of the
energy densities required to overcome atomic dispersion forces (842), molecular polar forces arising
from dipole moments (6,2) and hydrogen bonds between molecules (6n2), as given in the following

equation (Eq. 1).
6tota|2 = 6d2 + 6p2 + 6h2 (Eq. 1)

Where 6tta1is the Hansen total solubility parameter, which can be split into three solubility parameters:

&4, for dispersive forces; &;, for dipolar interactions and 6y, for hydrogen-bonding.

For HSP solvent optimization, the relative energy difference (RED) is calculated using the following

equation (Eq. 2) to evaluate the solubility between solvent and solute.
RED = R./Ro (Eqg. 2)

Where Rg is the radius of a Hansen solubility sphere and R, is the distance of a solvent from the center

of the Hansen solubility sphere, given by the following equation (Eqg. 3):
Raz = 4(6dA-5dB)2 + (SpA_épB)z + (6hA—6hB)2 (Eq. 3)

Where A refers to the solute and B refers to the solvent. The smaller R, is the greater affinity between

solute and solvent.

The chemical structures of the solvents and solutes discussed in this article are transformed into their
simplified molecular input line entry syntax (SMILES) notations, which were subsequently used to
calculate the HSP of each molecule. These parameters were further modeled to a three dimensional
HSP sphere for better visualizing the distance between solute/solvent so their interactions (HSPiP

Version 5.0.03, Hansen-Solubility, Hgrsholm, Denmark).

111.3.2. COSMO-RS
The Conductor-like Screening Model for Real Solvents (COSMO-RS) is a calculation method developed
by Klamt [2] using a quantum chemistry model based on the prediction of chemical potential of a
substance in the liquid phase. COSMO-RS can be used as powerful tool for solvent screening [3-5].
COSMO-RS procedure comprised 2 steps at different scales: a microscopic scale step followed by a
macroscopic scale step. First, the COSMO model is used to apply a virtual conductor environment for
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the molecule, inducing a polarization charge density on its surface: the o-surface (Figure Ill. 9). The
green color corresponds to a charge density equal to 0, the blue color to a positive charge density (%)
and the red color to a negative charge density (67). The molecule structure and the charge distribution
are then optimized in order to obtain the minimal energy of the system using algorithm-based

calculations (Density Functional Theory).

&= &

n-hexane ethanol acetone

<

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

Based on the obtained polarization charge density, the solute interaction energy is quantified using a
statistical thermodynamic calculation. The spatial distribution of the polarization charge is converted
into a composition function: o-profile. This o-profile provides information about the molecular polarity
distribution. At this stage, the molecule is considered as isolated so interactions with neighboring

molecules are not taken in account. In order to consider the molecule as a solvent (or a solute in a
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solvent), this function is then integrated to calculate the chemical potential of the surface (o-potential)
using COSMOthermX program (version C30 release 16.02). The o-potential can be interpreted as the
affinity between a solvent S and the surface o. Solvent interactions are reduced to a combination of
local interactions between a pair of surface portions with charge densities o and o’. The interaction

energy functional Eint (Eq. 4) is defined as the sum of three contributions.
Eint = Emisfit + Enb + Evdw

Where Emistit is the interaction energy between two surfaces of different charge density; Ens is the

hydrogen bonding (HB) energy; Evaw is Van der Waals interactions.

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

almost all thermodynamic properties of compounds or mixtures of compounds, including solubility.

In practice, the software COSMOthermX calculates the theoretical solubility of a solute in the solvent,
expressed as the log of the mole fraction of the solute: log(xsoub). The relative solubility is calculated

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

exp(ujpure _ |—Lj solvent AGj,fusion)
RT

logll)(xj) = logyp (Eq.5)

with e chemical potential of pure compound j; p°"e": chemical potential of j at infinite dilution;

A Gjfusion: free energy of fusion of j; x;: solubility of j.

Relative solubility is always calculated in infinite dilution. The logarithm of the best solubility is set to
0 and all other solvents are given relatively to the best solvent. As an example, a solute with log (Xsolub)
=-1in a solvent S has, in theory, a solubility which is 10 times lower than the same solute in the best
solvent (log (Xsoluw) = 0). All the calculations were performed at 40 °C, considering that both solvent and

solute are in a liquid state.
IIl.4. Extraction procedures

111.4.1. Liquefied gases apparatus and extraction procedure
Extractions were performed on a 1 liter pilot plant presented in Figure Ill. 10. The unit designed has
the specificity to rely on gravity for the liquefied gases circulation in the equipment in an isobaric mode.
After extraction, the liquefied gas is evaporated in an evaporator, where the liquefied gas turns into

gas. Vapors are condensed in a condenser (cooling temperature = -5 °C) and stored in a storage tank
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which further supplies liquefied gases for extraction. This way about 95% of gas is recycled in 15

minutes.

Using liquefied gases as solvent for solid-liquid extractions requires an equipment resistant to the
vapor pressure generated by liquefied gases at room temperature (up to 600 kPa). The unit comprises
4 stainless steel vessels: a solvent storage tank (4), a double-jacketed stainless steel extractor of 1.5
liter (5), a double-jacketed stainless steel evaporator (7) and a stainless steel condenser (8). Each vessel

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

(A)

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 general procedure. First, M g of ground
material is introduced in a filtering sock (porosity 50 um) placed inside the extractor (5) then the all
device is placed under vacuum to remove oxygen. Next, the liquefied gas is transferred from its bottle
(0) to the storage tank (4). About V liters of liquefied gas is introduced into the extractor at room
temperature under pressure (20 °C). The solvent is then flowed by gravity to the extractor (5). The

extractor is heated at T °C via the double jacket during H hours.
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After H hours of solid/liquid contacting, the solvent containing the extract is transferred to the
evaporator (7) where the solvent is evaporated. The vapors of solvent go up to the condenser (8) for
recycling while the extract remains at the bottom of the evaporator. As the solvent is fully recycled,
the operation can be renewed several times to improve the extraction yield. Finally, the remaining

extract is collected in a flask, solubilized in 100 mL of n-hexane 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 1.5 20/30/40 2 No
n-butane sunflower seeds 75 1.5 20/30/40 2 No
n-butane caraway seeds 75 1.5 20/30/40 2 No
HFO-1234ze  carrots 100 1.0 30 3x1 750 rpm
HFO-1234ze  olive leaves 100 1.0 30 3x1 750 rpm
HFO-1234ze  rosemary leaves 100 1.0 30 3x1 750 rpm
HFO-1234ze  rapeseeds 100 1.0 30 025/05/1/2 750 rpm
1x15/ 2x15/ 8x15
n-butane lavender flowers 100 1.0 25 4x1 No
n-butane orange peels 100 1.0 25 4x1 No
HFO-123ze lavender flowers 100 1.0 25 4x1 No
HFO-1234ze  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

111.4.2. Conventional reference methods
111.4.2.1. n-hexane macerations of carrots cubes, sunflower seeds and caraway
seeds
Reflux extraction using n-hexane was used as reference extraction procedure, in comparison with n-
butane extractions. 10 g of raw material are weighed and placed in a flask containing 100 mL of n-
hexane. The mixture was heated at boiling point (68 °C) during 2 hours. After cooling at ambient
temperature, the mixture was filtered (1.6 um) to separate solid residues and then n-hexane was
evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 25 kPa). Extract was stored at 4 °C prior to

analysis. Each extraction was made in triplicate.
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111.4.2.2. n-hexane macerations of rapeseed and carrots cubes
Reflux extraction using n-hexane was used as reference extraction procedure for extraction of oil and
carotenoids [7, 8]. 10 g of raw material are weighed and placed in a flask containing 100 mL of n-
hexane. The mixture was heated at n-hexane boiling point (68 °C) during 1 hour. After cooling at
ambient temperature, the mixture was filtered (20 um) to separate solid residues and then n-hexane
was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 25 kPa). This operation was repeated 2 times

to ensure a complete extraction. Extracts were collected and stored at -20 °C prior to analysis.

111.4.2.3. Ethanol/water macerations of olive leaves
Maceration using a mixture ethanol/water was used as reference extraction procedure for extraction
of olive leave polyphenols [9]. 10 g of raw material are weighed and placed in a flask containing 100
mL of a mixture ethanol/water (80:20, mass ratio). The mixture was heated at 60 °C during 1 hour.
After cooling at ambient temperature, the mixture was filtered (20 um) to separate solid residues and
then the solvent was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 7 kPa). This operation was
repeated 2 times to ensure a complete extraction. Extracts were collected and stored at 4 °C prior to

analysis.

111.4.2.4. Acetone extraction of rosemary leaves
Maceration under reflux using acetone was used as reference extraction procedure [10] for extraction
of carnosic acid, found rosemary leaves. 83.5 g of raw material were weighed and placed in a flask
containing 500 mL of acetone. The mixture was heated at boiling point (56 °C) during 1 hour. After
cooling at ambient temperature, the mixture was filtered to separate solid residues and then acetone
was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40 °C; 50 kPa). Extracts were collected and stored

at 4 °C prior to analysis.

111.4.2.5. n-hexane macerations of lavender flowers and orange peels
As the liquefied gases chosen in this study are mostly lipophilic, n-hexane was chosen as reference
conventional extraction solvent. Extractions were performed in the NECTACEL extraction vessel (5)
using the following procedure: 100 g of plant material are introduced in a cellulose sock (porosity 50
pum) placed inside the extractor. Next 0.9 liter of n-hexane is added and the mixture is heated at 25 °C
via the double jacket. After 1 h of solid/liquid contacting, the solvent containing the extract is collected
and 0.9 liter of fresh solvent is introduced in the extractor. The operation is renewed 3 times for a total
extraction duration of 4x1 h. After cooling at ambient temperature, the mixture was filtered (20 um)
to separate solid residues and then n-hexane was evaporated using a rotary vacuum evaporator (40

°C; 30 kPa).Each extraction was made in duplicate.
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111.4.2.6. Hydrodistillation (HD) of lavender flowers and orange peels
In order to get a base point for chemical composition and sensory analysis, essential oils were made
using the following procedure: 430 g of plant material (lavender flowers or orange peels) are soaked
in 4.3 L of water and hydro-distillated using a Clevenger-type apparatus for 2 h. The essential oil is then

collected, dried under anhydrous sodium sulfate and weighed. Each distillation was made in duplicate.
I11.5. Analytical methods

111.5.1. Analysis of carotenoids by high performance liquid chromatography
The protocol was adapted from Yara-Varon et al. [11]. Identification of carotenoids in carrot oleoresin
was performed by high performance liquid chromatography (Agilent 1100) equipped with a UV-Vis
detector (Diode Array Detector) under the following conditions: Eluent, acetonitrile / methanol (with
0.6 g/100 g of ammonium acetate) / dichloromethane (ratio : 77/20/3, mL/mL/mL) in an isocratic
mode; Injection volume, 10 pL; column, C18 column (150 x 3 mm - 3 um - flow rate = 1.4 ml/min);
temperature, 25 °C; detector, diode array detector set at 464 nm. Carrot oleoresin was diluted in
chloroform prior to injection. Quantification was made using external calibration with a B-carotene

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

111.5.2. Ultra Violet (UV) spectroscopy determination of total carotenoid content
The protocol is adapted from Yara-Varon et al. [11]. The carotenoid content in the extracts was
measured spectrophotometrically (Biochrom Libra S22 UV/Vis Spectrophotometer, Cambridge,
England) in a 1 cm optical path-length quartz cell at 450 nm for B-carotene in each extract against the
n-hexane used as a blank. The following equation (Eq. 6) was used to calculate the carotenoid

concentration, C (mg L) [12]:

A)L max X 104

¢= max (Eq. 6)
AY'em

where Ajmax 1S the absorbance of the extract at Ams and Aio/c‘)m is the absorption coefficient

(absorbance at a given wavelength of a 1 g/100 g solution in a spectrophotometer cuvette with a 1 cm
light path) of B-carotene in the respective solvent. The absorption coefficient was 2592 in n-hexane at
450 nm. Finally the yield of carotenoids in each extract was calculated and expressed as mg (B-

carotene) 100 g of dry matter.
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111.5.3. Gas chromatography analysis of aromatic compounds
The detection of carvone and limonene in caraway essential oil was performed by gas chromatography
(GC 7890, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped with a FID and quadrupole detector under
the following conditions: vector gas, Helium (1.1 mL/min); injector temperature, 250 °C; injected
volume, 1 uL; split, 1:100; column, VF-MAX type (30 m x 0.25 mm, film thickness x 0.25 um, Agilent
J&W Scientific, Folsom, USA); temperature gradient, 60 °C for 1 min, increased at 240 °C (rate: 3
°C/min) and held for 5 min. The detection is done by the FID at 250 °C. Carvi oleoresins are diluted in
acetone prior to injection. For identified compounds, quantification is made with MS detector.
Quadrupole is set at 150 °C with a source and transfer line at 230 °C. Helium flow rate is kept at 1.1
mL/min. Quantification of carvone and limonene is performed using external calibration with

corresponding standards.

111.5.4. Gas chromatography analysis of fatty acids in sunflower oil
Identification and quantification of fatty acids in sunflower oil was performed by gas chromatography
(GC 3800 VARIAN Agilent Technologies, Santa Clara, USA) equipped with a FID detector under the
following operating conditions: vector gas, Helium (207 kPa); injected volume, 1 uL; split, 1:50; column,
DB32 type (60 m x 0.25 mm; film thickness x 0.25 um, Agilent J&W Scientific, Folsom, USA); oven
temperature, 120 °C; temperature program: 120 °C for 5 min, increased at 200 °C (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 following procedure: triglycerides were
diluted in TBME (100 mg of oil into 10 mL of TBME). To 200 pL of this mixture were added 100 pL of
TMSH for transesterification and derivatization of fatty acids. Detection of eluted fatty acids methyl
esters (FAMEs) is done by FID at 300 °C. Eluted FAMEs are identified by their retention time in
comparison with a standard mix (Supelco 37 FAME mix, Sigma-Aldrich, USA). Quantification is
performed by internal standard calibration (C15:0). Results are expressed in grams of a given fatty acid

in 100 grams of the sunflower oil sample.

111.5.5. Gas chromatography analysis of fatty acids in rapeseed oil
FAMEs were prepared from the lipid extract using acid-catalyzed transmethylation as described
by Morrison et Smith [13]. 1 mL of methanolic sulfuric acid (5 g/100 g) solution was added to a specific
amount of extracted oil. Triheptadecanoin (C17:0 TAG) was used as internal standard. The mixture was
then heated during 90 min at 85 °C. After, the flask was removed from heat, and 1.5 mL of KCl solution

(0.9 g/100 g) and 1 mL of n-hexane 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 transferred to a vial before being injected

directly in GC-FID for analysis.

Fatty acid methyl esters were separated, identified and quantified by gas chromatography
coupled with a flame ionization detector (GC/FID). Analyses were performed by using an Agilent
(Kyoto, Japan) gas chromatograph. The instrument was equipped with a BD-EN14103 capillary column
30 m x 320 um x 0.25 um (Agilent), and the velocity of the carrier gas (He) was set at 33 cm/s. Injection
of 2 uL of the various samples was carried out with a split mode (split ratio 1:20), and the injector
temperature was set at 250 °C. The oven temperature was initially set at 50 °C for 1 min and then
progressively increased at a rate of 20 °C/min from 50 °C to 180 °C and then from 180 °C tot 220 °C at
a rate of 2 °C/min. The temperature was then held at 230 °C during 10 min. FAMEs in each extract were
identified by retention time and comparison with purified FAME standards (Sigma Co., St. Louis, MO,
USA).

111.5.6. HPTLC determination of lipid classes
The lipid classes of rapeseed oils were determined using High Performance Thin Layer Chromatography

(HPTLC).

HPTLC plates silica gel 60 F254 were washed by pre-development with a mixture of
chloroform/methanol (2/1, v/v), followed by drying at 110 °C for 60 min on the TLC Plate Heater
(CAMAG, Muttenz, Switzerland).

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

chloroform. The stock solutions were stored in the dark at =20 °C.

Lipid classes were determined by two different developments chromatography to separate polar and
neutral classes. Lipids were quantified by a CAMAG 3 TLC scanning densitometer (CAMAG, Muttenz,
Switzerland) with identification of the classes against known polar and neutral lipid standards. Lipid
extracts were loaded as a spot onto 20 x 10 cm Silica gel 60 F254 HPTLC plates (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) using an ATS 5 automatic TLC sampler (CAMAG). The HPTLC silica gel plates were
developed with a mixture of solvents in an ADC2 automatic developing chamber (CAMAG). The first
eluent to separate polar lipids was a mixture of methyl acetate/isopropanol/chloroform/methanol/KCl
(0.25% solution) in a ratio of 25:25:25:10:9 v/v/v/v/v running to a height of 7 cm from the origin. On
another plate, the second eluent was a mixture of n-hexane/diethyl ether/glacial acetic acid in a ratio
of 70:30:2 v/v/v until it reaches a height of 7 cm from the origin, in order to separate neutral lipids.

After being dried, the plate was dipped for 6 seconds in a reagent (10 mg of primuline, 160 mL of
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acetone, 40 mL of water) and then scanned using a TLC Scanner 3 with WinCATs software (CAMAG).

Lipid classes were identified and quantified against those of corresponding lipid standards.

111.5.7. Spectrophotometric determination of polyphenols content
Polyphenols content in the extracts was measured spectrophotometrically (Biochrom Libra S22 UV/Vis
Spectrophotometer, Cambridge, England) in a 1 cm optical path-length quartz cell at 760 nm for
oleuropein. A calibration curve of oleuropein in ethanol was performed in concentration range 0.25 to

1.0 mg/mL.

The samples were prepared according to the following procedure: in a test tube, 50 plL of sample (or
standard solution) and 1250 pL of a solution of Folin reagent (20 mL/100 mL) were mixed. After 1 min,
1 mL of solution of Na,COs; (10 g/100 g) was added in the test tube. The tube was left 30 min in the

dark before analysis at 760 nm. Samples with an absorbance value above 1 were appropriately diluted.

111.5.8. Quantification of carnosic acid
The following protocol is adapted from Jacotet-Navarro et al. [14]. Determination of carnosic acid
content in rosemary leaves extracts was done by HPLC (Agilent 1100, France) equipped with a diode
array detector (DAD). The column was a C18 (1.8 um, 4.6 mm x 50 mm, Zorbax Eclipse XBD-C18, Agilent
Technologies, France), the mobile phase (isocratic mode) was composed of 65 % acetonitrile and 35 %
water with 0.5 % H3PO4 (v/v), and the flow rate was set at 1.5 mL/min; the column oven temperature

was set at 25 °C. 5 pL were injected. Carnosic acid was detected at 230 nm.

111.5.9. GC-MS analysis of aromatic compounds
The chemical composition of each extract was determined by GC-MS analysis. Samples solutions were
prepared at 33 g/L in ethanol. Liquid injection was conducted with a CTC installed on an Agilent 6890
GC hyphenated to a 5973N MS simple quad (Agilent Technologies, USA). The injection volume was set
as 1.5 pL. The following parameters were used for GC-MS analyses : column Supelcowax 10 (SUPELCO)
(30 m x 0.25 mm x 0.25 pum) ; temperature = from 40 °C (2 min) to 240 °C at 3 °C/min and maintained
5 minutes; carrier gas = helium ; flow rate = 1.3 mL/min. A simple quad mass spectrometer was used
for detection. Mass spectra were recorded in electron ionization (El) mode at 70 eV. The transfer line
and the ion source were set at 250 2C and 230 2C, respectively. Mass spectra were scanned in the range
m/z 30-450 amu. Compound identification was carried out by comparison of mass spectra recorded
and mass spectra from several libraries (Adams, ISIPCA and Nist11 libraries). Each analysis was made

in triplicate.
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111.5.10. Sensory analysis of lavender and orange extracts
In order to compare the olfactory perception of each extract, a sensory analysis was performed by 7
highly trained panelists (only women, between 53 and 67 years old) in olfaction from the French
institute ISIPICA (Institut Supérieur International du Parfum de la Cosmétique et de I’Aromatique

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

111.5.10.1. Products
Orange and lavender extracts 2% solutions were prepared in ethanol. Scents cards coded with three
random digits were dipped inside and then presented to panelists. The samples were coded with three

random digits and served in sequential monadic order to avoid carry-over effects.

111.5.10.2. ISIPCA’s odors wheel
The panelists have been involved in creating a tool named as “ISIPCA’Smell” (Odors Wheel). To do so,
they have generated their own terms to describe odors in different categories (ex. Floral and Woody).
Then, subcategories (ex. White flowers, Dry wood) were defined by means of sorting tasks on olfactory
raw materials. A reference raw material is therefore designate to each subcategory. The under-

IM

development “ISIPCA’Smell” contains already 82 items divided in 10 categories and 21 sub-categories.
Ten panelists have participated in the development of this tool, among which 7 participated in sensory

evaluation of our products.

111.5.10.3. Descriptive analysis (Check-All-That-Apply-CATA via “ISIPCA’Smell” tool)
Seven experts answered “Check-all-that-apply” (CATA) questions containing descriptors within
“ISIPCA’Smell” tool. The presentation of the terms of the CATA question is in the form of a hierarchical
tree. This hierarchical presentation includes the headings: Main categories, sub-categories and
olfactory notes. Panelists were asked to check all attributes they considered appropriate to describe
each sample in digital forms using Fizz Sensory Analysis Software (Biosystemes, France). The samples
were coded with three random digits and served in sequential monadic order, taking care to avoid
carry-over effects. Sensory evaluation was carried out during two different days, with one session for
each product (1 session for orange extracts and 1 session for lavender extracts) and a one-week

interval between sessions.

111.5.10.4. Evaluation conditions:
The tests were conducted in individual booths with the temperature of 20°C and white lighting.
Panelists were allowed to take pauses whenever needed. The sessions were conducted in the Sensory

Analysis Laboratory of the ISIPCA.
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I11.5.10.5. Data analysis
Frequency of use of each CATA term was determined by counting the number of expert that used that
term to describe each sample. Correspondence analysis (CA) was performed on the frequency table of
terms most frequently cited for each type of the product. CA was performed considering Euclidean
distances. A hierarchical cluster analysis (HCA) with the Ward criteria was finally applied to all CAs

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

111.5.11. Observation of lavender flowers using scanning electron microscopy (SEM)
Scanning electron microscopy was used to examine the physical aspect of the lavender flowers after
being extracted by HFO-1234ze, n-butane, DME, n-hexane and water. For each sample, some flowers
have been randomly selected and stuck using double-face adhesive tape on an aluminum plate before
they were sputter-coated in gold using a SCD 004 sputter (BALZERS, Switzerland). Finally, the samples

were observed at 10 kV using an XL30 scanning electron microscope (FEI-Philips, USA).
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Chapitre IV - n-butane as an alternative
to n-hexane for extraction of lipophilic

compounds

Rapinel, V., Rombaut, N., Rakotomanomana, N., Vallageas, A., Cravotto, G. & Chemat, F. (2017). An
original approach for lipophilic natural products extraction: Use of liquefied n-butane as alternative
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I\V.1. Introduction

Among the pool of organic solvents, hexane is certainly the most well-established industrial solvent
for extraction of lipophilic natural products such as aromas, carotenoids, and vegetable oils [1-3]. The
wide use of hexane is due to its physico-chemical parameters e.g. low boiling point, low polarity, and
chemical stability [4]. However, residual content in raw material, non-total recovery of hexane
observed in industrial processes, growing environmental and health concerns are major constraints
[5]. Indeed, hexane is categorized as reprotoxic category 2 and as aquatic chronic toxic category 2
substance [6] and is ranked on the list of substances prohibited in cosmetic products in the European

Union (Regulation EC 1223/2009).

Scientific community and industrials are challenged to identify alternative solvents to hexane. This
trend has stimulated researches on alternative solvents, most of which are produced from renewable
resources such as woods, cereals, seeds, oils, fats [7, 8]. As examples, studies have been performed
regarding the extraction of rapeseed oils using MeTHF [9], caraway seeds aromas using a-pinene [10]
and extraction of rice bran oil using limonene [11]. Such solvents have a good solvation power, are
non-toxic and biodegradable [12]. The main drawbacks of these solvents are their cost (MeTHF: 5€/kg
[9]), their relative high viscosity (d-limonene = 9.0x10™ Pa.s at 25 °C ; a-pinene = 1.3 x1073 Pa.s at 25 °C
[13]), their high boiling point (d-limonene = 175.5 °C at 101.3 kPa [1]; a-pinene = 158 °C at 101.3 kPa

[10]) and the possible generation of off-flavors [10].

In the last decades, research for new solvents has revived the interest for the use of liquefied gases as
extraction solvents. Many studies have been performed on natural product extraction using
supercritical CO,, but the high working pressure (7.5 to 45 MPa) has limited the industrial applications
[14-21]. More recently, some studies have been focused on extraction processes involving liquefied
gases at lower pressure (200 to 1000 kPa), such as propane [22-24], n-butane [25, 26], dimethyl ether
[27-29], tetrafluoropropene [30], tetrafluoroethane [31, 32], eventually with co-solvents [33, 34]. All
these studies describe a dynamic process with continuous solvent recirculation using pumps and/or
compressors which are prone to cavitation issues [35, 36]. Alternatively, a new process has been
recently proposed which does not require the use of pumps and compressors. The unit designed has
the specificity to rely on gravity for the liquefied gases circulation in the equipment. Consecutively,
energy consumption is reduced compared to other liquefied gases processes using pumps and
compressors. Extraction is enabled by liquefied gas contacting with a raw material inside an extractor

during a set time. Then the mixture of liquefied solvent and extract is separated in an evaporator,
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allowing the liquefied gas to turn in a gaseous state. Therefore, no traces of the solvent remain in the

extract.

In this paper, the applicability of this newly developed process has been investigated using n-butane
for extraction of lipophilic compounds such as oleoresin, essential oil and vegetable oil. The choice of
n-butane as alternative solvent to n-hexane was motivated by its close chemical structure, its gentle
vapor pressure, its low price and its classification as authorized solvent for foodstuff production

without limitation (Directive 2009/32/EC).

The potential of liquefied n-butane for extraction of lipophilic compounds will be compared to the
conventional solvent n-hexane through two approaches: a theoretical approach with a predictive
computational model, COSMO-RS (COnductor like Screening MOdel for Real Solvents), coupled with
lab-scale trials. Three plants material traditionally extracted with n-hexane were chosen for the
comparative study: carrots (Daucus carota L.) for the extraction of high-value products i.e. carotenoids,
caraway seeds (Carum carvi L.) for the extraction of volatile aromatic compounds and sunflower seeds
(Helianthus annuus L.) for the extraction of fats and oils. The extracts will be analyzed quantitatively
(extraction yield) and qualitatively (GC, HPLC) in order to compare the efficiency of n-butane versus n-

hexane for the extraction of lipophilic natural products.

I\VV.2. Materials and methods

IV.2.1. Materials
For extraction, n-hexane analytical grade (VWR International, Radnor, USA) and n-butane, 95% purity
without mercaptan (Inventec Performance Chemical, St Priest, France) were used in this study. Dried
carrots and sunflower seeds were purchased in 2015 from Herbier du Diois (Chatillon-en-Diois, France).
Caraway seed powder was purchased from L'ille aux épices (Port-Vendres, France). Reagents and

standards are presented in detail in Chapter Ill.

The plant materials were prepared following the same procedures for both n-butane and n-hexane
extractions. Dried carrot cubes and sunflower seeds were ground into a fine powder using a grinder
(Kinematica AG Microtron MB 550, Luzern, Switzerland; grinding duration = 15 s) just before

extraction. Caraway seed powder was used directly as is.

IV.2.1. Extraction and analytical methods
Carrots, sunflower seeds and caraway seeds extracts obtained with n-butane and n-hexane were

extracted and analyzed using procedures described in Chapter lll.
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IV.2.2. n-butane as alternative solvent to n-hexane: properties comparison
In order to determine if n-butane can be an alternative to n-hexane, in a first part a comparison of
technical properties was made. In a second part, the solubility of target lipophilic compounds in both

n-butane and n-hexane was assessed by COSMO-RS simulation.

Table IV. 1 reports physicochemical properties of n-butane and n-hexane. Data was obtained from
ACD-labs and from Air Liquide gas encyclopedia. The energy of evaporation for 1 kg of solvent at 25 °C

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

Both n-butane and n-hexane have a similar lipophilic behavior, with close solubility in water (0.05
kg/m3 and 0.06 kg/m?3 at 25 °C), log P value (2.9 and 3.9) and density (570 and 650 kg/m3). The
comparison of boiling points (bp) and flash points (fp) shows that n-butane is logically much more
volatile than n-hexane (bp =-0.5 °C, fp = -60 °C and bp = 68.5 °C, fp = -23 °C respectively). n-butane
also has a lower viscosity (1.6 x 10 Pa.s vs. 3.2 x 10 Pa.s). Comparison of evaporation energies shows
that n-butane has a slightly better score than n-hexane, with 0.11 kWh and 0.12 kWh respectively
(source: ACD labs). This small difference has a direct impact on the energy consumption regarding the
equivalent CO; with respectively 88 gco, and 96 gco,. These calculations have been made according to
the literature: to obtain 1 kWh from coal or fuel, 800 g of CO, will be emitted during combustion of

fossil fuel [37].

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

considerations, n-butane could be an alternative to n-hexane 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/m?3] 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 [ki/kg] 334 386
Specific heat [ki/kg.°C] 2.23 2.4
:Ei/gf;rig;))n energy per kg of solvent [KW.h] 012 011
Equivalent CO; (1 kW.h =800 g of CO;) [g] 96 88
Solubility in water (25 °C) [kg/m?3] 0.05 0.06
log P 3.9 2.9
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

IV.3. Results and discussion

IV.3.1. Evaluation of target compound solubility in n-butane and in n-hexane
A COSMO-RS simulation was performed to determine the relative solubility in n-hexane and n-butane
of several components from caraway seeds (carvone, limonene), from sunflower seeds (triacylglycerols
(TAGs): TAG1 [R1 : C18:3n-3, R2 : C18:2n-6, R3 : C18:2n-6]; TAG2 [R1 : C18:1n-9, R2 : C18:1n-9, R3 :
C18:2n-6]; TAG3 [R1: C18:1n-9, R2 : C18:1n-9, R3 : C18:1n-9]; TAG4 [R1: C18:1n-9, R2 : C18:2n-6, R3 :

C18:2n-6]) and from carrots (a-carotene, B-carotene, lutein, lycopene).

Table IV. 2 reports the solubility results, expressed in logarithm of the solubility in mole fractions,
log(Xsoluw). As a reminder the simulations were performed at room temperature (25 °C) considering that
both solutes and solvents were in a liquid state. According to the rule “like dissolve like”, n-butane and
n-hexane, respectively a C4 and C6 n-alkane, should have nearly the same solubilization power towards
each molecule. As expected, they showed very similar solubilization power (i.e. log(Xsow) > -0.1) for
apolar solutes like carotenes, TAGs and limonene. Similarly, both poorer solubilization (i.e. log(Xsolub) <

-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
TAG 2
TAG 3
TAG 4

-0.64

Sunflower seed

d-carvone -0.61 -0.57
Caraway seed
d-limonene

a-carotene

B-carotene
Carrots chips
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 COSMO-RS simulation suggests that n-butane is a good potential
candidate for the substitution of n-hexane, with a very close polarity and an almost identical

probability of solubilization.

IV.3.2. Experimental study
Liquefied gas extraction using this new process is new to literature. In this section, the extraction
performances of liquefied n-butane were compared to n-hexane for carotenoids from carrots, caraway

essential oil and sunflower oil.

IV.3.2.1. Qualitative and quantitative comparison of extracts from sunflower seeds
Extraction yields and fatty acid distribution in sunflower oils obtained with n-butane (at 20 °C, 30 °C
and 40 °C) and n-hexane are compared in Table IV. 3. The use of n-butane enabled to reach an average
oil yield of 36.7%. Increasing extraction temperature from 20 °C to 40 °C did not impact oil extraction,
as observed by Nimet et al. [38]. The lack of influence of temperature on the extraction yield tends to
indicate that in this extraction, the limiting factor is not the internal transport but the mass transfer of
oil into the bulk phase. This limitation could be overcome by adding a stirrer to homogenize the mixture
and facilitate solvent contacting with the raw material. Extraction performed with n-hexane results in
higher yields than with n-butane (53%) probably due to the higher temperature for n-hexane

extraction (20 °C to 40 °C for n-butane and 68 °C for n-hexane).

Extracted sunflower oils from both solvents are composed of 55 to 57 g/100 g of poly-unsaturated
fatty acids, 35 to 36 g/100 g of mono-unsaturated fatty acids and 10 g/100 g of saturated fatty acids.
Fatty acids distributions are similar for both studied solvents. It is also interesting to notice that the
temperature range (from 20 °C for n-butane to 68 °C for n-hexane) does not impact on fatty acid
distribution, as observed by Nimet et al. [38]. Sunflower oils can be extracted by n-butane with an

equal fatty acid composition compared to n-hexane, 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
Fatty acids Pressure 200 kPa 280 kPa 370 kPa atm.
Temperature 20°C 30°C 40 °C Bp (68 °C)
unit:g/100 g
Cle6 5.8 5.9 5.8 5.9
C16:1 n-7 0.1 0.1 0.1 0.1
Cc18 2.6 2.6 2.7 2.6
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C18:1n-9 29.9 29.7 30.4 294
C18:2 n-6 55.8 56.3 55.1 56.7
C18:3 n-3 0.4 0.4 0.4 0.4
Cc20 0.2 0.2 0.2 0.2
C22 1.8 1.6 1.8 1.6
2 SFAs 104 10.3 10.5 10.3
2 MUFAs 35.8 35.7 36.4 354
2 PUFAs 56.2 56.7 55.4 57.1
Pooled SD 0.3 0.2 0.3 0.3
Extraction yield (%) 36.6+0.6 36.7+1.0 369+0.4 53.4+04

1V.3.2.2. Qualitative and quantitative comparison of extracts from caraway seeds
Comparison of caraway seeds extract in terms of yield and composition is reported in Table IV. 4.
Extraction yield using n-butane is dependent on temperature: an increase of 6.5% to 10.9% could be
noted by increasing extraction temperature from 20 °C to 40 °C. The highest extraction yield was
reached for n-hexane (15% at 68 °C). Caraway seeds contain up to 6 g/100 g of essential oil and a higher
amount of fatty acids (up to 8 g/100 g) [39, 40]. Given 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) (k:a) Time (h) Extraction yield (%) (s/100 g)

carvone limonene
n-butane 20 200 2 6.5+0.8 89.4+4.8 10.6+2.3
n-butane 30 380 2 8.4+0.6 90.7+23 9.3+1.7
n-butane 40 470 2 10.9+0.2 91.8+3.2 8.2+14
n-hexane Bp  atm. 2 15.0+0.7 70.5+3.0 29.6+2.4

In caraway, the main terpenes in essential oil are d-carvone and d-limonene (95 g/100 g of terpenes
compounds) [10]. It could be noted from our results that the proportion of carvone over limonene is
quite high (over 70 g/100 g). These results have also been obtained by other authors [40, 41]. Authors
show that the carvone/limonene ratio varies according to drought [40], to caraway variety [41], or
according to the stage of development of caraway, where carvone seem to be accumulating over
limonene at the later stages [42].
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As an oxygenated compound, the polarity of carvone is higher than limonene’s which is a hydrocarbon.
However, extracts using n-butane or n-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). For n-butane, the proportion of carvone tends to increase
with temperature (from 89.4 to 91.8 g/100 g with increasing temperatures from 20 °C to 40 °C). For n-
hexane extract, a difference in range of proportions was noticed, as a higher amount of limonene was
detected (29.6 g/100 g against 8.2 to 10.6 g/100 g for n-butane extracts). Surprisingly, n-butane

seemed to be more selective towards carvone than n-hexane.

IV.3.2.3. Qualitative and quantitative comparison of extracts from dried carrots
Comparison of carotenoid yields obtained in liquefied n-butane show a positive impact of temperature
with an increase from 14.8% to 25.7% at 20 °C and 40 °C respectively (Table IV. 5). However, a higher
yield was obtained for the reference in n-hexane with 55.8%. This difference can probably be explained

by the higher temperature during n-hexane extraction.

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

time carotenoid yield HPLC identified carotenoids (g/100 g)

solvent T(°C) N
(kpa) (h)  (mg100g*DM) q-carotene P-carotene lutein lycopene

n-butane 20 200 2 148+1.5 352+0.1 64.8x0.3 tr. tr.
n-butane 30 380 2 23.1+3.8 352+0.1 64.8%0.2 tr. tr.
n-butane 40 470 2 25.7+3.6 352+0.2 64803 tr. tr.
n-hexane® 68 atm. 1 55.8+7.6 36.0£1.6 64.0+£1.2 tr. tr.

tr., traces; DM, dry matter

Extracts composition obtained with both n-butane and n-hexane were very similar with a proportion
of a-carotene comprised between 35.2 and 36 g/100 g respectively and a proportion of B-carotene
comprised between 64.8 and 64 g/100 g respectively. Those compositions are in accordance with
previous results [43]. Neither lycopene nor lutein was detected in quantifiable amount. This
observation can be explained by the low fraction of lutein in carrots carotenoids (1 to 5 g/100 g) [44]
and by the low solubility of lycopene in apolar solvents, due to its relative high polarity. These results
suggest an equal carotenoid composition in the raw material and that liquefied n-butane allowed

extraction of a fraction of it.

Overall, these experimental data show that the developed process with the use n-butane is suitable
for extraction of lipophilic compounds. Extraction could be achieved even at low temperatures (20 °C)
for n-butane and with extraction yields increasing with temperatures (up to 40 °C). It could also be
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noticed that an equal extract composition was obtained with n-butane compared to n-hexane, except
for caraway extracts, where a higher proportion of carvone upon limonene was obtained (80 to 90
g/100 g of carvone for n-butane extracts and 70 g/100 g of carvone for n-hexane extract). However,
higher mass extraction yields were systematically obtained with n-hexane. This gap could be reduced
by acting on different process parameters such as temperature and addition of a stirring device to
enhance plant material-liquefied gas contacting. Kinetic limitation due to a slow mass transfer has
been reported for compressed fluid processes such as supercritical CO, even if the continuous
circulation of CO; throughout the matrix generates a constant solvent renewal around the matrix

particles [45].

Experimental data and COSMO-RS simulation are well correlated for sunflower oil and carotenoids
from carrots. It could be identified that only traces of lutein and lycopene were detected in carrot
extracts (obtained with neither n-hexane nor n-butane), which could be justified by the low amount in
our carrot sample. An inverse tendency in experimental data compared to simulation data was

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

IV.4. Safety considerations

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

HAZLOC in North America), should be used. The same precautions must be taken for n-butane storage.

I\VV.5. Conclusion

A new process developed for liquefied gases extraction was evaluated. In terms of application, the
process was assessed using n-butane for lipophilic natural products extraction. Several technical
properties of n-butane have been found interesting for extraction processes: chemically inert, easy to
evaporate, non-toxic, cheap, commercially available and authorized without limitation for foodstuff
production. A COSMO-RS theoretical study confirmed that n-butane has a similar solubilization
potential to n-hexane. The performances of n-butane were compared to n-hexane for the solid-liquid
extraction of three different classes of solutes: aromas, oils and carotenoids. These simulations were
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confirmed by lab-scale extractions on caraway seeds, sunflower seeds and carrots. The extraction
yields obtained with n-butane were lower than n-hexane, most probably because of a slow mass
transfer inside the solvent due to the lack of stirring. The promising results indicate that n-butane can
be a non-toxic alternative to n-hexane extractions, paving the way to other liquefied gases for

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

efficient, safer and greener solvents.

Solvent substitution process is a complex approach, which must consider various aspects. Ideally the
“perfect” alternative solvent must have several advantages: no toxicity for human and environment,
non-flammable, no emission of volatile organic compounds, low cost, bio-sourced completely or
partially, high solvation power, low viscosity, and easy to evaporate [4]. However, replacing hazardous
solvents by available green solvents does not always mean eliminating all the hazards and issues. In

fact, in most of case the modification of a process is associated with new risks and hazards.

This search for alternative solvents has revived the interest for liquefied gases, i.e. gases used in liquid
state, as extraction solvents (Liquefied Gas Extraction — LGE). Recently, many studies showed that
several liquefied gases, such as n-butane [5—8], n-propane [9-11], dimethyl ether [12—-14], , could be
used as new alternative solvents for the extraction of natural products, however their use is still limited
by their flammability (alkanes, ethers...). Only few fluorinated liquefied gases are not flammables, in
particular 1,1,1,2-tetrafluoroethane, also known as TFE or R134a [15-17] but unfortunately, its use will
be progressively phased out due to its impact on the greenhouse effect [18]. As R134a is still widely

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

Their research resulted in the commercialization of two new fluorinated gases, named 2,3,3,3-
tetrafluoropropene (HFO-1234yf) and 1,3,3,3-tetrafluoropropene (HFO-1234ze). HFOs (HydroFluoro-
Olefins) are 4th generation refrigerants, non-toxic and non-flammable, without impact on the ozone
layer (Ozone depletion potential = 0) and only little greenhouse effect (Global warming potential = 4
and 6 respectively) due to a short atmospheric lifetime [19]. Eventually, studies on the degradation of
HFOs [20, 21] showed that tetrafluoropropenes are likely to be degraded into HF and CF3;COOH but

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

sensitive aquatic organisms.

HFOs were initially developed for refrigerant purpose, but their interesting properties make them
suitable for LGE. In 2016, a promising research has been achieved by Suberu et al. [18] on the
extraction of artemisinin, an antimalarial substance, using HFO-1234yf as alternative to R134a.
However, HFO-1234yf is much more expensive than HFO-1234ze - about 100€/kg vs. 15€/kg (price for
1 ton in 2016, Inventec Performance Chemicals, St Priest, France) — whereas preliminary in-silico
solubility predictions have not revealed any significant differences of solvation between both HFOs.

For these reasons, HFO-1234ze was preferred as extraction solvent in this study instead of HFO-1234yf.

In this paper, the feasibility of using liquefied HFO-1234ze as solvent for extracting compounds of
different polarities will be compared to conventional solvents through two approaches: a theoretical
approach with predictive computational tools, HSP (Hansen Solubility Parameters) and COSMO-RS
(COnductor like Screening MOdel for Real Solvents), coupled with lab-scale experimentations. Four
plant materials were chosen for the comparative study: rapeseeds (Brassica napus L.) for the extraction
of fats and oils, carrots (Daucus carota L.) for the extraction of high-value products i.e. a and B-
carotene, olive leaves (Olea europaea) for the extraction of polyphenols such as oleuropein and
tyrosol, rosemary leaves (Rosmarinus officinalis L.) for the extraction of polyphenols such as rosmarinic
acid and carnosic acid. The extracts have been analyzed quantitatively (extraction yield) and
qualitatively (GC, HPLC and HPTLC) in order to compare the efficiency of HFO-1234ze regarding

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

V.2. Materials and methods

V.2.1. Materials
For laboratory-scale extractions, n-hexane analytical grade (VWR International, Radnor, USA), ethanol
96% purity (VWR International, Radnor, USA), acetone technical grade (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
and 1,3,3,3-Tetrafluoroprop-1-ene (HFO-1234ze) 99.5% purity (Inventec Performance Chemical, St

Priest, France) were used in this study.

Dried carrots were purchased in 2015 from Herbier du Diois (Chatillon-en-Diois, France). Rapeseeds
(Astrid breeding line; water content = 6.7%; oil content = 37 g/100 g) were provided by the Technical
Institute for Oilseeds (Terres Inovia, Pessac, France). Wild olive leaves were collected nearby Avignon,
France. Dried rosemary leaves were provided by Naturex (Avignon, France), collected in Morocco in

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

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

V.2.2. Extraction and analytical methods
Carrots, rapeseeds, olive and rosemary leaves extracts obtained with HFO-1234ze and reference
solvents were extracted and analyzed using procedures described in Chapter IIl. Only one modification
was made on the NECTACEL 1 extraction unit : a magnetic stirrer was added in the extractor in order
to improve the mass transfer during maceration with HFO-1234ze, as a bad stirring was suspected to

cause low extraction yields in the previous study.

V.2.3. Physicochemical properties comparison
In order to determine if HFO-1234ze can be an alternative to conventional solvent, technical properties

of each solvent were compared.

Table V. 1 reports physicochemical properties of liquefied HFO-1234ze, n-hexane, ethanol, acetone
and water. Technical data was obtained from ACD-labs and from suppliers (Sigma-Aldrich, Inventec
Performance Chemicals). The global energy of evaporation for 1 kg of liquid solvent was calculated
using the equation (Eq. 7), considering the following initial state: pure incompressible liquid at 25 °C

and 101 kPa for usual solvents, 570 kPa for HFO-1234ze.
T
Etor = Eneat(To = Tp) + Epap = fTob CPm-dT + AHya,(Ty)  (Eq.7)

Where Eiot (kJ/kg) is the energy required to evaporate 1 kg of solvent starting from T¢=25 °C, Eneat (kJ/kg)
is the energy required to heat up the solvent of 1 °C, E.ap (kJ/kg) is the energy required to vaporize 1
kg of liquid, Cpm (kJ/kg.K) is the specific heat, Ty (°C) is the boiling point of the solvent in the process

conditions of pressure and AH,q, (kJ/kg) 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
F F Q
Chemical structure \%?(F T e TS N “w
Molecular formula C3H2F4 C6H14 CszO C3H60 Hzo
Molecular weight [g/mol] 114.04 86.18 46.07 58.08 18.02
Density (25 °C) [kg/m3] 1163 650 789 785 998
Viscosity (25 °C) [mPa.s] 0.20 0.32 1.2 0.32 1.0
Boiling point .
(101.3 kPa) [°C] -18.9 68.5 78.3 56.2 100
Specific heat [k)/kg.°C] 1.386 2.23 2.43 218 418
(25 °C)
Latent heat of [k)/ke] 162.9° 334 843 500 2260
vaporization
Energy to
evaporate 1 kg [kW.h] 0.05° 0.12 0.27 0.16 0.71
from 25 °C
Log P / 1.26 3.9 -0.16 -0.19 n.a.
SO|u°bI|Ity n water [kg/m3] 0.37 0.01 miscible miscible  n.a.
(25 °C)
Flash point [°C] n.a. -23 13 -18 n.a.
oDP* eq. CFC-11 0 n.a. n.a. n.a. n.a.
GWP10 € eq. CO; 6 n.a. n.a. n.a. n.a.
Hansen Solubility Parameters
64 13.9 14.9 15.8 154 15.5
6p [MPa*] 3.3 0 8.8 10.4 16.0
6n 2.8 0 19.4 7.0 42.3

a Value at 30 <C and 570 kPa ; ® Ozone Depletion Potential ; ¢ Global Warming Potential (100 years); n.a. = not
applicable

V.3. Results and discussion

V.3.1. HFO-1234ze as alternative solvent to usual solvents: properties comparison
As shown in Table V. 1, liquefied HFO-1234ze has very particular properties compared to usual organics
solvents such as n-hexane, ethanol and acetone. As most halogenated solvents, HFO-1234ze has a
higher density (1163 kg/m3) compared to n-hexane or acetone (650 and 785 kg/m? respectively). As

most liquefied gases, HFO-1234ze also has a very low viscosity (0.20 mPa.s), lower than acetone and
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n-hexane (0.32 mPa.s) and even six times lower than ethanol (1.2 mPa.s). Its low viscosity facilitates
the flow of solvent inside particles of plant material and thus enhances the internal mass transfer [23].
Hansen solubility parameters and log P values show that HFO-1234ze can be defined as slightly apolar
(log P =1.26), compared with lipophilic solvents such as n-hexane (log P = 3.9) or with more hydrophilic
solvents such as acetone (log P = -0.19) or ethanol (log P = -0.16). The most significant difference
between HFO-1234ze and the other solvents is the amount of energy required to evaporate 1 kg of
solvent from 25 °C: 0.05 kW.h for HFO-1234ze, 0.12 for n-hexane, 0.27 for ethanol, 0.16 for acetone
and 0.71 for water. This lower energy consumption is a consequence of a low mass specific heat (0.2
ki/kg.K at 25 °C) and latent heat of vaporization (162.9 kJ/kg at 30 °C and 570 kPa), due to higher
molecular weight and lower Van Der Walls interactions. In the end the energy saving with HFO-1234ze
using an isobaric process is about 60% compared to n-hexane, 80% compared to ethanol and 95%

compared to water.

V.3.2. Evaluation of target compounds solubility in HFO-1234ze vs. usual solvents
using Hansen Solubility Parameters and COSMO-RS

Hansen solubility parameters (HSP) and COSMO-RS model were used as prediction tools for the
evaluation of the ability of solvents to dissolve major components of several plant materials. In this
paper, 4 representative triacylglycerols (TAG1 [R1 : C18:3n-3, R2 : C18:2n-6, R3 : C18:2n-6]; TAG2 [R1
: C18:1n-9, R2 : C18:1n-9, R3 : C18:2n-6]; TAG3 [R1 : C18:1n-9, R2 : C18:1n-9, R3 : C18:1n-9]; TAG4 [R1
: C18:1n-9, R2 : C18:2n-6, R3 : C18:2n-6]); 2 carotenoids (a-carotene and B-carotene); 2 polyphenols
(oleuropein and tyrosol) and 2 organic acids (carnosic acid and rosmarinic acid) were defined as target
component of rapeseeds, carrots, olive leaves and rosemary leaves, respectively. Several solvents were
selected for the simulations: HFO-1234ze as liquefied gas and usual solvents such as n-hexane, ethanol,

acetone and water.

For Hansen parameters, the solubilization power of a solvent toward a solute is evaluated by the
relative energy difference (RED) calculated by the software. Table V. 2 shows the RED values for the
selected solvents with TAGs, carotenoids, polyphenols and organic acids. Solvents performances are
compared relatively to the reference solvent (n-hexane, water/ethanol or acetone) as followed:
solvent with a RED < REDyef +1 are considered equivalent or better than the reference, solvents with
REDyes +1 < RED < REDyef +3 are considered equivalent or slightly worse than the reference and solvents

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

As can be seen for TAGs and carotenoids, n-hexane - set as reference solvent - has the lowest RED,
respectively from 2.20 to 2.31 and from 2.61 to 2.67. As HFO-1234ze is less apolar than n-hexane, it
showed equivalent or slightly lower RED, respectively from 2.61 to 2.84 and from 3.76 to 3.92.
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Considering polyphenols (oleuropein and tyrosol), only a mixture ethanol/water (80:20, mass ratio) —
set as reference solvent - obtained relatively low RED values, 2.92 and 4.89 respectively. Due to its low
polarity, HFO-1234ze showed only low solubilization power toward this polar organic molecules (RED

=10.39 and 9.10).

Acetone — set as reference solvent — and ethanol showed relatively good RED for solubilization of

carnosic organic acid. HFO-1234ze is only slightly worse than acetone (RED = 5.62 vs 4.45).

A mixture water/ethanol (70:30, mass ratio) was set as reference solvent for the extraction of
rosmarinic acid [24], but it showed poor RED score (RED = 10.01) compared to pure ethanol and

acetone (4.29 and 6.65 respectively). HFO-1234ze showed similar score with RED = 9.73.

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

Compounds &p &p Y HFO-1234ze n-hexane Ethanol Acetone Water
TAG 1 164 1.8 3.0
TAG 2 16.6 1.7 25
TAG 3 16.6 1.6 23
TAG 4 16.5 1.7 2.7
a-carotene 17.4 0.0 1.5
B-carotene 174 08 1.7
Oleuropein 17.2 13.1 19.9
Tyrosol 19.0 81 171
Carnosic acid 185 42 9.2

Rosmarinic acid 199 93 169

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 COSMO-RS simulation was also performed to determine the relative solubility of the target
components in several solvents. Table V. 3 reports the solubility results, expressed in log(Xsoiub)-

The results of COSMO-RS simulations are mostly in accordance with the HSP evaluation.
Considering TAGs, n-hexane and HFO-1234ze showed the best relative solubility values, i.e. log(Xsolub)

=0. For carotenes, n-hexane is still the best solvent whereas HFO-1234ze showed slightly lower relative
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solubility power (log(Xsoiub) = -0.32). However contrary to HSP calculations, COSMO-RS set the mixture
water/ethanol (70:30, mass ratio) as best solvent for the solubilization of rosmarinic acid.

Finally, COSMO-RS evaluated that HFO-1234ze is worse than reference solvents for the
solubilization of oleuropein (log(Xsolub) = -2.15), tyrosol (log(Xsoiu) = -1.31), rosmarinic acid (log(Xsolub) =

-1.11) and carnosic acid (log(Xsolub) = -0.63).

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

Compounds HFO-1234ze n-hexane Ethanol Acetone Water

TAG 1
TAG 2
TAG3

TAG 4

a-carotene

B-carotene

Oleuropein

Tyrosol

Carnosic acid

Rosmarinic acid

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 COSMO-RS simulations suggest that HFO-1234ze is a good
potential candidate for the substitution of n-hexane for the extraction of lipophilic compounds, but is
unlikely to substitute more polar or protic solvents such as ethanol/water or acetone for extraction of

polyphenol or organic acids.

V.3.3. Qualitative and quantitative comparison of extracts from rapeseeds
Quantitative study of rapeseed oil extraction using n-hexane and HFO-1234ze are presented in Figure
V. 1. The extraction kinetics (Figure V. 1-A) showed that for HFO-1234ze at 30 °C, the extraction plateau
is reached in only 15 min, with a yield of 2.5%. In comparison, n-hexane allowed extraction yields of
9.5% at 30 °C and 13.1% and 68 °C in only 15 min. After 120 min of extraction, extraction yield with

HFO-1234ze was only 3.0% at 30 °C, whereas extractions performed with n-hexane resulted in higher
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yields (14% at 30 °C and 25% at 68 °C) as observed by Sicaire et al. [25]. This difference is likely to be

caused by a much higher solubility of rapeseed oil in n-hexane compared with HFO-1234ze.
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Figure V. 1 - (A) Extraction kinetics of rapeseed oil extracted with HFO-1234ze at 30 C (triangles) and n-hexane
at 30 C (diamonds) and 68 C (squares) - (B) Effect of HFO-1234ze renewals on the extraction yield at 20 C (light
blue) and 30 <C (dark blue)

Considering that the extraction plateau is reached rapidly with HFO-1234ze, a new set of experiments
was made with successive solvent renewals every 15 min, in order to improve the extraction yield. The
easy vaporization of HFO-1234ze and the significant difference of boiling point with rapeseed oil
compounds allowed complete solvent recycling (> 95%.0) in only 10 min. Results of extractions

performed with a solvent/matrix contacting time of 2x15 and 8x15 min are shown in Figure V. 1-B.

Compared with the reference (1x15 min), the solvent renewal substantially improved the extraction
yield. At 30 °C, HFO-1234ze enabled to reach an average oil yield of 6.4% and 9.5% with respectively 1
and 7 successive solvent renewals. These results are in accordance with the hypothesis of a rapid

saturation of rapeseed oil in the solvent. The non-linear evolution of the extraction yield with the
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number of renewall suggests the exhaustion of the raw material after 7 renewals. However, there is
still a gap between the final extraction yields obtained with HFO-1234ze (9.5%) and n-hexane (14%) at
30 °C. Even if the difference of rapeseed oil solubility in both solvent may be a reason, the differences
related to the apparatus used for extractions using n-hexane and HFO-1234ze (slower heat and mass

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

At the same time, rapeseed oils obtained with HFO-1234ze and n-hexane were compared qualitatively
with HPTLC and GC to determine the lipid classes and the fatty acid distribution. HPTLC analysis of the
extracts showed that the only lipid class was triglycerides, with both solvents. Fatty acid distributions

of the extracts obtained with HFO-1234ze and n-hexane are compared in Table V. 4.

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

HFO-1234ze n-hexane

Fatty acids

T=30°C T=68 °C
unit:g/100 g
Cl6 4.51+0.04 4.54+0.06
C18 1.21+0.06 1.08+0.19

C18:1n-9 63.61+0.87 63.02+0.20
C18:2 n-6 20.75+0.31 20.16 £0.07

C18:3n-3 8.07+1.29 9.33+0.01
Cc20 0.59+0.01 0.62+0.05
C20:1 1.25+0.01 1.25+0.06
2 SFAs 6.31 6.24
2 MUFAs 64.86 64.27
2 PUFAs 28.82 29.49

Rapeseed oils from both solvents are composed of respectively: 28.82 and 29.49 g/100 g of poly-
unsaturated fatty acids, 64.86 and 64.27 g/100 g of mono-unsaturated fatty acids and 6.31 and 6.24
g/100 g of saturated fatty acids. Fatty acids distributions are similar for both studied solvents. Despite
the difference of temperature (30 °C for HFO-1234ze ; 68 °C for n-hexane) there was no marked impact
on the fatty acid distribution, as observed in a previous work [8]. Thus, rapeseed oils can be extracted
by HFO-1234ze with an equal fatty acid composition compared to n-hexane, even at low temperatures

(30°C).
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V.3.4. Qualitative and quantitative comparison of extracts from dried carrots
Quantitative and qualitative analysis of carotenoids extracts obtained with HFO-1234ze and n-hexane
are presented in Table V. 5. Comparison of the extraction yields obtained with both solvents shows a
lower extraction yield with HFO-1234ze, with 1.1 g of extract for 100 g of starting material against 4.3
g/100 g with n-hexane. Moreover, the determination of the carotenoids contents in each extract by
UV-Vis spectroscopy reveals that extract obtained with HFO-1234ze are about 6 times poorer in
carotenes compared to n-hexane (4.75 vs 26.90 mg of equivalent B-carotene for 100 g of starting

material).

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

HPLC identified B-carotenes

Extraction Carotenoid
T Ti (g/100 g extract)
Solvent °) ;:;e yield (g/100g yield (mg/100
material) g material) 13-cis-B-  9-cis-B-  all trans-B-
carotene  carotene  carotene
HFO-
1234ze 30 3x1h 1.16 4.75 7.2 3.4 89.4
n-hexane 68 3x1h 4.29 26.90 14.0 4.9 81.1

The HPLC analysis of the extract showed some differences in the distribution of B-carotene isomers.
Indeed, 3 main isomers of B-carotene can be found in vegetable extracts: all-trans-B-carotene, 9-cis-B-
carotene and 13-cis-B-carotene. All-trans-B-carotene is the most abondant isomer with the higher
antioxidant activity, but during extractions, undesirable B-carotene cis-isomers may be formed by
thermal isomerization, resulting in a decrease of the antioxidant activity [26]. Results presented in
Table V. 5 show that extracts obtained with HFO-1234ze contain less cis isomers (10.6%) than with n-
hexane (18.9%). The advanced degradation of all-trans-B-carotene into cis-B-carotene in extracts

obtained with n-hexane is probably due to the higher extraction temperature.

These results suggest that liquefied HFO-1234ze only extracts of a little fraction of the carotenes

content but the low temperature process leads to an extract of better quality.

V.3.5. Qualitative and quantitative comparison of extracts from olive leaves
Results of extractions of olive leaves with HFO-1234ze and ethanol/water (reference solvent) are
reported in Table V. 6. The highest extraction yield was reached with the mixture ethanol/water
(18.3%) whereas HFO-1234ze only achieves a yield of 0.2%. Moreover, the results of the determination
of the total polyphenols content show that extracts obtained with HFO-1234ze 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.

- Extraction yield Relative
Solvent T (°C) Time (h) polyphenols

(g/100 g material) content (%)

HFO-1234ze 30 3x1h 0.2 7

Ethanol / water (80:20) 60 3x1h 18.3 100

Even if the difference of extraction temperature between HFO-1234ze (30 °C) and ethanol/water (60
°C) could explain the lower extraction yield, the low polyphenols content in the extracts demonstrates

a low solubility in the solvent, in accordance with HSP and COSMO-RS predictions.

V.3.6. Qualitative and quantitative comparison of extracts from rosemary leaves
Rosemary leaves extracts obtained with HFO-1234ze and acetone (reference solvent) are compared
both qualitatively and quantitatively. Results are reported in Table V. 7. The highest extraction yield
was reached with acetone was (11.8%) whereas HFO-1234ze only achieve a yield of 2.1%. Results of
HPLC analysis of the extracts exhibit a low content in carnosic acid in extracts obtained HFO-1234ze
(2.44 g/100 g of extract) whereas extracts with acetone show higher purity (14.5 g/100 g of extract),

in accordance with the results obtained by the European Food Safety Authority [27].

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

Extraction yield C ic acid content
Solvent T(°C)  Time (h) y arnosic acid conten

(g/100 g SM) (g / 100 g extract)
HFO-1234ze 30 3x1h 2.1 2.45
acetone 56 1h 11.8 14.45

SM, starting material

Once again, even if the difference of extraction yield is probably caused by a difference of extraction
temperature between HFO-1234ze (30 °C) and acetone (56 °C), the low carnosic acid content in the

extracts shows a low solubility in the solvent, in accordance with HSP and COSMO-RS predictions.

In conclusion, the experimental study tends to prove that the use of HFO-1234ze is not suitable for
extraction of more polar compound such as polyphenols or organic acids, but could be used for
lipophilic compounds. In particular, extractions of rapeseed oil were achieved even at low

temperatures (30 °C) for HFO-1234ze with an equal oil composition compared to n-hexane. However,
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higher mass extraction yields were systematically obtained with the reference solvents (n-hexane,
ethanol/water and acetone). For oil extraction, this gap could be reduced by acting on temperature or

by changing the process, leaving the batch process for a semi-continuous one [17].

Lastly, it has been shown that experimental data, HSP and COSMO-RS simulations were well correlated

for almost each target compounds.

V.4. Conclusion
The applicability of HFO-1234ze as a new solvent for extraction of natural products was evaluated. A
relative solvent screening using HSP and COSMO-RS simulation tools showed that HFO-1234ze can be
an alternative only for the extraction of lipophilic compounds. The experimental laboratory study
confirms these theoretical simulations. In the case of hydrophilic solutes, only little amount of the
target compounds was detected in the final extracts, in accordance with in-silico simulations. For
lipophilic compounds, qualitative comparison of the extracts showed similar profiles between HFO-
1234ze and n-hexane, with even higher purity for carrots oleoresin when using liquefied gas. However,
the extraction yields obtained using HFO-1234ze were always significantly lower than the reference,

due to the lower solubility of the lipophilic compounds compared to n-hexane.

Currently, the regulatory context still restrains the use of HFO-1234ze only for non-food applications.
However, HFO-1234ze offers a greener alternative to R134a which is already accepted as extraction
solvent in Europe (Directive 2009/32/EC), therefore there is no technical reason to prevent HFO-

1234ze of being used for foodstuff production in the future.
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VI.1. Introduction

Nowadays aromas are essential ingredients that find widespread utilization in the food and perfume
industries. The use of petroleum-based aromas in the modern food and perfume industries is a
common practice, but there is a growing concern about their actual or 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 alternative food aromas. It is therefore not
surprising that the global market value for aromas was estimated in USDS 26 billion in 2015 and is
projected to reach nearly USDS 30 billion in 2020, with a compound annual growth rate (CAGR) of 5%
[1, 2].

Extraction of aromas from natural products could be considered as a “clean process” in comparison
with extraction processes currently used in other industries, however recent studies have shown that
their environmental impact is greater than first appeared [3]. As the raw extraction yields are often
very low (<1%), the production of aromas requires huge amounts of plant material and solvent, mainly
hexane as the most consumed petroleum-based solvent for the production of concrete. Other solvents
could be used such as toluene, pentane or dichloromethane. After this first extraction, ethanol (bio-
based solvent) is needed for a second step in this process, for production of the absolute from the
concrete. Aromas could be obtained also in the form of essential oils by steam or hydrodistillation of
fresh aromatic herbs or dry spices. Evaporation of such amounts of solvent is known to be very energy
intensive, such that the extraction and evaporation step is often responsible for more than 50% of the
overall process energy consumption. Moreover, the traditional extractions techniques (steam
distillation, solvent extraction) generally involve high process temperatures that may greatly affect the
product quality, in particular in the case of sensitive flowers that contain thermos sensitive compounds

(rose, jasmine).

In order to promote eco-friendly extraction processes in the industry, Chemat et al. [4] established the
“six principles of Green Extraction of Natural Products”, inspired from the principles of Green
chemistry. By definition, green extraction “is based on the discovery and design of extraction processes
which will reduce energy consumption, allows use of alternative solvents and renewable natural
products, and ensure a safe and high quality extract/product”. The application of these principles
already led to several success stories, with the emergence of new innovative green extraction

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

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

hexane which is still commonly used for extraction of lipophilic compounds. This constant search for
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alternative solvents revived the interest of scientists for liquefied gases, in particular n-propane, n-
butane, dimethyl ether (DME), 1,1,1,2-tetrafluoroethane (R134a), 1,3,3,3-tetrafluoropropene (HFO-
1234ze) and 2,3,3,3-tetrafluoropropene (HFO-1234yf). Indeed, those gases require only gentle
pressure (< 1 MPa) to remain in a liquid state and can be very easily evaporated at low temperature.
Therefore, liquefied gas extraction processes can be performed at room temperature, with low energy
consumption and very few traces of residual solvent. Therefore, liquefied gases extraction preserves
the quality of both raw material and extract and reduces the number of post-treatment steps.
Moreover, their chemical structures make them suitable for extraction of lipophilic compounds in
replacement of existing toxic solvents. In that sense, liquefied gas extractions offer a potential

alternative technology in accordance with the principles of green extraction of natural products.

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

be found in literature [19-22].

To fill this gap, we tried to compare in this paper the performance of three liquefied gases (n-butane,
DME, HFO-1234ze) as potential alternative solvents for the extraction of aromatic compounds from
two plant materials: dry lavender flowers (Lavandula angustifolia Mill.) and fresh orange peels (Citrus
sinensis (L.) Osbeck). The solvent evaluation was performed using distinct approaches. First, a
predictive approach was conducted using the COSMO-RS (COnductor like Screening MOdel for Real
Solvents) model to predict the relative solubility of some selected target components in the liquefied
gases. This theoretical approach was coupled with lab-scale experiments, to assess the quantitative
(extraction yields) and qualitative (chemical composition, sensorial analysis) aspects of the extracts in
order to compare the efficiency of liquefied gases regarding to n-hexane, chosen as reference

conventional solvent.

VI.2. Materials and methods

VI.2.1. Materials
The liquefied gases used for pilot-scale extractions, i.e. n-butane 95% purity, dimethyl ether (DME)
99.9% purity and trans-1,3,3,3-tetrafluoroprop-1-ene (HFO-1234ze) 99.5% purity, were purchased
from Inventec Performance Chemical (St Priest, France) whereas n-hexane analytical grade was

purchased from VWR International (Radnor, USA).
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Dried lavender flowers (Lavandula angustifolia Mill.; water content = 7.5%) and frozen orange peels

(Citrus sinensis (L.) Osbeck; water content = 72%) were purchased from local suppliers.

VI.2.2. Extraction and analytical methods
Lavender flowers and orange peels extracts obtained with n-butane, HFO-1234ze, DME and n-hexane

were extracted and analyzed using procedures described in Chapter Il

VI.2.3. Liquefied gases vs. n-hexane: determination of technical properties
Table VI. 1 reports some physicochemical properties of liquefied HFO-1234ze, n-butane, DME and n-
hexane. Technical data was obtained from ACD-labs and from suppliers (VWR International, Inventec
Performance Chemicals). The global energy of evaporation for 1 kg of liquid solvent was calculated
using the following equation (Eq. 8), considering the following initial state: pure incompressible liquid

at 25 °C and 101 kPa for n-hexane, 499 kPa for HFO-1234ze, 590 kPa for DME and 243 kPa for n-butane.
T
Etor = Eneat(To = Tp) + Evap = fTOb CPom-dT + AHvap(Tb)

where Eiot (kJ/kg) is the energy required to evaporate 1 kg of solvent starting from To= 25 °C, Eneat (kJ/kg)
is the energy required to heat up the solvent of 1 °C, Eyap (kJ/kg) is the energy required to vaporize 1
kg of liquid, Cpm (kJ/kg.K) is the specific heat, T, (°C) is the boiling point of the solvent in the process

conditions of pressure and AH,4, (kJ/kg) is the vaporization enthalpy at the boiling point.
VI.3. Results and discussion

VI.3.1. Liquefied gases as alternative solvents to n-hexane: properties comparison
In order to evaluate if liquefied gases can be alternatives to n-hexane, technical properties of each
solvent were compared. As shown in Table VI. 1, HFO-1234ze, DME and n-butane exhibit very specific
properties, most of them are unusual compared to conventional solvents, in particular boiling points

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

. . HFO-
Properties Unit 123476 DME n-butane n-hexane
F F

Chemical structure \%?(F T - T S L BT e el
Molecular formula C3HyF4 C;H6O CaH1o CeHia
Molecular weight [g/mol] 114.04 46.07 58.12 86.18
Boiling point

° -18. - 24, -0. .
(101.3 kPa) [°C] 8.9 4.8 0.5 68.5
Vapor pressure

kP 4 24 21
(25 °C) [kPa] 99 590 3
Specific heat

kJ/kg.K 1. 2.4 24 2.2
(25 °C) [kJ/kg.K] 39 3 3 3
Latent heat of vaporization [kJ/kg] 163° 400 ® 361° 334
Energy to evaporate1kg |,y ) 0.05° 0.11° 0.10° 0.12
from 25 °C
Liquid oh .

iquid phase density [kg/m?] 1163 661 573 650

(25 °C)
Liquid phase viscosity [mPa.s] 0.20 0.12 0.16 0.32
(25 °C)
Log P 1.3 -0.1 2.9 3.9
Solubility in water (25°C)  [kg/m?3] 0.37 5152 0.07 0.01
oDP® eq.CFC-11 0 0 0 n.a.
GWPmoc eq. COz 6 1 20 n.a.
GH *labels © O® b BPDHE
Hansen Solubility [MPa”]
Parameters
84 13.9 15.2 14.1 14.9
&p 3.3 6.1 0 0
6n 2.8 5.7 0 0

a Values at 25 C, under vapor pressure ; ®* Ozone Depletion Potential ; ¢ Global Warming Potential (100 years); ¢

Globally Harmonized System of classification and labelling of chemicals ; n.a. = not applicable

HFO-1234ze, DME and n-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 499 kPa, 590

kPa, and 243 kPa at 25 °C. Even if these relatively high vapor pressures have an impact the cost of

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

them good candidate as alternative solvents.

Indeed, in a previous work we calculated that HFO-1234ze requires much less energy to be evaporated
(0.05 kW.h for 1 kg) compared with conventional solvents, such as n-hexane, ethanol, acetone and
water [9]. Due to higher latent heat of vaporization caused by high Van Der Walls interactions, the
energy required to evaporate 1 kg of DME and n-butane resulted in similar values with n-hexane, with
respectively 0.11, 0.10 and 0.12 kW.h. As a comparison, evaporation of 1 kg of water at 25 °C requires
about 0.71 kW.h.

Like most halogenated solvents, HFO-1234ze exhibits a high density (1163 kg/m?) compared to DME,
n-butane or n-hexane (661, 573 and 650 kg/m?3 respectively). Interestingly, liquefied gases also has
very low viscosities (0.20, 0.12 and 0.16 mPa.s respectively) compared to n-hexane (0.32 mPa.s), such
as they can easily flow throughout the plant material, resulting in higher internal mass transfer [23].
Regarding to the Hansen solubility parameters and log P values, DME can be defined as neither polar
nor apolar (log P = -0.1) whereas HFO-1234ze (log P = 1.3), n-butane (log P = 2.9) can be defined as

lipophilic, making them potential alternative to n-hexane (log P = 3.9).

Among liquefied gases, DME is the only one being quantitatively miscible with water (solubility in water
= 515 kg/m? at 25 °C). This specificity makes it suitable for direct extraction of highly wet material

contrary to HFO-1234ze, n-butane and n-hexane that are more efficient on dry material.

Considering chemical reactivity, the liquefied gases considered in this study are assumed chemically
inert at gentle temperature as they are currently used as propellant gases and solvents in aerosol
formulations containing a wide range of chemicals. To our knowledge, no evidence of side reactions

has been reported in literature.

VI.3.2. Evaluation of target compounds predicted solubility in liquefied gases and n-
hexane using COSMO-RS model

The COSMO-RS model was used as prediction tool to assess the ability of liquefied gases to dissolve
major components found in lavender flowers and orange peels extracts, relatively to n-hexane. For the
calculations, 6 representative compounds of lavender (linalool, linalyl acetate, caryophyllene,
terpinen-4-ol, lavendulyl acetate, caryophyllene oxide) and orange (B-pinene, limonene, a-terpineol,
n-decanal, valencene, nerol) essential oils were selected as target components to be solubilized in HFO-
1234ze, DME, n-butane and n-hexane, the reference solvent. Table VI. 2 reports the relative solubility

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

Compounds n-hexane n-butane DME HFO-1234ze

Linalool -1.23 -1.18

§ Linalyl acetate -0.40 -0.32

= Caryophyllene 0.00 0.00

% Terpinen-4-ol -0.65 -0.61

Eu Lavandulyl acetate -0.41 -0.33 0.00 0.00
Caryophyllene oxide -0.08 0.00 0.00 -0.15
B-myrcene -0.16 -0.09 0.00 -0.29

«w  Limonene -0.08 -0.03 0.00 -0.35

§ a-terpineol -0.90 -0.87 _

% n-decanal -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(Xsowv)[ref] + 0.5); Yellow =
solvent equivalent to the reference (log(xsowb)[ref] — 0.5 < log(Xsoub) < log(xsowb)[ref] + 0.5); Red = solvent worse than
the reference (log(xsoiub) < l0g (Xsowb)[ref] — 0.5)

The results of COSMO-RS simulations show that DME is the best solvent among the list, with values of
log(xsoluw) = O for all solutes. In particular, for nerol and linalool, DME is significantly better solvent than
n-hexane, with log(xsoib) values of 0 against -1.09 and -1.23 respectively, meaning that solutes are
considered as respectively about 10 and 20 times more soluble in DME. In the case of n-butane, values
of log(xsow) are almost equal to n-hexane, due to the chemical structure similarity, meaning that
COSMO-RS model logically predicts that a similar behavior. Both solvents resulted in good
solubilization of aromatic compounds (values of log(xsou) > -0.50), except for terpenes alcohols such
as nerol, linalool, terpinene-4-ol and a-terpineol. At the opposite, HFO-1234ze calculations resulted in

rather good results for all compounds except for sesquiterpenes (caryophyllene and valencene).

In conclusion, the COSMO-RS simulations suggest that DME is expected to be the best solvent among
the list for the solubilization of all the aromatic compounds of lavender flowers and orange peels.
Simulations also indicate that HFO-1234ze has an average solvent power, whereas n-butane has a

solubilization profile very similar to n-hexane.
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VI.3.3. Quantitative and qualitative comparison of extracts from lavender flowers

VI.3.3.1. Extraction yields
Table VI. 3 shows the extraction yields obtained from lavender flowers. With similar temperature and
time conditions, extraction by solvent maceration resulted in green oleoresins with yields from 0.9%

(HFO-1234ze) to 2.8% (DME).

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

Extraction yield

Solvent T(°C) Time (2/100 g SM) SD
HFO-1234ze 25 4x1 h 0.9 0.1
DME 25 4x1 h 2.8 0.2
n-butane 25 4x1 h 1.9 0.2
n-hexane 25 4x1h 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 solubilization power, it was expected to be
less efficient than the other solvents. At the opposite, DME has shown its capabilities to extract a wide
range of lipophilic compounds but also the in situ water, therefore it is not surprising that he resulted
in the highest extraction yield. Between these two solvents, n-butane and n-hexane showed relatively
close extraction yields with respectively 1.9 and 1.3%, in accordance with COSMO-RS simulations.
Hydrodistillation (HD) was chosen as reference method and yielded 1.2% of essential oil, in agreement
with literature [24]. In comparison with HD, all the four solvents (except HFO-1234ze) gave better
extraction yields, although it should be borne in mind that they have the ability to extract not only

aromatic compounds but also fats and waxes.

To understand further these differences, the physical impact of the extractions on the lavender flowers
was assessed using scanning electron microscopy. In particular, the possible influence of the pressure

generated by liquefied gases was investigated.

VI.3.3.2. Structural impacts of extraction processes
The SEM observation on untreated lavender inflorescences (Figure VI. 1-A) confirmed the presence of
numerous glandular trichomes with a balloon shape, protected by bifurcated non-glandular trichomes,

in agreement with the literature [25].

The SEM images of the samples extracted using HFO-1234 (Figure VI. 1-B), n-butane (Figure VI. 1-C)

and n-hexane (Figure VI. 1-D) showed a similar feature, despite different working pressures: some
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glandular trichomes are disrupted but most of them appeared only partially drained. This observation
tend to show that the pressure generated at 25 °C by HFO-1234ze (499 kPa) and n-butane (243 kPa)
did not improve glands draining. At the opposite all the glandular trichomes appeared almost empty
on SEM picture of flowers treated using DME (Figure VI. 1-E). A similar impact is observed after HD at
100 °C (Figure VI. 1-F). Despite the vapor pressure of DME at 25 °C is higher than other liquefied gases
(590 kPa), it seems unlikely that this limited over-pressure is responsible for the gland draining.
Considering that the cuticles seems still intact, the use of DME should have enhanced the mass transfer
through the cell membrane due to (i) a better solute solubilization due to DME ability to be an
hydrogen bond acceptor (ii) the miscibility of DME with cellular water. Even if these hypotheses will
have to be confirmed by extensive investigations, the ability of DME to pass the cellular membranes
have already been observed by Kanda et al [13, 26]. Moreover, Chen & Spiro [27] have also observed
similar phenomenon during extraction of rosemary using ethanol and they hypothesized that the

water miscibility of the solvent greatly enhanced the solvent penetration into the cells, compared with

n-hexane.

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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VI.3.3.3. Chemical compositions

In light of the differences in terms of chemical properties, COSMO-RS results and extraction yields, the

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

the extracts.

Chromatographic profiles of each of extracts samples were analyzed and peaks were identified by NIST

and ISIPCA mass spectral libraries.

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

respectively 31 compounds detected in the essential oil, 16 in n-butane and n-hexane extracts, 14 in

DME extract and 13 in HFO-1234ze extract.

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

solvents.
Compounds Rl 3 HD n-butane DME HFO-1234ze n-hexane
(%) (%) (%) (%) (%)
Monoterpenes 4.0 -- - -- --
a-Pinene 1032 0.1 -- -- -- --
Camphene 1075 0.1 -- -- -- --
B-Myrcene 1145 0.7 -- -- -- --
3-Carene 1148 0.2 -- -- - -
d-Limonene 1178 0.4 -- -- - --
(E)-B-Ocimene 1242 0.9 -- -- -- --
(2)-B-Ocimene 1245 1.2 -- -- -- --
o-Cymene 1274 0.2 -- -- -- --
Terpinolene 1286 0.2 -- -- -- --
Oxygenated monoterpenes 88.5 80.0 81.9 80.0 78.0
Eucalyptol 1213 1.8 1.8 0.9 - 2.1
cis-Linalool oxide 1420 15 11 1.5 0.7 0.9
trans-Linalool oxide 1449 2.1 1.3 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 42.5
Terpinen-4-ol 1591 4.5 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 2.1 2.7 4.9
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a-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 5.1 4.5 5.0
a-Santalene 1644  -- 2.4 2.0 1.8 2.4
Oxygenated sesquiterpenes 4.1 10.6 9.0 10.7 12.3
Caryophyllene oxide 1962 3.8 9.1 7.9 9.3 10.8
t-cadinol 2134 0.3 15 1.1 1.4 1.5
Other compounds 2.1 24 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- 1940 - 1.4 1.9 2.9 1.2

octadiene-2,6-diol

a Kovats retention index

The main components detected in all extracts are linalool and linalyl acetate, known to be mostly
responsible of the lavender smell [28]. Interestingly, an inversion of the area ratio between linalool
and linalyl acetate can be noted, comparing essential oil and other extracts, with a ratio of 2.00 after
HD, 0.32 using n-butane, 0.29 using DME, 0.39 using HFO-1234ze and 0.35 using n-hexane. As this
compound is listed as an allergen in cosmetics and perfume field (Regulation (EC) No 1223/2009 ),

producing extracts with lower linalool content can be advantageous.

Filly et al. [3] showed that HD has an impact on the chemical composition of lavender essential oil. In
particular, linalyl acetate is likely be degraded into linalool but also into nerol and geraniol during
maceration in boiling water [29]. As the degradation of linalyl acetate is due to an excess of water at
high temperature, it is not likely to happen during extractions using organic solvents such as n-hexane,
n-butane and HFO-1234ze. The case of DME is more uncertain, as the solvent has the ability to
solubilize both reactants (linalyl acetate + in situ water). However, GC-MS results only showed limited
amounts of linalool or others degradation products (nerol, geraniol, a-terpineol...) in the extracts.
Therefore, even using DME, the low water content and the gentle extraction temperature prevented

the reaction from happening quantitatively.
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It must be also noted that no volatile monoterpenes have been detected in macerations extracts (n-
hexane or liquefied gases) whereas less volatile sesquiterpenes, such as (E)-caryopyllene, were more
efficiently extracted as observed in several studies [30, 31]. Interestingly, some known aromatic
compounds have been quantitatively found only using solvent macerations such as borneol, associated
with balsam, camphor, herbal, woody smells and a-santalene associated with woody smell. Some

known aroma precursors such as 2,6-dimethyl-3,7-octadien-2,6-diol [32] have also been found.

Still, a sensorial analysis is necessary to assess if these variations in the chemical composition have led

to differences in the sensorial perception.

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

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

Eleven terms frequently cited by experts to characterize the set of 6 lavender extracts were
“Lavender”, “Thyme”, “Dry grass / Hay”, “Pepper”, “Food alcohol”, “Lemon”, “Alcohol solvent /
Ethanol” and “Cut grass”, “Menthol”, “Green Menth”. These 10 terms corresponded to 59% of the
checked terms. Among these 10 terms, 5 terms were checked by more than 3 experts over 7 to

7

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

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

first two dimensions accounted for almost 91% of the variance (respectively 73% and 18%).

Axis 1 represents the terms “Cut grass” and it discriminate the product n-hexane. Axis 2 represents
the term “Lemon” and it opposes the product HFO-1234ze 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 the x? distance table to help the identification of groups with

similar / different sensory profiles, and give an idea of product discrimination. Four main groups; G1,

16

G2, G3 and G4 were obtained as shown in Figure VI. 3. The groups of products were separated mainly

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

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

In conclusion, all the products were very similar in terms of olfactory profile. The term “Lavender” was

checked most frequently and for the entire product set. However, this descriptor was not significant

to discriminate the products. The lavender extracted using the n-hexane solvent is the product that

differentiates the most from the rest of the products presenting a “Cut grass” odor.
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VI.3.4. Quantitative and qualitative comparison of extracts from orange peels

VI.3.4.1. Extraction yields
Table VI. 5 shows the extraction yields obtained from orange peels using liquefied gases, n-hexane and
HD. As orange peels are wet materials, the extracts contained an upper organic phase containing the
aromatic compounds and an aqueous phase with hydrophilic compounds. While HFO-1234ze and n-
butane only co-extracted a little amount (some milliliters) of in situ water, DME almost fully dried the
orange peels. In this study, only organic phases were taken into account in the extraction yield. As
observed with lavender flower extracts, HFO-1234ze extraction only resulted in low yield (0.3%); DME
gave the best yield (1.1%) whereas n-butane and n-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.

Extraction yield ?

Solvent T(°C) Time (2/100 g SM) SD
HFO-1234ze 25 4x1h 0.3 0.1
DME 25 4x1h 1.1 0.2
n-butane 25 4x1h 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. Chemical composition
The repartition of the main compounds of the orange extracts is presented in Table VI. 6. In total 134
compounds were identified with respectively 73 compounds detected in the essential oil, 71 in n-

butane extract, 75 in n-hexane extract, 80 in DME extract and 59 in HFO-1234ze extract.

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

Compounds RI 2 HD n-butane  DME HFO-1234ze n-hexane
(%) (%) (%) (%) (%)
Monoterpenes 83.2 14.4 75.5 1.9 1.1
B-Myrcene 1145 1.9 0.2 1.5 -- --
d-Limonene 1178 80.3 13.5 73.2 1.6 0.7
B-Phellandrene 1209 0.8 -- 0.7 -- --
Citronellal 1488 0.2 0.7 0.1 0.3 0.4
Oxygenated monoterpenes 4.4 25.7 1.7 36.0 28.0
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Linalool 1646 1.9 12.3 1.1 12.4 9.5
Neral 1667 0.3 0.4 - 1.2 1.2
a-Terpineol 1688 0.8 4.5 0.1 7.0 5.1
Geranial 1715 0.4 0.4 0.1 1.7 2.0
Geranyl acetate 1711 0.1 1.0 -- -- 0.2
Citronellol 1762 0.2 1.3 - 2.6 2.0
Perillaldehyde 1818 0.1 1.2 0.2 0.3 0.3
Nerol 1770 0.2 1.5 - 3.6 2.7
trans-Carveol 1839 0.1 0.9 -- 11 0.9
cis-Carveol 1846 - - - 0.8 0.6
Geraniol 1847 0.2 1.3 - 25 1.8
Limonen-10-ol 1996 0.1 0.9 - 1.6 1.2
8-hydroxylinalool 2251 -- -- 0.2 1.2 0.5
Sesquiterpenes 1.0 34 2.1 1.8 1.4
Isocaryophyllene 1570 -- -- 1.9 -- --
Valencene 1726 1.0 3.4 0.2 1.8 1.4
Oxygenated sesquiterpenes 0.4 24 1.1 4.6 5.2
Caryophyllene oxide 1971 0.1 0.6 -- -- 0.8
Intermedeol 2222 0.1 - 0.1 1.3 1.1
a-sinensal 2268 - 0.4 1.0 - 0.4
Nootkatone 2527 0.2 1.4 - 33 2.9
Triterpenes -- 4.8 - 8.9 6.9
Squalene 2865 -- 4.8 -- 8.9 6.9
Fatty acids 0.2 12.8 0.5 10.1 12.2
Linoleic acid 3157 - 8.1 - 6.2 8.4
Ethyl oleate 2445 -- 1.0 0.1 -- 0.2
Methyl linoleate 2485 0.2 0.9 0.1 2.5 2.1
Methyl linolenate 2590 -- 1.0 -- 04 0.5
Linoleic acid ethyl ester 2519 -- 1.8 0.3 1.0 1.0
Other oxygenated compounds 2.0 6.0 1.0 7.4 6.1
n-Decanal 1484 15 2.6 0.8 11 1.8
1-Octanol 1553 0.4 - 0.1 2.3 1.5
Dodecanal 1710 - - - 0.8 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

@ Kovats retention index
Essential oil obtained by HD is mostly composed of monoterpenes (83.2%) with d-limonene being the
major constituent (80.3%) followed by B-myrcene (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 of monoterpenes (75.5%), in particular d-
limonene (73.2%), but also long-chain alkanes (4.5%) were found, such as heptacosane (Cy7Hsg), usually
found on the surface of fruit peels [34]. Major aromas contributors are also found in significant amount
(1.5% of B-myrcene, 1.1% of linalool) but also more unusual compounds such as isocaryophyllene

(1.9%) or a-sinensal (1.0%).

HFO-1234ze and n-hexane macerations gave similar relative compositions with a very low amount of
d-limonene (<2%). Therefore, extracts were composed mainly of terpenoids including oxygenated
monoterpenes (respectively 36.0% and 28.0%), oxygenated sesquiterpenes (4.6% and 5.2%) and
triterpenes (8.9% and 6.9%). Fatty compounds were also co-extracted in significant amount in
particular fatty acids and fatty acids esters (10.1% and 12.2%) and also long-chain alkanes (6.3% and
6.9%).

Finally, extracts obtained using n-butane resulted in a higher relative amount of monoterpenes

compared with n-hexane extracts, in particular d-limonene (13.5% vs. 0.7%).

The low relative abundances of d-limonene observed in extracts obtained using HFO-1234ze and n-

butane compared to DME extract and essential oil are in accordance with COSMO-RS calculations.

VI.3.4.3. Sensory analysis
After the sensory analysis of the orange peels extracts, the 7 experts checked in total 40 different
terms. 45% of these terms were related to Fruity category, 10% to Spicy category and 10% to Woody

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

Some of these terms were cited frequently by experts. Among 40 different terms, the eleven terms

that were cited the most frequently to characterize the set of 6 orange extracts 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 11 terms corresponded to 72% of the checked

terms.

Among these 11 terms, 9 terms were checked by more than 3 experts over 7 to describe a product.

These terms were: “Bitter orange”, “Sweet orange”, “Grapefruit”, “Pepper”, “Lemon”, “Mandarin”,

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

These 9 terms were then used in order to discriminate the products based on their main common
characteristics. CA and HCA analyses were carried out and the product profiles were obtained for each
cluster resulting from HCA in the same way as the classic profiles. CA on the frequency-based table
(frequencies x products x 9 most frequently cited terms) shows that the first four dimensions
accounted for 98% of the information, from which, the first two dimensions accounted for almost 76%
of the variance (respectively 47% and 28%). Further dimensions explained only a small proportion of

variance (<5%).

Axis 1 represents the terms “Fig / prune” and it opposes the product “HFO-1234ze” to “n-butane”. Axis
2 opposes the term “Grapefruit”, “Food alcohol” and “Alcohol solvent / Ethanol” to “Mandarin”. It
opposes the product “n-butane” versus “DME” and “HD”. The other characteristics “Pepper” figure in

the third and fourth dimensions, Figure VI. 4.
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Figure VI. 4 - Sensory map for correspondence analysis of orange peels extracts.

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

products were separated mainly along the first dimension of CA, mostly based on odor “Grass”.
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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. HCA resulted in the

same groups of products as CA.

” o«

In conclusion, the products were mainly described by “Bitter orange”, “Sweet orange” However, we
could not discriminate the products based on this descriptor. Orange peels extracted using HFO-
1234ze is opposed to the products extracted using n-butane. The panel more efficiently evaluates the

duplicate product with a slight difference on the third dimension.

VI.4. Conclusion and perspectives

This study was carried out to compare the performance of 3 liquefied gases — n-butane, DME and HFO-
1234ze - as green alternative solvents to substitute hexane for extraction of natural aromatic products.
The predictive COSMO-RS calculations showed that DME was better than n-hexane for the
solubilization of many aromatic compounds. These predictions were then confirmed by experiments
performed at lab-scale, as DME resulted in the best extraction yields for both lavender flowers and
orange peels, regardless the water amount. The chemical compositions of the extracts obtained by
liqguefied gases were significantly different from essential oils obtained by hydrodistillation, with as
expected more fatty compounds and less degradation products. As expected, DME extracted a wide
variety of compounds, whereas n-butane and HFO-1234ze extractions resulted in extract compositions
similar to n-hexane. Sensorial analysis performed on each extracts of lavender flowers and orange

peels did not reveal significant differences in the olfactory perception.

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

truly chemically inert under the process conditions? Is the solvent recovery fully efficient, in terms of
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guantity and purity? Moreover, this study was carried out using well-known and easy-to-extract plants
material, but further studies should be carried out with plants more difficult to extract, for example
cinnamon in which aromas are found inside the bark [35]. Finally, a life cycle assessment should be
performed on liquefied gases, in particular HFO-1234ze whose production by chemical synthesis [36]

and low biodegradability [37] could be a barrier for an industrial use as green alternative solvent.
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L’enjeu principal de ce travail de these était d’évaluer le potentiel des gaz liquéfiés comme solvants
d’extraction et en particulier lorsqu’ils sont mis en ceuvre selon le procédé d’extraction isobare breveté
par la société Celsius. Les principaux objectifs de ce travail de these ont alors été d’étudier les différents
gaz liquéfiés existants enfin de sélectionner ceux qui étaient le plus a méme d’étre utilisables a I'échelle
industrielle ; de concevoir une unité d’extraction a I’échelle laboratoire pouvant mettre en ceuvre les
solvants sélectionnés ; d’évaluer I'apport du procédé d’extraction par gaz liquéfié par rapport aux
procédés et aux solvants existants via des études théoriques (COSMO-RS) et expérimentales sur des
matiéres premieres connues ; d’identifier les marchés porteurs pour le procédé développé par la
société Celsius et de proposer des axes d’amélioration sur le plan matériel ainsi que sur le procédé lui-

méme.

Afin d’apporter des éléments de réponse a ces problématiques, cette thése a été batie autour de 3
axes principaux : la présentation de I'état de I’art sur I'utilisation des gaz liquéfiés en tant que solvant
d’extraction, la conception de I'unité pilote laboratoire, puis son utilisation pour évaluer le potentiel
de 3 gaz liquéfiés sélectionnés pour I'extraction de produits naturels a partir de matieres végétales

« modeles ».

En premier lieu, le Chapitre | a présenté une étude bibliographique sur I'utilisation des gaz liquéfiés en
tant que solvant pour I'extraction du végétal. Cette étude a permis d’identifier les différents gaz
liqguéfiés disponibles commercialement et utilisables dans le cadre du procédé Celsius et de
sélectionner 3 gaz prometteurs qui ont été utilisés par la suite de la thése : le n-butane, le HFO-1234ze
et I'éther diméthylique (DME). La comparaison des quelques unités d’extraction actuellement en
fonction utilisant des gaz liquéfiés a I'échelle industrielle a permis de conforter notre choix d’un
procédé « isobare », plus économe en énergie et compatible avec des solvants inflammables. De plus,
I’étude des recherches déja menées sur le sujet ont mis en avant plusieurs marchés potentiels pour
I’extraction par gaz liquéfiés : les huiles a haute valeur ajoutée, les ardmes et parfums, ainsi que les
molécules bioactives. Enfin, ce travail a également permis de mieux appréhender en quoi I'utilisation
des gaz liquéfiés, bien qu’elle génére de nouveaux risques en matiére de sécurité et quelques
incertitudes en matiére de réglementation, permet également d’obtenir des produits de meilleure

qualité de facon plus respectueuse de I'environnement.

Le Chapitre Il décrit la méthodologie utilisée pour la conception puis la fabrication d’'un équipement
de laboratoire d’une capacité de 1 litre, basée sur le procédé d’extraction breveté par Celsius et sur
I’équipement de 500 litres déja existant. La construction de cet appareil a permis d’effectuer des
premieres séries d’essais d’extraction a I’échelle laboratoire a I'aide des 3 gaz liquéfiés sélectionnés.

Ces essais ont permis de fournir un retour sur l'efficacité du procédé et de proposer des pistes
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d’amélioration de I'’équipement, aussi bien a I'échelle laboratoire qu’industrielle. Cette expérience a
notamment conduit a la construction d’un nouvel extracteur de 200 litres plus facile d’utilisation et a

optimiser I'équipement dans son ensemble en vue de la fabrication des futures unités pilotes.

Dans le Chapitre IV, le n-butane a été évalué comme potentiel solvant alternatif a I’"hexane pour
I’extraction de composés lipophiles. La comparaison de leurs propriétés physico-chimiques a montré
que l'utilisation du n-butane était avantageuse puisqu’il permet une évaporation complete a
température ambiante tout en étant non-toxique, bon marché. De plus, contrairement a I’hexane il
fait partie des solvants autorisés sans limitations pour la production de denrées alimentaires dans
I’'Union Européenne. Parallelement a ce comparatif, une étude par modélisation COSMO-RS a montré
que le n-butane permettait une solubilisation équivalente a I’hexane vis-a-vis des composés lipophiles
d’intérét choisis parmi les marché potentiels (aromes, huiles et caroténoides). Ce constat a été
confirmé par la suite grace a une série d’extractions de graines de carvi, de graines de tournesol et de
carottes. Le dosage des composés d’intérét dans les extraits n’a montré que tres peu de différences
en termes de composition. Néanmoins, les résultats obtenus avec le n-butane ont été inférieurs a ceux
obtenus avec le n-hexane en terme quantitatif, probablement a cause d’un manque d’agitation du
solvant. Par conséquent, il a été décidé d’adapter I'équipement de laboratoire en y ajoutant un

agitateur mécanique.

Dans le Chapitre V, le potentiel d’un autre gaz liquéfié, le HFO-1234ze, a été évalué pour |’extraction
de produits naturels. Etant donné la nature chimique particuliere du solvant, des essais ont été menés
pour extraire des composés de différentes polarités (triglycérides, B-caroténe, oleuropéine et acide
carnosique notamment). Les simulations réalisées a I'aide des modeles HSP et COSMO-RS ont montré
que le HFO-1234ze ne permettait de solubiliser que les composés lipophiles (triglycérides, carotenes).
Ces prédictions ont été confirmées par des extractions a I'échelle laboratoire a partir de carottes, de
graines de colza, de feuilles d’olivier et de romarin. Comme attendu, les rendements d’extraction
obtenus a partir des feuilles d’olivier et de romarin sont tres faibles, tandis que les essais menés sur
les graines de colza et les carottes ont donnés de meilleurs résultats. Cependant les rendements
restent faibles comparés a ceux obtenus grace au n-hexane, méme si I'écart a pu étre réduit en
procédant a des renouvellements successifs de solvant. Pour autant, les analyses effectuées sur les
extraits obtenus ont montré que I'évaporation a température ambiante a permis de préserver la
qualité de I'extrait, en particulier pour I'extrait de carottes. Parallelement a cette série d’essais, il a été
nécessaire d’étudier I'applicabilité de ce nouveau solvant dans le contexte actuel dans un procédé
industriel. Dans le cadre d’un procédé d’extraction, il a été montré que l'utilisation du HFO-1234ze

permettait de diminuer grandement I'impact environnemental, grace notamment a une économie
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d’énergie substantielle par rapport aux solvants usuels et un recyclage quasi-complet du solvant
permettant d’obtenir immédiatement un extrait sans traces de solvants et une matiere premiére
directement valorisable. Malheureusement, malgré son innocuité et son caractere non-inflammable,
qui sont des avantages indéniables, il ne figure pas encore dans la liste des solvants autorisés pour
I’extraction de denrées alimentaires dans I'UE, ce qui limite principalement son utilisation a des

applications en parfumerie.

Enfin, le Chapitre VI de cette thése a été consacré a une étude comparative entre 3 gaz liquéfiés (n-
butane, HFO-1234ze et DME) et le n-hexane dans le cadre d’une extraction de composés aromatiques.
Cette étude comparative a été I'occasion d’observer l'influence du taux d’humidité de la matiere
premiere sur le rendement d’extraction de chaque solvant, en sélectionnant une matiere seche (fleurs
de lavande vraie) et une matiére fraiche (écorces d’orange). L’étude prédictive menée a l'aide de
COSMO-RS, concernant la composition qualitative des extraits ont été confirmés par la suite par des
extractions sur le pilote laboratoire : le n-butane permet d’obtenir des extraits de composition en
composés aromatiques similaire a celui obtenu avec le n-hexane ; le HFO-1234ze permet d’extraire
des composés aromatiques sans pour autant extraire les composés cireux, considérés comme
indésirables ; le DME permet d’extraire un large spectre de composés, aussi bien apolaires (cires,
terpenes...) que polaires (alcools gras, terpénes oxygénés...). Comparativement a une huile essentielle
obtenue par hydrodistillation, les extraits collectés contiennent moins de composés de dégradation,
et notamment de composés d’hydrolyse dont certains, méme s’ils participent a la perception olfactive
de l'extrait, sont reconnus comme étant allergenes (ex : linalool). Les résultats des rendements
d’extraction obtenus a 30 °C sont logiquement en faveur du DME, peu sélectif, suivi du n-butane et du
n-hexane, puis du HFO-1234ze plus sélectif vis-a-vis des composés aromatiques. Par ailleurs, une
analyse par microscopie électronique a balayages des glandes sécrétrices d’huile essentielle des fleurs
de lavande a mis en évidence que : la pression générée par les gaz liquéfiés lors de I'extraction
n’impacte pas l'intégrité structurelle de la matiére premiere ; seul le DME permet une vidange totale
des glandes, a l'instar d’une extraction par hydrodistillation classique a 100 °C. Enfin, afin d’évaluer le
potentiel de I’extraction par gaz liquéfié pour I'industrie de la parfumerie, il a été essentiel de comparer
les extraits du point de vue olfactif. Les analyses sensorielles réalisées par I'ISIPCA n’ont révélé aucunes
différences significatives entre les extraits. Le choix du solvant d’extraction a utilisé va donc surtout
avoir une influence sur la cinétique d’extraction et sur la teneur en composés gras, plutét que sur

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

Est une alternative viable en comparaison a I'hexane pour l|'’extraction de composés
lipophiles et volatils ;

Permet de préserver la qualité de I'extrait obtenu ;

Permet un recyclage quasi-complet (>99,99%) du solvant et évite ainsi la présence de traces
dans I'extrait et la matiere premiére épuisée, diminuant ainsi le nombre d’étapes de post-
traitements;

Est un procédé facilement adaptable & I’échelle industrielle (> 1 m3), en particulier en
fonctionnement isobare ;

Permet une diminution des besoins énergétiques du procédé d’extraction ;

Est en adéquation avec les principes de I'éco-extraction.

Les différents résultats obtenus dans cette thése soulévent plusieurs points qui pourraient faire I'objet

de futures recherches :

Les derniéres séries d’essais menées a |'échelle laboratoire ont mis en lumiere le potentiel de
I’éther diméthylique (DME) comme solvant d’extraction car il permet d’extraire une large
gamme de composés apolaire ou moyennement polaires et ce méme a partir de matiéres
premieres humides. En outre, il est possible de le produire de facon industrielle 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’intéressant en particulier a leur synthese et a
leur dégradation en fin de vie. Dans le cas des gaz d’origine pétroliére ou chimique, il sera
important de rechercher des voies de synthéses alternatives en adéquation avec les principes
de la chimie verte.

Une étude plus poussée sur I'étape de recyclage du solvant, afin de s’assurer de la qualité du
solvant distillé et si nécessaire de mettre en ceuvre des moyens pour augmenter |'efficacité de
la distillation.

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

La mise en place de nouveaux modes de fonctionnements, par exemple une extraction en
régime semi-continu voire continue ou encore passer a une opération liquide/liquide. Il sera
également intéressant d’investiguer la possibilité de mettre en ceuvre des extractions
réactives ou tout simplement d’utiliser les gaz liquéfiés en tant que solvants de réaction,

notamment des réactions enzymatiques.
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< Les gaz liquéfiés comme solvants alternatifs pour I’éco-extraction de produits naturels.

Résumé

Depuis quelques années, le domaine de I'extraction végétale est en pleine mutation, avec a la fois un intérét
croissant des consommateurs pour des ingrédients d’origine naturelle, combiné a des préoccupations
environnementales. Il apparait dés lors indispensable de remplacer les procédés actuels utilisant des solvants
pétrochimiques nocifs par de nouveaux procédés d’extraction réduisant le besoin énergétique, la toxicité du
solvant et la quantité de déchets tout en s’assurant du rendement et de la qualité de I'extrait obtenu.
L'objectif de cette thése a donc consisté a développer un nouveau 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 liquéfiés existants et leur mise en ceuvre pour
I'extraction des produits naturels. A 'issue de cette présentation, 3 gaz liquéfiés ont été sélectionnés (n-
butane, HFO-1234ze et le DME) comme solvants pour mener des essais au laboratoire, grace a un prototype
dont la conception est détaillée dans le Chapitre Il.

Dans un second temps, les essais réalisés a I'aide de ces gaz liquéfiés pour I'extraction de composés lipophiles
ont été décrits. L'approche expérimentale a été couplée a une approche prédictive par I'utilisation d’outils
d’aide a la décision : les paramétres de solubilité de Hansen et le modele COSMO-RS. La prédiction théorique
ainsi que les essais expérimentaux ont confirmé l'intérét des gaz liquéfiés pour la solubilisation et I'extraction
de composés lipophiles d’intérét biologique et a haute valeur ajoutée. Parallelement I'étude des impacts du
procédé sur I'environnement, la qualité, la réglementation et la sécurité ont montré que I'extraction par gaz
liquéfié était un procédé facilement transposable a I’échelle industrielle.

+ Liquefied gases as alternative solvents for green extraction of natural products.

Abstract

In recent years, the industrial sector of vegetable extraction has been evolving due to the growing interest of
consumers for natural food ingredients combined with growing environmental concerns. Therefore, it seems
essential to replace existing processes using toxic petroleum bases solvents with greener extraction processes
with lower energy consumption, less wastes but higher extract quality. The objective of this thesis has
consisted in the research and development of a new extraction process using liquefied gases as liquid solvents.

First, this manuscript will outline the state of the art on the liquefied gases and how they are used for
extraction of natural products. After this survey, 3 liquefied gases (n-butane, HFO-1234ze and DME) have
been selected for laboratory scale experiments performed using a dedicated extraction unit whose design is
detailed in Chapter II.

Then, the tests performed with these 3 gases for extraction of lipophilic compounds from several plant
materials has been described. The experimental approach has been combined with a predictive one using
decision tools: Hansen Solubility Parameters and COSMO-RS model. This survey demonstrated that liquefied
gases are interesting solvents for solubilization and extraction of lipophilic compounds of interest. In parallel,
the impacts of the process on environment, safety regulation and quality showed that liquefied gas extraction
could be easily transposed at industrial scale.
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